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Por otra Parte. el sistema de compensación previsto en el articu­
lo 4.°, punto 1, letra b), del mencionado Real Decreto 3241/1983, al
significar la aplicación de un tipo determinado sobre las bases de
cotización de los funcionarios activos, obliga a reajustar dichos tipos
cuando no resulta homogénea la evolución de la cuantía de las diferentes
bases de cotización con la del coste real de la asistencia sanitaria, Que
debe ser el criterio Que fundamente el cálculo de la compensación que
se ha de efectuar a las Corporaciones Locales que utilizan medios
propios.

Asimismo, el tiempo transcurrido desde elIde enero de 1984, fecha
desde la que MUNPAL se hizo cargo de las obligaciones financieras
derivadas de su asunción de la prestación de la asistencia sanitaria,
permite conocer mejor y ajustar las necesidades objetivas que la
financiación del sistema comporta.

Por lo expuesto, en uso de las facultades conferidas en la disposición
final primera del Real Decreto 3241/1983, de 14 de diciembre, dIspongo:

Artículo único.-Los tipos aplicables a las bases de cotización de los
funcionarios en activo para la determinación de la compensación
económica a las Corporaciones Locales, que se establece en el número
1, letra b), del artículo 4.° del Real Decreto 3241/1983, de 14 de
diciembre, por el que se regula la prestación de la asistencia sanitaria
para el personal protegido por la Mutualidad Nacional de Previsión de
la Administración Local, serán los siguientes:

1. El 11,50 por 100, respecto al personal asegurado con anterioridad
al I de enero de 1987.

2. El 6,60 por 100, cuando se trate de personal asegurado a partir
del I de enero de 1987.

DISPOSICIONES FINALES

Primera.-Lo dispuesto en la presente Orden surtira efectos desde el
I de enero de 1989.

Segunda.-Se faculta a la Dirección Técnica de la Mutualidad
Nacional de Previsión de la Administración Local para resolver cuantas
cuestiones pueden plantearse en aplicación de la presente Orden.

Tercera.-La presente Orden entrará en vigor al día siguiente de su
publicación en el «Boletín Oficial del Estado».

Lo que comunico a VV. Il.

Madrid, 23 de mayo de 1989.
ALMUNIA AMANN

limos. Sres. Subsecretario y Director técnico de la Mutualidad Nacional
de Previsión de la Administración Local.

MINISTERIO DE RELACIONES
CON LAS CORTES

YDELA
SECRETARIA DEL GOBIERNO
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Oficial de las Comunidades Europeas» de 30 de marzo de 1973;
74/203/CEE, de 25 de marzo, «Diario Oficial de las Comunidades
Europeas» de 22 de abril de 1974; 75/84/CEE, de 20 de diciembre de
1974, <<Diario Oficial de las Comunidades Europeas» de 5 de febrero de
1975; 76/372/CEE, de 1 de marzo, «Diario Oficial de las Comunidades
turopeas» de 15 de abril de 1976; 78/633/CEE, de 15 de junio, «Diario
Oficial de las Comunidades Europeas» de 29 de julio de 1978;
81/680/CEE, de 30 de junio, «Diario Oficial de las Comunidades
Europeas» de 29 de agosto de 1981; 81j715/CEE, de 314e'julio, «Diario
Oficial de las Comunidades Europeas» de 10 de septiembre de 1981;
84/4/CEE, de 20 de diciembre de 1983, «Diario Oficial de las Comuni­
dades Europea5)~ de 18 de enero de 1984, y 84/425/CEE, de 25 de julio,
«Diario Oficial de las Comunidades Europeas» de 6 de septiembre de
1984, sobre métodos de análisis para el control oficial de alimentos de
animales.

La presente Orden se dicta al amparo de los apartados 2 y 5 del
artículo 40 en relación con el artículo 2.° de la Ley 14/1986, de 25 de
abril, General de Sanidad (<<Boletín Oficial del Estado» de 29 de abril),
así como de los artículos 4.1 g); 5.1 Y 39.1 de la Ley 26/1984, de 19 de
julio, General para la Defensa de los Consumidores y Usuarios (<<Boletín
Oficial del Estado» de 24 de julio), leyes ambas que se considera
habilitan al Estado para dictar normas reglamentarias de carácter básico.

Con independencia de estos preceptos con rango de ley fo.rmal, la
reiterada jurisprudencia del Tribunal Constitucional viene indicando
que en las leyes ha de atenderse, no sólo a si explícitamente habilitan al
Gobierno del Estado para dictar reglamentos con carácter de norma
básica, sino a si lo hacen implícitamente en razón de que van
encaminadas en su conjunto y, como interés prevalente, a proteger
valores de naturaleza básica como son <<la unidad del sistema sanitario»,
<da garantía a la igualdad de todos los españoles en su derecho a la
salud», «la exigencia de la unidad de mercado» o la «libre circulación de
bieneS».

Parece evidente que la sanción de unos métodos uniformes y
aplicables al análisis de los productos alimenticios por todas las
Administraciones Públicas y a los que deban someterse dichos produc­
tos en todo el territorio nacional, viene exigida por aquellos pnncipios
de unidad e igualdad, por lo que deben tener el carácter de norma básica
del Estado.

En su virtud, a propuesta de los Ministros de Economía y Hacienda,
de Industria y Energia; de Agricultura, Pesca y Alimentación y de
Sanidad y Consumo, previo informe preceptivo de la Comisión Intermi­
nisterial para la Ordenación Alimentaria y oídos los representantes de
los sectores afectados, este Ministerio de Relaciones con las Cortes y de
la Secretaría del Gobierno dispone:

Primero. Se aprueban como oficiales los métodos de análisis de
alimentos para animales (piensos) y sus primeras materias que figuran
adjuntos a la presente OrdeD;. '. .

Se~do. Cuando no eXIstan métodos ofiCIales para determmados
análiSIS, y hasta tanto los mismos no sean aprobados por el Organo
competente y previamente informados por la Comisión Interministerial
para la Ordenación Alimentaria, podrán ser utilizados los aprobados por
los Organismos Nacionales o Internacionales de reconocida solvencia.

DlSPOSICION ADICIONAL

Lo dispuesto en la presente Orden y los métodos oficiales de análisis
de alimentos para animales (piensos) y sus primeras materias que
aprueba, se considerarán norma básica de conformidad con lo dispuesto
en el articulo 149.1.1.8 y 16.0 de la Constitución Española.

DlSPOSICION DEROGATORIA
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Por Ordenes de 31 de julio de 1979 «<Boletín Oficial del Estado»"de
29 y 30 de agosto) y 17 de septiembe de 1981 (<<Boletín Oficial del
Estadm> de 14 de octubre), se establecieron diversos métodos oficiales de
analisis de piensos.

La situación motivada por nuestra entrada en la Comunidad
Económica Europea hace necesario armonizar nuestra legislación con la
correspondiente comunitaria, especialmente con lo dispuesto en las
Directivas de la Comisión 71/250/CEE, de 15 de junio, «Diario Oficial
de las Comunidades Europeas» de 12 de julio de 1971; 71/393/CEE, de
18 de noviembre, «Diario Oficial de las Comunidades Europeas» de 20
de diciembre de 1971; 72/199/CEE, de 27 de abril, «Diario Oficial de las
Comunidades Europeas» de 29 de mayo de 1972; 73/46/CEE, de 5 de
diciembre de 1972, «Diario Oficial de las Comunidades Europc-aS» de 30
de marzo de 1973; 73/47/CEE, de _5 de diciembre de 1972, «Diario

12209 ORDEN de 23 de mayo de 1989 por la que se aprneban los
métodos oficiales de análisis de alimentos para animales
(piensos) y sus primeras materias.

Quedan derogadas las disposiciones de igualo inferior rango que se
opongan a la presente Orden, y en particular los métodos coincidentes
que ftguran en las Ordenes de 31 de julio de 1979 (<<Boletín Oficial del
Estado» de 29 y 30 de agosto) y 17 de septiembre de 1981 (<<Boletín
Oficial del Estado» de 14 de octubre).

DlSPOSICION FINAL

La presente disposición entrará en vigor el día siguiente al de su
publicación en el <<Boletín Oficial del Estado»..

Madrid, 23 de mayo de 1989.
ZAPATERO GOMEZ

Excmos. Sres. Ministros de Economía y Hacienda, de Industria y
Energía, de Agricultura, Pesca y Alimentación, y de Sanidad y
Consumo.
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lIEfOOOS OFICIALItS DE AfL\LISIS DE PIIDCSOS Y sus PR1IIERAS IlAftIUAS

tRDICE

PREPARACION DE LA MUESTRA PARA EL ANALISIS
ALCALOIDES EN ALTRAMUCES
PROTEINA TOTAL
(a). GRASA B'RUTA (sin hidr6lisi.s previa)
(b). GRASA BRUTA (con hidrólisis previa)
CLORUROS
HUMEDAD
CELULOSA
AZUCARES
ACIDEZ DE LA GRASA
CALCIO
GRASA
CENIZAS BRUTAS
(a). BASES NITROGENADAS VOLA'l'ILES (POR MICRODIFUSION)
(b). BASES NITROGEliAD.t.S VOLATILES (POR DESTILACION)
CARBONATOS
(a). AFL.ATOXINA 1\ (Crornatografh monodimensional en capa f1na)
(b). AF'LATOXINA SI (Cromatografía bidimensional en capa fina)
¡HOleE DE PERQX!OOS
FOSFORO TOTAL
PROTEN!A SOLUBLE EN ACIDO CLORHIDRICO y PEPSINA
ACTIVIDAD OE LA PEPSINA
CASEINA TOTAL
UREA
AClDO CIANHIDRICO
CENIZAS INSOLUBLES EN ACIOO CLORHIORICO
ESENCIA DE MOSTAZA
LACTOSA
POTASIO
SODIO
MAGNESIO
HIERRO
COBRE
MANG4NESO
CINC
HUMEDAD EN LAS GRASAS Y ACEITES ANIMALES Y VEGETALES
(aJ. ALMIOON (Metodo polarimétrieo)
(b). ALMIDON (MlStodo de la panereatina)
ACTIVIDAD UREASICA DE LOS PRODUCTOS DERIVADOS DE LA SOJA
GOSIPOL LIBRE y TOTAL
TEOBROMINA
RETINOL (Vitamina .l)
TIANIta (ANEURINA, Vitamina B )
AClOO ASCORBlCO YACIDO OEHIOltOASCORBICO (Vitamina C)
MENADIONA (Vitamina K

3
)

VIRGINIAMICINA (por d:a.fuaión en agar)
BACITRACINA-CINC (por difusión I!ln agarJ

FLAVOFOSFOLIPOL (por difusión en aaarJ
TILOSINA (por di:fusión I!ln agar)
ESPIRAMICINA
MONENSIHA SODICA
AVOPARCIHA
ANTIBIOTICOS DEL GRUPO DE LAS TETRACICLIHAS
OLEANOOMICINA
AMPROLIO
ETOPABATO
DITINOLMIDA
NlCARBACINA
BUQUINOLATO
SULFOQUINOXALINA
FURAZOLlDOHA

1.3. RU..CTIVOS

Todos los reactivos deben ser de calidad contrastada para el método
de análisis (p.a. l. Pars el análisis de oligoelementos la pureza de los
reactivos debe ser cont.rolada por una prueba en blanco. Según el resulta­
do se puede requerir una purificaci6n suplementaria.

1.4. PRXPARACIOI'I DE LA JIUl.5TRA- PROCEDI_IItJfTO

El snálisis qu1mico debe hacerse necessriamente sobre una muestra
homogénea. Por el contrario, ciertas detarmin.ciones macrosc6picas, as[
como la determinación de la humedsd, deben hscerse sobre la muestra en el
estado en Que se encuentre 81 llegar al laboratorio. Psra tener en cuenta
ellta doble exigencia, se dividir' 18 muestra en dos partes. Una de ellas
será apartada en el estado en que se encuentra; ra otra se preparsr' pars
el an'lisis qu1mico del modo que se indica seguidamente.

Dividir la muestra con ayuds de Un aparato mecánico o manuallllents,
después de haber mezclado cuidadosamente la totalidad en una superficie
limpia y seca. En el último caso, eS conveniente aplicar el método de los
cuartos, que consiste en tomar sucesivamente muestras en dos sectores
opuestos. Por último, tomar para el análisis uns porci6n de 100 gramos
aproximadamente y triturar. si eS preciso, psra que la totalidad pase por
un tamiz de luz de malla de 1 1Ml.

Introducir inmediatamente esta muestra en un recipiente seco pro­
visto de cierre hermético y tapar.

Si la mueatra está húmeda, hay Qe proceder a uns predesecación, para
que el grado de humedad se sitúe en un valor comprendido entre el 8 y el

·12%. Con este fin, desecar la muestra a una. temperatura adecuada en el
tiempo preciso.

1.5. RESULTADOS

El resultado que se mencionará en el Boletín de análisis ser' el va­
lor medio obtenido a partir de dos determinaciones por lo menos. Salvo
disposición en contrario, se expresar' en porcentaje de l. muestra origi­
nal, tal como hsya llegado al laboratorio. El resultado no debe incluir
:~:l~~i~~s significativa!> que lo que permitl\ la precisión del métod~ de

1.6. REnflEflCIAS

Primera Directiva Comunitarill de 15 de junio de 1971. 71/250/CEE.
Diario Oficial de las Comunidades Europes5 nt L 155 de 12 de julio de
1971.

2. ALCALOIDES EIf ALTRAIlOCES

2.1. PRlIICIPIO

Los alcaloides son puestos en solución en una mezcla de éter die­
tUico y de cloroformo, extrayéndose por ácido clorhídrico. Los slcaloi­
des san precipitados por el 'cido sIlico-túngstico. incinerados y pesa­
dos.

2.2. MAftRIAL Y APARATOS

2.2.1. Agitador mec'nico.

2.2.2. Cápsula de incineración de pla.tino, CU8r:¡;o o porcelllna.

2.2.3. Horno de mufla ellictrico.

2.3. REACTIVOS
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l. PREPARACIQII .. LA JIUESTRA PARA AJlALISIS y DISPOSICIOIIES GEKIJlALES

1.1. P'IlBCIPIO

La preparaci6n de las mueatralS para el an'lisis debe conseguir que
sean lo mis homoglSneas y repreeentativaa posibles.

En general los métodos de análisis son aplicables a todo tipo de
piensos y sus materiae primss. Determinados piensos requieren modalidades
anal[ticas partieul.ares. que se preveen en la descripción de los métodos
correspondientes.

Cuando estén indicados dos o m'lI mlitodoll para la determinación de un
mismo cOfllponente de un pienso, la elección del método aplicable, salvo
indicación en contrario, corresponderá al Laboratorio de control. no obs­
tante, se indicar' en el boletín de B1l6.lisis.

1.2. IlATERIAL Y APAllJlTOO

En la descripci6n de los métodos de an'liais únicamentl!l Sl!l indican
los instrumentos o aparat"os I!lspeciall!lB o que I!lxigl!ln normf.a eapeciales. Se
consldera superfluo mencionar todos los sparatos o utensilios que fOI"lllan
parte dl!l la. instrumentaci6n corriente de los laboratorios de control.

Por lo demás. cuando se haga referencia a agua para. la.s diluciones o
lava.dos, se entender' siempre Que se trata de agua deatila.da. Ari61ogamen­
te, cuando se haga referl!lncia a una solución. ain",,8 indicaciones. se
entenderá que Be tra.ta de una. solución en agua destila.da.

2.3.1. Eter dietUico.

2.3.2. Cloroformo.

2.3.3. Solución de hidr6xido sódico 4N.

2.3.4. Acido clorhidrico O,3N.

2.3.5. Cloruro de sodio.

2.3.6. Soluci6n al 10 por 100 (p/v) de 'cido snico-tungstico (S10
212,.,°

3
, 26 H

2
0).

2 .... PROCEDIMIENTO

Pesar, con aproximación de 5 mg, 15 g de la muestra e introducirla
en un recipiente de unos 200 mI provisto de tap6n esmerilado. AA.d1r 100
mI de éter dietUico y 50 m1 de cloroformo exacta.mente medidos e inme­
diatamente y con la a.yuda de una bureta graduada, 10 mI de l. 801uci6n de
hidr6xido sódico. Agitar vigorosamente a.l principio para evitar la forma­
ción de grumos, continuando la agitación a intervalos; dejar reposar hu­
ta el dfa siguiente. Si el liquido sobrenadante no está totallllente lilllpio
añadir algunas gotas de agua; filtrar la ca.ps de éter-cloroformo. Recoger
50 mI del filtrlldo en Un matraz aforado de 50 mI y tra"pasarlos cuantita­
tivamente con la ¡oyuda de 50 mI de éter dietilico a una. ampolla de decan­
tación de 150 ml. Extraer tres veces sucesivas con 20 mI de ácido clorhi­
drico, dejar decantar y recoger el extracto ácido después de cada extrsc­
ci6n. Reunir los o!xtractos ácidos en un matraz de 250 mI y eliminsr las

'.
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últimas trazas de éter y del cloroformo calentado ligeramente. Aíiadir al­
rededor de 1 g de cloruro de sodio, dejar enfriar y precipitar los alca­
loides medial'lte la solución del ácido sUico-túngstica (2.6.1.). Agitar
mecánicamente durante 30 minutos, dejar reposar durante una nocne. fil­
trar sobre filtro de cenizas conocidas y lavar el precipitado sucesiva­
mente por dos veces con 10 mI y dos veces eQ(l 5 mI de ácido clorhídrico.

Situar el filtro que contiene el precipitsdo en una cápsula de inci_
neración e incinerar a 900 oC. Dejar enfriar y pesar.

2.S.~

% alcaloides O.2P

siendo:

P " peso de 181\1 cenizas.

Expresar los resultados en ~ de la ml,.lestra.

2.6. OBSERVACIOIIBS

Añadir solución sílico-túngstica hasta que ae ve. que no se forme
mis precipitado blanco lechoso del alcaloide.

2.? RD'ERDICIAS

Primera Directiva COl\lunitarta de 15 de junio de 1971. (71/250/ CEE).
Diario Oficial de las COlllunidades Europeas n' L 155 de 12 de julio de
1971.

3. PROTKIJU. BRUTA

3.1. PRIM:IPIO

El método permite determinar convencionalmente el contenido en pro­
teina bruta de los pienaos y Sl,¡S materias primas a partir del contenido
en nitrógeno determinado según Kjeldahl.

Mineralizar la muestra por via húmeds y alcalinizar por lIIedio de so­
lución de hidróxido de aodio. El llJIIoniaco liberado es arrastrado por des­
tilación y recogido en una cantidad determinada de ácido sulfúrico, va­
lorando el exceeo con solución de hidróxido de sodio.

3.2. JlAnRIAL Y APARATOS

Mineralizador y destilador Kjeldahl.

de espuma. calentar más intensamente hasta ebullición evitan­
do el sobrecalentllJlliento y adherencia de particulas orgáni_
cas. Cuando ls soluci6n aparece transparente e incolora (ver_
de claro en presencia de catalil'-ador a base de cobre) Ill8nte­
ner la ebullición una hora dejando enfriar a continuación.

3.4.2. Destilación.

Añadir con precaución y agitando 250 a 350 mI de qua, COIll­

probando que los sulfatos están disueltos totalmente. Dejar
enfriar. añadir algunos gránulos oe cinc y algunas gotas de
indicador de fenolftaleína.

Introducir en el matraz colector del aparato de destilar 25
mI exactamente medidos. de ácido sulfúrico O,lN 05 O,5N, según
que el producto sea pobre o rico en materias nitrogenaoas y
algunas gotas del indicador rojo Oe metilo.

Unir el matraz al refrigerante del aparato oe deatilar, su­
mergiendo la parte extrema de ~ste en el liquido del .... trat.
colector por lo menos 1 cm. Introducir lentamente en el ma­
traz, pm- lIIedio de un embudo con llave. 120 .111 de solución de
hidr6xido de sodio al 30 por 100 6 más cantidad si fuera
necesario, debi~nd08e I118ntener la coloración roja huta el
fin de la destilaci6n.

Si ae ha empleado un catalizador s base de mercurio introdu­
cir ademAs en el m.traz ya sea 10 mI de aolución de sulfuro
de sodio' (3.3.11.) ya se. 25 mI de solución de tiollulfato de
sodio (3.3.12.).

Calentar el matra:>: de tal manera que se destile ISO 1111 oe' li­
quido en 30 minutos. Después de este tiempo comprobar 18 neu­
tralidad de la gota del destilado por medio del papel de tor­
nasol. Si la reacci6n es alcalina continuar con la destila­
ción hast.a que el p.pel de tornasol indique neutralidad en la
gota del destilado. Al final de l. destilación obaervar de
vez en cuando la coloración de la soluci6n en el colector. Si
vira a amarillo añ.dir inmediatamente un volumen exactamente
lIIedido de ácido sulfúrico O.IN 6 O,5N.

3.4.3. Valoración.

Valorar en el matraz colector el exceso de ácido sulfúrico
con la soluci6n de hidr6xido de sodio O.lN ó O,25N según la
normalidad del ácido sulfúrico, hasta que la soluci6n vire al
amarillo claro.

•,.
e"'

..

~.

3.3. RUCrrI05 1.4 X 6,25

3.3.1. Sulfato de potasio. p.a.
" de proteina en la l\IUe$tra = ------ (VN-V'N')

p

3.3.3. Cinc grl!lnl,¡lado, p.a.

3.3.4. Aeido sulfúrico (d.. 1,84) p.a.

3.3.2. Catalizador:
cristalizado
(HgO) p.a.

Oxido de cobre (CuO) p.a. o aulfato de cobre
(CuS04 .SH

2
0) p.a. o mercurio u óxido de mercurio

Siendo:

P = Peso, en ¡. de la muestra.
V ... Volumen. en mI, de ácido sulfurico introducido en el vaso.
N .. Norru.lidad de la solución de ácido súlf'urico.
V' ... Volumen. en mI, de N.OH consumidos en la valoración.
N' .. Normalidad. de la solución de NaOH. ,',

3.3.5. Acido sl,¡lfúrico O.lN.

3.3.6. Acido sulfúrico O,5N.

3.3.7. Rojo de metilo: diaolver 300 m& de rojo de metilo en 100 mI
de etanol del 95-96% (v/v).

3.3.8. Solución d. hidróxido d. sodio al 30 po. 100 (p/v).

3.3.9. Solución d. hidróxido d. sodio O.lN.

3.3.10. Solución d. hicir6xido d. sodio 0.25N.

3.3.11. Soluci6n 5aturada de aulfl,¡ro d. sodio. p.a.

3.3.12. Soluci6n de tiosulfato de sodio (Ns
2

S
2

0
3

• 5H
2

O) p ••. .1 8 PO'
lex¡ (p/v).

3.3.13. Piedra pómez en granos, l.vada con ácido clorhidrico y cal­
cinada.

3."'. PIOlXDDIURTO

3.4.1. Mineralizaci6n.

Pesar con precisi6n de 1 mg, aproxillladamente 1 g de lIIuestra e
introducirla en el matraz de mineralil:ación.

Añadir 10 a 15 g de a-..lfaw de potasio (3.3.1.), una cantidad
apropiada de catalizador (3.3.2.) (0,3 a 0,4 & de óxido de
cobre o una gota de rnercuric.. 05 0,9 a 1,2 g de sulfato de co­
bre, o una gota de mercurio 05 0.6 a 0.7 g de óxido de mercu­
riol. 25 lIl1 de 'cido sulfurico y algunos gránulos de piedra
p6mez. Homogeneizar.

Calentar el lIIatrat. inicialmente con moderación, agitando de
ve2 en cuando, hasta carbonización de la maaa y desaparición

3.6.1. Para productoa pobres en ..aterias nitrogen.das, el volulMn de
ácido sl,¡lfúrico O.IN puede ser reducido. si es necesario, a
10 05 15 mI y completar a 25 mI con ~a destilada.

3.6.2. Para los prodl,¡ctos ricos en materias nitrogenadu. tales COIllO

las harinas de carne o de pescado, utilizar 25 ..loe ácido
sulfúrico O,5N.

3.6.3. Efec~uar paralelllJllente un ensayo en bl-.u:o.

3.6.4. Para oontrolar l. exactitud del lII,stodo. efectuar el análisi&
(lIIineralizaci6n y valoración) con 1.5 a 2 g de acetanilids
p.a. (114 ·C, " NK 10.36) en presencia de 1 g de acetanilida
consullle 14,80 ..1 de ácido sulfú.rico O,5N.

3.7. REnRZlICUS

Tercera Directiva Comunitarh de 2 de abril de 1972. {72/199/CEE.
Diario Oficial de la.s Comunid.des Europess ni L 123 de 29 de mayo de
1972.

4 (a). CRASA BRUTA
(sin bidr6Uala previa)

"'(a).1.. PIlDICIPIO

La lIIl,¡eatra se extrae con éter de petróleo, El aolvente se destila
y el residuo ae seca y se pesll.

1:1 lIlétodo permite determinar el contenido en lIlsteriaa grasas bru­
tas en piensos. No es Ilplicable al análisis de semillas y frutos
oleaginosos definidos en el reglamento n" l36/66/CEE del Consejo,
de 22 de septiembre de 1966.
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Aplicable a las materias primas de origen vegetal, a excepción de
aquellos en que BUS materias grasas no son comletamente extrai­
bIes con ¡ijter de petróleo sin hidrólisis previa. En dichas excep­
ciones 8" incluyen entre otros los glútenes. las levaduras, las
proteínas d... soja y las patatas. Este procedimiento se aplica
igualmente a los piensos compuestos, con excepción de los que
contienen leche en polvo o cuyas materias grasas no son totalmen­
te extraíbles con 6ter de petróleo sin hidrólisis previa.

4(.) .2. IlAftRIA.L Y APARATOS

4(.11).2.1. Extractor. Si el aparato lleva un sifón (tipo Soxhlet)
regular el volumen de reflujo de _nera que se obtengan
al menoa 10 ciclos por hora. Si el aparato no tuviera
sif6n, el volwnen de líquido sometido a reflujo será de
unos 10 mI -por minuto.

4{a) .2,2. Cartuchos de extracción, exentos de materias solubles
en ~ter de petroleo, y cuya porosidad sea compatible
con las exigencias del punto 4(a}.2.1.

4{a).2.3. Estufa de desecación, bien con vacío a 75 GC =. 3 GC o
bien a presión atmosf~ricil B 100 oC =. 3 ·C.

4(.).3. REACTIVOS

4(a).3.l. Eter de petróleo, intervalo de ebulliCión: 40 s 60 GC.
El índice de bromo debe ser inferior il 1 Y el residuo
de evaporación inferior a 2 mg/lOO m1.

4(a}.3.2. Sulfato de sodio, anhidro.

4(a).3.3. Piedra pómez o perlas de vidrio.

4 (.) .4. PROCEDIJIIEIInO

4{a).4.1. Pesar, con precisión de 1 mg, 5 g de la muestra e in­
troducirlo5 en un cartucho de extracción (4(a).2.2.) y
cubrirlo con tap6n de algodón desgrasado.
Poner el cartucho en el extractor (4(a}.2.l.) extrayen­
do durante 6 horas con éter de petróleo (4(a)3,l.). Re­
coger el extracto en un matraz seco previamente tarado,
en el que haya algunoa fragmentos de piedra pómez.

Evaporar el solvente por destilación. Secar el residuo,
introduciendo el matraz durante hora y media en estufa
de desecación (4(a}.2.3.). Dejar enfriar en desecador y
pesar. Secar de nuevo durante 30 minutos para aaegurar­
se de que el contenido en materia grasa permanet.ca
constante (la diferencia en peao entre dos pesadas su­
cesivas será inferior a 1 mg).

4(a).4.2. Para los productos de elevado contenido en materias
grasas difíciles de triturar o no apropiadas para la
toma de una muestra reducida homogénea, proceder COmO
se indica:

Pesar, con precisi6n de 1 mg, 20 g de la muestra y mez­
clarlos con 10 g 05 más de sulfato de sodio anhidro.

Extraer con éter de petróleo (4(a).3.l.) según se indi­
ca en (4(a).4.1.).

Completar el extracto obtenido hasta 500 mI con éter de
petróleo (4(a).3.1.) y homogeneizar. Introducir 50 mI
de la soluciól'l en un pequeño matraz seco y tarado, que
contenga algunos fragmentos de piedra p6mez
(4(1I).3.3.). Eliminar el solvente medilll'lte destilación,
seCar y continuar Con el método operatorio indicado en
el último pirrafo del punto (4{a).4.1.). Valor (a).

Eliminar el disolvente del residuo de extracción Que se
encuentre en el cartucho. 'triturar el resíduo a un ta­
maño de partícula de 1 mm. Colocarlo de nuevo en el
cartucho de extracción (no añadir sulfato de sodio) y
continuar con el método operatorio, según se indics en
los párrafos segundo y tercero dI!' 1 punto (4 (a) .4.1. ) .
Valor (b).

4(a).S.~

Según 4(a).4.1., expresar el resultado en % de la muestra.

Según 4(a).4.2., el contenido en Blaterias grasas brutas en por­
centaje de la muestra viene dado por la fórmula:

(lOa+b)x5

Siendo:

a E masa, en gramos, del residuo de la primera eJC:tracci6n (parte
alícuota del eJC:tracto).

b masa, en gramos, del residuo de la segunda eJC:traccióp.

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones parale­
las efectuadas sobre una misma muestra por el mismo analista no debe re­
basar:

0,2%, en valor absoluto, para contenidos en materias grasas
brutas inferiores al 5~.

4,0%, del resultado más alto para los contenid.'os de 5 a 10%.

0,4%, en valor absoluto, para los contenidos superiores al 10%.

4(a) .6. Rl:FERENClAS

Directiva de la ComiSión de 20 de diciembre de 1983, modificación
a la Directiva 7l/393/CEE. Diario Oficial de las Comunidade5 Europeas ni
L 15/28 de Hl de enero de 1984. M~todo ni 4.

4(b). GRASA BRUTA
(can bidr61isia previa)

4(b).1. PRIJeCIPIO

La muestra se trata en caliente con ácido clorhídrico. Dej= en­
friar la mezcla y filtrar. Tras haberla lavado y secado, se extrae con
éter de petróleo. El solvente se destila y el residuo se seca y se pesa.

El método permite determinar el contenido en materias grasas bru­
tas de los piensos. No es aplicable al análisis de semillas y frutos
oleaginosos definidos en el reglamento ni l36/66/CEE del consejo, de 22
de septiembre de 1966.

Aplicable a los piensos simples de origen animal, así co"'o a los
mencionados en el método 4(a).1., COrRO excepciones a dicho procedimiento.

4(b).2. MATERIAL Y APARATOS

Los mismos Que en 4(a}.2.

4(b).3. REACTIVOS

4(b).3.1. Eter de petróleo, intervalo de ebullici6n: 40 a 60 ·C.
El índice de bromo debe ser inferior a 1 y el residuo
de evaporación inferior a 2 mg/lOO mI.

4(b).3.2. Acido clorhídriCO 3N.

4(b).3.3. Coadyuvante de filtración, por ejemplo tierra de diato­
meaS.

4(bl.3.4. Piedra pómez o perlas de vidrio.

4 (b) .4. PROCEDDlIEJn'O

Pesar, con aproximación de 1 mg, 2,5 g de muestra (pars muestras
pobres en materias grasas puede aumentarse a 5 g), introducirloa en un
vaso de precipitado de 400 mI, o en un erlenmeyer de 300 mI, añadir 100
mI de ácido clorhídrico 3N (4(b).3.2.) y algun05 frsgmentos de piedra pó­
mez. Cubrir el vaso con un vidrio de reloj o conectar al erlenmeyer un
refrigerante de reflujo. Llevar la mezcla a ebullición suave, utilizando
una pequeña llama o una placa calefactora, mantener la ebullición durante
una hora. Evitar que el producto se adhiera a las paredes del recipiente.

Enfriar y añadir suficiente coadyuvante de filtraci6n (4{b).3.3.)
para evitar la pérdida de materias grasas durante la filtración. Filtrar
con doble papel de filtro humedecido, exento de materias graslUl. Lavar el
resiuo col'l agua fria hasta la neutralidad del filtrado. Comprobar que és­
te no contenga materias graaas. Su presencia in.dical"Ia la necesidad de
realizar una extracción de la muestra con ~ter de petróleo, previa a la
hidrólisis. según el m~todo 4(a).

Poner el doble papel de filtro que contiene el residuo sobre un
vidrio de reloj y secarlo durante una hora y media en la estufa a 100 GC
=. 3 GC.

Introducir el doble filtro conteniendo el residuo seco en el car­
tucho de "xtrllcción (a(a).2.2.) y cubrirlo con un tapón de Blgod61'l des­
grasado. Poner el cartucho en el extractor (4(a).2.1.) y seguir el Illodo
operatorio indicado en los párrafos segundo y tercero del punto
(4(a) .4.1. ).

4(b).S.~

Como en 4(a).5.1.

La misma que en el método 4(a).

5.~

5.1. PRlJlCIPIO

Los cloruros se aolubilizan en agua, defecándose la solución si con­
tiene materias orgánicas, posterior acidificación de la misma con ácido
nitrico y precipitación de los cloruros con nitrato de plata. El exceso
de nitrato se valora con una solución de sulfocianuro de amonio. Apli­
cable a todos los piensos.
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5.3.5. Eter eUHeD.

5.3.6. Acetona.

5.3.4. AcidO nítrico, d.. 1.38.

16027

6.~

Primera Directiva de la Comisión de 1:' de junio Ge 1971. (71/250/
CEE). Diario Oficisl de las Comunidades Europeas n Q L 155 de 12 de julio
de 1971.

5.7. REnJtENClAS

6.1. PRDICIPIO

Loa muestra 6e desee.. en condiciones definidas, variando en funci6n
de la naturaleza ¡jel producto. LB pérdida de masa es determi.nada por pe­
ssda. Es "",cesario proceder B una predesecaci6n cuando se trata de sus­
tancias s61idas, con un cont.enido elevado de humedad. No es aplicable a
los productos cerivados de la leche conside...ados COIllO pien8015 simples,
sustancias mine...ales, piensos compuestos consti tuídos eaencialmente de
sustancias minerales y semillas y frutos oleaginosos. Par.. los cereales y
sus productos. excepto productos de cereales hidrolizados y raicilla de
cebada (G.3.2.2.l, se aplicará el método oricial para Cereales y Deriva­
dos.
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5.3.3. Soluci6n saturada de aulfato am6nico-férrico.

5.3.1. Soluci6n de lIulfocianuro de amonio O,IN.

5.3.2. Solución de nitrato de plata O,IN.

5.2.1. Agitador de 35 a 40 r.p.m.

5.3. R&AC'l"IYOS

5.2. IlATmUAL Y APARATOS

5.3.7. Soluci6n Carre:z; 1: Disolver en agua 24 g de acetato de cinc
dihidrato (Zn (CH3COO)2.2H20¡ y 3 g de 'cido acHico gla­
cial. Completar hasta 100 n:i1 con 8&U8.
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5.3.a. Soluci6n Carrez Ir: Oisolver en agua 10,6 g de ferroeian\1t'o
de potasio trihidrato (K

4
(Fe(CN)6).3H

2
0. Completar a 100 mI

con agua.

5.3.9. Carb6n activo, exento de cloruT06.

5.4. PIlOCED1JlIEJftO

6.2. unRIAL y APARATOS

6.2.1. Molino triturador, Hicil de limpiBr, que permita una tritura­
ci6n rápida y uniforme, sin provocar calentamientos sensi­
bles, ni condensaciones, evitando al máximo el contacto con
el aire.

5.4.1. Preparaci6n de la lIo1uci6n.

5.4.1.1. Muestree sin materia oreinica. Pe6&r. con precisión
de 1 mg, de O a 10 a de la muestra de forma que no
contenaa m'8 de 3 & de clo...o en forma de clo...uro e
int...oducirla en un P1at az afo...ado de 500 ml con 400
ml de agua a 20 ·C ap oximadamente. Agit durante
30 minutos, en...asar, homogeneizar y filtr .

5.4.1.2. Muest ...as con m.ate...ia o gánica {menos los citados en
5.4.1.3.}. Peaar con p ecisión de 1 mg, ap...oximada-
mente 5 g de muest...a e int...oducfrfa con 1 g de c ....­
bón activo an un mat...az afo....do da 500 11'I1. AA.dir
400 11I1 de agua a 20 ·C ap"'oxim.damente y 5 ml de so­
lución Carrez 1, agi t .... Y aftadi ... seguidamente 5 11I1
de la 80lución Car...ez n. Agitar durante t ...eint. lIIi­
nutos, enrasar, hOlllogeneizar y filt...ar.

6.2.2. Bslanza analítica de precisi6n 0,5 mg.

6.2.3. Recipientes secos de metal inoxidable <) de vidrio, provistos
de una tapa que asegure un cierre estanco; superfie útil que
permi. ta obte~er una distribuci6n de la muestra del orden de
0,3 g por cm •

6.2.4. Estufa isotérmica (+ 1 ~C) de calefacci6n eléctrica. que ase­
gure un" regulaci6n-rápida de temperatura y convenientemente
ventilads.

6.2.5. Estufa de vacío, de calefBcci6n elo!ictrica regulable, provists
de una bomba de aceite o de un dispositivo de introducción de
Bire csliente deshidratado o de un deshidratante.

6.2.6. DeseCBdor con placa de metal o porcelana, que contenga un
deshidratante eficsz.

~'.
;-,.,
"

5.4.1.3. To...ta y ha... ina de lino, p oducto,", ... icos en harina
de lino y otros productos icos en mucIlqo. o en
l!lustancias coloid8lell (po... ejelllplo, almid6n hidl"oli­
ndo).

P...eparar la soluci6n como se indica en 5.4.1.2., pe-
"'0 sin filt ar. Decantar (si es necesario centrifu-
gar), sepa ar 100 .d del líquido sob...enadante e in-
t ...oducirlos en un matraz de 200 ml. Mezcl .... con ace­
tona y enrasar con este disolvente, homogeneizar y
filt...ar.

6.3. PROCEDIIIIEIft'O

6.3.1. Preparaci6n de la muest.....

6.3.1.1. 'todas las muestras a excepci6n de las lIIencionad8a en
6.3.1.2.

Sepa...ar previalllente por lo menos 50 g de la muestra,
tri tur'ándola o tratándola previamente de forma apro­
piada, si fUera necesario, para evitar toda varia­
ci6n del contenido en humedad.

5.4.2. Valo...aci6n.

5.5.~

loa cantid.d de cloro (p) expresado en cloruro de sodio presente en
el volumen del filtrado separada para la valoraci6n, viene dada por la
f6rmula:

..

.,
Separar previamente y pesar, con aproximaci6n de 10
mg al...ededor de 25 g de Illuestra. A!'Iadir una cantidad
Bpropiad.. de arena anhidra, pesada con aproximaci6n
de 10 mg Y mezclar hasta obtener Wl producto homogé­
n~.

6.3.1.2. Alimentos líquidos o pastosos, constituídos esen­
ci.. lmente por materias grasas.

6.3.2. Desecación.

6.3,2.1. Todos los slilllentos a excepci6n de los mencionados
en 6.3.2.2.

Tarar, con aprOl<illl.ci6n de 0,5 mg, un recipiente
pr-ovisto con tapa. Pesar, con aproximBci6n de 1 mg,
en el recipiente tarado U005 5 g de muestra y repar­
tirla uniformemente. Colocar el recipiente, sln ta­
;la, en una estufa previamente calentada a 103 oC.
Pa...a evitar Que la temperatura de la estufa no des­
cienda demasiado, introducir el recipiente con rapi­
dez. Dejar secar durante cuatro horas a partir del
momeoto en que la estufa alcance de nusvo la tempe­
ratura de 103 ~C. Colcear la tapa Robre el recipien­
te, reti ...arlo de la estufa, dejar enfriar de 30 a 45
minutos en 1,11'1 desecsdor y pesar con aproximaci6n de
1 mg.

En el caso de muestras constituidas esencialmente
por materias grssaa, efectuar un.. desecsci6n comple­
mentaris de 30 minutos en la estufa a 103 ~C la di­
ferencia ent...e las dos pesadas no debe exceder de
0,1 po... 100 de humedad.

volumen, en ml, de 801uci6n de aulfocianuro amónico O,lN
utilizados en la valoraci6n.

volumen, en mI, de solución de nitrato de plata añadida.V,

V
2

Tomar de 25 B 100 11'I1 de filt...ado (con contenido en cloro in_
ferior a ISO mg} obtenido en 5.4.1.1., 5.4.1.2. 65.4.1.3. e
introducirlo en un erlenllleyer, diluir lIi ea necesario, hastB
50 811 con agua. A!'Iadir 5 mI de lcido nItrico, 20 mI de 8011,1­
ci6n saturada de sulfato am6nico f!rrico y dos gotas de la
soluci6n de sulf"ocianuro am6nico, aftadidas mediante una bure­
ta llena hasta el trazo de cero. AAadir se&uidamente Illediante
una bureta la t10lución de ni trato de plata hasta un exceso de
5 mI. Afiadir 5 mI de Eter etílico y aai tar fuertelllllnte para
recoger el precipitado. Valorar el exceso de ni trato de plata
mediante lB solución de sulfocianuro am6nico hasta que el vi­
raje III r-ojo oscur-o persista durante un minuto.

siendo:

"fectuar un ensayo en blanco ain la muestra a .nalizar y si conaume
-,soluci6n de nitrato de plata O,lN..restar este valo... al volumen (VI - V

2
).

Expresar el resultado en porcentaje de ls muestra.

Para loe productos ricoa en ID8teriaa grasaa. desengrasar previamente
mediante Eter etílico según 4(a}.

Piensos compuestos que contengan mis del 4 por 100
de sacarosa o de l ..ctosa, productos de cereale5 hi­
drolizados, raicilla de cebada, garrofa, cabeza de
remolacha, azúcares y solubles de pescado y piensos

, ."
"', : r ••
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compuestos que contengan más del 25 por 100 de sales
minerales con agua de cristalización.

Tarar, con una aproximación de 0,5 mg, un recipiente
con tapa. Pasar, con una aproximación de 1 mg en el
recipiente tarado aproximadamente 5 g de muestra y
repartirla uniformemente. Colocar el recipiente en
la estufa de vacío previamente calentada a una tem­
peratura. de 80 a 85 ·C, sin tapa. Para evitar que la
temperatura de la estufa descienda demS5i1l.do, intro­
ducir el recipiente con rapidez. Llevar la presión a
100 Torrs, y dejar secar a esta presión durante cua­
tro horas, bajo una corriente de sire aaco y calien­
te o con la ayuda de un deahidrat&nte (300 g aproxi­
madamente para 20 muestras). En este último caso,
cortar la conexi6n con la bomba de vacío cuando la
presi6n preacri ta 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
precauci6n la estufa a la presi6n atmosférica.

Abrir la estufa, tapar inmediatamente el recipiente
y sacarlo. Dejar enfriar durlUlte 30 a 45 minutos en
el desecador y pesar con una proximaci6n de 1 mg.
Proceder a una deaecaci6n complementaria de 30 minu­
tos en la estufa de vacio a la temperatura de 80 a
85 ·C y pesar de nuevo. L.a diferencia entre las dos
pesadas no debe exceder de 0,1 por 100 de humedad.

BOE núm. 128

rar el residuo filtrando sobre amianto, lavar, secar, pesar y calcinar a
900 .C. La pérdida de peso resultant,e de la calcinación corresponde a la
fibra bruta.

7.2. IlATERIAL Y APARATOS

7.2.1. Vasos de 600 ml de capacidad graduadas de 200 en 200 mI.

7.2.2. Discos de porcelana de 80 mm de diámetro con un espesor de
unos 4 mm, perforsdas con 32 orificios de 4 mm de diámetro
aproximadamente.

7.2.3. Matraces de vacio de 2 1 de capacidlld con tllp6n de goma mar­
cados con trazo de referencia al nivel de los 800 ml provis_
tos de un embudo de vidrio de 120 mm de diámetro.

7.2.4. Placas filtrlUltes, de 40 mm de diámetro y 4 mm de espesor, de
borde oblicuo adaptado al cono del embudo (7.2.3.), perfo-­
radas con 16 orificios de unos 4 mm de diAmetro aproximada­
mente y recubiertas de una rejilla. metálica de 1 mm de malla
aproximadamente. Las placas y las rejillas metálicas deben
ser inalterables a los licidos y a los álcalis.

7.2.5. Crisoles de platino o cuarzo para la incineración.

7.2.6. Horno de mufla con termostato.

7.2.7. Desecador.

,',

'.':

..
6.3.3. Predesecaci6n.

Los alimentos s61idos, cuyo contenido en humedad sea elevado
y hagan la molienda dificil deben ser predesecados como se
indica s continuaci6n;

7.2.8. Filtro de amianto: Poner 2 g de amianto en suspensi6n
(7.3.2.) en 100 mI de agua. Filtrar a vado sobre placa fil­
trlUlte recubierta de rejilla meU.lica (7.2.4.) y colocada en
el embudo del matraz de vacio (7.2.3.). Recoger el fi 1trado y
filtrarlo de nuevo en el mismo filtro. Eliminar el filtrado.

"

",

'.'"

Pesar con una aproxilllaci6n de 10 mg unos 50 g lile muestra no
molida (si es necesario puede hacerse una divisi6n previa en
el caso de gránulos o aglomerados) en un recipiente adecuado.

7.2.9. Estufa.

7.3. REACTIVOS

~:

Dejar secar en una estufa, a la temperatura de 60 a 70 ~C,

hasta que el contenido en humedad sea reducido a un valor
comprendido entre 8 y 12 por 100.

7.3.1. Acido sulfúrico O,26N.

7.3.2. Amianto tratado: Añadir al amianto unas cinco veces su peso
en C1H diluido (1 vol. de CIH (d = 1.19) .. 3 vol. de agua).

Retirar de la estufa. dejar enfriar al aire en el laboratorio
durlUlte una hora ,y pesar con una aproximaci6n de 10 roa. Tri­
turar inmediatamente de5pué8 como se indica en 6.3.1, yefec­
tuar la desecaci6n Cama en 6.3.2.1,

6.4.~

Hervir la mezcla durante unos 45 minutos, dejar enfriar y
filtrar sobre embudo Büchner. Lavar el residuo con agua hasta
ausencia de acidez en el filtrado. L.avar a continuaci6n con
1.. acetona (7.3.6.). Secar el amianto en la estufa y cll1cinar
después durante 2 h a 900 ~C. Dejar enfriar en desecador y
conservar en un frasco cerrado.

El contenido en humedad, en tlUltO por ciento de muestra, se obtiene
por las f6rmulas siguientes: 7.3.3. Emulsi6n antiespurna..

6.4.1. Desecaci6n sin predesecaci6n. 7.3.4. Soluci6n de hidr6xido de potasio O,23N.

100 7.3.5. Acido clorhidrico O,5N.

(M - m)
M 7.3.6. Acetona pura.

siendo: 7.3.7. Eter dietflico puro.

6.4.2. Desecaci6n con predesecaci6n,

M " maSa inicial, en g, de la muestra.
m masa, en g, de la muestra seca.

La diferencia entre 1011 resultsdos de dos determinaciones simultá­
neas efectuadas aobre una misma muestra no debe sobrepasar el 0,2 por 100
de humedad.

.'
:."'.
.~.

Lavar el residuo con 100 mI de agua muy caliente, cinco veces, para
obtener un volumen final de filtrado de 800 ml. Transferir cuantitativa­
mente el residuo al vaso provisto de un disco de porcellUl" pars regular
1 .. ebullici6n. Aí'iadir 200 mI de soluei6n de hidr6xido de postasio 0,23N.
Llevar rápido a ebullici6n y dejar hervir durante 30 minutos exactos.
Añadir 50 mI de agua fria y filtrar al vacio sobre un nuevo filtro de
amianto, preparado según 7.2.8. L.avar el residuo con agua muy caliente
hasta la neutralidad de las aguas de lavado (prueba con papel de torna­
sol). Deshidratar lavando tres veces con acetona usando un volumen total
de Unos 100 mI.

Pe5ar, con aproximaci6n de 1 1Ilg, 3 g de Illuestra y 2 g de amianto
tratado en un vaso de 600 ml de capacidad. Aña-dir 200 mI de ácido sulfú­
rico O,26N y unas gotas de emulsi6n IUltiespuma. Llevar rápidamente a ebu­
lliciOO y dejarla hervir durante 30 minutoa exactos. Psra mantener el vo­
lwnen constante, cubrir el vaso con un dispositivo refrigerador, tal como
un matraz de fondo redondo de 500 ml sometido a una c:irculac:i6n de agua
fria. Interrumpir la ebullici6n añadiendo 50 mI de agua fria y fil trar
inmediatamente en un filtro de amianto.

100 M m
K 100 (l - ----)

E EM'

(M' - m)M
(--------- .. E _ M)

M'

siendo:

E maaa inicial, en g, de la Illuestra.
M masa, en ¡, de la lIIuestra predesecada.

M' lIIasa, en &, de la lIIuestra deapués de la molienda
m masa, en g, de la muestra seca.

Segunda Directiva de la Comisi6n de 18 de noviembre de 1971. (71/393
ICEE). Diario Oficial de las Comunidadell Europeas n~ L 279 de 20 de di­
ciembre de 1971.

Transferir cUlUltitativamente el residuo a un crisol, disgregarlO si
es necesario, y secarlo a 130 oC hasta obtener un peso constante.

Dejar enfriar en desecador y pesar rlipido. Introducir a continuaci6n
el crisol en el horno de mufla (7.2.6.) y dejar calcinar durante 30 minu­
tos a 900 ·C. Dejar enfriar en desecador y pesar rápidamente.

7_ CELULOSA. BRUTA

7.1. PRIIICIPIO

El método permite determinar, en la alimentaci6n animal, las mate­
rias orgánicas exentas de grasas e insolubles en medio ácido y en medio
alcalino, convencionalmente designadas bajo el nombre de celulosa bruta.

La muestra desengrasada se trata sucesivamente con soluciones de
ácido suLfúrico e hidr6Xido de potasio de concentraciones fijadas. Sepa-

Hacer un ensayo en blanco aplicando el mismo método operativo con
amianto tratado (7.3.2.) en ausencia de la muestra. La pérdida de
peso resul tante de la calcinaci6n de los 6 g de amianto no debe aer supe­
rior .. 10 mg.

7.S_~

El contenido celulosa bruta en tanto por ciento de muestra viene
dado p"r la f6rmula;
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(a - b) x 100
Celulosa bruta %

3

Siendo:

a '" Pérdida de peso debida a la calcinación, en la muestra.

b = Pérdida de P"'50 debida a la calcinaci6n, en el ensayo en blan­
oo.

La diferencia entre dos determinaciones simultáneas ef"ectuadas lIobre
la misma muestra no debe ser superior a:

- 0,3 en valor absoluto, para los contenidos en celulosa bruta
inferiores a 10 por 100.

3 por 100 en valor relativo para los contenidos en celulosa
bruta iguales (> superiores al 10 por 100.

7.6. OllSERVACIOfCES

7.6.1. Las muestras conteniendo más de un 10 por 100 de materia gra­
sa deben desengrasarae con l!ter etílico antes del análisis.
Para ello coloear la ~ueetra (3 g + 1 mg eobre W1 f'iltro de
amianto. Añadir unos 50 mI de éter dietíl1eo y nItrar con
vacío. Repetir la operación dos veces más. Trasferir cuanti­
tativamente la muestra deaengrasada y el amianto a un VllllO de
600 ml, continuando el antilisie como se ha descrito anterior_
mente.

7.6.2. Las muestras con contenido en materias ¡:raaae protegidas por
recubrimiento deb<'ln 8er desengrasadae como s<'l indica en
7.6.1. Y sometidas, ademáe a W1 nuevo desengrasado después
del lavado del residuo proveniente del staque del ácido. Para
esto lavar el reaiduo de <'lste ataque tr<'ls V<'lcell con acetona
(en total 100 mI), después trell veces con 50 mI de éter
dietílico. Traef<'lrir a continuaci6n cuantitativamente <'ll
residuo a un vallo de 500 mI y proseguir el an.iliais COIllO se
ha indicado anteriormente.

7.6.3. En el caso de muestras ricas en calcio (más de 2 por 100 de
calcio) sustituir <'ll tratami<'lnto de ácido aulfúrico por <'ll d<'l
ácido clorhídrico. Pesar 3 g + 1 mg de mueatra en un vaso y 2
g de amianto calcinado introd-;;'ciéndolos en un vaso de 600 ml.
Añadir 100 mI de CIH 0,5N y unas gotas de emulsi6n antiespu_
ma. Dejar repoaar durante 5 minutos. Proceder a continuaci6n
como se ha indicado anteriormente.

7.7. REFERI:IIClAS

Cuarta Directiva de la Comiaión, de 5 de diciembre de 1972,
(73!46/CEE). Diario Oncial de las COlllunidades Europeas ni L 83 de 30 de
marzo de 1973.

8.~

8.1. PRIMCIPIO

El método permite determinar los azúcares reductores y los azúcares
totales previa inversi6n, expresadoll en glucosa o, en su caso, en sacaro­
sa, por conversi6n con ayuda del factor 0,95. Este método es aplicable a
los piensos compuestos. Se preveen lIIodalidadea espeeiale5 para otros ali­
mentos. En su caso, procede determinar por aeparado la lactosa y tenerlo
en cuenta al calcular los reaultados.

Defecaci6n a apartir de las soluciones de Carre1; 1 y II, previa di­
solución de los a1;úcares en etanol diluido. Eliminación del etanol y va­
loraci6n antes y después de la inversión seaún el método de Luff-Schoor1.

8.2. IlADRIAL Y APARATOS

Agitador mecánico.

8.3. UACTIVOIS

8.3.1. Etanol al 40 por 100 (v/v) (d " 0,948 a 20 ·C).

8.3.2. Solución Carrez 1. Disolver en agua 24 g de acetato de cinc
dihidrato y 3 ml de 'cido acético ¡;lacial y añadir SJl:ua des­
tilada hasts 100 mI.

8.3.3. Soluci6n Carre% II. Disolver en agua 10,6 g hexaciano ferrato
(II) depotaaio (K4 (FeCN

S
).3H

2
0) y añadir agua destilsda has­

ta 100 mI.

8.3.4. Solución de naranja de metilo al 0,1 por 100 (p/v).

8.3.5. Acido clorhidrico 4N.

8.3.6. Acido clorhídrico O,lN.

8.3.7. Solución de hidr6xido de sodio O,lN.

8.3.8. SolUCión de sulfato de cobre Il. Dillolver 25 g de sulfato de
cobre (CuS0

4
.5H20) p.a., exento de hierro, en 100 mI de agua.

16029

8.3.9. 5011.1ci6" de ácido cítrico. Disolver 50 g de ácido cftrico
(C

6
H

e
0

7
.H

2
0l) p.a. en SO mI de agua.

8.3.10. Soluci6n de carbonato de sodio. Disolver 143,8 g de carbonato
de, sodio anhidro (Na

2
C0

3
) p.a. en 300 mI de agua caliente,

dejar enfr1.ar.

8.3.11. Solución de tiosulfato de sodio O,lN.

8.3.12. Soluci6n de almidón. Añadir una mezcla de 5 g de almidón so­
luble en 30 mI de agua, a un litro de agua hirviendo. Dejar
hervir durante 3 minutos. Dejar enfriar. Añadir 10 m,g de io­
duro de mercurio (11) comO agente conservador.

8.3.13. Acido sul:fúrico 6N.

8.3.14. Solución de ioduro de potasio (KI) al 30 por 100 (p/v).

8.3.15. Piedra pómez hervida con ácido clorhidrico y aclarada con
agua.

8.3.16. lsopentanol.

8.3.17. Reactivo de Luf'f'-5choorl.- Verter agitando con cuidado la so­
lución de i!icido cítrico (8.3.9.) sobre la solución de carbo­
nato de sodio {8.3.10.}. Añadir inmediatamente la soluci6n de
sulfato de cobre (8.3.8.) y completar a un litro con agua.
Dejar reposar una noche y filtrar. Controlar la normalidad
del reactivo obtenido (Cu O,lN; Na

2
C0

3
2N). El pH de la solu­

ci6n debe ser aproximadamente 9,4.

8.4. PROCKDDfIEIInO

8.4.1. Preparaci6n de la muestra.- Pesar con aproximación de 1 m,g
2,5 g de la muestra, e introducirlo en un matraz aforado de
250 mI. Añadir 200 mI de etanol al 40 por 100 (v/v) y meltclar
durante una hora en el aaitador. Aflad1r 5 mI de la soluci6n
Carrez 1 y agitar durante un minuto, adicionar y agitar du­
rante el mismo tiempo con 5 ml de la soluci6n de Carrez n.

Enrallar a 250 mI con la soluci6n de etanol 8.3.1., hOlDogenei­
zar y filtrar. Tomar 200 ml del filtrado y-evaporar aproxima­
damente hasta la mitad del volumen, a fin de eliminar la ma­
yor parte del etanol. Trasvasar en su totalidad el residuo de
evaporación con ayuda de agua caliente a un matraz a:forado de
200 mI y enfriar. a continuaci6n enrasar con agua y filtrar
si es necesolll'io. Est;a soluci6n será utilizada para la deter­
minaci6n de azúcares reductores y después de la inversión pa­
ra la determinación de azúcares totales.

8.4.2. Determinaci6n de azúcares reductores.- TOlllar como mhimo 25
ml de la solución preparada según 8.4.1. y que contenga menos
de 60 mg de azúcares reductores, expresado en glucosa. Si es
necesario, completar el volumen hasta 25 mI COn agua destila­
da y determinar la cantidad de azúcares reductores según
Luff-Schoorl. El resultado será expreaado en tanto por ciento
de glucosa.

8.4.3. Determinaci6n de azúcares totales previa inversi6n.- Tomar 50
ml de la solución 8.4.1. y llevar a un matraz af'orado de 100
mI. Añadir unas gotas de la aoluci6n naranja de metilo y
adicional' lentamente agitando soluci6n de ácido clorhídrico
4N ha!lta viraje a rojo. Añadir 15 mI de ácido clorhídrico
O,lN y sumergirlo en un baño de agua caliente a ebullición
durante treinta minutos. Refrigerar hasta 20 ·c y añadir a
continuación 15 mI de la soluci6n de hidr6xido de sodio O,lN
(8.3.7). Enrasar a 100 mI con agua y homogeneizar.

Tomar uns cantidad que no exceda de 25 mI y contenga menOIl de
60 mg de aZúcares reductores expresado en glucosa. Si es ne­
cesario completar el volumen hasta 25 ml con agus destilada y
determinar ls cantidad de azúcares reductores según Luf'f'­
Schoorl. El resultado será expresado en tanto por ciento de
2:1ucosa. De expresarlo en sacarosa ae debe de multiplicar por
el -ractor 0,95.

8.4.4. Valoraci6n de Luff-Schoorl.- Tomar 25 mI del reactivo Luff­
Schoorl (8.3.17.) y llevarlo a un erlenmeyer de 300 mI añadir
25 mI exactamente medidos de la soluci6n def'eeada de azúca­
res, adicionar un poco de piedra pómez y calentar agitando
sobre la llama del mechero. Colocar inmediatamente el
erlenmeyer sobre Una tela metálica, perforada por una abertu­
ra de 6 cm de di.imetro y regulando la llama de manera que so­
lamente el fondo del erlnmeyer sea calentado. Adapt.r ense­
guida un refrigerante de refluyo sobre el erlenmeyer, El par­
tir de este momento hacer hervir la soluci6n y mantener en
ebullici6n durante diez minutos exactamente. Refrigerar inme­
diatamente al chorro de agua fria durante cinco minutos y
proceder a su valoración como sigue:

Añadir 10 ml de la sol ución de ioduro de potasio (8.3.14.)
inmediatamente después y con cuidado 25 ml de ácido sulfúrico
6N (8.3.13.). Valorar a con.tinuación mediante la soluci6n de
tiosl.llfato de sodio O,lN (8.3.9.) hasta la aparición de color
amarillo. añadir en este momento la soluci6n de almidón y
terminar de valorar.

Efectuar la misma valoraci6n sobre una mezcla que contenga 25
mI exactamente medidos del reactivo de Luff-Schoorl, 25 mI de

¡
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8.6. OBSItRYACIOIIES

Expresar los ..!!sul tados en tanto por ciento de la muestra.

Establecer por medio de la tabla 1 la cantidad dl! glucosa en mg co­
rrespondiente a la diferencia entre las dos valoraciones, según los mI de
tiosulfato de sodio O,lN gastados en cada una de las valoraciones.

8.6.1. En caso de pienaos muy ricos en melazas o piensos poco homo­
géneos, pesar 20 g e intN)ducirlos en un matraz aforado de un
li tro con 500 mI de agua. Mezclar durante una hora en el agi­
tador. Defecar mediante los reactivos de Carrez 1 y 11
(8.3.2.) Y {e.3.3.) COmO se describe en 8.4.1., utilizando de
todos 105 reactivos dosis cuatro veces superiores. Llevar a
1000 mI con etanol del 80 por 100 (v/v) (8.3.1.). Homogenei­
zar y filtrar, a continuación eliminar el etanol se&ún
(8.4.1. ).

,--
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Glucosa fructose. I Lactosa Maltose.
azúcares invertidos I C12H2Z0U C12HZ20U

C
5

H
1Z

0
6 I

diferencia m diferencia dife...

3::1, e 2,7 48,l\ 3,8 51,5 " ,
3':>,7 , ,e 52,2 3,e 55,7 " ,
38,5 , ,o 56,0 3,3 59,8 ','
41,3 2,9 59,9 3, ~I 63,9 ','
"",2 2,0 63,8 3,9 68,0 ','
47,1 2,9 67,7 ,,O 72,2 , ,3

50,0 3, o 71,7 4,0 76,5 ','
53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 ',5
56,0 3,1 79,8 " , 85,4 ',6
59,1 3,1 83.9 ',' 90,0 ',6
62,2 88,0 94,6

n

"1':>
le
13
18

"20

""
"

9. ACIDEZ DI: LA GRASA

Esta determinación será aplicable a aquéllas grasas que se utili­
cen como materia prima.

.1
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10 mI de la soluci6n de íoóuro de potasio (8.3.14.) Y
de la soluci6n de ácido sulfúrico fiN (B.3.13.) sin 11e­
ebullici6n.va.. a

agua,
25 mI

B.5.~

16030

En ausencia de almidón exento de productos de hidrolizado,
enrasar a 1000 mI con agua destilada.

8.6.2. En el caso de melazas y piensos simples, ricos en azúcares y
prActicamente exentos de almidón, pesar 5g e introducirlos
en un matraz aforado de 250 mI, añadir 200 mI de agua desti­
lada y mezclar durante una hora o más en el agitador. Defecar
inmediatamente por medio de los reactivos de Carrez 1 y 11,
(8.3.2.) Y (8.3.3.), según (8.4.1.).

El prOCedimiento será el que figura en el método N~ 10 de los :-"é­
todos Oficiales de Análisis de Aceites y Grasas aproba(;os por Orden de 31
de enero de 1977 (Boletín Oficial del Estado de 14 de julio de 1977).

En el caso de que fuera necesario preparar la muestra se seguir!
el procedimiento recogido en el métodO r~. 1 de la mencionada Orden.

..~.

Llevar a 250 mI con agua, homogeneizar y filtrar, para deter-.
minar los azúcares totales, proseguir como (8.4.3.).

10.~

10.1. PRDICIPIO

8.6.3. Es recomendable añadir aproximadanlente 1 mI de isopentanol
(sin tener en cuenta el volumen) antes de la ebullición. con
el, reactivo Luff-Schoorl para evitar la formación de espuma.

1>1 método permite determinar el contenido en calcio total de los
piensos.

8.6.4. La diferencia entre la cantidad de azúcares totales después
de la inversión, expresada en glucosa y la cantidad de azúca­
res reductores expresada igualmente en glucosa, multiplicada
por 0,95 de la cantidad en tanto por ciento de sacarosa.

La muestra se incinera, las cenizas se tratan con ácido clorhidrico
y el calcio se precipita en forma de oxalato de calcio. Después de disol­
ver el precipitado en ácido sulfúrico. el ácido oxálico formado se valora
mediante una solución de permanganato de potasio.

8.6.5. Para calcular la cantidad de azúcares reductores, excluyendo
la lactosa, se puede determinar de las siguientes formas'

10.2. 1U.TER1AL Y APARATOS

10.2.1. Matraz aforado de 250 mI de capacidad.

8.6.5.1. Para un cálculo aproximado. multiplicar por 0,675 18
c8ntidad de lactosa obtenida, por determinación se­
parada, y restar el resultado otenido de la cantidad
en azúcarea reductores.

10.2.2. Erlenmeyer de 250 mI de capacidad.

10.2.3. Crisol de platino, cuarzo o porcelana.

8.6.5.2. Para el cálculo preciso de azúcares reductores, ex­
cluyendo la lactosa, es necesario partir de la misma
muestra (8.4.1.) para las dos determinaciones fina­
lea. Uno de los análisis es ef"ectuado a partir de la
solución obtenida en (8.4.1.) Y el otro sobre una
parte de la solución obtenida para la valoración de
la lactosa según el método para la determinación de
lactosa.

10.2.4. Crisoles filtrantes de vidrio, porosidad G
4

•

10.2.5. Horno eléctrico con circulación de aire y regulador automá­
tico, para regular a 550 oC.

10.2.6. Baño de agua.

10.3. REACTIVOS

En los casos (8.6.5.1.) y (8.6.5.2.) la cantidad de
azúcares presentes se determinan según el método de
Luf"f-Schoorl, expresado en mg de glucosa.

10.3.1. Acido clorhidrico d '" 1,14, p.a.

10.3.2. Acido nítrico d 1,40, p.a.

l·'

La diferencia entre los doa valores Be expresa en
tanto por ciento de la muestra.

8.7. REnRDlCIAS

10.3.3. Acido sulfúrico d '" 1,13, p.a.

10.3.4. Amoníaco d ~ 0,98, p.a.

10.3.5. Solución saturada de oxalato amónico en frio, p.a.

....,
Primera Directiva de la Comisión de 15 de junio de 1971. (71/250/

CEE). Diario Oficial de las Comunidades Europeas n9 L 155 de 12 de julio
de 1971.

Para 2S .1 de reactivo Lu:ff"_Schoor1

Na2S;:,o::l Glucosa f"ructosa I Lactos.. Mal tosa
azúcares invertidos I C12HZ20U CIZH2Z011

o, !tI C
6

H
12

0
6 I

I., diferencia diferencia dif"er., " , 2,4 3.6 3,3 3,9 3,9
, ,8 2,' 3,3 3,3 3,8 3,9

3 3,2 2,5 11.0 3,3 11.7 ;.9, 9,3 2,5 14.7 3,3 1 S, ':, , ,0, 12.2 2,!:i 18,4 3.7 19,6 3.9

" 14.7 '" :> 22.1 ';.7 23, ::. , ,O
T- 17,2 2, G 3.7 27,5 , ,O

" 19.8 ;> ,(, 29. e) 3,7 31, '" , ,O
9 22.4 ~, "

33,7 3.8 35,5 4,0

" 25.0 ;>,(; 37.0 3,fl 39,5 ,,O
U ?7 .ti

,
"

40,1:3 J, e 43.:' ',e

" 30, -; ?,3 411.C 3, " 47.0, 4, ,

10.3.6, Solición al 30 por 100 (p/v) de ácido cftrico, p.a.

10.3.7. Solución al 5 por 100 (p/v) de cloruro de amonio, p.a.

10.3.8. Solución al 0,04 por 100 (p/v) de verde de bromocreso1.

10.3.9. Solución de permanganato potásico; O,lN, p.a.

10.... PROCKDIXIDn'O

Pesar con apro;<imaciÓn de 1 mg, 5 g de la muestra a analizar (o más
si es necesario), calcinarla a 550 oC y trasvasar las cenizas a un erlen­
meyer de 250 mI. Añadir 40 mI de ácido clorhidrico (10.3.1.), 60 mI de
agua y algunas gotas de ácido nítrico (10,3.2.). Llevar a ebullición y
mantenerlo asi durante treinta minutos. Enfriar, trasvasar la solución a
un matraz aforado de 250 mI. enjuagar el erlenmeyer y completar el volu­
men con agua, homogene i zar y fi 1trar.

Tomar con una pipeta según la cantidad presumible de calcio, una
alícuota que contenga de 10 a 40 mg de calcio e introducirla en un erlen­
meyer de 250 mI. Añadir 1 mI de la solución de ácido cítrico (10.3.6.) Y
5 ml de solución de cloruro de amonio (10.3.7.). Completar el volumen a
100 ml aproximadanente con agua. Llevar a ebullición. añadiendo de 8 a
10 gotas de solución de verde de bromocresol (10.3.8.) y 30 mI de solu­
ción caliente de oxalato de amonio (10.3.".). Si aparece un precipitado,

.-
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disolver éste medi.ante la adición de algunas gotas de ácido clorhídrico
(10.3.1.).

Neutralizar despuéll muy lentamente con llIlIoniaco (10.3.4.), agi tanda
constantemente, hasta obtener un pH 4,4-4,6 (viraje del indicador). Colo­
car el erlenrneyer en un baño de agua hirviendo durante treinta minutos,
dejando reposar el precipitado formado. Retirarlo del baño, dejar:'.o repo­
sar durante una hora y filtrar en un crisol filtrante G4. Lavar el erlen­
meyer y el crisol con agua hasta la total eliminación del exceso de oxa­
leto de amonio (la ausencia de cloruros en el agua de lavado indica Que
el lavado es suficiente).

Disolver el precipitado sobre el filtro con 50 ml de ácido sulf'ú­
rico caliente (10,3.3. l, enjuagar el crisol con agua caliente hasta lle­
var el I'iltrado a 100 mI aproximadamente. Calentar a 70-80 ·C y valorar
mediante la solución de pel"'1llanganato de potasio (10.3.9.) hasta la obten­
ción de una coloraciÓn rosa persistente durante un minuto.

lO.5.~

1 mI de permanganato de potasio O,lN corresponde a 2,004 mg de cal-
cia.

Expresar el resultado obtenido en tanto por ciento de la muestra.

10.6. OBSERVACIc..ES

10.6.1. Para pequeñas cantidades de calcio, proceder como en 10.5.
FUtrar 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 ácido sulfúrico
(10.3.3.), evaporar a sequedad, calcinar de nuevo a 550 ·C
y pesar.

Si P representa el peso de sulfato cálcico obtenido, la
cantidad en calcio de la alicuote tomada seré igual a P x
0,2944.

10.6.2. Si la muestra está constituida exclusivamente de materias
minerales, proceder a la disolución por ácido clorhidrico
sin incineración previa, Para los productos tales que los
fosfatos alumfnico-cálcicos dificiles de disolver en los
ácidos, proceder a una fUsión alcalina antes de la disolu­
ción. Mezclar intimamente en un crisol la parte tomada con
cineo veces su peso de una mezcla compuesta en partes igua­
les de carbonato de potasio y de carbonato de sodio. Calen­
tar eon precauci6n hasta la fusión completa de la mezcla.
Refrigerar y disolver con ácido clorhídrico.

10.6.3. Si la cantidad en magnesio de la muestra es elevada. proce_
der a una segunda precipitación de oxalato de calcio.

10.7. llD"bDIClAS

Primera Directiva de la Comisión de 15 de junio de 1971. (71/250/
CEE). Diario Oficial de las Comunidades Europeas n2 L 155 de 12 de julio
de 1971.

1.1.1. PRDICIPIO

Determinación de la grasa por el mlitodo Cerber.

1.1.2. IIA.'DJUAL Y APARATOS

travlis del embudo, 10 mI de agua tibia (40 ·C), arrastrando
lo que haya podido adherirse al mismo. Tapar y agitar fuer­
temente'para disolver la leche,

Seguidamente añadir 10 ml de ácido sulfúrico, haciéndolo
resbalar suavemente por las paredes del butirómetro. Añadir
1 mI de alcohol isoamilico. Cerrar el butir6metro con el
tap6n de goma, agitar suavemente y centrifugar a 1.200
r.p.m. durante 3 a 5 minutos. Sacar el butirómetro de la
centrifuga e introducir en el bal\o de agua a 65 ·C. Dejar
transeurrir algunos minutos y efectuar la lectura.

1.1.5. EXPRESIOII or.: LOS RESULTADOS

Leer en el butir6metro, en la escala dividida, la altura que ha al­
canzado la columna de grasa, habiéndose ajustado a cero el liquido que no
contiene grasa. Los grados de la escala indican las decenas, y las dé­
cimas las unidades por ciento. Se puede apreciar perfectlllTlente un 0,5%.

1.1.6. OBSERVACIOIIES

11.6.1. En el caso de sueros desprovistos de caseína, pueden produ_
cir carbonizaciones que dificultan la lectura (debido a que
el ácido sulfúrico de densidad d = 1.82 resulta demasiado
concentrado). En este caso se puede diluir al 10% (v/v) con
agua destilada.

11.6.2. En los productos con grasa muy micronizada, conviene repe­
tir por tres veces las centrifugaciones, el calentamiento a
65 ·C y las lecturas, hasta obtener resultados constantes.

11.7. RltFERDlCIA5

Instituto de Racionalización y Normalización del Trabajo. Una Norma
Española, 64.029.

12. CEIfIZAS 8RU'rAS

12.1. PRINCIPIO

Incineración 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 regulaci6n de temperatura.

12.2.3. Crisoles de platino o cuarzo, rectangulares {60 x 40 x 25
mm) o redondos (diámetro: 60 a 75 mm, altura: 20 a 25 mm).

12.2.4. Nitrato de amonio: Solución al 20 % (p/v).

Pesar alrededor de 5 g de muestra, con una aprOXilll8ción de 1 mg
(para los productO$ que tengan tendencia", "esponjarse" peaar 2,5 g en un
crisol previamente calcinado y tarado. Colocar el crisol sobre la placa
calefactora hasta carbonización de la muestra. Introduc1r el crisol en el
horno regulado a 550 + 5 ·C. Mantener a esta temperatura hasta la obten­
ci6n de cenizas blancas. gris claro o rojizas, aparentemente desprovistas
de partículas carbonosas. Colocar el cr1sol en un desecador, dejar en_
friar y pesar inmediatamente.

;"¡

¡
.'f,

r
"

'.'r,.

12.4.~

El porcentaje de cenizas sobre materia natural
f6rmula siguiente:

11.2.1. Butir6metros contrastados, con graduaciones de O a 6% de
grasa y con divisiones del 0,1%. Se pueden utilizar butiró_
metros con graduaciones de O a 5% y divisiones del 0,1%,
cuando la muestra tenga un contenido en grasa inferior al
5%.

11.2.2. Tapones troncoc6nicos de goma u otro tipo, apropiados.

11.2.3. Pipetas contrastadas de 1 y 10 m1.

Cenizas % (materia natural)

Siendo:

--~~!-=-~~!.:~
P - P2

se obtiene por la

11.2.4. Vidrios de reloj.

11.2.5. Baño de agua regulable a 65 " =. 1 DC.

11.2.6. Centrifuga capaz de alcanzar 1.200 r.p.m.

11.2.7. Embudo desprovisto de cuello y vástago. para la introduc­
ción de la muestra en el butir6metro.

11.3. REACTIVOS

11.3.1. Acido sulfúrico de densidad d '" 1,82.

11.3.2. Alcohol isoamUico de densidad d = 0,815 e intervalo de
destilación de 128 ·C a l32"C.

11.0&. PROCEIl1JlIEllTO

11.4.1. Pesar, con precisión de 0,1 mg, 1,100 g de producto e in­
t~ducirlo en el butir6met~ a través elel embudo. Añadir, a

P = peso, en g, de la cápsula con la muestra.

PI peso, en g, de la cápsula con las cenizas.

P
2

peso, en g. de la cápsula vaeia.

12.5. OBSERVACIOIIES

12.5.1. Las materias diriciles de incinerar deben someterse a una
primera incineración de tres horas, se enfrían y se leli
adiciona algunas gotas de una soluci6n al 20% de ni trato de
amonio. Continuando la incineraCión después de la deaeca­
ci6n en estufa.

Repetir eventualmente la operación hasta incineración COm_
pleta.

12.5.2. Para las materias resistentes al tratamiento anterior, ope­
rar como sigue: Despu~s de una incineraci6n de tres horas,
arrastrar las cenizas con agua caliente y Íil trar sobre un

~;
'.
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pequeño filtro de cenizas conocidas. Incinerar el filtro y
su contenido en el crisol inicial.

Llevar el filtrado al crisol frio. evaporar sequedad. in­
cinerar y pesar.

12.5.3. En el caso de aceites y grasas, pesar 25 g en un crisol de
capacidad apropiada. Carbonizar inflamar.do la muestra por
medio d ... una mecha de papel de fU tro sin cenizas. Después
de la combusti6n humedecer con la mínima cantidad de agua
posible. Desecar y cOntinuar COmO se indica en 12.5.

BOE núm. 128

13(a),2.2. C,slulas de Conway (v. esquema), de vidrio o de mate­
rial plástico.

13(a).2.3. Microburetas. graduadas a l/lOO mI.

13Ial.3. REACTIVOS

13(a).3.1. SolUCión al 20% (p/v) de ácido tricloroac<itico.

13(a).3.2. Indicador: disolver 33 mg de verde de bromocresol y
65 mg de rojo de metilo en 100 mI de etanol al 95­
96%.

t;,
12.&. RD'XJUlJWCIAS.

Primera Directiva de la Comisión de 15 de junio de 1971. (71/250/
CEE). Diario Oficial de las Comunidades Europea5 ni L 155 de 12 de
julio de 1971.

13(8). BASES IIITROGDIADAS vou:rIl.ES (nitrogmo -.d-=al)
(Por .u.c:rod11"uai&l)

13(a).1. PRINCIPIO

El método permite determinar el contenido en bases nitrogenadas
volátiles, expresadas en amonIaco, de los piensos para animales.

l.a muestra se extrae con agua, la solución se defeca y se fil­
tra. La bases nitrogenadas volátiles Se desplazan con una solución de
carbonato de potasio por microdifusión, se recogen en una solUCión de
ácido bórico y se valora con ácido sulfúrico.

13(a).2. MATll:RIAL Y APARATOS

13(a).2.1. Mezclador, de aproxi_damente 35 a 40 oscilaciones
por minuto.

13(a) .3.3. Solución de ácido bórico. En un matraz aforadO de 1
litro, disolver 10 g de ácido bórico p.a. en 200 mI
de etanol al 95-95% y 700 mI de agua. Añadir 10 mI de
indicador (13(¡¡).3.2.J. Mezclar y ajustar si fuera
necesario, la coloraci6n de la soluci6n al rojo claro
por adici6n de una solución de hidróxido de sodio. 1
mI de esta soluci6n permi te fijar COmo máximo 300 g
de NH

3
•

13(a).3.4. Solución saturada de carbonato de potasio:disolver
100 g de carbonato de potasio p.a. en 100 mI de agua
en ebullici6n. Dejar enfriar y filtrar.

13(a).3.5. Acido sulfúrico O,02N.

13(a) .4. PROCEDDUtJftO

Pesar. con precisi6n de 1 mg. 10 g de la muestra e introducirlos
en un matraz aforado de 200 mI con 100 mI de agua. Mezclar durante 30 mi­
nutos en el mezclador. Añadir 50 mI de soluci6n de ácido tricloroacético
(13(a}.3.1.), completar al volumen con agua, agitar vigorosamente y fil­
trar $Obre un filtro de pliegues.

"¡/
••
,,'

.,

._....,
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Escala 1/1

13(b). BASES RU'ROOEllADA5 YOLArILItS
(Por destilaci&íj

Si el contenido en amonIaco de la muestra fuera superior al 0,6%
diluir el filtrado iniCial.

Segunda Directiva de la Comisi6n de 18 de noviembre de 1971.
(71/393/CEE). Diario Oficial de las Comunidades EuropeiUI n9 L 279 de 20
de diciembre de 1971.

13(a).7. REFERENCIAS

13{b).!. PUJlCIPIO

La muestra se extrae con agua. la soluci6n se defeca y se fil­
tra. Las bases nitrogenadas volátiles se desplazan por ebullici6n median­
te adici6n de 6xido de magnesio y se recogen en una cantidad conocida de
ácido sulfúrico cuyo exceso se valora con una soluci6n de hidr6xido de
sodio.

El m~todo permi te determinar el contenido de bases nitrogenadas
volátiles, expresadas en amoniaco, de las harinas de pescado que no con­
tengan prácticamente urea. Unicamente es aplicable para cont.enidos en
amoníaco inferiores al 0.25%.

CtLULA DE CONWAY

13(10).6. OBSERVACIONES

t
1,2u

~

Pl.a.no de 1:>. dI,,!:>.

PI"lIO d., J~ t~paJ~", d~ cri<l~J ~Imccilado

I
I
1"-----1-

~~H~-_I_'

~----~

L

~l~~ _

'o

Introducir con la pipeta en la parte central de la célula de
Conway 1 mI de soluci6n de ácido bórico (13(a) .3.3.) Y en la corona de la
c~lula 1 mI del fil tr8do de la muestra. Cubrir parcialmente con ayuda de
la tapa engrasada. Dejar caer rapidarnente en la corOl:la 1 mI de soluci6n
saturada de carbonato de potasio (13(s).3,4.) y cerrar la tapa hermética­
mente. Remover con precauci6n la célula pl"oporcion6ndo1e un movimiento de
rotación al plano horizontal. con objeto de garantizar la mezcla de los
dos roe.::tivos, Dejar incubar bien dUl"ante cuatro hOl"aa por lo menos a la
telllpera1;ura ambiente o bien durante unl!. hora a 40 GC.

13(a) .5. CALCULO DI LOS RESULTADOS

Valorar ll!.s basel!. volátiles en la solUCión de ácido bórico con
I.cido sulfúrico O,02N (13(a).3.5.) e.-pleando una .icrobureta
(13(a}.2.3.).

Efectuar una prueba en blanco aplicando el lIIislIlO Htodo operatorio.

1 11,1 de ácido sulfúrico O,02N cOl"responde a 0,34 mg de amoníaco.

Expresar el reaul~do en porcentaje de la lIluestra.
La diferencia entre lo"" resultados de dos determinaciones para­

lell!.s efectusdas sobre una misma muestra no debe exceder del lO%. en valor
relativo para los contenidos en amoníaco inferiores al 1,0%; 0.1 en valor
absolutc para los contenidos en amoníaco iguales o superiores al l,O'X..
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13(b).2. MATER1AL Y APARATOS

13(b).2.1. Mezclador: de 35 s 40 oscilaciones por minu'to apro­
Xímadamente.

13(bl.2.2. Aparato de destilación del tipo Kjelciahl.

13(b).3.1. Soluci6:-, al 20% (p/v) de ácido tricloroac~tico.

13{b).3.2. Oxido de magnesio, p.a.

13(b).3.3. Emulsi6n de antiespuma (por ej. s111cona).

13(b).3.4. Acido sulfúrico O,IN.

13(b).3.5. Solución de hidr6xido de sodio 0,1 N.

13(b).3.6. Solución al 0;3% (p/v) de rojo de metilo en etanol
del 95-96~.

13(b).4. PROCIDIJmtIrTO

Pesar con precisión de 1 mg, 10 g de la muestra e introducirlos
con 100 mI ds agua en un matral" arorado de 200 mI. Mezclar 'durante 30 mi­
nutos en el mezclador. Añadir 50 mI de solución de ácido tricloroacético
(13(b).3.1.). completar el volumen con agua, agitar con fuer",a y filtrar
sobre un filtro de pliegues.

Tomar una cantidad de fU trado lfmpida en función del contenido
supuesto en basea nitrogenadas volátiles (lOO mI son suficientes, en ge­
neral). Dilufr en 200 mI y añadir 2 g de 6:ddo de magnesio (13(b).3.2.J y
Blgunas gotas de emulsi6n antiespuma {13{bl.3.3.}. La soluci6n debe ser
alcalina en el papel de tornasol; si no lo es, añadir 6xido de magnesio
(13(b).3.2.). Destilar ISO mI aproxÍlu.dlllllente de la solueión en un apara­
to del tipo Kjeldahl y recoger el destilado en un erl~,.er Clue eontenga
un volumen exacta.ente -.edido (25 • 50 al) de icido aulfúrico O,lN
(13(b).3.4. l. Durante la destUación, evitar un recalentBmiento de las
paredea. Llevar la soluci6n sulfúrica a ebullici6n durante 2 minutos, en­
friar y valorar al exceso de ácido sulfúrico con la !!oluci6n de hidr6xido
de sodio O,1N (13{bl.3.5.) en presencia del indicador rojo de metilo
(13(b).3.6. l.

Efectuar un ensayo en blanco aplicando el mismo mEtodo operato-
rio.

13(b).5.~

1 mI de ácido sulfúrico O,1N corresponde a 1,7 mg de amoníaco.

Expresar el resultado en porcentaje de muestra.

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones
paralelas efectuada!! sobre una misma lDueatra no debe exceder, en valor
relBUvo, del 10% de amoníaco.

l3(b) .6. RDERIJICIAS

Segunda Directiva de la Comisi6n de 18 de noviembre de 1971.
(71/393/CEE). Diario Oficial de las Comunidade5 Europeas ni L 279 de 20
de diciembre de 1971.

14. CARBOIlATOS

14.1. PIlDICIPIO

Descomposici6n de 108 carbonatos mediante la acci6n del ácido
clorhfdrieo y eomparaci6n del volumen de anhídrido carb6nico desprendido
frente a una cantidad conocida de carbonato cálcico medido en las mismas
condiciones.

14.2. 1IAttR1AL Y APARATOS

14.2.1. Aparato de Scheibler-Dietrich, según figura 14.1.

14.3. R&ACTIVOS

14.3.1. Acido clorhídrico, d 1,10.

14.3.2. Carbonato de calcio.

14.3.3. Solución de ácido sulf"úrico O,lN o aproximado, coloreada
con rojo de meUlo.

14.4. PROOtDIIlIErnO

Según la coneentración en carbonatos de la muestra pesar: 0,5 g
cuando la riqueza esté comprendida entre el 50% y 100); expresado en car­
bonato cálcico.

g cuando la riqueza esté comprendida entre el 10% y el 50'% ex­
presado en carbonato c'lcico.

g a 3 g cuando la riqueza sea inrerior al 10% expresado en car­
tonato cálcico.

Una vez pesada la cantidad id6ntla de muestra a anali",ar introdu_
cirla en el frssco (4) del aparato de Scheibler_Dietrich, el cual estará
provisto de un pequeí\o tubo de material irrompible conteniendo 10 mI de
la soluci6n 14.3.1. Conectar a continuaci6n el frasco con el aparato. Gi­
rar la llave (5) de tres vías de forma que el tubo (1) comunique con el
exterior.

Por medio del tubo m6vil (2), que estA lleno de ácido s;.¡lfúrico co­
loreado (14.3.3.l y unido al tubo graduado (1). llevar el nivel del lí­
quido a la graduaci6n de cera. Girar la llave (5) de mOdO que haga comu­
nicar los tubo!' (1) y (2) y comprobar el nivel a cero.

Previa inclinaci6n del frasco (4), dejar pasar lentamente todo el
ácido clorhídrico (14.3.3.) sobre la muestra. Igualar la presión bajando
el tubo (2). Agitar el frasco (4) hasta que cese por completo el despren_
dimiento del gas carb6nico.

Restablecer la presi6n reduciendo el lIquido al mismo nivel en los
tubos (1) y (2). Hacer la lectura pasados unos minutos, hasta Que el vo­
lumen gaseoso permanezca constante.

Efectuar en las mismas condiciones un ensayo comparativo con 0,5 g
de carbonato de calcio (14.3.2.).

14.5.~

v x 100

T x 2P

Siendo:

V volumen, en mI, de CO
2

desprendido por la muestra.

T .. volumen, en mI, de C0
2

deaprtlndido por 0,5 gramos de C0
3

Ca
(14.3.2.) •

p '" pesa, en gramos, de la muestra.

14.6.1. CuandO la muestra tomada es superior a 2 gramos introducir
previamente 15 mI de agua destilada en el rrasco (4) y mez­
clar antes de comenzar el análisü;. Emplear el miamo volu­
men de agua para el an&lisis eomparativo.

14.6.2. Si se utili",a un aparato de un volumen diferente al de
Scheibler-Dietrich. es necesario adaptar la cantidad de
muestra tomada de la ebullici6n y la sustancia a comparar,
así como, el cálculo de resultados.

14.7. RD'ERDlCIAS

Primera Directiva de la Comisi6n de 15 de junio de 1971. 71/250/
CEE). Diario Oficial de las Comunidades Europeas n~ L 155 de 12 de julio
de 1971.

lS(a). AP'LATOXIIIA B
(ero-.tograft. lKIOOCti_ional in capa f'ina)

15(a).1. PRINCIPIO

Extracci6n de la aflatoxina B con cloroformo. Purificación por
cromatografía en columna con gel de sílice. Evaporaci6n del eluato y di­
soluci6n del residuo en cloroformo o con una me",cla de benceno y acetoni­
trUa. Cromatografía en capa fina y cuantifieaeión por comparaci6n con
patronea o por fluorodensitometría. Confirmaci6n de la aflatoxina B

l
•

El mEtodo es aplicable a: tortas de cacahuete, de copra de l .... na_
za, dü sésamo, de babassu y gérmenes de ma!"" cereales y derivados, hari­
na de guisantes, pulpa y féCula de patatas.

El límite de detección es <:le 0,01 mg/kg.

15(.).2. MATERIAL Y APARAtoS

15( a). 2 .1. Tri turador-me",clador.

15(a).2.2. Aparat.o para·agitar o agitador magnético.

15(a).2.3. Filtros plegados, Schleicher y SChüll ni 588 o equi­
valente, diámet.ro: 24 cm.

15 (a) .2.4. Columnas para cromatograf!a (diámetro interior: 22
mm, longitud 300 mm), con grifo de tef16n y de capa­
cidad de 250 ml.

15(a).2.5. Aparato rotativo de evaporaci6n en vacío, con matra",
de 500 mI.

lS( a) .2.6. Fra6cos cónicos de 500 ml, con tapón esmerilado.

15 (11) .2.7. Equipo para cromat.ografía en capa fina.

15(a).2.B. Placas de vidrio para cromatograf[a en cara firla, 200
x 200 mm, preparadas de i .. siguiente manera (con las

: ,
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cantidades indicadas !,le pueden recubrir cinco pla­
cas): introducir 30 g de gel de sílice G-HR \15(a).
3.1.15.) en un frasco c6nico, añadir 60 mI de agua,
tapar y agitar durante un minuto. Extender la suspen­
sión en las placas con objeto de ohtener una capa
uniforme de 0,25 mm de espesor. Dejar secar al aire y
conservar después en un de5ecador provisto de gel de
sUtee. En el momento de su utilización, activar las
placas manteniéndolas durante una hora en la estura a
110 oC. Las placas ya listas para su utilización son
prácticas en la medida en que dan resultados pareci­
dos a los de las placas preparadas según se ha indi­
cado.

15(a).2.9. Lámpara ultravioleta de oridas largas (360 nm). La in­
tensidad de irradiaci6n debe permitir distinguir, in­
cluso con claridad, una mancha de 1,0 ng de aflatoxi­
na B en una placa para cromatografía en capa fina. a
una aistancia de 10 cm de la lámpara.

15(a).2.10. Tubos de 10 m1, graduados, con tapones de polietile­
oo.

15(a).2.11. Espectrofot6metl'o ultravioleta.

15(a).2.12. F1uordensitometro (eventualmente).

15{a).3. RKACTlVOS

15{a).3.1. Acetona.

15{a).3.2. Cloroformo estsbilizado por 0,5 al 1% de etanol del
96% (v/v).

15{a).3.3. n-Hexano,

15(a).3.4. lIIetanol.

15(a).3.5. Eter dieti1ico anhidro, exento de peróxidos.

15{a).3.6. Me%c1a de benceno y acetonitri10 98/2 (v/v).

15{a).3.7. Mezcla de cloroformo (15(a).3.2.) y de metanol 97/3
(v/v).

15(a).3.8. Gel de sílice, para cromatografía en columna granulo­
métrica 0,05 a 0,20 mm.

15(a).3.9. A1god6n previamente desengrasado, mediante clorofor­
mo, o lana de vidrio.

15(a).3.10. Sulfato de sodio anhidro.

15(a).3.l1. Gas inerte, por ejemplo nitrógeno.

15(a).3.12. Solución de ácido clorhídrico 1N.

15(a) .3.13. Soluci6n de ácido sulfúrico al SO% (v/v).

15(a).3.14. Tierra de diatomeas lantda con ácido.

15(a).3.l5. Gel de sílice para cromatografía en capa fina.

15(a).3.16. Soluci6n patrón de 0,1 microgramos, aproximadamente
de aflatoxina B

1
por mililitro en el cloroformo

(15(a).3.2.) o en la me2:cla de benceno/acetonitri10
(15(a).3.'3.), preparada y controlada como se indica
en (15(a).6.).

15(a).3.17. Soluci6n patr6n cualitativa de 0.1 microgramos apro­
dmadamente de aflatoxina B y B

2
por ml por el clo­

roformo (15{a).3.2.) o en la me2:cla benceno/aceto­
nitrilo (l5(a).3.6.). Estas concentraciones se dan a
titulo indicativo y deben ajustarse con objeto de
obtener la misma intensidad de fluorescencia para
las dos af1atoxinas.

15(a).3.18. Disolventes de desarrollo.

15(a).3.18.1. Cloroformo (15(a).3.2.) / acetona
(15(a).3.1.): 9/1 (v/v), cubeta no sa­
turada.

15(a).4.1. Preparaci6n de la muestra

Proceder como se indica en el método oficial nf l.

Las muestras que contengan más de un 5% de materias
grasas deben desengrasarse con éter de petr6leo des­
pués de su preparaci6n.

15(a).4.2. Extracci6n

Introducir 50.0 g de la muestra molida y homogenei­
zada en un frasco c6nico de 500 m1 {15(a).2.6.). Aña­
dir 25 g de tierra de diatomeas (15(a).3.14), 25 ml
de agua y 250 m1 de cloroformo (15(a).3.2.). Tapar el
frasco, sacudir o agitar durante 30 minl,ltos con ayuda
del aparato (15(a).2.2.) y filtrar mediante filtro
plegado (15(a).2.3.). Eliminar los 10 primeros ml del
resultado de la filtración y recoger a continuaci6n
50 ml.

15(a).4.3. Purificaci6n en columna

Proveer la extremidad inferior de la columna para
cromatografía (15{a).2.4.) de un tapón de a1god6n o
de lana de vidrio (15(a).3.9.), llenar los dos ter­
cios del tubo de cloroformo (l5{a).3.2.) y añadir 5 g
de aulrato de sodio (15(a).3.IO.).

Comprobar que la superficie superior de la capa de
sulfato de sodio está plana: añadir a continuaci6n,
en pequeñas porciones, 10 g de gel de sil ice (15{a).
3.8.} •

Remover con precauci6n después de cada adici6n con el
fin de eliminar las burbujas de aire. Dejar que se
pose durante 15 minutos y al"iadir seguidamente, con
precaución, 15 g de sulfato de sodio (15(a).3.10.).
Dejar descender el Uquido hasta la proximidad inme­
diata de la superficie superior de la capa de sulfato
de sodio.

Me'l'clar los SO mI de extracto recogidos en (15(a).
4.2.) con 100 m1 de n-hexano (15(a).3.3.) y trans­
vasar cuantitativamente la mezcla en la columna. De_
jar descender el liquido hasta la superficie 5uperior
de la capa de sulfato de sodio. Eliminar el líquido
filtrado. Añadir e continuación 100 mI de éter die­
tilico (15(a) .3.5.) Y dejar descender de nuevo el li_
quido hasta la superficie superior de la capa de sul­
fato de sodio. Durante estas operaciones. procurar
que el flujo sea de 8 a 12 mI por minuto y que la co­
lumna no se vacíe. Eliminar los liquidos filtrados.
E1uir después mediante 150 m1 de la me2:c1a clorofor­
mo/metanol (15(a). 3. 7.) y recoger la totalidad del
e1uído.

Evaporar éste casi a sequedad bajo una corriente de
gas inerte (15{a).3.11.) ya una temperatura que no
supere loa SO ~C. mediante el aparato rotativo de
evaporación en vacío (15(a).2.5.). Introducir cuanti­
tativamente el residuo por medio de cloroformo
(15(a).3.2.) O de la mezcla benceno/acetonitrilo
(15(a).3.6.) en un tubo de 10 m1 (15(a).2.10). Con­
centrar la soluci6n bajo una corriente de gas inerte
(15(a).3.11.) y llevar después el volumen a 2,0 mI
por medio de c10rorformo (15(a).3.2.) o de la mezcla
benceno/acetoni trilo (15(a). 3.6.).

15(a) .4.4. Cromatografía en capa fina

Depos! tar puntualmente en una placa para cromatogra­
fía en capa fina (15{a).2.8.), a 2 cm del borde infe­
rlOr y a intervalos de 2 cm. 105 volúmenes de la ao­
1uci6n patrón y del extracto indicados a continua­
ci6n,

lO, 15, 20, 30 Y 40 micro1itros de la soluci6n pa-
tr6n de aflatoxina B

1
(15(a).3.16).

¡.,
'.

ti
;.

,--
";.

'''::

15(a).3.18.2.

15(a).3.18.3.

15(a).3.18.4.

15(a).3.18.5.

Eter dietHico (15(a).3.5.) / metano1
(15(a) .3.4.) tagua: 96/3/1 (v/v/v),
cubeta no saturada.

Eter dietílico (15(a).3.5.) / metanol
(15(a).3.4.) /agua: 94/4,5/1,5 (v/v/v),
cubeta saturada.

Cloroformo (15(a).3.2.) metano1
(15(a).3.4.): 94/6 (v/v), cubeta satu­
rada.

Cloroformo (15(a) .3.2.) metano1
(15(a),3.4.): 97/3 (v/v), cubeta satu­
rada.

la microlitros del extracto obtenido en (15(a).
4.3.) y. en superposici6n en el mismo punto, 20 mi­
cr-olitros de la soluci6n patr6n (15(a).3.).

10 Y 20 micro1itros del extracto obtenido en
(15{a).4.3.).

Desarrollar el cromatograma fuera del alcance de la
luz, con ayuda de unO de los disolventes de desarro­
llo (15(a).3.16»). La elecci6n del disolvente debe
determinarse previamente deposi tando en la placa 25
micro1itros de la soluci6n patr6n cualitativa
(15(a).3.17.) y asegurándose de que. durante el desa­
rrollo, las aflatoxinas B

l
y B

2
están completamente

sep"radas.
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Dejar evaporar los disolventes fuera del .alcance de
la luz e irradiar 8 continuación mediante luz ultra_
violeta, colocando la placa a 10 cm de la lálnpars
(15(a).2.9.). Las manchas de aflatoxina 8

1
dan una

fluorescencia azul.

16035

t:lrar la placa de la cubeta y dejar secar a tempera_
tura 8rnbiente.

15{a) •.11.6.2.3. Interpretaci6n del cromatograma

15(8).4.5. Determinaciones cuantitativas

Pro.::eder a las determinaciones bien sea visualJM!ltlte,
o mediante nuorodensi tome tria según se indice a con­
tinuaci6n.

15(a) .4.5.1. Medidss vilJuales

Oeterminar la cantidad de aflatoxins 8 del extracto
comparando la intensidad de fluorescenc1a de las man­
chas del extracto con la de las manchas de la solu­
ci6n patron. Interpolar si es necesario. La fluores­
cencia obtenida por superposici6n del extracto a la
soluci6n patr6n debe ser mili fuerte que la de los 10
microli tros de extracto y Cmicamente debe dar lu¡;ar a
la percepci6n de una 861a mancha. Si la intensidad de
fluorescencis dada por los 10 microlitros de extrac_
to es más fuerte que la de los 40 microlitros de so­
luci6n patr6n diluir el extracto 10 6 100 veces me_
diante cloroformo (15(a).3.2.) o mediante la mezcla
de benceno/acetonitrilo (15(a).3.5.) antes de some­
terlo a une nueva cromatografía en capa fina.

15(8).4.5.2. Medidas por fluorodensitometría

Medir la intensidad de fluorescencia de las manchas
de aflatoxina Bl en el fluorodensit6metro (15(.).
2.12.) utilizando una longitud de onda de excitaci6n
de 365 nm y una longi tud de onda de emisi6n
de 443 nm. Determinar la cantidad de aflato:dna B

l
de

los dep6si tos del e,,;tracto y de la soluci6n patr6n.

15(a).4.6. Confirmaci6n de la identidad de aflatoxina B
1

Confirmar la identidad de la aflat:Oxina B del ex­
tracto mediante los siguientes procedimientJs:

15{a) .4.5.1. Tratamiento por 'cido sulfúrico

Examinar el cromatograma con luz ultravioleta (lS( a).
2.9. J y comprobar las observaciones indicadas a con_
tinuaci6n:

de una mancha fluorescente azul de afla_
procedente de la 1!I01uci6n patr6n deposi_
(desplazamiento en la direcci6n I).

b) Aparici6n de una mancha fluorescente azul de afla_
toxina Bl (que no ha reaccionado con el 'cido
clorhídrico) y de una mancha fluorescente azul mAs
intensa de af'latoxina B

l
hemiacetal, procedente de

la soluci6n patrón depositada en B (desplazamiento
en la direcci6n II).

e J Aparici6n de manchas similares a las indicada8 en
la letra bJ, procedentes del extracto de la mues_
tra depositado en A. El emplazamiento de estas
manchas está definido por la distancia de despla_
zamiento de la aflatoxina B

1
a a partir del punto

A en la direcci6n I (la misma distancia que la re_
corrida por la soluci6n patr6n depositada en C)
seguida de las distancias de desplazamiento reco­
rridas en. la direcci6n II por la a:flatoxina B

l(que no he. reaccionado con el ácido clorh.ídrico) y
por la a:flato,,;ina 5

1
-hemiacetal (las miSlhllS dis_

tancias que las recorridas por la soluci6n patrón
deposi tada en B). Las intensidades de fluorescen_
cia de las manchas de hemiacetal procedentes del
extracto y de la soluci6n patr6n deberían corres_
ponderse.

15(a).5. C'lculos

l5(a).5.1. A partir de medidas visuales

El contenido en microgramos de aflatoxina B
1

por
kilogramo de muestra (ppb) viene dado por la f6r­
mula:

Pulverizar 'cido sulfúrico (15(a).3.13.) sobre el
cromatrograma obtenido en (15(a).4.4). La fluoreacen­
cia de las manchas de aflatoxina B debe virar del
azul al amarillo bajo irradiaci6n ultravioleta.

micro¡ramos de aflatoxina =

siendo:

C • V
2

• V

------

15(a).4.6.2. Cromatografía bidimensional que implique
la formaci6n de aflatoxina B

l
- hemiacetal (aflatoxina.,.

Las operaciones deacritas en lo sucesivo deben lle­
varse 8 cabo siguiendo el esquema que aparece en la
figura 3.

15(a).4.6.2.1. -Aplicaci6n de las soluciones

Trazar en una placa (15(a).2.8.) dos rectas paralelas
a dos lad08 contiguos (distantes 6 cm de esolJ lados).
destinadas a delimitar el desplazamiento de los fren­
tes de disolventes. Depositar en una placa. con ayuda
de pipetas capilarea o de microjeringas. las solucio­
nes indicadas a continuaci6n:

- en .el punto A: un volumen de extracto purificarlo de
la muestra obtenida en (15(a).5.3.). que contenga
2,5 nanogramos aproximadamente de aflatoxina B

l
;

- en los puntos B y C: 25 microlitros de la soluci6n
patrón (15(a)3.16.).

15(aJ.4.5.2.2. Desarrollo

.. respectivamente loa volúmenes en micro_
litros de soluci6n patr6n de aflatoxina
B (l5(a).3.16) y del extracto, que
tlenen una intens:ldad de fluorescencia
semejante;

e '" concentraci6n en microgramos de aflato_
xina B1. pr mI de la soluci6n patr6n
(l5(a)."3.l6.) ;

V .. volumen final del extracto en microli­
tros, habida cuenta de las eventuales
dilUciones;

P " peso en gr*lllOS de 1& muestra correspon_
diente al volumen de extracto sometido
a la puriíicaci6n de la columna.

15{a}.5.2. A partir de medidas :fluorodensitom~tri­

oaa

El contenido en microgramos de aflatoxina 51 por
kilogramo de muestra (ppb) viene dado por la í6r­
mula:

e • v

;:
.;

siendo:

La diferencia entre los resultados de las dos de­
terminaciones paralelas efectuadas en la miama
muestra por el mismo analista no deberá superar:

Desarrollar el cromatrograma en la direcci6n I con
ayuda del disolvente de desarrollo (15(a).3.18.1.)
(capa de 1 cm en una cubeta no saturada), :fuera del
alcance de la luz, hasta que el frente de disolvente
alcance la línea de delimitaci6n. Retirar la placa de
la cubeta y dejar secar durante cinco minutos fuera
del alcance de ls luz y a la temperatura ambiente.
Pulverizar a continuaci6n ticido clorhídrico (15(a).
3.12.) en una banda de 2,5 cm de al tura que abarque
los puntos A y B (indicada con trazos rayados en la
figura 3). hasta su oscurecimiento, protegiendo
el resto ~ la placo mediante una hoja de vidrio.

Dejar reaccionar durante diez minutos en la oscuridad
y secar con ayuda de una corriente de aire a tempera­
turs ambiente.

l'lesarrolliU" a continuaci6n el cromatograma en ls di­
recci6n II con ayuda del disolvente de desarrollo
(15(s).3.l8) (capa de 1 cm en una cuoeta no aatura­
da), fuera del alcance de la luz, hasta que el frente
del disolvente alcance la l.ínea de delimitac:l6n. Re-

"" .

e •

v •

p •

volumen en microlitros del extracto deposi­
tado en la placa (10 eS 20 microli tros);

cantidad en nanogramos de a:flatoxina B del
dep6sito del extracto {habida cuenta del vo­
hImen V2 ) deducida de las detenninaciones;

volumen final del extracto en microlitroa,
teniendo en cuenta las eventuales dilucio­
nes;

peso en gramos de la muestra correspondiente
al volumen del e.xtracto sometido a la puri­
íicaci6n en columna.
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el .?'i por ciento del resultado más "levado para
los contenicJol< en "fl¡¡to><ina R

1
de 10 a 20

crOp'r"mos/K i 1ogramo.

'i "'i<'rerrAmn,;, en valor absoluto, para los con­
tcnioos de 20 a 50 m1crogramos/kilogramo.

ellO por ciento del resultado más elevado para
los contenidos superiores a 50 microgramosl
~ilo¡:;ramo.

15(a)6.1. Detf!rminaci6n de la concentración en
aflAtoxina B

l
Preparar una solución patrón de aflatoxin" 51 en
el cloroformo (15(a).3.2.) o en la me7.cla bence­
nofacetonitrilo (15(a).3.6.) cuya concentración es
rle (1 a 10 mlcrogramos por mililitro. Determinar
el ,"spectro de ansorción entre 330 y 370 nm con
"yud" o .. un espect.rofot6metro (15(a).2.11.).

!.1edir la absorbanc:iél (A) a 353 nm en el caso de la
>,olución clorofórmica y a 348 nm en el caso de la
o;oluci6r, en la mezcla benceno/acetonitril<:l.

control do la soluci6n patrón

1Mb). AFUTOXINA B
1(Cro.atogra("ia bidi.ensional en capa ("ina)

15(b).1. PRINCIPIO

La muestra se somete a la extracci6n mediante clor-oformo. Se
f"il tra el extracto y se toma del mismo una parte alicuota que es pur-ifi­
cada mediante cromatogr-afía en columna de gel de sílice. El eluido se
evapora y el residuo se vuelve a tomar mediante un volumen deter-minado de
clorof"ormo o de una mezcla de benceno y acetonitrilo. Una parte alicuota
de dicha solución se somete a la cromatografía bidimensional en capa fi_
na. La cantidad de aflatoxina B

l
se determina bajo irradiación ultravio_

leta del cromatograma, bl-en sea visualmente, o a través de fluorodenslto­
metría, mediante, comparaci6n cOn cantidades conocidas de aflatoxina B

l
patrón. La identIdad de aflatoxina Bl,extraida del plenso o de las mate­
n.as prl-mas debe confirmarse mediante el procedimiento indicado.

El método permite determinar el contenido en aflatoxina B
l

de
los plensos y sus materias primas que no entra dentro del ámbito de apli­
cación del método a. El límite inferior de detección es de 0,01 mg/Kg (lO
ppb). El método no e!l aplicable a piensos que contengan pulpas de agrios.

15(bl.2. MATERIAL Y APARATOS
¡,

Calcular la concentración en microgramos de afla­
toxina B~ por mililitro de solución a partir de
las sigur-entes f6rmulas:

312 . A • 1000
------------- para la soluci6n clorof6rmica;

20600

312 • A • 1000
-------------- p..ra la solución en la mezcla

19800 benceno/acetoni tri lo.

Fuera del alcance de la lu:!:. efectuar las dilucio_
nes convenientes p"ra obtener Una solución patrón
d" trabajo cuya concentración en aflato>tina B es
de 0,1 microgramos apro>timadllmente por mililitro.
Con5ervada en el refrigerador, dicha solución per­
manece estable durante dos semanas.

15(a) .5.2. Control de la pure:z.a cromatográfica

Depositar en una placa (15(a}.2.8.), 5 microli­
tros de la soluci6n patr6n de.....8-10 microgra~s de
.9flatoxina B

l
por mililitro (l5{a).6.1.).

Desarrollar el cromatograma según se ha indicado
en (15(a).4.4.). Con la lu:z. ultravioleta, la fluo­
rescencia sólo "ebe dar lugar a la percepción de
una sola mancha :J no debe percibirse ninguna fluo­
rescencia en 1" 7.ona del depósito de ori~en.

Los mismos que en 15(a).2.

15(bl.3.~

15(b).3.1. Acetona.

15(b).3.2. Cloroformo, estabilizado pI" 0,5 al 1,0 por ciento de
etanol de 96" (v/v).

15(b).3.3. n-Hexano.

15(b).3.4. Metano1.

15(b).3.5. Eter dietílico anhídro e>tento de peróxidos.

l5(b).3.6. Mezcla de penceno y de acetonitrilo: 98/2 (v/v).

15(b}.3.7. Mezcla de cloroformo (15(b).3.2.) y de metanol
(15(b).3.4.): 97/3 (v/v).

15(b).3.8. Gel de sílice, para cromatografía en columna, granu­
lometria: de 0,05 a 0,20 /MI •

15(b).3.9. Algodón hidrófilo, previamente ex;traído mediante el
cloroformo, o lana de vidrio.

15(b).3.10. Sulfato de sodio, anhídro granulado.

15(b}.3.11. Gas inerte, por ejemplo: nitrógeno.

15(b).3.12. Acido clorhídricO 1N.

15(b}.3.13. Tierra de diatomeas lavada con ácido.

..
"

"

15(b}.3.14. Gel de sílice G-HR o equivalente, para cromatografía (
en capa fina. '-,

ñgJlra J

TI

15(b).3.15. Disolventes de desarrollo.

15(b).3.15.1. Eter dietilico (l5(b).3.5.); metanol
(15(b).3.4.); agua: 94/4, 511,
5(v/v/vl), cubeta saturada.

15(b).3.15.2. Cloroformo (15(b).3.2.); acetona: 9/1
(v/v), cubeta no saturada.

15(b).3.16. SolUCión patr6n 0,1 microgramos aproximadamente de
aflatoxina B

l
por mililitro en el cloroformo

(lS(b).3.2.) o en la me:z.cla benceno/acetonitrilo
(15(b).3.6.). preparada y controlada cOmo se indica
en (15(a).6).

15(b) .... PROCEDDlIENTO

15(b).4.1. Preparación de la muestra

Como en (15(a).4.1.).

15(b).4.2. Extracción

Como en (15(a).4.2.).

15(b).4.3. Purificación en columna

Como en (15(a).4.3.).

15(b).4.4. Cromatografía bidirr,ensional en capa fina

15(b).4.<l.1. Aplicación de las soluci.ones (seguir el
espequema que aparece en la figura (1).
Trazar en una placa (15(a).2.8.) dos
rectas paralelas a dos lados contiguos
(a 5 y 1:> cm de distancia respectivamente
de estos lados), destinadas a delimitar

~.

¡ ..

;...

'~.•
r',
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el de$plazamiento de los frentes de d1­
solvent"..", Depositar en la ;>lae.. con
ayuda de pipetas capilares o de microje­
ringas las soluciones indicadas a conti­
nuación:

en el punto A, 20 microlitros del O!x­
tracto puri:ricado de la muestra, obte­
nido en (lS(b).4.3.).

L.as manchas de aflatoxina B del ex_
tracto y de lB solución tipol se super_
ponen.

- La fluorescencia de esta mancha es más
intenss que la de la mancha de aflato_
xi na El desarrollada en el punto Q de
113 primera placa.

en el punto B, 20 microli tras de la
soluci6n patrón (15(b).3.16.l. l5(b} .4. 5. DeterminaCiones cuan ti tativas

- en el pnto e, 10 l'Ilicrolitros de la so­
luci6n patrón (15(b) .3.16.).

Proceder a las determinaciones, bien sea visualmente
o mediante fluordensi tomet.rfa. según se indica a
continuaci6n:

en el punto D, 20 microlitro$ de la
soluci6n patrón (15(b).3.16.). lS(b) . .Il.S.l. Medidas visuales

en el punto E, 40 microlitr05 de la
soluci6n patr6n (l5{b).3.16.).

Secar con ayuda de una ligera corriente
de aire o con gas inerte (15(bl.3.11.).
Las manchas obtenidas deben tener un
diAmetro de alrededor de 5 mm.

15(b).4.4.2. Desarrollo (seguir el esquema que apare­
ce en la :figura 1).

Desarrollar el cromatograma en la direc­
ci6n I con ayuda del disolvente de desa­
rrollo (15(b).3.15.1.) (capa de 1 cm en
una cubeta saturada), fuera del alcance
de la luz, hasta que el frente del di­
solvente alcance la línea de delimitll_
ci6n. Retirar la placa de la cubeta y
dejar secar, al menos durante quince mi­
nutos, fuera del alcance de la luz y a
temperatura ambiente.

Revelar 8 continuaci6n el cromatograma
en la direcci6n II con ayuda del disol­
vente de revelado (15(b).3.15.2.) (capa
de 1 cm en una cubeta no satursda), fue­
ra del alCance de la luz, hasta que el
frente del disolvente alcance la línea
de delimitaci6n. Retirar la placa de la
cubeta y dejar secar, fuera del alcance
de la luz y a temperatura ambiente.

15(b).4.4.3. Interpretaci6n del cromatograma (seguir
el esquema Que aparece en la figura. 2).

:>eterminar la cantidad de aflatoxinB B
del extracto comparando la intensidaa
de fluorescencia de la mancha del ex­
tracto con la de las manchas C, D y E
de la solución patr6n. Interpolar si es
necesario. Si la intensidad de la fluo_
rescencia dada por los 20 microli tros
del extracto es más fuerte que la de
los 40 microlitroB de soluci6n tipo,
diluir el extracto 10 6 100 veces me­
diante cloroformo (15(b).3.2.) o me­
diante la mezcla de benceno/acetoni tri_
lo (15(b).3.6.) antes de someterlo a
una nueva cromatografía en capa fina.

15(b).4.5.2. Medidas por fluordensitometria

Medir la intensidad de fluorescencia de
las manchas de aflatoxina E con el
fluorodensit6metro {15{a).2.1Z1;) utili_
zando una longitud de onda de exci ta­
ci6n de 365 nm y una longitud de emi_
si6n de 443 nm.

Determinar la cantidad de anatoxina B
ldel dep6si to del extracto comparando la

intensidad de fluoresceneia de la man_
cha del extracto con la de las mancha¡¡¡
C, D y E de la soluci6n patr6n.

l5(b).4.6. Confirmaci6n de la identidad de la aflatoxina El

Igual que en 15(a).5.4.6.

15(b).5. CALCULOS

'.

'.
,.
'.

Irradiar el croma+;ograma mediante luz
1'1 travioleta colocando la placa a 10 cm
de la lámpara (15{a}.2.9.). Localizar el
emplazamiento de las manchas de :fluores­
cencia azul a, C, D y E de aflatoxina al
procedentes de la soluci6n patrón y trtl­
zar dos rectas imaginarias que pssen por
estas manchas y perpendiculares a las
direcciones del desarrollo. El punto de
intersecci6n P de estas rectas es el em­
plazamiento en donde debería encontrarse
la manCha de aflatoxina E procedente
del extracto de la muestra .leposi tado en
A {:figura 1).

19ual que en 15(a) .5.

15(b).6. IlD'EIWICIAS

Séptima Directiva de la Comisi6n de 1 de marzo de 1976. (76/372/
CEE). Diario Oficial de las Comunidadea Europeas n~ L 102 de 15 de abril
de 1976.

ANF.XO

n

.'

15{b).4.4.4. Cromatografía complementaria

Irradiar el cromatograrnll. mediante luz
ultravioleta (lS(a}.2.9.) y comprobar
que:

Trazar en una nueva placa (15(a) .2.8.)
dos rectas paralelas a dos lados conti­
guos, según se indica en el esquema de
la figura 1, y depositar en el punto A
{ve!' figura 1} 20 microl i tros del ex­
tracto purificado de la muestra obtenida
en (15(b).4.3.) y en $Upe~p05ici6n. 20
microlitro9 de la 5Oluci6n patr6n
(15(b).3.16.).

•.:

,
~
:J

:l
~•
"

5=_

patrón,

,-,",
iD patrones,
,e,¡jf--..,i--------+----I
,,,,,,,,,,,
~ 1,!r-T-------------------r------

~ j,=
onindica..Desarrollar según

(15(b).4.4.2. ).

NO obstante, el emplazamiento real de
esta mancha puede encontrarse en un pun­
to Q situado en la intersecci6n de dos
rectas imaginarias que formen entre sí
un án¡ulo de aproximadamente 100 grados
y que p.se respectivamente por las man­
chas B y C. Oetenninsr la c.ntidad de
anatoxina El del extracto de la muestra
según se ind ca en (15(b).4.5.).
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17.3.9. Solución de ni tro-molibdo-vanadato. En matraz de litro a1'o­
rado, mezclar 200 mI de soluci6n de heptamolibdato de amo­
nio (17.3.?) con 200 mI de soluci6n de metav<lnadato de
amonino (17.3.8.) y 134 mI de ácido nítrico (17.3.3.). Com­
pletar Con agua destilada hasta el enrase.

17.3.8. Soluci6n de metavanadato am6nico. DisolveI" 2,35 g de meta­
vanadato de amonio (NH V0

3
) en un erlenmeyer de 500 mI con

400 mI de agua destila!.. caliente. Añadir lentamente y agi­
tando 20 mI de uns soluci6n que contiene 7 mI de ácido ní_
trico (17.3.3.) y 13 mI de agua destilada. Llevar a matraz
arorado de 1000 mI Y. una vez frío. enrasar con agua desti­
lada.

17.4.1. Curva de calibraao. En matraz aforado de 100 mI y a partir
de la solución patrón de fósforo (17.3.10.) preparar aolu­
ciones conteniendo O, 5, 10, 20, 30 Y 40 microgrlllllos de
fós1'oro por mUili tro.

17.3.10. SoluciÓn patr6n de 1'ósforo conteniendo 1 mg de 1'615foro por
mililitro. Disolver en matraz a1'orado de litro 4,387 g de
f05fato monopotásico (KH"P0

4
) (previamente desecado en es­

tu1'a de 100 oC hasta pe-so constante) en agua destilada y
llevar a enrase.

17.4. PROCEDIMJ:Dn'O
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16. lNDlCE DI: PEROXIDOS

En seis erlenmeyer o tubos de ensayo (17.2.3.) tomar con
pipetas de doble enrase 10 mI de cada solución patrón de
f6sforo. Añadir a cada uno de ellos. tlllllbien con pipetil de
doble enrase, 10 mI del reactivo de nitro-molibdovanadato
(17.3.9.), agitar para homogeneizar y dejar en reposo diez
minutos a 20 oC.

j',
'.,

Esta determinaci6n será aplicable a aqu,Hlas grasas Que se
utilicen como materia prima.

El procedimiento será el que figura en el militado n~ 21 de los
ml!itodos oficiales de llllilisis de Aceites y Grasas aprohadoa por Orden de
31 de enero de 1977. (B.O.E. de 14 de julio de 1977).

En el caso de que f"uera necesario preparar la muestra, se segui­
rá el procedimiento recogido en el método n~ 1 de la mencionada Orden.

17. FOSI"ORO TOTAL
(JI6todo espectrot'ot.o.fitrieo)

17.1. PRDICIPIO

• Determinación del 1'6af"oro de una muestra mineralizada. mediante la
trana1'ormación de sua compuestos 1'os1'orados en ortof"os1'orados.

La mineralización se realiza por vía seca (calcinación) y posterior
disolución en áCido. o bien por digestión ácida.

Medida de la absorbancia a 430 nm del complejo 1'orrnado con el rellc­
tivo nitro-mol ibdo-vanadato.

17.2. UTERlAL y APARATOS

17.2.1. Espectro1'otómetro. capez de e1'ectuar lect=as de 430 ron.
con cubetall de 10 llIIII de paso de luz.

17.2.2. Crisoles de incineración de cuarzo o porcelana.

17.2.3. TUbos de ensayo de 25 a 30 mI con boca de vidrio esmerila_
do.

E1'ectuar las lecturas 1'otométricas a 430 nm, empleando cu­
betas de 10 mm de paso de luz, utilizando la solución blan­
co de fósforo como solución de re1'erencia.

Representar grá1'icamente las absorbancias obtenidas frente
a los microgramoS¡,nililitros o a los miligramos de fós1'oro
existentes en cada lectura.

17.4.2. Preparaci6n de la muestra.

17.4.2.1. Mineralización por calcinaci6n (para muestras que
contienen sustancias orgánica5 libres de 1'os1'atos
que den productos insolubles al incinerar).

Pesar 2,5 g de la muestra, con precisi6n de 1 l!lg,
en cá:psulas de cuarzo o porcelana.

MeZClar con 1 g de carbonato de calcio (17.3.1.).
Poner en muna a 550 oC + 5 oC hast!l la obten­
ción de cenizas blancas- o griaes (una pequeña
parte de carb6n no interf'iere). Transferir las
cenizas a un vaso de 150 mI. Añadir 10 mI de agl1a
lavando el crisol con ácido clorhídrico (17.3.2.)
hasta que cese la e1'ervescencia. Añadir otros 10
mI de ácido clorhídrico (17.3.2.). Evaporar el
ácido clorhídrico en baño de arenil a ebulliciÓn
hasta sequedad. Enfriar y disolver el residuo con
10 mI de ácido nítrico (17.3.4.), hervir en baño
de arena durante cinco minutos. sin llegar a se­
quedad. FUtrar a través de papel sobre matraz
a1'orado de 500 mI, lavar con agua destilada el
vaso y enrasar una vez 1'río.

~';
1,

Trans1'erir 10 mI de esta solución a erlenmeyer o tubo de
ensayo (17.2.3.) Y añadir 10 mI del reactivo nitro_molibdo­
vanadato (17.3.9.). Las dos soluciones tomadas con pipeta
de dos enrases. Mezclar bien y dejar diez minutos en repo­
so. Transferir una alícuota a la célula y medir laabsor­
bancia en el espectro1'otÓJr.etro a 430 nm, usando como re t.­
rencia una solución de 10 ml de solución blanco con 10 mI
del reactivo nitro-molibdo-vanadato.

17.4.2.2. Mineralización por dige8ti6n ácida (para compues­
tos minerales y piensos líquidos). Pesar 1 g de
muestra, con precisión de 1 Illg, Y llevar a matraz
kjeldahl (17.2.S.), añadir 20 mI de ácido suUú­
rico (17.3.5.), agitar el matraz circularmente
para evitar que la muestra se adhiera a las pare­
des y hervir durante diez minutos. Dejar en1'rlar
un poco y añadir 2 mI de ácido nítrico (17.3.3).
calentar y llevar otra vez 'al punto de ebulli­
ción. Repetir este procedimiento hasta decolora­
ción de la soluci6n. En1'riar, añadir un poco de
~gua y trasvasar el liquido, nItrando si es ne­
cesario, a matraz aforado de 500 mI, lavar el ma­
traz Kjeldahl COn agua caliente, y unir los
líquidos del lavado si es preciso a través del
f'iltro empleado inicialmente. Una vez 1'rio, aña­
dir agua hasta el enrase.

17.2.4. Pipetas de doble enraoe de 5. 10, 15, 20, 25 Y 50 mI.

17.2.5. Matraces I(jeldahl de 250 a 500 mI de capacidad.

17.2.6. Matraces a1'orados de 100, 250, 500 Y 1000 mI.

17.3. RKACTrVOS

17.3.1. Carbonato de ealcio.

17.3.2. Aeido clorhídrico de d;O"' 1,19 g/mI.

17.3.3. Acido nítrico de d;O 1,38 - 1,42 g/ml.

17.3.4. Acido nítrico de d;O .. 1,045 g/mI (10% m/v).

17.3.5. Acido sulf'úrico de d;O "' 1,84 g/mI.

17.3.6. Alf,onísco concentrado de d~O "' 0.910 g/mL

17.3.7. Solución de heptamolibdato amónico. Disolver en agua ca­
liente 100 g de heptamolibdato de amonio, tetrahidrato
(NH4 )6 M07024 ·4H..,0. Se añaden 10 mI de amoníaco (17.3.6.),
se trasvasa a ma'i:raz a1'orado de 1000 mI, y Una vez f"río se
completa. con agua hasta el enrase.

17.4.3. Desarrollo del cclor y medids de
alícuota del f'iltrado problema.
tración de 1'ós1'oro no superior a

la absorbancia. Diluir unl.l
para conseguir una concen­
40 microgramos/ml.

",
.;
,"
"

.'
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Los productos cuyo contenido en materias grasas exceda del 10%, de­
ben ser prevismente desengra9ados por extracci6n con ~ter de petroleo.

V'= Volumen, en mI, dI': hidr6xido de sodio consumidos en la valoraci6n.

El contenido en proteína sc.luble en clorhídr-ico y pepsina para 100
g de muestra vendr' dado por la siguiente fórmula:

Siendo:

N' .. Normalidad de la soluci6n de hidr6xido de sodio.

2x1,4x6,25
Proteína soluble/lOO g muestra,. --- (VN _ V'N')

P Peso, en g, de la muestra.

V Volumen. en mI, de ácido sulfúrico.

p

N "" Normalidad del 'cido sulfúrico.

18.6. OBSJ!:RVACIOICES

alfcuotas tomadas para la.!:! diluciones sucesivas en milili­
tros.

diluciones a que se llevaron las al:l:cuotas en mililitros.

-----_:_~_:!_~_:~_:...::::_:~-
G x 10.000 x Al x A

2
x •• A

n

G " peso de la muestra en gramos.

• p

siendo:

17.5.~

Determinar la concentración de :fósforo en la porción alícuota di­
luida de la solución problema o de 105 microgramos/mililitros de dicha
solución, por referencia a la curva de calibrado, calculando el porcenta­
je en peso de fósforo en la muestra.

Efectuar siempre un ensayo en blanco con los reactivos uti­
li:;o:ados, siguiendo el mismo procedimient.o experimental.
usar ~ste como referencia en cada l ...ctura espectrofotomé­
triea.

el C2 "Cn

Al A2 •• An

S microgramos/mllilitros de fósforo medidos de la soluci6n
problema con relaci6n a la curva de calibrado.

18.7. REnRENCIAS

17.15. OlISERVACIOII55
Tercera Directiva de la Comisi6n de 27 de abril de 1972. (72/199/

CEE). Diario Oficial de las Comunidades Europeas n~ L, 123 de 29 de mayo
da 1972.

Ls diferencia entre el rFsultado de dos determinaCiones sucesivas
no debe exceder de:

3% (valor relativo), con contenidos de f6sforo menor del 5% (m/m).

0,1'1; (valor abaoluto) parll. contenidos de fósforo igualo mayor que
el 5'1; (m/m).

17.7. RDERDlClAS

19. ACTIVIDAD ~ LA PEPSIIU.

19.1. PRINCIPIO

El método sirve para comprobar le activid¡¡,d de la pepsina utilizadB
en la determinaci6n de la proteína aoluble en pepsina y ácido clorhidri­
oo.

.
r;.

Segunda Directiva de la Comisión de 18 de noviembre de 1971. (71/
393/CEE). Diario Oficial de las Comunidades Europeas nI! L 279 de 20 de
diciembre de 1971.

18. PROttlJlA BRUtA SOUJBLE EN ACIDO CLORHIDRlCO y PEPSINA

18.1. PRDlCIPIO

El mEtodo permite determinar la fracción de las proteinas brutas
$olubili;l;adas por la pepsina y el 'cido clorhídrico en las condiciones
dadas. Es aplicable 11. la6 harinas de origen animal.

La hemoglobina se trata en las condiciones derinidaa con pepsina y
ácido clorhídrico. La fracci6n no hidrolizada de las proteínas se pre­
cipi ta por el ¡cido triclorOllcético. Al 1'il trado se le añade soluci6n de
hidréxido de sodio y reactivo de Folin-Ciocalteu. La absorbancia de esta
soluci6n se mide a 7SO nm y la cantidad de tirosina correspondiente ae
lee sobre una curva patr6n.

La unidad de pepsina se define como la cantidad de dicha enzima Que
libera por minuto, en las condicionas del método, una cantidad de com­
puestos hidroxiarilos cuya coloraci6n por el reactivo de Folin-Ciocalteu
tiene una absorbancia correspondiente a la de un mol de tirosina, en las
mismas condiciones.

La muestrs ae somete a digestión durante 48 horas a 40 oC por una
soluci6n clorhídrica de pepsina. La suspensi6n se f11 tra o centrifuga y
se determina el contenido en nitr6geno del nItrado o del sobrenadante.
gegún el mEtodo oficial número 3.

19.2. MATERIAL Y APARATOS

19.2.1. Baño de agua, regulado a 25 oC :. 0,1 ·C por el ultratermos­
tato.

18.2. IU.TERIAL Y APARATOS
19.2.2. Espectrofot6metro.

18.2.1. ~~o de ague o estufa de incubaci6n reguleda a 40 oC !
19.2.3. Cron6metro; precisi6n: 1 segundo.

19.2.4. pH_metro.

18.2.2. Mineral1zador y destilador Kjeldahl. 19.3. REACTIVOS

18.3. REACTIVOS 19.3.1. Ae1do clorhídrico O,2N.

18.3.1. Acido clorhídrico (d .. 1,125)

18.3.2. Soluci6n de 'cido clorhí<ir1co 0.0?5N.

19.3.2. Acido clorhídrico O,26N.

19.3.3. A.cido clorhídrico 0.025N.

18.3.3. Pepsina 2,0 U/mg. La actividad debe controlarse segCm el
ml!itodo oficial nI! 19.

19.3.4. Soluci6n al ~ (p/v) de ácido tricloroa.clitico•.

18.3.4. Soluci6n preparsds reCientemente de pepsina 0,02% (p/vJ en
la soluci6n de 'cido clorhidrico (18.3.2. l. Actividad 400
U/1.

18.3.5. Antiespumante.

18.3.6. Los Que figuran en 3.3.

18.4. PROCEDDlIIDfTO

Peear. con precisi6n de 1 mg. 2 g de muestra. Introducir la muestra
en matraz a1'orado de 500 r.11 y añadir 450 mI de soluci6n clorhidrica de
pepsina (18.3.4.), previamente llevada a 40 oC. Agitar de forma que se
evite la 1'ormación de aglomerados. Comprobar que 1':1 pH de la suspensión
sea inferior a 1,7. Llevar el matra~ al baño de agua o a la .estufa. de in­
cubadén (18.2.1.) y mantenerlo durente 48 horas a 40 GC + 1 GC, agitar a
las ocho, veinticuatrp y treinta y dos horas. Después de-48 horas añedir
15 mI de 'cido clorhídrico (18.3.1.), refrigerar hasta 20 oC, enrasar el
matraz con agua y fi 1trar-.

19.3.5. Solución de hidr6xido de aodio 0.5N.

19.3.6. Reactivo de Folin-Ciocalteu. Introducir 100 g de wolframato
de sodio dihidrato (Na2:w04.2H20), 25 g de molibdato de 110­

dio dihidrato (Na MO .2H .0) Y 700 mI de agua en un matra%
de fondo redondo ~e ~ li~ros de cierre esmerilado. Aliadir
50 11'.1 de ácido 1'081'6rico {d ,. 1, 71) Y 100 mI de 'cido clot'­
hídrico concentrado (d ,. 1.19), ajustar al matraz un re­
frigerante de reflujo, calentar hasta ebullición y mantener
la soluci6n en ebullici6n suave durante 10 h. Dejar refri­
gerar, separar el refrigerante de reflujo, aí'ladir 175 g de

sulfato de litio dihidrato (Li
2

S0
4

.2H
2
0), 50 mI de agua y 1

ml de bromo. Hacer hervir durante 15 minutos para l!liminar
el exceso de bromo.

Dejar refrigerar, trasvasar la soluci6n en un matraz a1'ora­
do de 1 litro completar el volumen con agua, homogeneizar Y
filtrar. El reactivo obtenido no debe presentar coloraci6n
verduzca. Ant.es de su empleo, diluir 1 volumen del reactivo
con dos volúmene~ de agua.

Tomar 250 ",1 del filtrado e introducirlos en el matraz de diaesti6n
kjeldahl y proceder COmo en el m~todo oficial nP 3. E1'ectuar una prueba
en blanco.

19.3.7. Soluci6n de hemoglobina: Pesar une cantidad de hemoglobina,
sustrato proteico según AnSOll (2 g aproximadamente) corres-

,;. '
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19.4. PIlOCEDIXIUTO

19.3.8.

19.3.9.

pendiente a 354 mg de ni tr6geno e introducir en un matraz
de 200 mI de cierre ellmerilado. Determinar el contenido en
nitrógeno mediante un semi-l:1icroJ<jeldahl (contenido teóri­
co: 17,7% d'" nitrógeno). Añadir algunos ml de ácido clorhI­
drico (19.3.2.) conectar l'!l matrllz a la bomba de va,cio y
agi tElr hasta di60lución completa de hemoglobIna. DeJar. de
hacer el vacio y añadir, agitando constantemente, áCIdo
clorhídrico (19.3.2.) para competar a 100 ml. Preparar
inmediatament.. antes de su empleo.

Soluci6n patr6n de tirosina; Disolver 181,2 mg de tirosim.
en i!icido clorhídrico (19.3.2.) y completar a 1 litro con el
mismo áeido clorhídrico.

Soluci6n p¡¡otrón de trabajo: Tomar 20,0 ml de la soluci6n
(19.3.8.) y diluir .. 100 mI con ácido c1orhfdrico
(19.3.1.). Un mI de dicha soluci6n contine 0,2 micromoles
de tirosins.

0,32 • CI
Unidad..s por mg (U/mg)

p

en la que:

a = Cantidad de tirosina en micromoles leida sobre la curva pa­
tron.

p = Peao en mg de la cantidad de pepsina añadida en 19.4.2.

19.6. OBSERVACIOImS

19.6.1. La cantidad de pepsina que hays que ponerse en la soluci6n
debe ser tal que pueda obtener una absorbanci& final de
0.351. 0 ,035.

19.6.2. Dos unidades po'" mg obtenidas por el presente método co­
rresponden a 3,604 unidades millonésimas Anson/mg (micrOlllo­
les de tirosina/mg por minuto a 35,5 oC), 636.400 unidades
comerciales/g (micromol de tirosina/g en 10 minutos a 35,5
ac) .

,
..•

,.

...

.'

19.4.1. Preparaci6n de la soluci6n (ver 19.6.1.)

Disolver 150 m" de pepsina en 100 mI de ácido c1orhfdrico
(19.3.2.). TOIllal" mediante pipeta 2 mI de la soluci6n, in­
troducirlos en un matraz aforado de 50 mI y completar a vo­
lumen m~diante ácldo clorhfdrico (19.3.3.). El pH, contro­
lado po:" el pHmetro, debe ser de 1,6 + 0.1. Mantener el ma­
traz en bai'io de agua a 25 ac {19.2.1.J.

19.A.2. Hidrólisis

Introducir mediante pipeta en tubo de ensayo 5,0 mI de so­
lución de hemoglobina (19.3.7.) llevar a 25 ac en el baño
de agua (19.2.1.) añadir 1,0 mI de la 901ución de pepsina
obtenida en (19.4.1.) y mezclar, con ayuda de una varilla
de cristal ensanchada en un el<;tremo, mediante aprol<;imada­
mente 10 mOVimientos de vaivén. Mantener el tubo de ensayo
en el baño de agua a 25 ac durante 10 minutos el<;actarnente.
contados desde el IlIOrflento de la adición de la solución de
p..peine (la duraci6n y la temperatura deben ser perfecta­

mente respetadas). Añadir a continuaci6n 10, O mI de solu­
ción de ácido tricloroacético (19.3.4.) previamente llevada
a 25 ac. Homogeneizar y filtrar sobre u~ filtro Beco.

19.4.3. Desarrollo de la colo.~a(:i6n y medición de 18 absorbancia.
Tomar mediante pipeta 5,0 mI del filtrado, introdueirlos en
un erlenmeyer de 50 mI, aña.dir 10,0 mI de solUCión de hi­
dr6l<;ido de sudio (19.3.5.) y agitando continuamente, 3,0 mI
de reactivo diluído de Folin-Ciocalteu (19.~.6.). Después
de 5 a 10 minutos, deteT"fl",inRr la absorbencia de la soluci6n
a 750 nm en cubetas de 1 cm de espesor, usando COlIIO blanco
agua.

18.".A, Prueba en bls'"1cO

Para cada d!"termin8ci6n, proceder a una prueba en blanco
tal como s .. indica a continuación. Introducir ",ediante pi­
pp.ta en un tubn ce ensayo 5.0 mI de soluci6n de hemoglobina
(19.1.7.1, lleva~ a 25 ac en el baño de agua (19.2.1.),
añadir 1Ú,O mI de soluci6n de ácido tricloroec~tico

(1~.3.1l.) ;:-rp.viament(" llevado a 25 oC, homogeneiz..r y Ma­
Glr a contlnu&ci6n 1,0 n,l de la soluci6r, de pepsina obteni_
da "'n 1<j.4.1. ~ez"lar con la ayuda de una va.il1a de cris­
tal y ,"""t-n¡,r el tubo de ensayo 10 minutús exacta....ente en
el baí",o de agua (19.2.1.) a 25 oc. Ho·...,ogeneizar y filtrar
sobre U"1 filtro seco.

Contlnuar- el método operativo tal como se indica en 19.4.3.

19.4.5. Curv:;¡ de calibrado

Introduci¡- en ..rlenmeyers de 50 mI volúmenes d", 1,0; 2,0;
3,0; 4,0; 5,0 mI de solución patrón de tirosina (19.3.9.)
correspondientes: r('spectivamente a unas CEintidad~s de tiro­
sina de (1,2; 0,.4; 0,6; 0,8; Y 1,0 micromoles. Completar la
serie medlante un t"~tiEo el<;ento de tirosina. Llevar los
voEimenes a 5,(1 mI c':ln la ayuda del ácido cl"rhidrice.
(19.3.1.). Añ'ldir 10,0 rd. de soluci6n de hidr6xido de sodio
(19.3.5.) y agitilndc constante",ente, 3,0 mI del reactivo
diluído d", Folin--Cio~alteu (19.3.6.). Medir la absorbancia
tal como se indica en la 61tima frase del punto 19.4.3.
T,..aZ8l" la curva dl" calibrado situando las concent,.. ..ciones
<le tirosiná fr",nte a las absorbancias obtenidas.

19.5.~

Leel" sobre la, curva dl" calibrado la cantidad de tirosin&., en mi­
cromoles corr"'l!:p::lndiente a la absorbar.cia ne 111 solución colo¡-eada,
eorregida de le prueba en blanco.

La actividad de la pt>psinll., en micromoles de tirosin"., por mg y por
I'1inuto a ?5 oC, viene dada por la fórmula sil'.c;iente~

19.7. RKt"EREItCUS

Tercera Directiva de la Comisión de 27 de abril de 1972. (72/199/
CEE). Diario Oficial de las Comunidades Europeas nll L, 123 de 29 de 1118YO

de 1972.

20. CASlIJU, TOTAL•
20.1. PRDIClPIO

Se basa en precipitar (despuéa de reconstituida la leche en agua
tibia). la casefna a su punto isoeléctrico. Por lavado se recoge la ca­
sefna pura eliminando el suero y las impurezas. Se determina via kjeldahl
su nivel de protefna N x 6,38 y este valor deducido el blanco correspon­
diente se expresa en caseína.

Este método es aplicable a material:' primas lácteas (leche en polvo
descremada, entera o semidescremada).

20.2. 1lATER1AL Y APARATOS

20.2.1. Material necesario para determinación de proteína bruta.

20.2.2. Baño de a,.:;ua con tennostato para AO ac.

20.2.3. Centrífuga capaz de alcanzar A.OOO rpm.

20.3. REAC'tlYOS

20.3.1. fieactivos necesarios para determinaci6n de protefna bruta.

20.3.2. Acióo acético. Diluci6n al 10% (p/v).

20.3.3. Dilución Ó'" ac<'tato de sodio IN.

20.3_4. Papd de filtro Albet n~ 240 o similar.

20.4. PROC:EDDlIENro

Pesar 5 g de muestra, con precit'i6n de 1 mg. Disolver en 100 mI de
aguo< desi~",izada cale:1tada a 40-45 ac. Centrifuger a 4.0ao rpm durante 15
minuto>;. Tomar 2-:) ",1 de la soluci6n y calentar en b..ño de a~ua a 40 oC
ó~rante 5 ó 10 nLinutos. Añadir 5 mI de ácido acético (20.3.2.) dejar
que precipite durante 1" minuto".

Añadir 5 mI de sol".ción de acetato de sodio (20.3.3.) Y esper'lr 10
minutos a que el precipitado de casefna evolucione y se aglomere. Filtrar
sobre papel de filtro (2e.3.4. j.

l.avar con agua a~idulada con unas gotas de ácido acético para eli­
mJ.nar el resto de proteínas solubles láct..as o no, haeta conseguir una
cuajada de caseína pura.

A continuaci6n determinar el contenido en nitrógeno del precipi­
tado. s~gún el mEtodc k)eldahl (método oficial nll 3).

2O.S.~

El cont.,nido en casefna se dará en porcentaje de peso según:

Casefna'.' '"' N l<; 6.38

Siendo:

N = Nit:rógeno total del precipitado el<;¡:>resado en 'l- de muestra.

20.6. OBSl.:RYACIOlIIES

El liwado de la cuajada debe tacerse con agua acidulada y con sr/'an
cuid..do, de un lado par.. que no resten en ella protefnas Béricas, de otro
pa:"a qu," 'le. pierda case"-na ¡Jor manipulación indetoica.

20.7. REYERJl:CIAS

Métodos Ofie;ialp.s ve An€.Jisis <le l.eches. Método nY 3.

•.-
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21.1. PRIItCIPIO

21.~ 22.2.3. Matraces de fondo plano de 100 mI ele tap6n esmerilado.

22.2.4. Baño de aceite.

Defecación de la muestra y medida de la absorbencia a 420 nm del
compuesto formado al añadir p_dimetilaminobenzaldehido.

21.2. MTIJUAL Y APARATOS

21.2.1. Mezclador o agitador capaz de efectuar de 35 a 40 vueltas
por minuto.

21.2.2. Tubos de ensayo de aproximadamente 160 x 16 /IUII con tapones
de roaca.

21.2.3. Espectrofot6metro.

21.3. REACTIVOS

21.3.1. Soluci6n de p_dimetilaminobenl':sldehido (O.M.A.B.). Disolver
1,6 g de (O.M.A.B.) en 100 mI de etanol del 96% Y añadir 10
mI de ¡cido clorhídrico (d ., 1,19 g/mll. Este reactivo se
conserva ha6ta un máximo de dos semanas.

21.3.2 SolUCión Carrez 1.- Disolver 24 g de acetato de zinc trihl­
drato (Zn(Cli",-COO)z,3H

2
0) y 3 ml de ácido acético glacial

en agua destUada y completar hasta 100 ml.

21.3.3. Solución Carrez Il.- Disolver 10.6 g de hexacianoferrato
(n) de potasio trihidrato (K4Fe(CN}6.3H20) en agua desti­
lada y completar hasta 100 m1.

21.3.4. Carbón activo que no absorba urea.

21.3.5. Solución patrón de urea al 0,1% (p/v).

21.4.1. Curva de calibrado. t.levar volúmenes de l. 2. 4. 5, Y 10 ml
de la soluci6n patrón de urea (21.3.5.) a matraces ..forados
de 100 mI y enrasar con agua destilada. Tomar 5 ml de cada
soluci6n, llevar a los tubos (21.2.2.) Y añadir respectiva­
mente 5 mI de la sol ución DMAB (21.3.1.). Mezclar y poner
loa tubos en bailo de ll&Ua a 20 OC durante 15 minutos. Medir
la absorbancia de cada solución a 420 nm frente a un blanco
obtenido al tomar 5 mI de agua deatilada y siguiendo el
mismo procedimiento. Obtener la curva de calibrado.

21.4.2. Preparaci6n de la muestra. Pesar con aproximacion de 1 mg,
2 .11: de muestra e introducirlos en un matraz aforado de f('O
mI y añadir 1 g de carbón activo (21.3.4.). Añadir 400 m.l­
de agua destilada, 5 mI dl! solución Carrez 1 y 5 mI de so­
lución Carrez 11. Poner el matraz en el agitador (21.2.1.)
durente 30 minutos. Enrasar con agua destilada, agitar y
filtrar.

21.4.3. Determinación. Tomllr 5 mI del filtrado y lll!var a los tuhos
(21.2.2.). Añadir 5 mI de la aolución DMAB (21.3.1.) y con_
tinuar como en (21.4.1.).

21.5.~

Ol!terminar l!1 contenido de urea al comparar las absorbancias obte­
nidas de la muestra frente a las de la curva de calibrado. Expresar el
reBul tado en porcentaje de muestra.

21.&. IlU'ERDCIAS

Primera Directiva de la Comisión de 15 de junio de 1971. (71/250/
CEE). Diaria Oficial de las Comunidades Europeas n~ L 155 de 12 de julio
de 1973.

22. ACIDO C1AIIHIDRIOO

22.~. PRDCIPIO

La muestra se auapende en agua. El ácido cianhIdrico se libera bajo
la acción de fermentos, ee arraatra por destilación en vapor de agua y se
recoge en un volumen deteMllinado de solución de ni trato de plata acidifi_
cada. El cümuro de plata ae aepara por !iltración y el exce80 de ni trato
de plata se valora mediante una soluci6n de tiocisnato de amonio.

El método permite determinar el contenido en ácido cianhIdrico li­
bre y combinado l!n forma de glucósidos existentes en determinados piensos
7, en particular, de los producto& de semillas de lino, de harina de man­
dioca y de determinadas especies de leguminosas.

22.2.1. Estufa provista de un termostato regulado a 38 ·C.

22.2.2. Aparato de destilaci6n en corriente de vapor de agua pro­
visto de un refrigerante con alargadera curvada.

22.2.5. Bureta graduada a 1/20 mI.

22.3. REACTIVOS

22.3.1. Suspensión de almendras dulces: triturar 20 almendras dul­
ces peladas en 100 mI de· agua a una temperatura de 37 a 40
oC. Comprobar la ausencia de ácido cianhIdrico sobre 10 mI
de la BU5pensión, con ayuda de un papel picro-sódico o
efectuando una prueba en blanco como se indica. en el último
apartado de 22.4.

22.3.2. SoluCión al 10% (p/v) de acetato de sodio, neutro a la fe_
nolftaleIna.

22.3.3. EmulSión de antiespuma (s11icons. por ejemplo).

22.3.4. Acido nItrico, d '" 1,40.

22.3.5. Solución de nitrato de plata O,02N.

22.3.6. Soluci6n de tiocianato de amonio O,02N.

22.3.7. Soluci6n saturada de sulfato férrico amónico.

22.3.8. Amoniaco d '" 0,958.

22.4. PROCEDIIUIJftO

Pesar. con precisión de 5 mg, 20 g de la muestra, introducirlos en
un matra:!: de 1 litro de fondo plano Y añadir 50 Ifll de agua y 10 mI de
suspensión de almendras dulcea (22.3.1.). Tapar el matraz y mantenerlo
durante dieciseis horas en la estufa a 38 ·C. Enfriar a continl.lación a la
temperatura ambiente y añadir 8 mI de agua y 10 mI de soluci6n de acetato
de sodio (22.3.2.) y una gota de emulsión antiespuma (22.3.3.).

Conectar el matraz al aparato de destilaci6n al vapor y situarlo en
un bailo de aceite previamente llevado a una temperatura li¡:eramente supe­
rior a 100 ·C. Destilar de 200 a 300 mI de líquido haciendo paaar en el
matraz un.. fuerte "corriente de vapor y calentando suavemente el baflo de
aceite. Recoger el destilado en un erlenmyer situado el resguardo de la
ll.lz y Que contenga 50 mI exactamente de solución de nitrato de plata
O,02N (22.3.5.) Y 1 ml de ácido nítrico (22.3.4.). Asegurarse para Que la
e1argadera del refrigerante quede sumergida en la solución de nitrato de
plata.

Trasvasar el contenido del erlenmeyer s un matraz aforado de 500
mI, completar el volumen con agua, agitar y filtrar. Tomar 250 ml del
filtrado, añadir 1 mI aproximsdamente de solución de sulfato férrico amó­
nico (22.3.7.) y valorar en retroceso el excl'lSO de nitrato de plata por
la solución de tiocianato de amonio O,02N (22.3.6.) suministrada por la
bureta graduada I!l 1/20 mI.

Efectusr en el caso en Que fuera necesario un enaayo en blanco
aplicando el mismo m,tltodo operatorio a 10 ml de suspensión de almendras
du1cl'ls (22.3.1.). en ausencia de la muestra para analizar.

22.5.~

Si la prueba en blanco indica un consumo de la solución de nitrato
de plata 0,0211I. sustraer eate valor del volumen consumido por el destila­
00 de la muestra.

1 ml de nitrato de plata O,02N corresponde El 0,54 de ácido cianhI­
drico. Expresar el resultado en porcentaje .de la muestra.

22.6. OBSERVACIOIdS

Si la muestra contiene una cantidad importante de aulfuros (judias
por ej), se forma un precipitado negro de sulfuro de plata que ae filtra
con el sedimento de cianuro de plata. La formación de este precipitado
l!l'ltr&ña unl!l pérdida de solución de nitrl!lto de plata O,OZN cuyo volumen
dl!be 8ustrl!lerse del volumen tomado en consideraci6n para el cálculo del
contenido en hcido cianhidrico. Con tal fin, proceder COmO se indica a
continuación:

Tratar el !ll!dimento sobre el filtro con 50 mI de amoniaco {22.3.8.}
para disolver el cianuro de plata. Lavar l!l residuo mediante amoníaco di­
luIdo y proceder a la determinación de su contenido en plata. Convertir
el valor obtenido en mI de solución de nitrato de plata O,02N.

El contenido en ácido cianhidrico de la muestra puede determinarse
igualmente mediante titulación del filtrado amoniacal acidificado por el
ácido nitrico.

22.7. REFERENeIAS

Primerl!l Directiva de la Comisi6n de 15 de junio de 1971. (71/250/
CEE). Diario Oficial de las Comunidades Europeas n~ L 155 de 12 de juli.,o
de 1971.
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2....1. PRIJlCIPIO
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El método permite determinar el contenido en materias minerales in­
solubles en ácido clorh!drico de los piensos y sus materias primas. Se
preveen dos procedimientos en funci6n de la naturaleza de la muestra.

23.1.1. Procedimiento A: Aplicable a las materias primas orgánicas
y a la mayor parte de los piensos compuestm;.

23.1.2. Procedimiento B; Aplicable a mezclas minerales, así corno a
los piensos compuestos cuyo contenido en insoluble clorhí­
drico, determinado según el Procedimiento A, sea superl-or a
1%,

23.1.3. Procedimiento A: Se incinera la muestra. se 'ratan lss ce­
nizas por ebullición en ácido clorhídrico y el residuo 1.0­

sol ubl.. se ril tra y se pesa.

23.1.4. Procedimiento B: La mezcla se trata mediante ácido clor­
hídrico. La !>01uci6n se filtra, el residuo se incinera y
las cenizas obtenidas se tratan cOmO el Procedimiento A.

23.2. MATERIAL Y APARATOS

23.2.1. Placa calefactora.

23.2.2. Horno eléctrico. con termostato.

23.2.3. Crisoles de incineraci6n de platino o de aleaci6n de plati­
no y oro (10% Pt, 90% Au), rectangulares (60 x 40 x 25 mm)
o redondoa (diámetro: 60 a 75 mm, altura 20 a 25 mm) 6 cri­
soles de otro material capaces de soportar una temperatura
de 700 ·e.

23.3. REACTIVOS

23.3.1. Acido clorhídrico 3N.

23.3.2. Soluci6n al 20% (p/v) de ácido tric1oroacético.

23.3.3. Solución al 1% (p/v) de ácido tricloroacético.

23.... PROCItDmIDITO

23.4.1. Procedimiento A.

Incinerar la muestra según el método oficial descrito para
la determinaci6n de las cenizas brutas. Se podrán emplear
igualmente las cenizas Obtenidas al efectuar dicha dete,mi­
naci6n.
Traspasar las cenizas a un vaso de 250 a 400 mI con 75 mI
de ácido clorhídrico 3N (23.3.1.). Llevar el líquido cuida_
dosamente a ebullici6n suave y mantener ésta durante Quince
minutos. Filtrar la solución caliente sobre un papel de
filtro sin cenizas y lavar el residuo con agua caliente
hasta la desaparici6n de reacci6n ácida. Secar el fil t,o
que contiene el residuo e inCinerar en un crisol tarado a
una temperaturs de 550 "c como mínimo y de 700 ·C como má­
ximo. Refrigerar en desecador y pesar.

23.4.2. Procedimiento B.

Pesar, con precisi6n de 1 mg, 5 g de la muestra e introdu­
cirlos en un vaso de 250 a 400 m1. Añadir sucesivamente 25
mI de agua y 25 mI de ácido clorhídrico 3N (23.3.1.), mez_
clar y esperar al rinal de la ef'ervescencia.

Añadir 50 mI de ácido clorhfdrico 3N (23.3.1,1. Si hay un
nuevo desprendimiento de gases, esperar a su f'inal y colo­
car a continuaci6n el vaso en un baño de agua hirviendo y
mantenerlo allí durante treinta minutos o más, si f\lera ne­
cesario, con el fin de hidrolizar completamente el almid6n
que pueda estar presente. Filtrar en caliente sobre f'iltro
sin cenizas y lavar el filtro mediante 50 mI de agua ca­
liente (23.7). Colocar el filtro Que contiene el residuo en
Un crisol de incineraci6n, secar e incinerar a una tempera­
tura de 550 "c co",o mínimo y 700 "c como máximo. Continuar
tal como se indica en 23.4.1. párrafo segundo.

23.5.~

Calcular el peso del residuo deduciendo el peso del c,isol vacio.
Expresar el resultado en porcentaje de la muestra.,
23.6. OBSERVACIClNES

Si la !'iltración se mostrara di!'icil, volver a comenzar la deter­
minación sustituyendo los 50 ml de ácido clorhídrico 3N por 50 mI de áci­
do tricloroacético al 20% (23.3.2.) Y lavando el filt,o con ayuda de una
soluci6n caliente de ácido tricloroacético al 1% (23.3.3.).

23.7. REFERENCIAS

Primera Directiva de la Comisión de 15 de junio de 1971. (71/250/
CEE). Diario Oficial de las Comunidades Europeas n~ L 155 de 12 de julio
de 1971.

La muestra se pone en suspensi6n en agua. Las esencias de mostaza
se liberan bajo la acci6n de fermentos, se arrastran por destilaci6n en
presencia de etanol y se recogen en el amoníaco diluído. La soluci6n se
trata en caliente con un volumen determinado de soluci6n de nit,ato de
plat.a, ref"rigerado y filtrado. SI exceso de nitrato de plata se titula
mediante una soluci6n de tiocianato de amonio.

El método permite determinar el contenido en esencia de mostaza
arrastrable por el vapor de agua, expresado en isotiocianato de alilo, de
la torta de las especies Brassica y Sinapis y de los piensos compuestos
que la contienen.

24.2. MATERIAL Y APARATOS

24.2.1. Matraces de 500 mI de fondo plano y tap6n e¡;merilado.

24.2.2. Aparato de destilar provisto de un refrige,ante y de
dispositivo Que permita evitar el arrastre de líquido.

2...3.~

24.3.1. Mostaza blanca (Sinapis alba).

24.3.2. Etanol, del 95 al 96% (v/v).

24.3.3. Emulsi6n de antiespuma (si licona, por ejemplo).

24.3.4. Amoníaco, d ~ 0,958.

24.3.5. Soluci6n de nitrato de plata O,lN.

;,4.3.6. Soluci6n de tiocianato de amonio 0,11\.

24.3.7. Acido nítrico, d = 1,40.

24.3.8. Soluci6n saturada de sulfato férrico am6nico.

2".4. PRtX:EDDlIEJfTO

Pesar, con precisi6n de 1 mg, 10 g de la muestra, introducirlos en
un mat,az de 500 mI de fondo plano y añadir 2 g de mostaza blanClil tri­
turada finalmente (fuente de fermento) (24.3.1.) y 200 mI de agua a 20
"C. Tapar el matraz y mantenerlo durante dos horas aproximadaroente a 20
"c agitándolo frecuentemente. Añadir a continuaci6n 40 ml de etanol
(24.3.2.) y una gota de emulsi6n antiespuma {24.3.3.l. Destilar 150 mI
ap,oximadamente y recoger el destilado en un matraz aforado de 250 mI Que
contenga 20 mI de amoníaco (24.3.4) prestando ¡¡tenci6n para que la extre­
midad del refrigerante se sumerja en el líquido. Añadir s la solución

amoniacal 50 mI de soluci6n de nitrato de plata O,lN (24.3.5.) (o más si
fuera necesario), colocar sobre el matraz aforado un pequeño embudo y ca­
lentar la mezcla durante una hora en un baño de agua hirviendO. Dejar en­
friar, completar el volumen con agua. agitar y -filtrar. 'ramal' 100 ml del
nItrado límpido, añadir 5 mI de ácido nítrico (24.3.7) y 5 mI aproxima_
damente de soluci6n de sulfato férrico am6nico (24.3.8). Valorar por re­
troceso el exceso de nitrato de plata con la soluCión de tiocianato de
amonio O,lN (24.3.6.).

Efectuar una prueba en blanco aplicando el mismo método a 2 g de
mostaza blanca tritu,ada finalmente.

24.5.~

Restar el volumen de soluci6n de nitrato de plata O,lN conaumido en
101 prueba en blanco del consumido por la soluci6n de la muestrs. El valor
obtenido da el núm"'.·o de mI de soluci6n de nitrato de plata 0,11' consumi­
dos por la esenCia de mostaza de la muestra analizada. 1 mI de nitrato de
plata O,lN corresponde a 4,956 mg de isotiocianato de alilo. Expreaar el
resul tado "n porcentaje de la muestra.

24.6. REYEREJlCIAS

Primera Directiva de la Comisión de 15 de junio de 1971. (71/250/
CEE). Diario Oficial de las Comunidades Eu,opeas n" L 155 de 12 de julio
de 1971.

25.~

25.1. PRIJICIPIO

El método permite determinar el contellido en lactosa de los piensos
que contengan más del 0.5% de este producto.

Los azúcares se disuelven en el agua. Ls soluci6n se somete a la
fermentaci6n por la levadura Saccharomyces cerevisiae, que deja intacta
la lactosa Previa defecaci6n y filtración, el contenido en lactosa del
nItrado Se determina por el método de Luff"-Schoorl.

25.2. MATI'.:RIAL Y APARATOS

Baño de agua provisto de termostato. regulado de 38 a 40 "C.
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Expresar los resultados en partes de lactosa anhidro por cada cien
de ;nuestra.
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25.... PROCZD1IIDIftO

25.3.10. Soluci6n de ácido sulfúrico 6N.

25.3.11. Solución de tiosulf8to de sodio O,lN.

r·'
br,

Na
2

S
2

0
3

Glucoss fructosa I Lactosa I Mal tosa
azúcares invertidosl C12H220U I C12H22011

0.1N C
6

H
12

0
6 I I

I I
.1 • diferencia • diferencia • difer.

1 2,' 2,' 3,6 3, , 3,9 3,9
2 ',8 2,' ',3 3, , ',8 3,9
3 ',2 2,5 11,0 3, , U,7 3,9, 9, , 2,5 lA,7 3, , 15,6 ,,O
5 12,2 2,5 18,4 3, , 19,6 3,9

• 14,7 2,5 22,1 3, , 23,5 ,,O
7 17,2 2,6 25,8 3, , 27,5 ,,O
8 19,8 2,6 29,5 3, , 31,5 ,,O
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 ,,O

10 25.0 2,6 37,0 3,8 39,5 ,,O
11 27.6 2, , AO,8 3,8 A3,5 ,,O
12 30.3 2,7 4A,6 3,8 A7,5 ',1
13 33,0 2,7 A8,4 3,8 51,6 ',1

" 35,7 2,8 52.2 3,8 55,7 ',1
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 ',1
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 ',1

" "",2 2,9 63,8 3,9 68,0 ',2

" 47,1 2,9 67,7 ,,O 72,2 ',3
19 50,0 3,0 71,7 ,,O 76,5 ','
20 53,0 3,0 75,7 ',1 80,9 ',5
21 56,0 3,1 79,8 ',' 85,4 ','
22 59.1 3,1 83,9 ',1 90,0 ',6
23 62,2 88,0 ",8

El método permite determinar el contenido de potasio en piensos.

25.6.1. Para los productos que contengan más del 40 por ciento de
los azúcares fermentados, emplear más de 5 mI de suspensión
de levadura (25.3.1.).

25.6.2. Efectuar paralelamente un ensayo con una cantidad conocida
de lactosa monohidrato.

25.7. RD'ElUDICUS

TABLA DE VALORES PARA 2S .t DE REACTIVO LUFF-sarJORL

26.~

Primera Directiva de la Comisi6n de 15 de junio de 1971 (71/250/
CEE). Diaria Oficial de las eomWlidade", Europeas nt L 155 de 12 de julio
de 1971.

La muestra se incinera y las ceni:z;a.s se recogen en soluci6n de áci­
do clorhídrico. El contenido en potasio de la soluci6n se detennina por
fotometría de llama en presencia de cloruro de cesio y ele nitrato de alu­
minio. La adici6n de dichas sustancias elimina, en una amplia medida, la
interferencia de elementoa perturbadores.

26.1. PRDICIPID

26.2. MA'rERIAL Y APARATOS

25.6. 08SKRVACllJCES

g de carbo­
de agua cs-

Disolver 143,8
aproximadalllente
a 300 mI.

Solución de carbonato de sodio.
nato de sodio anhidro en 300 mI
hent... Dejar en1',..iar y enrasllT

Reactivo de Luff-Schoorl. Verter can cuidado la soluci6n de
ácido cítrico (25.3.4.) sobre la soluci6n de carbonato de
sodio (25.3.5.). Añadir a continuaci6n la soluci6n de sul_
fato de cobre (25.3.6.) y completar a 1 litro con agua. De_
jar reposar una noche y filtrar. Controlar la normalidad
del reactivo obtenido (Cu O,lN; Na,"co 2N). El pH de la 80­

luci6n debe ser aproximadamente 9, ¡L 3

Soluci6n de sulfato de cobre. Disolver 25 g de sulfato de"
cobre pentahidrato (CuSO .5H 01, exento de hierro, en 100
mI de agua. 4 2

25.3.1. Suspensión de Saccharomyces cereVl.Sl.ae.

25.3.5.

25.3.7.

25.3.6.

25.3.8. Granos de piedra p6mez hervidos con ácido clorhídrico. la­
vados con agua y secados.

25.3.4. Soluci6n de ácido c!trico. Disolver 50 g de ácido cítrico
(C

6
Ha0 7 H

2
0) en 50 mI de agua.

25.3.9. Solución al 30% (p/v) de ioduro de potasio.

25:3.3. 501u<::i6n Carrez n. Disolver en agua 10,6 g de hexaciano­
ferrato (IJ) de potasio K

4
Fe(CN}6,3H

2
0. Completar a 100 mI

con agua.

25.3.2. Soluci6n Carrez 1. Disolver en agua 24 g de acetato de cinc
dihidrato Zn(CH3COOl2,2H20 y 3 mI de ácido acético glacial.
Completar 11 100 mI con agua.

Pesar. con precisi6n de 1 mg, 1 gramo de muestra en Un matraz afo­
rado de 100 mI. Aí'ladir de 25 a 30 mI de agua. Colocar el matraz durante
treinta minutos en un baño de agua hirviendo y rafrigerar hasta 35 "C
aproximadamente. Al\adir 5 mI de suspensi6n de levadura (25.3.1.) y
homogeneizar. Dejar reposar el matraz durante dos horas en un baño de
agua, a la temperatura de 38 a 40 ~C. Refrigerar a continuaci6n hasta 20
"C aproximadamente.

Poner en suspensi6n 25 g de levadura fresca en 100 mI de
agua. La suspensi6n se conserva una semana como máximo en
el refrigerador.

Añadir 2,5 mI de soluci6n de Carrez I (25.3.2.) Y Il&itar durante
treinta segundos, al\adir 2,5 mI de soluci6n Carrez Ir y agitar, completar
con agua a 100 mI, mezclar y fU traro Tomar con pipeta un volumen del
fU trado que no exceda 25 mI y que contenga entre AO a 80 mg de lactosa e
introducir en Wl erlenmeyer de 300 ml. Si fuese necesario completar a 25
mI con agua.

Efectuar de igusl forma un ensayo en blanco con 5 mI de s1.u¡pensi6n
de levadura.

25.3.12. Soluci6n de slmidón. Mezclar 5 g de almid6n con 30 mI de
agua y añadir 1 litro de agua hirviendo. Hacer hervir du­
rante tres minutos, dejar enfriar. Aí'ladir 10 mg de ioduro
de mercurio (II) como conservador.

26.2.3. Fot6metro de llama.

26.3. REACTIVOS

26.3.A. Cloruro de potasio p.a. anhidro.

• d.
ácido
ho~

1 .1

Soluci6n patr6n de potllsio; disolver en agua 1,907
cloruro de potasio (26.3.4.), añadiendo 5 mI de
clorhídrico (26.3.1.), completar a 1 litro con agua y
geneizar. Conservar en frascos de material plástico.
de dicha ¡¡olución contiene 1,00 mg de potasio.

26.3.6.

26.3.3. Nitrato de aluminio nona-hidrato Al(N03)3.9H20 químicamente
puro.

26.3.1. Acido clorhídrico p.s.; d", 1,12.

26.3.5. Soluci6n tamp6n: disolver en agua 50 g de cloruro de cesio
(26.3.2.) y 250 g de nitrato de aluminio (26.3.3.), comple­
tar a 1 litro con agua y homogeneizar. Conservar en frascos
de material plástico.

26.3.2. Cloruro de cesio p.a.

;2.6.2.2. Horno el~ctrico, con termostato.

26.2.1. Crisoles de incineraci6n de platino, cuarzo o porcelana, en
su caso provistos de tapaderas.

Efectuar la misma valoraci6n sobre una mezcla medida con exactitud
de 25 mI de reactivo Lufí-Scnoorl {25.3.7.l y 25 mI de agua, después
de haber añadido 10 mI de soluci6n de yoduro de potasio (25.3.9.) y 25 mI
de ácido sulf'ürico 6N (25.3.10.) sin llevar a ebullición.

Añadir 25 mI exactamente, del reactivo Luff_Schoorl (25.3.7.), dos
gránulos de piedra p6mez (25.2.8.). Calentar, agitando manualmente, sobre
una llama libre de media altura y llevar el líquido a ebullici6n durante
dos minutos aproximadamente. Colocar inmediatamente el erlenmeyer sobre
una tela metálica provista de una pantalla de amianto con un agujero de 6
cm de di:imetro aproximadamente, bajo la que se na encendido previamente
una llama. Esta se regula de forma que s610 se caliente el fondo del er­
lenmeyer. Adaptar a continuaci6n un refrigerante a reflujo sobre el er­
lenmflyer. A partir' de este momento, hacer hervir durante diez minutos
exactamente. Refriger'ar inmediatamente en agua fría y, después de aproxi­
madamente cinco minutos, valorar tal como se indica;

2S.S.~

Establecer mediante la tabla adjunta la cantidad de lactosa en mg
que corresponde a la diferencia entre los resultados de las dos valora­
ciones expresados en ml de tiosulfato de sodio O,lN.

Aí'ladir 10 mI de soluci6n de yoduro de potasio (25.3.9.) e inmedia­
tamente después y con cuidado (debido al riesgo de formaci6n de espuma
abundante) 25 ml de ácido sulfúrico 6N (25.2.10.). Valorar ... continuaci6n
con la solución de tiosulfato de sodio O,lN (25.3.11.) hasta la sparici6n
;de una coloración amarilla clara, añadir el indicador (25.3.12.) y termi­
nar la va1oraci6n.

.:.... - ...
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Pesar con precisión de 10 mg, aproximadamente 10 g de la
muestra en un crisol de inCineración e incinerar a 450 ~C

durante tres horas. Después de enfriar, trasvasar cuanti ta­
tivamente el residuo de incineración con la ayuda de 250 a
300 mI de agua, y después con 50 mI de ácido clorhídrico
(25.3.1.) a un matraz aforrado de 500 ml. Después de haber
cesado el posible desprendimiento de gas cSl"b6nico, calen­
tar la solución y mantenerla durante dos horas a una tempe­
ratura cercana a 90 ·C. agitando de vez en cuando. Dejar
enfriar a la temperatura ambiente, enrasar, agitar y fil­
trar. IntrodUCir en un matraz aforado de 100 mI una parte
alicuota del filtrado que contenga como mínimo 1,0 mg de
potasio, al'íadir 10,0 mI de soluci6n tamp6n (26.3.5.) enra_
sar con agua y homogeneizar. Para contenidos más altos de
potasio, diluir la 801uci6n a analizar en la proporci6n
adecuada, antes de la adici6n de la soluci6n tamp6n. El
cuadro siguiente se da a Utl,llo indicativo para una toma de
ml,lestras de 10 g aproximadamente.

26.4.1. Determinación

Contenido supuesto
de la muestra en

potasio (% K)

Factor de
dilución

Parte alicuota en
mI de la solUCión

27.3.3. Nitrato de alumnio nonahidrato, Al(N03)3.9H20, químicamente
puro.

27.3.4. Cloruro de sodio p.a., anhidro.

27.3.5. Soluci6n tampón: disolver en agua 50 g de cloruro de cesio
(27.3,2.) y 250 g de nitrlilto de alumnio (27.3.3.) completar
a 1 litro con agua y homogeneizar. Conservar en frascos de
material plástico.

27.3.6. Soluci6n patr6n de sodio: disolver en agua 2,542 g de clo­
ruro de sodio (27.3.4.) af.adiendo 5 ml de ácido clorhídrico
(27.3.1.), complet.ar a 1 litro con agua y homogeneizar.
Conservar en :frascos de material plástico. 1 mI de dicha
soluci6n contiene 1,00 mg de sodio.

27.4.1. Determinaci6n

Pesar, con precisi6n de 10 mg, aproximadamente 10 g de la
muestra en un crisol de incineraci6n (27,2,1,) e incinerar
a 450 oC durante tres horas. Evitar proyecci6n e inflama­
ción. Previo enfriamiento, trasvasar cuantitativamente el
residuo de incineración con ayuda de 250 a 300 mI de agua,
y después con 50 mI de ácido clorhídrico (27,3,1.) a un ma­
traz aforado de 500 mI.

hasta 0,1 5<)

0,1 • 0,5 10
0,5 • 1,0 5
1,0 • 5,0 1 :10 W
5,0 a 10,0 1: 10 5

10,0 • 20,0 1: 20 5

Efectuar la medici6n por fotometrfa de llama a la longitud
de onda de 768 nm. Calcular el resultado mediante la cruva
de calibrado,

26.4.2. Curva de calibrado

Después de haber cesado el posible desprendimiento de gas
carbónico, calentar la solución y mantenerla durante dos
horas a una temperatura cercana a 90 ·C, agitando de vez en
cuando. Dejar enfriar a temperatura ambiente, enrasar con
agua, agitar y fUtar. Introdl,lcir en un matraz aforado de
100 ml una alicuota del fU trado, ql,le contenga como máximo
1,0 mg de sodio, añadir 10,0 ml de solucHin tampón
(27.3,5.), enrasar con agua y hOmogeneizar, Para contenidos
más altos de sodio, diluir la soll,lci6n a anlizar en la pro­
porci6n adecuada, antes de la adición de la soluci6n tam­
p6n. La tabla siguiente se da a título informativo, para
una toma de muestras de 10 g aproximadamente.

Introducir 10 mI exactamente de la soluci6n patrón
(26.3.6.) en un matraz aforado de 250 mI, enrasar con agua
y homogeneizar. Introducir en matraces aforados de 100 mI
exactamente: O, 5, lO, 15, 20 Y 25 mI de dicha solución,
que corresponden respectivamente a cantidades de potasio de
O. 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; Y 1,0 mg. Añadir en cada matraz 10,0
mI de soluci6n tamp6n (26.3.5.) enrasar con agua y homoge­
neizar, Efectuar las medidas como se indica en (26.4.1.).
El trazado de la curva de calibrado es lineal generalmente
hasta una concentraci6n en potasio de 1 mg en 100 mI de so­
luci6n.

Contenido supuesto
de la muestra en
solución {% Na)

hasta 0,1
0,1 a 0,5
0,5 a 1,0
1,0 a 5,0
5,0 a 10,0

10,0 a 20,0

Factor de
diluci6n

1:10
1 :10
1:20

Parte alícuota
en mI de la

soluci6ri

50
W

5
10

5
5

• 26.5.~

El contenido en potasio se expresará en porcentaje de muestra.

26.6. OBSERVACID11E5

La adición de soluci6n tamp6n (26.3.5.) para eliminar la interfe­
rencia de elementoa perturbadores no es aiempre necesaria.

26.7. REnREIIClAS

Primera Directiva de la Comisi6n de 15 de junio de 1971. (71/250/
CEE). Diario Oficial de las Comunidades Europeas 1'1' L 155 de 12 de julio
de 1971.

27.~

27.1. PIlIItCIPIO

La muestra ae incinera y las cenizas se recogen en soll,lci6n de áci­
do clorhídrico. El contenido en sodio de la soluci6n se determina por fo­
tometría de llama en presencia de cloruro de cesio y de ni trato de alu_
minio. La adici6n de estas sustancias elimina, en una amplia medida, la
interferencia de elementos perturbadores.

El m~todo permite determinar el contenido de sodio en piensos.

27.2. MATERIAL Y APARATOS

27.2.1, Crisoles de incineraci6n de platino, cuarzo o porcelana, en
su caso provistos de tapaderas.

27.2,2. Horno el~ctrico, con termostato.

27.2.3. Fotómetro de llama.

ZT.3. REACTIVOS

27.3.1. Acido clorhídrico p.a., d 1,12.

"7 3.2. Cloruro de cesio, p.a.

Efectuar la medida mediante fotometría de llama a una 101'1­

gi tud de onda de 589 nm.

Calcular el resu1 tado medi8I'lte la curva de calibrado.

27.4,2. Curva de calibrado.

Introducir exactamente 10 mI de la soluci6n patrón
(27.3.6,) en un matraz aforado de 250 mI, enrasar con agua
y homogenizar. En matraces aforados de 100 mI, introducir
exactamente O, 5, 10, ·15, 20 y 25 mI de dicha soluci6n que
correspondan respectivamente a unas cantidades de sodio de
O, 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; y 1,0 mg. Añadir en cada matraz 10.0
ml de soluci6n tampón (27.3.5.) enrasar con agua y homoge­
neizar. Efectuar las medidas con se indica en 27.4.1. El
trazado de la curva de calibrado es lineal generalmente
hasta una concentraci6n en aodio de 1 mg en 100 ml de solu­
ci6n.

27.S.~

El contenido en sodio se expresará en porcentaje de muestra.

27.6. OBSERVACIONES

27,6.1. Para los productos cuyo contenido en sodio sea superior al
4%, es preferible incinerar la !'\ubstancia durante dos horas

en un crisol provisto de una tapadera. Después de enfriar,
añadir agua, poner un residuo en suspensi6n con ayuda de un
hilo de platino, secar e incinerar de nuevo durante dos ho­
ras en el crisol provisto de su tapadera.

27.6.2, Si la muestra esté constituía únicamente por materiales mi­
nerales, proceder a la disoluci6n, sin previa incineración.

27.7. RU'ERDClAS

Primera Directiva d" la Comisi6n de 15 de junio de 1971. (71/250/
CEE). Diario Oficial de las Comunidades Europeas n g L 155 de 12 de julio
de 1971.
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2B.~

28.1. PIlDICIPIO

Incineración de la muestra y tratamiento oe las cenizas con ácido
clorhídrico diluido. Si la muestra no contine sustancias orgánicas, se
disuelve directamente en ácido clorhidrico. La soluci6n s€ diluye y el
contenido en maenesio se c:.etermina por espectro:fotometria de absorción
atór:lica a 285,2 nr.-" ~or compar!!.ción con las aoluciones de calibrado.

Está eS~Jcci,,-lmente indicado para deterrr.inar los contenidos en mag­
neBlO inferiores al 5% en los piensos.

28.2,1. Crisoles de incineración de platino, cuarzo o porcelana.

28.2.2. Horno o mufla en termostato,

28.3. UACTIVOS

28.3.1. Acido clorhidrico de d 1,16, p.a.

28.3.2. Acido clorh!drico de d 1,19, p.a.

28.3.3. Meígnesio, en cinta o hUo, o sulfato de magnesio heptahi­
drato, p.a. (MgS0

4
7H

2
0) secado en vacio s temperatura am­

. biente.

28.3.4, Solución de sal de estroncio {cloruro o nitrato) p.a. al
2,5% (p/v) de estroncio, p.a. (76,08 g de C1 2Sr ti H20/li­
tro, ó 60,38 g de (N0

3
)2 Sr/litro).

28.3.5. Solución de calibrado de magnesio: pesar con precisión de 1
mg, 1 g de magnesio (28.3.3.), separando previamente y con
cuidado la peHcula de óxido, o una cantidad correspondien­
te de sulfato de magnesio (28.3.3.). Introducirlo en un ma­
traz de 1.000 mI añadir 80 mI de ClH (28.3.1.) disolver y
completar a 1000 mI con H O desionizada. 1 mI de dicha so­
lución contiene 1.000 mg ~e magnesio.

28.4. PIlOCEDIKIDn'O

28.4.1. Preparación de la muestra

28.4.1.1. Piensos formados exclusivamente por sustanciaa
minerales:

a) Pesar con precisi6n de 1 ",&, 5 g de la muestra
e introdUCirlos en un matrBZ aforado de 500 mI
con 250-300 mI de agua desioni:tada. Añadir 40
mI de ácido clorhidrico (28.3.1.), llevar a
ebullición lenta durante 30 minutos. Enfriar,
enrasar con agua desionizada, homgeneizar y
filtrar en vaao de precipitado con filtro de
pliegues. ELiminar los 30 mI primeros del fil­
trado.

b) En presencia de silice, tratar 5 g de la lfIues­
tra con una cantidad sufiente (entre 15 y 30
mll de ácido clorhidrico (28.3.2.) Y evaporar
a sequedad sobre un baño de agua. Continuar
tal y como se indica en (26.4.1.2.) a partir
de la tercera fase.

26.4.1.2. Piensos formados esencialmente por sustancias mi­
_ nerales.

Pesar con precisión de 1 mg, 5 g de la muestra en
un crisol e incinerar a 550 ·C en horno mufla
hasta la obtención de cenizas exentas de partícu­
las carbonosas.

Para eliminar la silice añadir a las cenizas una
cantidad suficiente (entre 15 y 30 mI) de ácido
clorhidrico (28.3.2.) Y evaporar a 5equedad sobre
un ba~o de agua. Secar a continuación una hora en
la estufa a 105 ·C. Recoger el residuo con 10 mI
de ¡'jcido clorhídrico (28.3.1.) Y trsnsvasar con
la ayuda de agua des ionizada caliente El un matraz
aforado de 500 "'1. Llevar a ebullición, dejar en­
friar y enrasar con agua des ionizada. Homogenei­
zar y nItrar en vaso a travEs de un filtro de
pliegues. Eliminar los 30 mI primeros del filtra­
do.

28.4.1.3. Piensos formados esenCialmente por sustancias or­
gánicas:

Pesar con precisión, de 1 mg, 5 g de la muestra
en orisol (28.2.1.) e incinerar en un horno mufla
hasta la obtención de cenizas exentas de particu­
las carbono!'lll$. Tratar l!'lB cenizas con 5 mI de
ácido clorhidrico (28.3.2.), evaporar a sequedad
en baño de agua y secar a continuación durante
una hora en estufa a 105 ec, para insolubilizar
la ailice.

Recoger el residuo con 5 mi de ácido clorhidrico
(28.3.1.) trasvasar con ayuda de ;agua d<!lsionizada
caliente a un matraz aforado de 250 mI. Llevar a
ebullición, dejar enfriar y enrasar con agua de­
sionizada. Homogeneizar y filtriU" en un vaso a
través de un filtro de pliegu<!ls. Eliminar los 30
mi primeros del filtrado.

28.4.2, Medida de la absorci6n at6mica.

28.4.2,1. Curva de calibrado.

Preparar, diluyendo la solución de calibrado
(28.3.5.) con agua desionizada. al menos 5 solu­
ciones de referencia de concentraciones creCien­
tes, escogidas en función de la zona de medida
óptima del espectrofot6metro. Añadir a cada solu­
ci6n 10 mI de soluci6n de sal de estroncio
(28.3.4.) Y completar al volumen de 100 mI con
agua desionizada.

28.4.2.2. Preparación de la muestra.

Diluir con agua des ionizada una parte alicuota
del filtrado obt"nido en (28.4.1.1.), (28.4.1.2.)
y (28.4.1.3.) de forma que se obtenga una concen­
tración en magnesio comprendida en los limites de
concentración de las soluciones de referencia. La
concentración en iicido clorhídrico de dicha solu­
ción no debe exceder de 0.4N. Ai\adir 10 mI de la
soluci6n de sal del estroncio (28.3.4.) Y comple­
tar al volumen de 100 mI con agua desionizada.

Medir la absorci6n de la solución problema y la
de las soluciones de referencia a una longitud de
onda de 285,2 nm.

28.5.~

Calcular la cantidad de magnesio de la muelJtra a partir de 185 sa­
lucion"s de r"ferencia. Expresar el reBul tado en porcentaje de la mues­
tra.

La di :ferencia entre los resultados de dos determinaciones paralelas
efectuadlll!5 sobre la milJma muestra, no debe de exceder del 5% en valor re­
lativo.

28.1. IlEP'ERDfCIAS

Cuarta Directive de la Comisión, de 5 de diciembre de 1972.
(73/46/CEE). Diario Oficial de las Comunidades Europeas n~ L 83 de 30 de
marzo de 1973.

29.~

29.1. PRDICIPIO

Determinación del oligoelemento hierro en 105 piensos y sus mate­
rias primas. El limite inferior de determinaCión es de 20 mg/kg. La l8Uea­
tra se disuelve en soluci6n de iicido clorhidrico, previa destrucci6n de
la materia orgánica. El hierro se determina, después de diluci6n apropia­
da, por espectrofotometria de absorción at6mica.

29.2. MATERIAL T APARATOS

29.2.1. Horno mufla, de temperatura regulable,

29.2.2. Material de vidrio borosilicato resistente. Se recomendar',
utilizar un material que sirva exclusivamente para la d05i­
:ricación del oligoelemento.

29.2.3. Cápsulas de platino y, eventualmente, de cuarzo.

29.2.4. Espectrofot6metro de absorción atómica, que responda a las
exigenc.l,as del m"'todo, en 10 que concierne B la sensibili­
dad y a la precisión requeridas dentro de los limites de
utilidad que se emplea.

29.3. REACTIVOS

29.3,1. Acido clorhídrico p.a., d 1,19.

29.3.2 .....cido clorhídrico 6N.

29.3.3 .....cido clorhídrico O,SN.

29.3.4. Acido fluorhídrico de 38-40% {v/v), con un conten~do de
hierro inferior a 1 mg/l y cuyo residuo de evaporación sea
inferior a 10 mg/l (expresado en sulfatos).

29.3.5. Acido "ulfúrico p.a. (d ~ 1,84).

29.3.6. Agua oxigenada de unos 100 volúmenes de oxigeno (30% en pe­
so).

'.
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29.3.7. Soluei6n patrón de hierro (1.000 rnicrogramos de hier-ro/ml):
Disolver 1 g de hierro en hilos p.a.. en 200 mI de ácido
clorhídrico 6N (29.3.2.) añadir 16 mI de agua oxigenada
(29.3.6.) Y completa¡- cOn agua hasta 1 litro.

,M.& de Fe/ml

HIERRO:

o 0,5 3 , 5

29.3.8. Solución patrón de trabajo (100 microgramos de hierro/m!):
Tomar 10 mI de la solución patrón (29.3.7.) y llevar a 100
mI con agua.

29.3.9. Soluci6n de cloruro de lantano: Disolver 12 g de óxido de
lantano en 150 mI de agua, añadir 100 mI de licido clorhí­
drico 6N (29.3.2.) Y completar con agua hasta 1 litro.

29.". PROCEDIJIIDITO

29.4.1. Muestra que contenga com.puestos orgánicos.

29,4.1.1. Incineración y preparación de la muestra a anali-
m.

1) Colocar de 5 a 10 g de la muestra pesados con
una precisi6n de 0.2 mg, en una cápsula de
cuarzo o de platino (29.2.3.) (ver 29.6.6.),
secar en estufa a 105 ~C e introducir la cáp­
sula en el horno murla (29.2.1.) frío. Cerrar
el horno (ver 29.6.7.) y elevar progresiva­
mente la temperatura para alcanzar 450 a 475
GC en 90 minutos aproximadamente. Mantener
dicha temperatura durante 4 a 6 horas (por
ejemplo durante la noche) para eliminar la
materia carbonosa, abrir luego el horno y de­
jar enrriar (ver 29.6.8.).

Humedecer las cenizas con agua, trasvasarlas
a un vaso de precipitado de 250 m1. Enjuagar
la c§.psula con 5 mI de ácido clorhídrico
(29.3.1.) y trasvasar, lentamente y con pre­
cauci6n, la soluci6n de enjuague al vaso de
precipitado (se podrá producir una reacci6n
violenta por rormaci6n de di6xido de carbo­
no). Añadir luego gota a gota ácido clorhi­
drico (29.3.1.), agitando al mismo tiempo el
contenido del vaso de precipitado, hasta que
cese la efervescencia. Evaporar a sequedad
agi tando periódicamente Con una varilla de
vidrio.

Añadir al residuo 15 mI de ácido clorhídrico
6N (29.3.2.) Y unos 120 mI de agua. Mezclar
con 111 lIyuda de una varilla de vidrio, dejar
111 misma en el vaso de precipitado y cubrir
con un vidrio de reloj. Poner el líquido en
eb...,llición suave y mantener la ebullición
hasta que aparentemente ya no se disuelvan
las cenizas. Filtrar usando un papel de fil­
tro sin cenizas. y recoger el filtrado en un
matraz aforado de 250 m1. Lavar el vaso de
precipi tado y el filtro con 5 mI de ácido
clorhidrico 6N (29.3.2.) caliente y por dos
veces con agua hirviendo. Completar con agua
hasta enrasar (la concentraci6n en ácido
clorhidrico aerá de O,SN aproximadamente).

ti) Si el residuo q...,e se queda en el filtro apa­
reciese nego (carbonoso). colocarlo de nuevo
en el horno e incinerar de 450 a 475 ~C. Di­
cha incineraci6n, que requerirá únicamente
aleunas horas (3 s 5 horas aproximadamente),
se completará cuando las cenizas aparezcan
blancas o casi blancas. Disolver el resíduo
en unos 2 mI de ácido clorhídrico (29.3.1.).
Evaporar a sequedad y añadir 5 ml de ácido
clorhidrico 6N (29.3.2,). Calentar, filtrar
la solución en el matraz aforado y completar
con agua hasta enrasar (la concentración en
ácido clorhidrico será de O,SN aproximada­
mente ).

29.4.1.2. Preparaci6n de las soluciones patr6n.

Preparar una gama de solUCiones patrón a partir
de la solución patr6n de trabajo (29.3.8) de for­
ma que cada soluci6n patrón tenga una concentra­
ción en ácido clorhidrico de O,SN aproximadamente
y una concentraci6n de cloruro de lantano que
corresponda a.. 0,1% de lantano (p/v) (29.3.9.).
Las concentraciones escogidas del oligoelemento
deberán encontrarse en la zona de sensibilidad
del espectrofotómetro utilizado. El cuadro si­
guiente dará. a titulo de ejemlo, los tipos de
composici6n de soluci6n patrón: según el tipo y
la sensibilidad del espectrofot6metro utilizado,
podrá ser necesario escoger otras concentracio­
nes:

ml de soluci6n
patrón de traba­
jo (29.3.8.)

(l mI '" 100 joL& Fe) ° 0,5 1 2 4 5
+ml ClH 6N(29.3.2.) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 mI de soluci6n de cloruro de lantano
(29.3.9.J. Completar con agua hasta 100 mI.

Si la muestra tuviese una relaci6n ponderal

Ca + Mg------>2. se podrá omitir la adiCi6n de la
p

soluci6n de cloruro de lantano (29.3.9).

29.4.1.2.2. Preparaci6n de la soluci6n a anali-
m.

Introducir con pipeta una alícuota
de la soluci6n weparada según
(29.4.1.1.) en un matraz arorado de
100 ml; añadir 10 ml de soluci6n de
cloruro de lantano {29.3.9.}. Com­
pletar con Acido c1orhidrico O.SN
(29.3.3.) •

Si la muestra tuviese una relaci6n
ponderal

~_:_~>2, se podrá omitir la adi­
p

ci6n de la soluci6n de cloruro de
lantano (29.3.9.).

29.4.1.2.3. Prueba en blanco:

Real i zsr una prueba en blanco que
comprenda todas las etapas prescri­
tas del procedimiento operativo, sin
la presencia de la muestra. No se
deberá utilizar la solución patrón
"O" para la prueba en blanco.

29.4.1.2.4. Medida por absorción at6mica:

Medir la absorbencia de las solucio­
nes patrón y de la soluci6n a anali­
zar, utilizando una llama o:ddante
de aire-acetileno a la longitud de
onda de: 248,3 nm. Realizar 4 vecea
cada medida.

29.4.2. Compuestos minerales:

En ausencia de materia orgánica, sera inútil la incinera­
ci6n previa. Aplicar el procedimiento operativo 8 PlU'tir
del punto (29.4.1.1.,i) segundo apartado (ver 29,6.6.).

29.5.~

Calcular la concentración del oligoelemento en la soluci6n a ana­
lizar mediante una curva de calibrado y expresar el resultado en mg de
oligoelemento por Kg de muestra (ppm).

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones paralelas
erectuadas sobre la misma muestra por el mismo analista no deberán de so­
brepasar :

5 mg/kg en valor absoluto, para el contenido en el oligoelemento hasta
50 mg/Kg.

10% del resultado más elevado para los contenidos superiores a 50 y
hasta 100 mg/kg.

10 mg/Kg, en valor absoluto, para los contenidos superiores a 100 y
hasta 200 mglkg.

5% del resul tado más elevado para los contenidos superiores a 200
mg/Kg.

29.6. OBSERVACIONES

29.6.1, El agua empleada para la preparaci6n ,de reactivos y dE' las
soluciones requeridas durante el análisis, deberá estar
exenta del cati6n a determinar. Se obtendrá, bien por doble
destilaci6n en un aparato de borosilicato o de cuarzo. bien
por doble permutaci6n en resina intercabiadora de iones.

29.6.2. Los reactivos deberán ser, al menos, de la calidad "para
anál iSis" (p. a. ) • La ausenc ia del elemento a determinar,

",
';.~

~.,

¡..

'.'",.

•
"
;;
:--;

'.



BOE núm. 128 Martes 30 mayo 1989 16047

deberá controlarse por un ensayo en "lanco. Si fuese nece­
6arJ.O, se someterán los reactivas a una purificaci6n más
profunda.

ximadarnente. Las concentraciones escogidas
del oligoelemento deberán encontrarse en la
zona de sf!nsibilidad del espectrofot6metro
utilizado.

30.4.1.2.3. Prueba en blanco. ldem 29.4.L2.3.

El cuadro siguiente dará, a título de infor­
maci6n, los tipos de composici6n de la solu­
ci6n patr6n; según el tipo y la sensibilidad
del espectrofot6metro utilizado, podré. ser
necesl!lrio escoger otras concentrscionea:

La soluci6n preparsda según (29.4.1.1.), po­
dré., como norma general, utili",arse directa­
mente. Si fuese necesario llevar su concen­
tración a la gama de las concentraciones, de
las soluciones patr6n, se podrá introducir
con pipet.a una alicuota en un matraz aforado
de 100 mI y completar con ácido clorhídriCO
0.5N (29.3.3.) hasta enrasar.

30.4.1.2.2. Preparaci6n de la solución a analizar.

"

'.:.
10

B

1,0

8
B

0,8

6
B

4
B

0,4

2
B

0,2

1
B

C O B R I!::

0,1

Medir la absorbancia de las soluciones patrón
y de la soluci6n a analizar. utilizando una
llama oxidante de aire-acetileno, con una
iongitud de onda de 324,8 run. Realizar cuatro
veces cada medida.

Medida por absorci6n atómica.

O
B

o

30.4.1.2.4.

completar con agua hasta 100 mI

mI de soluci6n
patr6n de trabajo
(30.3.8. )

(l mI '" 10.-.g Cu)
+ mI CIH 6N (29.3.2)

p.g Cu/ml

29.6.5. Al determinar el oligoelemento será oportuno llamar la
atenci6n en cuanto a los riesgos de contaminaci6n. Por
ello. los instrumentos utilizadcs para la pr-eparaci6n de
las muestras deberán f!star exentos de dicho metal.

29.6.6. Calcular el peso de la muestra en funci6n del contenido
aproximado en el pienso del oligoelemento a valorar y de la
sensibilidad del espectrofot6metro utilizado. Para deteMni­
nados piensos pobres en el oligoelemento, podrá ser necesa­
rio extraer una muestra de 10 a 20 g Y limitar el volúmen
de la soluci6n final a 100 mI.

29.6.4. Los forraje¡¡ ver1.es (frescos o deshidratados) pueden conte­
ner grandes cantidades de sílice vegetal que puedan retener
el olie;oelemento y que se deberán eliminar. Se someterán
laS muestras de dichos piensos al siguiente tratamiento:
Efectuar la operación (29.4.1.1.) hasta la fase de filtra­
ci6n. Lavar el papel de filtro, que contenga el residuo in­
soluble, por dos veces con ilgua hir-viendo y colocar-lo en
una cápsula de platlno (29.2.3.). Incinerar en el horno mu­
na (29.2.1.) a una temperatur-a inferior- a 550 QC hasta que
toda la materia carbonosa haya desaparecido por completo.
Dejar enfriar, añadir aleunas gotas de agua y de 10 a 15 mI
de ácido fluorhídrico (29.3 .... ). Evaporar a sequedad a 150
QC <lproximadamente. Si el resíduo contiene aún sílice. di­
solver la misma en algunos rr.l de licido fluorhidrico
(29.3.4.) Y evaporar a sequedad. Añadir 5 gotas de ácido
sulfúrico (29.3.5.) Y calentar hasta desaparición de los
humos blancos. Añadir 5 mI de ácido clorhidrico 6N
(29.3.2.) Y 30 mI aproximadamente de agua. calentar, fil­
trar la soluciÓn en un matra", afor-ado de 250 mI y completar
hasta enrasar (La concentración de ácido clorhidr-ico serli
de 0.5N aproximadamente). Proseguir- el procedimiento a par­
tir del punto (29.4.1.2.).

Para reducir los riesgos de contaminaci6n, convendrá traba­
jar en atm6sferas .exentas de polvo, con un material riguro­
samente l~mpio y aparatos de vidrio cuidadosamente lavados.

29.6.3. Se podrán sustituír las soluciones patrón descritas por 1l0­
luciones patr6n comerciales con tal que las mismas sean ga­
rantizadas y controladas antes de su empleo.

29.6.7. Incinerar en' un horno cerrado sin inyecci6n de aire o de
oxigeno.

30.4.2. Compuestos minerales. Idf!m 29.4.2.

29.6.8. La temperatura no deberá sobrepasar los 475 QC.
30.5~

Idem 29.5.

29.7. REPERDICIAS
30.6. OBSERVACIONll:S

Octava Directiva de la Comisión de 15 de junio de 1978.
CEE). Diario Oficial de las Comunidades Europeas n g L 206 de 29
de 1978.

(78/633/
de julio

Idem 29.6.

30.7. flEnRENCIAS

30. fQ!!!!! rdem 29.7.

30.1. PR1JfCIPIO

Detenninaci6n del oligoelemento cobre en los piensos y SUB materias
primas. El limite inferior de determinaci6n f!S de 10 mg/kg. La muestra se
disuelve en soluci6n de ácido clorhidrico, previa destrucci6n de la mate­
ria orgánica. El cobre se determina, después de diluci6n apropiada, por
espectrometria de absorci6n at6mica.

30.2. IlAT!RIAL Y APARATOS

Idem 29.2.

31. llANGANESO

31.1. PRINCIPIO

Determinaci6n del oligoelemento manganeso en los pien60B y BUS ml!l­
terias primas. El límite inferior de detenninaci6n será de 20 mg/kg. La
mUf!!Itra se disuelve en soluci6n de ácido clorhídrico, previa deatrucción
de la msteria orgánica. El mangeneso !le determina, después de diluci6n
apropiada, por espectrofotometria de absorción at6mica.

30.3. REActIVOS

ldem 29.3. hasta 29.3.6. inclusive. 31.2. IlAT!RIAL Y APARATOS

30.3.7. Soluci6n patrón de cobre (1000 microgramos 'de cobre/ml).
Disolver 1 g de cobre en polvo p.a. en 25 mI de ácido
clorhldrico 6N (29.3.2.), af'jadir 5 mI de agua oxigf!nada
(29.3.6.) y completar con agua hasta 11.

Idem 29.2.

31.3. REActIVOS

Idem 29.3 hasta 29.3.6. inclusive.
30.3.8. Soluci6n patr6n de trabajo (10 mic:'ogram05 de cobre/mI).

Tomar 10 mI de la soluci6n patr6n (30.3.?) y llevar a 1000
mI con agua.

30.4. PROCEDDlIEMTO

láem 29.4. hasta 29.4.1.Z:.

30.4.1.2. Determinaci6n espectrofotométrica.

31.3.7. Soluci6n· patr6n de manganf!so (1000 microgramos Mn/ml): Di­
solver 1 g de manganeso polvo p.a. en 25 mI de ácido clor­
hídrico fiN (29.3.2.) Y completar con agua hasta 1 litro.

31.3.8. Soluci6n patr6n de trabajo (10 microgramoB Mn/ml): Tomar 10
mI de la soluci6n patr6n (31.3.7.) Y llevar a 1000 mI con
agua.

31.3.9. Idem 29.3.9.
30.4.1.2.1. Preparaci6n de las soluciones patr6n.

Preparar una gama de soluciones patr6n a par_
tir de la soluc'i6n de trabajo (30.3.8.) de
forma que cada l501uci6n patr6n tenga una con­
centraci6n de ácido clorhidrico de O,5N apro-

31.4. PItOCEDIIUKNTO

ldem 29.4. hasta 29.4.1.2.3. inclusive. a excepci6n del cuadro de
los tipos de composici6n de la soluci6n patrón.

'" .
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32.6. OBSERVACIONES
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."

& Mn/ml o 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1 Idem 29.6.

mI de soluci6n patrón
(31.3.8.) de trabajo

(l mI ~ lOp.g Mn)
.. mI CIH 6N (29.3.2.)

o
7

1
7

2
7

,
7

8
7

8
7

10
7

Adelllás tener en cuen'ha
especialmente sensible Billa
de vidrio, de los reactivos,
res .

32.7. RK1l:RENCIAS

(29.6.5.) que la determinación del cinc es
cotaminaciones· procedentes de loa aparatos

del polvo y de otros elementos perturbado-

'.
,.
.;

.. 10 mI de solución de cloruro de lantano (29.3.9.). completar con agua
hasta 100 mI.

31.4.1. Medida por absorción at6mica.

Medir la absorbancia de las soluciones patr6n y de la solu_
c16n B analizar, utilizando una llama oxidante aire-aceti_
leno con una longitud de onda de 279,5 nm. Realizar 4 vaces
cada medida.

31.4.2. ldem 29.4.2.

31.5.~

ldem 29.5.

31.6. OBSERVACIONES

ldem 29.6.

31.7. REnRENCIAS

Idem 29.7.

32.1. PRlJICIPIO

Determinaci6n del oligoelemento cinc en los piensos y BUS materias
primas. El limite inferior de determinaci6n será de 20 mgfkg. La muestra
se dilluelve en soluci6n de 6.cido clorhídrico, previa destrucci6n de la
materia orgánica. El cinc se determina, después de d1luci6n apropiada,
por espectrofotometría de absorci6n atómica.

32.2. ItA'!'KRIAL Y APARATOS

Idem 29.2.

32.3. REActIVOS

Idem 29.3. hasta 29.3.6. inclusive.

32.3.7. Soluci6n patrón de cinc (1000 microgramos Zn/ml): Disolver
1 g de cinc en cinta o placa, p.a., en 25 mI de 6.cido
clorhIdrico 6N (29.3.2.) Y completar con agua hasta 1 li_
tro.

32.3.8. Solución patrón de trabajo (10 micN'Jgramos Zn/ml): Tomar 10
mI de la solución patrón (32.3.7.) y llevar a 1000 mI con
agua.

32.3.9. Idem 29.3.9.

32.41. PROCEDDlIDTO

Idem 29.7.

33. IlUJlEDAD Kft LAS GRASAS Y AClIrES ANIMALES Y VEGKTAUS

33.1. PRIJfCIPIO

La muestra 5e somete a desecación a 103 oC hasta peao constante.

Este método permite determinar el contenido en hUl'l1edad (agua y
otras materias volátiles) de las grasas y aceites animal ea y vegetales.

33.2. IlATERIAL Y APARATOS

33.2.1. necipientes de fondo plano, de material resiatente a la co­
rr05i6n con diámetN'J de 8-9 cm y altura de aproximadamente
3 Clll.

33.2.2. Termómetro de mercurio, de bulbo reforzado y cimara de di­
latación en el extremo superior. graduado de 80 a 110 oC
COmO mínimo y de una longitud de 10 cm aproximadamente.

33.2.3. Baño de arena o placa calefactora eléctrica.

33.2.4. Desecador conteniendo un deshidratante eficaz.

33.2.5. Balanza analItica.

33.3. PROCIDDUItNTO

Pesar, con precisión de 1 mg, 20 g aproximadamente de la muestra
homogeneizada, en el recipiente (33.2.1.), seco y tarado, conteniendo el
termómetro (33.2.2.). Calentar sobre baño de arena o placa calefactora
(33.2.3.), agitando constantemente con la ayuda del termómetN'J, de forma
que la temperatur8 llegue a 90 oC en 7 minutos aproximadamente.

Elevar la temperatura lentamente, sin SLlperar los 105 oC, agitando
con el termómetro hasta el cese de burbujas.

Para garantizar la completa eliminación de la humedad, repetir va­
rias veces el calentamiento a 103 oC + 2 oC, enfriar a continuación en
desecador (33.2.4.) hasta temperatura ambiente y pesar. Repetir esta ope­
raci6n hasta que la diferencia entre dos pesadas sucesivas no exceda en
mlis de 2 m.g.

33.4. CALCULOS

El contenido en humedad de la muestra, en %, viene dado por la f6r_
mula:

100

.
,.-,
"

.-
,

,
;,

"

~:

'"'

P
2

.. Peso en gramos. del recipiente con su contenido, después del
calentamiento.

Los result8dos por debajo del 0,05% deben expresarse como "menos
del 0,05%" .

33.5: OBSERVACIONES

Idem 29.4. hasta 29.4.1.2.3. inclusive, a excepción del cuadN'J de
loa tipos de composición de la solución patrón.

e 1 N e

..t4g Zn/ml o 0.05 0.1 0.2 0,4 0,6 0,8

mI de solución patrón

" trabajo (32.3.8)

(l mI .. 10~ Zn) O 0,05 1 2 , 6 8
... mI ClH 6N (29.3.2.) 7 7 7 7 7 7 7

... 10 mI de aolución de cloruro de lantano (29.3.9.) ¡ completar con agua
hasta 100 mI.

Siendo:

'O

"

'o
PeSO en gramoB de la muestra.

Peso en gramos del recipiente con su contenido, antes del
calentamiento.

32.4.1. Medida por absorción atómica.

Medir la abaorbancia de lss soluciones patrón y de la solu­
ción analizar, utilizando una llama oxidante aire-aceti­
leno con una longitud de onda de 213,8 run. Realizar 4 veces
cads medida.

32.4.2. Idem 29.4.2.

32.5.~

Idem 29.5.

33.5.1. Un incremento del peso de la muestra deapués de un calenta­
miento repetido indica una oxidaci6n de lsograsa. En este
caso hacer el cálculo a partir de la pesada efectuada inme­
diatamente antes de aparecer este incremento de peso.

33.5.2. La diferencia entre los resultados de dos determinacionel5
paralelas efectuadas sobre una misma muestra no debe exce­
der del 0,05% en valor absoluto.

Cuarta Directiva de la Comisi6n de 5 dI' diciembre de 1972. (73/46
/CEE). Diario Oficial de las Comunidades Europeas n2 L 83, de 30 de marzo
de 1973.
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34(.). AIJIlDOIf
{JII~todo polarWtricol

34(a).1. PRINCIPIO

El método comprende una doble determinación. En la primera, la
muestra se trata en caliente mediante ácido clorhidrico diluido. Previa
defer.aci6n y filtraci6n, se medirá mediante un polarimetro el poder rota­
torio de la soluci6n.

En el segundo, la muestra se extrae medisnte etanol al 4Q'l1;. 'I'rs5
la acidificaci6n del filtrado por el ácido clorhídrico, defecaci6n y fil­
traci6n, se mioe el poder rotatorio en las mi&mas condiciones que en la
primera determinaci6n.

La diferencia entre los dos multiplicada por un factor común d!
corno resultado el contenido en almidón de la muestra.

El método permite determinar el contenido en almidón y SUB pro­
rluctos de degradación de alto peso molecular en los piensos, excepto de
aquellos que contienenen peladuras, pulpa!!, hoja!! o cuellos secos de re_
molacha, pulpa de patata, levadura deshidratada, productos ricos en l.nu­
lina (por ejemplo, peladuras y harina de chufas) o chicharrones.

80 mI aproximadamente de etanol (34(a).3.5) (v. ob­
aervseiones 34(a).6.2). Dejar" el matraz en reposo du­
rante 1 hora a temperatura ambiente; a 10 largo de
este lapso de tiempo. proceder 5 veces a una agita­
ci6n enérgica de forma que la toma de muestra esté
bien mezclada con el etanol. Llevar después a volúmen
con el etanol (34{a).3.5), homogeneizar y filtrar.

Introducir mediante pipeta 50 mI del filtrado (..2,5 g
de la mue6tr6) en un erlenmeyer de 250 mI. Madir 2,1
ml. Añadir 2.1 mI de ácido clorhídrico (34(a).3.1) y
agitar energicamente. Ajustar un refrigerante a
reflujo al erlenmeyer y 8UJ1\ergirlo en un baño de agua
hirviendo. Después de 15 minutos exactamente, retirar
el erlenmeyer del baño, trasvasar su contenido a un
matraz aforado de 100 mI lavando con IIn poco de agua
fria y enfriar hasta 20 oC. Defecar a continuaei6n
con ayudll de laa soluciones de Carrez 1 (34(a) .3.3.)
Y Carrez Ir (34(a) .3.4), completar a volumen con
agua, homogenf'izar, filtrar y medir el poder rotato­
rio como se indica en 34(a) .4.2.. pirrafos 6egundo y
tercero.

,..
'..'

34(a).2.•"'!'ERIAL Y APARATOS 34(.).5.~

34(a).2.1. Erlenmeyer de 250 mI de boca esmerilada, con refri­
gerante de reflujo.

34(a).2.2. Polarlmetro o aacarlmetro.

El contenido en almid6n en % de mue6tra se obtiene mediante las

siguientes f6rmulas:

34(a).5.l. Mediciones efectuadas con polarimetro.

34(_) .3. REACTIVOS 2000 (P - P')
% de almid6n "" --------

34(a),3.1. Acido clorhídrico al 25% (p/p), d", 1,126.

34{a).3.2. Acido clorhldrico al 1,128% (p/v)

20'
,o( ,

D

siendo:
La concentración debe comprobarse mediante valoración
con la ayuda de una solución de hidróxido de sodio
O,1N en presencia de rojo de metilo al 0,1% (p/v) en
etanol al 94" (v/v) (lO mI '" 30,94 mI de NaOH O,lN).

34(a).3.3. Solución de Carrez r, Disolver en agua 21,9 g de ace­
tato de cinc dihidrato. (Zn(CH

3
- COO)2 .2H:>0) y 3 g

de !cido ac~tic:o glacl.al. COmpletar a 100 "1.1 con
agua.

34{a).3.4. Solución de Carrez Ir: Disolver en agua 10,6 g de fe­
rrocianuro de potasio trihidrato '(K4 Fe(CN)6 . 3H20).
Completar con agua.

34(a).3.5. Etanol al 40% (v/v), d.. 0,948 a 20 -c.

34(8).4. PROCEDIIlIPTO

34(a).4.1. Preparaci6n de la muestra.

P = poder rotatorio total en grado6 de arco.

P' = poder rotatorio en &::"ados de arco para las sustancias solu­
bles en etanol al 40%.

20·
(<1( ) " poder rotatorio espeeífieo del almid6n puro. LoS valores

O convencionales adroi tidos para dieho factor son los si­
guientea:

185,9°: almid6n de arro:/:;
185,4°: almid6n de patata.
184.6°: almidón de maíz.
182,7°: almid6n de tri&o.

+ 181,5-: almidón de cebada.
181,3-: almid6n de avena.

+ 184,0°: otros tipos de almid6n, asi corno mezclas de "'-1­
midones de los piensos compuestos.

S = poder rotatorio total en grado6 sacarímetros.

34(8).5.2. Mediciones efectuadas mediante sacarímetro.

S' pC'..ler rot!!torio en grados 6aearim~tric08 dado por las 6US­
tanc:iaa solubles en el etsnol al 40%.

N ~ peso en g de sacarosa en 100 mI de ~a dando, bajo un es­
pesor de 200 mm, un poder rotatorio de lOO- 6acarim~tricos.

20 oC,o/,
D

26,6N (S-S')2000 (ZN ;K 0,665) (S-S')

20° 100
,O/ ,

o.

dendo:

16,29 para los sacarímetr06 francese6.
26,00 para los sacarímetros alemanes.
20,00 para los sacarímetros mixtos.

% de almidón" -----------

Moler la muestra de forma Que pase en BU totalidad a
trav~s de un tamiz de malla de 0,5 mm.

Peaar, con precini6n de 1 mg, 2,5 g de la muestra mo­
lida e introducir en un matraz aforado de 100 ml.
Añadir 25 mI de ácido clorhídrico 34(a).3.2, agitar
para obtener un buen reparto de la muestra y afiadir
de nuevo 25 mI de '-cido clorhídrico 34(a}.3.2. Sumer­
gir el matraz en un baño de agua hirviendo y, durante
los 3 primeros minut06 6iguientes agitar en6rgicamen­
te y con regularidad para evitar la form6.ci6n de
aglomerados. Le. cantidad de ague. del bafio debe ser
6ufic:iente pare. permi tir manten~r el baño en ebulli­
ci6n euando el matraz est~ sumergido en él. Este no
podrli tler retirado del bafio 11 lo largo de la a¡;i ta­
ci6n. Oespu~c de 15 minutos exactamente, retirar el
matraz del bal'lo, afiadir 30 mI de agua fría y enfriar
inmediatSJl\ente hasta 20 -C.

34(a).4.2. Determinación del poder rotatorio total (p o S) (v.
obaervaciones (34. (s)6.1).

Aftadir 5 mI de la soluci6n de Carrez 1 (34(a).3.3.) y
agitar durante un minuto. Aftadir a continuaci6n 5 m1
de eoluc16n de Carrez II (34(a).3.4.) y agitllr de
nuevo, durante un minuto. COlllpletllr el volWllen con
agua, homogeneizar y filtrar. Si el filtrado no esté.
perfectamente limpido (10 que es poco frecuente),
volver a comenzar el anA116i6 empleando una cantidad
m.ayor de las soluciones de CIlrr"eOl: 1 y Ir, por ejemplo

.--l.O_ml.

20'
(-() "poder rotatorio específico del almid6n puro (34{a).5.l)

D

La diferencia entre los resul tad06 de dos determinacione6
paralelaa efeetuadllB sobre una misma mU~ll,tra no debe exce_
der del 0,4 en valor absoluto para los .eontenidos en almi­
d6n inferiores al 40%; 1,1" en valor relativo para 106 eon­
tenidos en nlmid6n iguales o 8uperiores 61 40%.

Medir a continuaci6n el poder rotatorio de 16 solu­
ei6n en un tubo de 200 lll/lI mediante un polarímetro o
un sacarímetro.

34(.) .6. OBSERVACIONES

34(a) .4.3. Determinaci6n del poder rotatorio (P' o S') de las
sustancias lloluble6 en el etanol al 40lli.

Pesar, con preeilli6n de 1 1IIg, 5 g de la muestra, in­
troducirl06 en un matraz aforado de 100 11I1 Y afladir

34(a).6.1. Cuando la mue6tra conten,¡o:a má6 del 6% de carbonat06
calculedo", en carbonato de celeio, ~6tos deben ser
destruídos mediante un trat8llliento eon ayuda de una
cantidad exactamente apropiada de áeido 6ulflÍrieo di­
luido, antes de ls determinaci6n del poder rotatorio
total.
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34(a).6.:;r. En el caso de los productos de elevado contenido en
lactoaa, tales como el polvo de B<.IerO láctico o de
leche descremada, proceder como sigue después de la
adición de los 80 mI de etanol (34(a).3,5). Ajustar
al matra:/; un ref'rigerante de re:flujo, sumergir el ma­
traz durante 30 minutos en un baño de agua a 50 oC.
Dejar a continuaci6n enfriar y s ..",uir con el análisiS
tal como se indica en (34(a).3.5).

34(a).7. REFERENCIAS

Tercera Directiv8 de la Comisi6n de 27 de abril de 1972. (72/199
ICEE). Diario Oficial de las Comunidades Europeas ni L 123 de 29 de mayO
de 1972.

34(b). AIJUOOH
(lIftodo de la--pañCi;atlna)

34{b).!. PRINCIPIO

Los azúcares presentes en la muestra aon eliminados por extrac­
ción con etanol. El almid6n del residuo de extracci6n es sacarif'icado por
la pancreatina. Los azúcares son hidrolizadOB por el acido clorhldrico, y
la glucosa formada es valorada por el m~todo de Luf'f'_Schoorl. La cantidad
de glucosa obtenida multiplicada por un factor constante dé el contenido
en almidón de la muestra.

El m~todo permite determinar el contenido en almidón y productoa
de su degrsdaci6n de elevado peso molecular en los alimentos que contie­
nen peladuras, pulpa, hojas o cuellos desecados de remolacha, pulpa de
patata, levaduras deshidratadas, productos ricos en inulina (por ejemplo
fracciones y harina de chufas o de patacas). La valoraci6n debe ser rea­
lizada sólamente cuando el exámen microscópico indica la presencia en la
muestra de cantidades apreciablee de almidón.

34{b) .2. IIlATERIAL Y APARATOS

34(b).2.l. Extractor (Ver Figura n g 1) que se compone de:

34(b).2.l.1. Matraz erlenmeyer dl! 500 mI de cuello
largO.

34(b). 2 .1.2. Re-f'rigerantl! de rl!flujo adaptado al ma­
traz erlenml!yer.

34(b).2.1.3. Varilla corrediza situada en el tubo
central del refrigerante provista de un
gancho en su extremidad inferior y una
pinza. para f'ijar la varilla.

34[b).2.1.4. Cestillo metélico, destinado a ser aus­
pendido del gancho de la varilla
(34(b}.2.1.3.) y a soportar el crisol
filtrante (34(b).2.1.5.).

34(b).2.l.5. Crisol de placa filtrante, dimensi6n
máxima del poro: 90_150 micrometro (por
ej emplo G 1), de aproximadamente 30 mI
de capacidad.

34(b).2.l.6.Filtros de papel de formato adecuado al
crisol f11 trente (34(b)2.l.5.).

34(b).2.2. Estufa de incubaci6n regulada a 38 ·C.

34(b}.2.3. Matraces af'oradoa de 200 mI con boca esmerilada nor­
malizada y refrigerante de reflujo.

34(b) .2.4. Matraces aforad08 100 mI con boca eamerilada normali­
zada y refrigerante de reflujo.

34(b) .3. RltACTIYQS

34(b).3.1. Etanol 90% (V/V) neutro s la fenolf'taleina.

34(b).3.2. Alcohol n-amilico p.a.

34(b).3.3. Tolueno p.a.

34{b) .3.4. Soluci6n tamp6n: Diaolver en agua 9,078 g de fosfato
lfIonopotisico KPO~2 y 11,876 g de f'osfato dis6dico
dihidrato Na2P0

4
. 2H

2
0. COlIIpletar a un litro con

a¡:ua.

34(b).3.5. Soluci6n de cloru.ro de 80dio: 0,2N.

34(b).3.5. Solución de Carrez 1: Disolver en agua 21,9 g de soe­
tato de cinc dihidrato Zn(CH~COO)2' 2HZO y 3 g de
ácido ac~tico glacial. CompleUlr a 100 mI con agua.

34(b).3.7; Soluci6n de Carrez II: Disolver en agua 10,6 g de fe­
rrociar'luro potisico trihidrato K

4
(Fe (CN)S) . 3H

2
0.

Completar a 100 mI con agua.

34(b).3.8. Acido clorhídrico IN.

34(b) .3.9. Acido clorhidrico p.a. aproximadamente BN, (0.=1,125).

34(b).3.10. Solución de hidr6xido de sodio p.a. aproximadamente
ION (d= 1,33).

34(b).3.11. Indicador. Soluci6n de naranja de metilo al 0,1':1>
(P/V) .

34(b). 3.12. Pancreatins pulverulenta respondiendo a laa
prescripciones dadas en (34(b).6.3.). Conservar en
recipientes cerrados, protegidos de la luz y de la
humedad.

34(b).3.13. Reactivo de Luff Schoorl: Verter agitando cuidadosa­
mente h soluci6n de ácido cítrico (34(b).3.13.2.)
en la soluci6n de carbonato de sodio
(34(b).3.13.3.). Añadir a continuaci6n la soluci6n
de sulfato de cobre (34{b).3.13.1.) y completar has­
ta un litro con agua. Dejar reposar una noche y fil­
trar. Controlar la norfl'lalidad del reactivo así obte­
nida (O.lN Cu, 2N NazC0

3
). El pH será de 9,4 aproxi_

madamente.

34(b).3.13.l. Soluci6n de sulfato de cobre:

Disolver 25 g de sulfato de cobre pen_
tahidrato p.a. CuS0

4
.5H

2
0 en 100 mI de

agua.

34(b).3.13.2. Soluci6n de ácido cítrico:

Disol ver 50 g de ácidO citrico monohi_
drato p.a. Cs H

a
0

7
.H

2
0 en 50 mI de

agua.

34(b).3.13.3. Solución de carbonato de sodio:

Diaolver 143,a g de carbonato de aodio
anhidro p.a. en 300 mI aproximadamente
de agua caliente. Dejar enfriar.

34(b).3.14. Gránulos de piedra p6mez hervidos con ácido clorhí_
drico lavados con agua y desecados.

34(b).3.15. Soluci6n al 30% (P/V) de yoduro de potasio p.a.

34{b).3.16. Acido sulfúrico aproximadamente SN (d., I,la).

34(bl.3.17. Soluci6n de tiosulf'ato de sodio O,lN.

34(b).3.18.Soluci6n de almid6n: Afiadir una mezcla de 5 g de al­
mid6n soluble en 30 mI de agua, a 1 litro de agua
hirviendo. Hervir durante 3 minutos y luego dejar en­
fria.r. Preparar inmediat8l'nente antes de su empleo.

34(b).4.1. Preparaci6n de la muestrs:

Moler ls muestra de manera que pase totalmente a tra­
v~s de un tamiz de mallas de 0,5 mm.

34(b).4.2. Extracci6n:

Pesar, con la precü¡i6n de 1 m,g, 2 g de muestra e i.n­
troducirlos en un crisol filtrante (34(b).2.l.5.),
cuyo :fondo ha sido previamente recubierto con papel
de filtro (34(b)2.l.6.) humedecido con etanol
(34(b).3.1.). Introducir en el matraz erlenJlleyer
(34(b).2.1.1.) 55 mI de etanol (35(b).3.1.)~' algunos
grlinulos de piedra p6mez (34(b).3.1A.). Situar el
crisol fU trante en el cestillo I'iletAlico
134(b).2.1.4.). y suspenderlo del gancho de la vari­
lla (34(b).2.1.3.). Situar el refrigerante sobre el
matraz "rlenmeyer y bajar la varilla de forma que el
fondo del crisol sobreaalga de la auperficie del

etanol. Fijar la varilla a esta altu.ra con la ayuoa
ce la pinza. Llevar el etlUlol a ebullici6n y lIlante­
nel;"lo durante 3 h:lras. Dejar enfria!"' a continuación y
elevar la varilla (34{b).2.L3.J de forma que se ele­
ve el criaol tIl.n alto como sea po6ible en el matraz
erlenmeyer. Destaparlo con CUidado y dejar caer 45 mI
de agua a 10 largo de la pared del erlenmeyer. Colo­
car de nuevo el refrigerante sobre el matraz y mante­
ner el crisol f'!ltrante a 10 cm del nivel del liqui_
do. Llevar este liquido a ebullición y mantenerlo as!
3 horas. Enfriar inmediatamente, abrir el matraz y
retirar el crisol del cestillo.

34 (b) .4.3. Sacarif"i caci6n o hidr61 isis:

51 tuar el crisol 1'11 trante en un recipiente vacio y
desecar por aspiraci6n. Depositar el ref5iduo de ex­
tracci6n en un mortero y triturar finamente. Tras_
vaBar cuantitativamente el polvo con ayuda de 50 Id
de agua aproximadamente a un matraz redondo aforado
de 200 mI esmerilado normalizado y afladir algun8ll go-

,,

.',

¡'

~.

,
J,..
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En la Que:

8 '" mg de glucosa en la muestra.

0,72 (a - b)

"

r;,..;
"
r'~,

,.'

Control de cons;'lIIo de iodo: Ponar an suspensi6n 62,5
mg de pancreatina en 50 mI da a¡;ua y llevar a 25-30
·C. Ai'ladir 1 mI de solución de iodo O,lN. Remover du­
rante 2 minutos. Valorar con una aolución de tiosulfa­
to de 80dio O,lN (34(b).3.l7.) en presencia del indi­
cador de almi06n. El consU/flo d.e soluci6n de iodo por
la ps.ncreatina no debe pasar da 0,5 1111.

Control de la actividad amilolítica: Mezclar 100 mI de
aolución de almidón (34{b).3.l8.J, 5 mI de la soluci6n
tamp6n (34(b}.3.4.), 0,5 mI de la soluci6n de cloruro
s6dico (34{b).3.5.) y 62,5 mg de pancreatina. La mez­
cla se calienta a 25-30 ·C y sa ralllueve durante 2 mi­
nutos. Luego se añsda 1 mI da solueión de iodo O,lN.
La coloraci6n azul debe dea8parecer antes de 108 15
minutoll que siguen a la adici6n de la soluci6n de io­
80.

e) Restar el resultado obtenido en a) oel obtenido en
b) y multiplicar la dirarenci. por 0,9.

Aspecto físico: Polvo blanco amarillo, amorro.

e) Restar el valor obtenido en el del contenido en
almidón obtenido por la aplicación del m6todo y
calcularlo eomo ae indica en (34(b).5).

b) Determinar el contenido en la mueSTra de al'úcares
reductores, solubles en agua y expresar el ra8ul­
tado an ~ de glucosa.

Contenido en slucosa: La cantidad de glucosa del ansa­
yo '!In blanco (ver 34(b).4.5) normalmente es de 0,25
ftI&. Un resultado auperior a 0,50 indica que la pan­
creatina no se puede util h:ar.

34(b) .6.3. Prescripciones concernientes a la Pancreatina.

34(b).6.2. La cantidad de glucosa en el ensayo en blanco ea nor­
malmente de 0,25 mg y no puede ser superior a 0,50
mg.

al Determinar el contenido en I\~úeares reductores del
extracto etanólico obtenido en (34(b).4 . .2) y ex­
presar el resultado en porcentaj", de glucosa.

34(b).6.1. La presencia simultánea en la muestra de almidón par­
cialmente dextrinaoo y de lactosa pueden dar lugar a
un resultado con un exceso de 0,5 El 3~ de almidón. En
este caso, el contenido real en almidón se obtiene
como sigue:

Na
2

S
2

0
3

Glucosa, fructoa., Lactosa Maltosa I
azúcares invertidos C12H220U C

12
H

22
O
ll I

O,lN C
6

H
12

0
6 I I I

mI m¡ diferencia ~direrencia~
1 2,4 2,4 I 3,_ I 3,7 3,. I 3,. I
2 4,. 2,4 I 7,3 3,7 7,. I 3,. I
3 7,2 2,5 I 1.1,0 3,7 11,7 I 3,. I
4 .,7 2,5 I 14,7 3,7 15,'6 I 4,0 I
5 12,2 2,5 I 18,4 3,7 19,6 I 3,. I
_

14,7 2,5 I 22,1 3,7 23,5 I 4,0 I
7 17,.2 2,_ I 25,8 3,7 27,5 I 4,0 I• 19,8 2,_ I 29,5 3,7 31,5 I 4,0

• 22,4 2,_ I 33,2 3,. 35,5 I 4,0
10 25,0 2,_ I 37,0 3,. 39,5 I 4,0
11 27,6 2,7 I 40,8 3,. 43,5 I 4,0
12 30,3 2,7 I 44,' 3,. 47,5 I 4,1
13 33,0 2,7 I 48,4 3,. 51,6 I 4,1
14 35,7 2,. I 52,2 3,B 55,7 I 4,1
15 38,5 2,. I 56,0 3,. 59,8 I 4,1

" 41,3 2,. I 59,9 3,. 63,9 I 4,1
17 44,2 2,. I 63,8 3,. .. ,O I 4,2
lB 47,1 2,. I 67,7 4,0 72,2 I 4,3
l. 50,0 3,0 I 71,7 4,0 76,5 I 4,4
20 53,0 3,0 I 75,7 4,1 80,9 I 4,5
2> 56,0 3,1 I 79,8 4,1 85,4 I 4,'
22 59,1 3,1 I 83,9 4,1 90,0 I 4,_
23 62,2 I 88,0 94,' I

I I

34(b).6. OBSERYACIOIIJ:I:S

Quinta Directiva de la Comisi6n de 25 de marzo de 1974. {74/203/
CEE). Oiario Oficial de las Comunidadas Europeaa ni L 108/7 de 22 de
abril de 1974.

34(bJ.7. unRaIClAS

Tabla oe vaores para 25 mI de reactivo según Luff-Sehoorl

mI de Na
2

S
2

0
3

O,lN, 2 minutos de calentamiento, 10 minutos de ebullici6n

aplicando el modo
y 34(b).4.4. en au-

tas de alcohol wn111co (34(b).3.2.l. Ajustar al reci­
piente un refrigerante de reflujo. Calentar a ebulli­
ci6n y mantener as! durante una hora. A continuación
enfriar y desconectar el refrigerante. Al'l.ac:lir 25 mI
de soluci6n tamp6n (34(b).3.4.) y 250 mg de pancrati­
na (34(b).3.12.) 2,5 mI de soluci6n de cloruro s6dico
(34(b).3.5.) de 10 gotas de tolueno. Agitar durante
dos minutos. si tuar el recipiente en la estufa de in­
cubaci6n (34(b}.2.2.) y mantenerlo durante 21 horas,
agitando de vez en cuando. A contim,Hl.ci6n dejar en­
friar a temperatura ambiente.

Efectuar un ensayo en blanco
operativo descrito en 34(b).4.3.
aancia da la lIIue8tra.

A!'ladir 10 mI de solución de yoduro de potasio (34{b)
3.15) e inmediatamente con pracauci6n (en ra.z6n del
riesgo de :formación de espuma abundante), afiadir 25
1111 de Acido aulfl1rico 6N (34(b).3.16). Valorar a con­
tinuaci6n con soluci6n de tiosulfato da sodio O,lN
(34(b).3.17), hasta la aparici6n de una coloraci6n
amarilla suava; al'Iadir como indicador la 801\1ción de
al"'id6n (34{b).3.l8) y realizar la valoración huta
el rinal.

Tomar con pipeta, 25 mI de reactivo Luff-Schoorl
(34{b).3.l3.) y llevarlo a un erlenmeyer de 300 mI;
afiadir 25 mI, exactamente medidos, de la soluci6n ob­
tenida en (34(b).4.3.) conteniendo un lfIáxilllO de 60 IIlg
de glucosa. Ai'ladir dos traeitos de piedra p6me:¡:
(34(b).3.14.), calentar, agitando a mano, sobre una
llama libre de una altura media, hasta que el liquido
eaté sometioo a ebullición en dos minutos aproximada­
mente. Situar inmediatamente el erlenmeyer 80bre una
tela metálica con disco en amianto donde se ha hecho
una abertura de aproximadamente 6 cm de diAmetro, de­
bajo de la cual 8e ha encendido previamente una lla­
ma. Esta se regula de forma que 801amente se caliente
el rondo dal lIIatraz. A continuaci6n adaptar un refri­
geranta de re:flujo al matraz. A partir de este IJIOmen­
to 80meterlo a abullici6n durante d.ie~ minutos exac­
tamente. Enfriar inmediatM'lente en agua fría y des­
PU~6 de cinco minutos aproximadamente, valorar COlllO

sigue:

Efectuar la mia_ valoraci6n sobre una ma:¡:cla exac­
tamente medida de 25 mI de reactivo Lufr_Schoorl
(34(b) .3.13) Y 25 mI de ai\la, despu6s afiadir 10 mI de
soluci6n de yoduro potAaico (34(b).3.15) y 25 mI de
ácido aulfúrico 6N (34(b).3.l6) sin poner a ebulli­
ción.

34(b).4.4. Valoraci6n según Luff Schoorl:

Ai'tadir 5 mI de Boluci6n de Carrez 1 (34(b).3.6.) Y
agi t!lr' durante 1 minuto. Al'l.adir a continuaci6n 5 mI
de soluci6n Carrez II (34(bl.3.7.) agitar de nuevo
durante un minuto. Completar el volumen con agua, ho­
'l\ogeneizar y flltrar. Tomar con pipeta 50 mI de fil­
trado y llevarlos a un recipiente aforado de 100 m1.
Añadir" algunas gotas del indicador (34(b).3.ll.) y
acidificar con ácido c1orhidrico eN (34(b}.3.9. hasta
que vire fI rojo. A!'Iadir a continuación 6,25 IIll de
ácido clorhidrico 8N, en exceso (12,5 mI ai se actúa
sobre 100 mI de filtrado). Acoplar el refri.gerante de
reflujo al recipiente, poner la soluci6n a ebullici6n
y mantenerla durante una hora. Dejar enfriar, neutra­
li~ar con la solución de hidr6xido s6dico ION
(34(b).3.10.) hasta que vire a amarillo el indicador.
Acidificar a continuaci6n ligeramente afiadiendo un
poco de Acido clorhídrico IN (34(b).3.3.), completar
el volumen con agua y homogeneizar. Detenninar el
contenido en glucosa con el m6todo de Luff-Schoorl
como ae indica en (34(b).4.4.).

b '" mg de gluco8a en al ensayo en blanco (Ver observaCión
34{tll.6.2).

34(b) .4.5. En8ayo en blanco:

34(b).5.~

Establecer con la ayuda de la tabla adjunta la cantidad de glu­
cosa en mg correspondiente a la diferencia entre los reaul tados de las
dos valoraciones (expresadaa en mI de tiosulfato de sodio O,lN) qua sa
refieren tanto a la muestra como al ansayo en blanco.

El contenido en almid6n expre.ado en por...entaje de la muestra
viene dado por la" siguiente r6rmula:



M.oler 10 g aproximadamente de la muestra, de fonna que pase a tra­
vés de un tamiz de mallas de 0,2 mm. En un tubo de ensayo (35.2.3) pesar,
con precisión de 1 mg, 0,2 g de la muestra molida y añadir 10 mI de la
solución (35.3.4). Tapar inmediatamente y agitar vigorosamente. Llevar el
tubo al baño de agua (35.2.2) y dejarlo durante treinta minutos eXact8­
mente. Inmediatamente después. añadir 10 mI de ácido clorhídrico O,lN
(35.3.1), enfriar rápidamente a 20 GC trasvasar cuantitativamente el con­
tenido del tubo a un recipiente de valoración, lavando dos veces con 5 mI
de agua. Valorar inmediatamente y con rapidez por medio de una aolución
de hidróxido de aodio O,lN (35.3.2) por potenci6metro, utilizando elec­
trodo de vidrio hasta pH 4,7. Efectuar Unll. prueba en blll.1lco, operando co­
mo se indics a continuación:
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30 . Pg minuto

mg N

Volumen, en mI, de soluci6n de hidr6xido de sodio O,lN con­
sumidos en el análisis.

Volumen, en mI, de solución de hidróxido de sodio O,lN con­
sumidos por la prueba en blanco.

v,
Siendo:

35.6.2. Los productOls cuyo contenido en materias grasas brutas so­
brepaae el 10% deben haber sido de...en,grasados previamente
en frio.

35.6.1. El método es ll.decuado para una actividad ureásica que pueda
alcanzar 1 mg de N(g por minuto a 30 "C. Para produetos más
activos, la alíeuota de ls muestra puede reducirse hasta 50
mg.

Primers Directiva de la Comisión de 15 de junio de 1971. (71(250(
CEE). Diario Oficial de las Comunidades Europeas nll L 155 de 12 de julio
de 1971.

P = Peso de la roueatra en g.

La actividad ureásica Vlene dadll. por la fórmula:

35.6. OBSERVACIOICES

Introducir rápida y sucesivamente en un tubo (35.2.3.} una alicuota
de la muestra de 0,2 g, pesada con precisi6n de 1 mg, 10 mI de ácido
clorhidrico O,lN (35.3.1.) Y 10 mI de solución tamponada de urea
(35.3.4.). Enfriar inmediatamente el tubo en agua helada y dejarlo trein­
ta minuto8. Trasvasar a continuaci6n, en las condiciones indicadll.s ll.1lte­
riormente, el contenido del tubo al recipiente y valorar por medio de la
solución de hidróxido de sodio O,lN (35.3.2.) hasta un pH 4,7.

35.7. RKn:RENCIAS

35.5.~

2

FigUra n~ 1 (34(b}.2.1) .,
,.

35. ACTIVIDAD OREASICA DI: PRODUCTOS DEJUVADOS DE LA SOJA

35.1. PRIllCIPIO

La prueba permite determinar la actividad de ureas. de loe produc­
t08 derivados de la soja y poner en consecuencia de manifiesto la cocción
inauficifmte de diChos productos.

l.a actividad urelsica 118 dete.noJina por la cantidad de nitr6geno
aJIIonlacal l1berado por 1 g de producto en un minuto, a 30 oC, a partir de
una solución de urea.

35.2. 1lAftR.L\L Y APARATOS

35.2.1. Aparato de valoraci6n potenciom~trica o pH-lIletro muy sen_
sible <0,02 pH). con agitador magnético.

35.2.2. Baf'lo de agua provisto de un te""oatato regulado a 30 oc
exactllJllente.

35.2.3. Tubo6 de ensayo de ISO x lB 1lI/II, con tapones esmerilados.

35.3. REACTIVOS

35.3.1. ""cido clorhJ:drlco O,IN.

35.3.2. Solución de hidróxido de Bodio O,lN.

35.3.3. Soluci6n tamp6n de foafll.toa 0,05 M conteniendo 4,45 & de
hidr6geno fO!lfato de sodio dihidrato (Na2~0 • 2H

2
0) y

3.40 g de dihidr6geno fosfsto de potaaio (lUí ~ ) en 1..000
",l. 2 4

35.3.4. Soluci6n tamponada de urea, preparada recientemente, COll­

teniendo 30,0 g de urea por 1.000 1111 de soluci6n tBlllp6n; pH
6,9 _ 7,0.

36. GOSlPOL LIBRI!: Y TOTAL

36.1. PlUKCIPIO

El método permite determinar el gosipol libre, el gosipol total y
las substancias de consti tuci6n quimicamente parecidas derivadas del go­
sipol, presentes en las semillas, harinas y tortas de algod6n, así como
en los pienao8 Que los contengll.1l. El limite inferior de la determinaci6n
es de 20 mg(kg.

El gosipol se extrae en presencia de 3-amino-l_propanol, ya sea me­
diante una mezcla de iso-propanol y de hexano para la determinación del
gosipol libre, ya sea por la dimetilformamida para la determinación del
gosipol total. El gosipol se transforma medill.nte Bn1l1na en gosipol-dia­
nilina, cuys absorbancia se mide a 440 runo

36.2. IlATERIAL Y APARATOS

36.2.1. Agitador (de vaiven): alrededor de 35 oscilacionea por mi­
nuto.

36.2.2. Espectrofot6metro.

36.3. REACrIVOS

36.3.1. Mezcla iaopropanol-hexano: mel!:clar 60 partea en volUlllen de
isopropanol con 40 partea en volumen de n-hexano.

36.3.2. Disolvente A: Depositar en un matraz aforado de 1 litro,
500 mI aproximadamente de la mezcla iaopropanol-hexano
(36.3.1.), 2 mI de 3-amino-l-propanol, 8 mI de ácido acéti­
co glacial y 50 mI de agua. Completar el volumen mediante
la mezcla de isopropanol-hexano (36.3.1.). Dicho reactivo
eS estable durante una semana.

36.3.3. Disolvente B: Depositar lIlediante pipeta en un matral!: afora­
do en 100 mI, 2 mI de 3-amino-l-propanol y 10 mI de ácido
acético glacial. Enfriar a la temperatura ambiente y com-

",',,.
:-:.;
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pletar al volumen medillllte la N,N_dimet11:rormamida. Dicho
reactivo es estable durante una Bemana.

36.3.4. Anilina; 51 la abaorbancla de la prueba en blanco excede de
0,022 deetilar la anilina sobre polvo de eine eliminando
las fracciones primera y última del 10% del destilado. Este
reactivo en fraBco tapado de vidrio topacio y en el refri_
gerador, Be conserva vari08 meeea.

36.3.5. Solución patrón A de g081p01; Colocar en un IIIlltrll.'l: atorado
de 250 mI, 27,9 mg de acetato de goaipol. Disolver y COIII­
pletar al volumen por el disolvente A (36.3.2. J. Introducir
con pipeta 50 mI de dicha solución en un matraz aforado de
250 mI y completar a volUlJlen con el disolvente A. La con­
centración en gosipol ti, dicha solución es de 0,02 mg/m1.
Dejar reposar durante 1 h a la temperatura ambiente, antes
de su empleo.

36.3.6. Solueión patrón B de gosipol: Coloear en un matraz aforado
de 50 mI, 27,9 llIg de aeetato de g08ipol. Disolver y comple­
tar a volulllen mediante el disolvente B (36.3.3.). Le. con­
centración en goeipol de dicha 801ución es de 0,5 llIg/m1.

Conservadas al abrigo de la luz las soluciones patrón A y B
de gosipol se mantienen estables durante 24 horas.

36.4. PROCIDllU1IfTO

36.4.1. Torna de muestras. 36.5.~

traz aforado de 50 mI. Calentar ambos matraces durante 30
minutos sobre un bafto de agua hirviendo. Refrigerar a la
temperatura ambiente y completar el contenido de cada ma­
traz a volumen con la mezcla isopropanol-hexano (36.3.1.).
Homogeneizar y dejar reposar durante la a 15 minutos; fil­
trar a continuaeión y recoger los filtrados en matraces de
boca esmerilada.

Llevar mediante pipeta 2 mI de filtrado de la muestra rtlS­

pectivamente a dos matraces aforados de 25 mI y 2 mI del
filtrado de la prueba en blanco respectivamente a otros dos
matracea de 25 mI. Tomar un matraz de cada B..rie y comple­
tar los contenidos respectivos a 25 mI mediante la mezcla
iBopropanol-hexsno (36 .. 3.1.). Estas soluciones se emplea_
rán como soluciones de referencia.

Aftadir 2 mI de anilina (36.3.4.) respectivamente en los
otros dos matraces. Calentar durante 30 minutoe en bal'lo de
agua hirviendo para deaarrollar el color. Refrigerar a tem­
peratur"a ambiente, eompletar a 25 mI mediante la mezcla de
i8opropanol-hexano (36.3.1.). homogeneizar y dejar reposar
durante 1 h.

Determinar la abeorbancia tal eomo se indica en 36.4.2. pa­
ra el g081pol libre. Caleular a partir de dicho valor el
contenido en gosipol total como ee indiea en 36.5.

,'~

,.
';.'

La toma de mueatras est6. en relación con el supuesto conte­
nido en goaipol de la muestra. Es preferible operar sobre
una pec¡uei\a toma de muestras y sobre una parte alícuota del
filtrado relativamente importante, de forma que se obtenga
una cantidad de gosipol suficiente para efectuar una medi_
ción fotom!trica precisa. Para la determinación del &osipol
libre en las semillas, harinas y tortss de al&odón, la toma
de mueatraa no debe exceder de 1 g; para los piensos com- "
puestoe podrA alcanzar los S g. Una parte al:lcuota de 10 mI
de filtrado es suficiente en la mayoría de loe casos; debe­
ré: contener de 50 a 100 microgramos de gosipol. Para la de­
terminación del gosipol total, la toma de muestras podrá
variar de 0,5 a 5 g con el f:ln de que una parte al:lcuota de
2 mI de filtrado contenga de 40 a 200 miorogramos de gosi­
1'01.

El anlilisis debe efectullI'l!le a una temperatura ambiente cer­
cana a loe 20 "C.

36.4.2. Determinación del gosipol libre.

Introdueir la muestra en um matraz de boca eSlllerilada de
250 mI, cuyo fondo esté recubierto de perlas de vidrio.
Al'Iadir eon pipeta 50 mI de disolvente A {36.3.2.}, tapar el
matraz y mezclar durante 1 h en el agitador. Filtrar en lle­
co y reeoger el fil trado en un pequefto IIIatraz de euello es­
fIIerilado. A 10 lar¡;o de la filtraci6n, recubrir el embudo
con un vidrio de reloj. Introducir con pipeta respectiva­
mente en dos matraces aforados de 25 1111 (A y a) unas partes
a1:lcuotas idénticas. de filtrado que contengan de 50 alOa
m1crogramos de gosipol. Completar si fuera neeeaario, el
volumen a 10 rll1 eon la ayuda del d1aolvente A (36.3.2.}
cOlllpletar seguidamente al volumen el contenido del matraz
(A) mediante la mezela isopropanol-heXl!lno (36.3.1.). Dicha
solución ee emplear' COfllO solución de refereneia para la
medieión de la soluei6n de la IIIueetra.

Introducir con pipeta 10 mI del disolvente A (36.3.2.) res_
pectivamente en otros doa matraces aforadoa de 25 mI (C y
D). Completar a volumen el contenido del matraz (C) median­
te la mezcla isopropanol-heltano (36. 3.1.). Dicha solución
se emplear' como soluei6n de refereneia para la medición de
la solución de la prueba en blanco.

Al'Iedir 2 mI de anilina (36.3.4.) respectivamente en loe lIl8­

traces (D) y (5). Calentar durante 30 minutos sobre un bafl.o
de agua hirviendo para desarrollar el color. Refrigerar a
la te!llPeratura ambiente, eompletar a volumen mediante la
mezcla isopropanol_hexano (36.3.1.), homogeneizar y dejar
reposar durante 1 h.

Determinar mediante el eapectrofot6metro a 440 nm en eube­
tas de 1 cm la absorbancia de la soluci6n de la prueba en
blanco (D) en eomparaeión eon la soluci6n de referencia (C)
y la absorbancia de la solución de la mueatra (B) en eompa­
ración con la solución de referencia (A).

Restar el valor de la absorbancia de la solución de la
prueba en blanco de la solue1ón de la muestra (absorbancia
corregida). Calcular a partir de dieho valor el contenido
en 20aipol libre tal eomo se indica en 36.5.

36.4.3. Determinación del gosipol total.

Introducir una muestra que contenga de 1 a 5 m¡¡: de gosipol
en un matraz aforado de 50 mI y af'iadir 10 mI de disolvente
B (36. 3.3. ). Preparar aimul tlineamente una prueba en blanco
1ntrodueiendo 10 mI de disolvente B (36.3.3.) en otro ma-

."-, ,

El c'lculo de los resultados puede hacerse a partir de la abaor_
bancia especIfica (36 .5.1.) o refiriéndose a una curva de calibrado
(36.5.2.).

36.5.1. A partir de las abaorbaneia.l¡I especificas.

En las condiciones descritas, las absorbancias especificas
801'1 las siguientes:

1%
gosipol libre: El cm" 625

1%
gosipol total: El cm = 600

El contenido en g08ipol libre o total de la muestra est'
dado por la aiguiente fórmula:

A • 1250
gosipol " ~ _

1%
El em . l' . a

en la que:

A ~ Absorbaneia eorregida, determinsda eomo se indiea en
36.4.2.

l' Peso de la l'Iueetra en g.

a .. Parte alIcuota del filtrado en ml.

36.5.2. A partir de una curva de calibrado.

36.5.2.1. Goeipol libre.

Preparar 2 series de 5 matraees aforados de 25
mI.

En cada serie, introducir mediante pipeta en los
matraces unos volúmenes reapectivos de 2,0 - 4,0
- 6,0 - 8,0 Y 10,0 mI de la solución patrón A de
gos1pol (36.3.5). completar a 10 mI con el diaol_
vente A. Completar cada serie mediante un blanco
constituIdo por un matraz aforado de 25 mI que
contenga únicamente 10 mI de disolvente A
(36.3.2) .

Completar a 25 ml el volumen de los matraces de
la primera serie (incluIdo el blanco) mediante la
mezcla isopropanol-hexano (36.3.1) (serie de re­
ferencia) .

Añadir 2 mI de anilina (36.3.4) en cada matra:!' de
la segunda serie (ineluyendo el blanco. Cslentar
durante 30 minutos en un bailo de agua hirviendo
para desarrollar el color. Refrigerar a tempera_
tura ambiente, completar el volumen mediante la
mezcla isopropanol-hexano (36.3.1), homogeneizar
y df>jar repoaar durante 1 h (serie patrón).

Determinar en las condieiones indicadas en 36.4.2
la absorbancia de las soluciones de la serie pa­
trón en comparación con las soluciones correspon_
dientes de la serie de referencia. Trazar ¡;rlifi­
camente la curva de calibrado poniendo las absor­
bencias en relación con las cantidades de gOllipol
(en microgramos).

~ :
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¡
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36.5.2.2. Gosipol total

Preparar 6 matraces aforados de 50 mI. Introducir
en el primer matraz 10 mI de diaolvent", B
(36.3.3) Y en 105 otros, respectivamente 2,0 ­
.01,0 _ 6,0 _ 8,0 Y 10,0 mI de la 8"lu016n patran B
de gosipol (36.3.5). Completar.,1 cont.mido de
cada matraz hasta 10 mI con la a:r·clda del
disolvente B (36.3.3). Calentar durante 30 minu­
tos en un bafio dl' agua hirvi<"ndo. REfrigerar a
temperatura f':r,bi~r_t:", ':c~pl,,:a!" p ""lumF- ml"di1'''1­
te la mezcla isoprcpanol-hexsno (36.3.1) y homo­
geneizar.

Introducir 2,0 mI de dichas soluciones respecti­
vamente en dos series de 6 m<ltraces aforados de
25 mI. Completar a 25 mI el contenido de los ma­
traces de la primera serie m..diante la mezcl .. d",
isopropanol-hexano (36.3.1) (serie de referen­
cia) .

Añadir 2 mI de anilina (36.3.4) en cada matra2 de
lB segunda serie. Calentar durante 30 minutos en
Un baño de agua hir\·iendo. nefri¡¡:erar a tempera­
ture ambiente, completar a volumen mediante la
mezcla isopropanol-hexano (36.3.1), homogeneizar
y dejar repOEar durante 1 h (serie patr6n).
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restos 'Jn un baño de agua hirviendo. Reco~er el extractC' en 50 mI de agua
y llevar a ebullición. .

Refrigerar, neutralizar exactamente con la soluci6n de hidróxido de
sodio (37.3.4.) en presencia de 0,5 mI de soluci6n de rojo de fenol
(37.3.6. l. Añadir a continuación 20 mI ae soluci6n de nitrato de plata
(37.3.5.). Valorar el áCido nitrico liberado con la solución de hidrÓxido
de sodio (37.3.4.) hasta viraje del indicador (pH 7,4).

37.5.~

1 mI de NaOH O,lN corresponde a 18 mg de teobromina. Expresar el
resultado en porcentaje de la muestra.

37.6. OBSERVACIONES

Los productos cuyo contenido en materias grasas brutas exceda de 8%
deben ser previamente desgrasados por extracci6n durante seis horaS con
éter de petr61eo (Eb. 40 "C).

37.7. REFERENCIAS

Primera Directiv.. de la Comisi6n de 15 de junio de 1971. (71/250/
CEE). Diario O1'icial de las Comunidades Europeas n g L 155 de 12 de julio
de 1971.

"

.,

Determinar en las condiciones indicadas en 36.4.2
la absorbancia de las soluciones de la serie pa­
tr6n en comparación con las soluciones correapon­
dientes de la serie de referencia. Trazar gráfi­
camente la curva de calibrado poniendo las absor­
bancias en relación con las cantidades de gosipol
en microgran,os.

La diferencia entre los resultados de dos deter­
minBciones paralelas efectuadas sobr... una misma
muestra no d ...be exceder:

_ del 15 %, en valor relativo, para los cont...ni_
dos ...n goaipol inferiores a 500 mg/kg.

de 75 mg/kg en valor absoluto, para loa conte­
nidoa comprendidos entre 500 y 750 mg/kg.

- del 10 %, en valor relativo, para los conteni­
dos Euperiores B 750 mg/kg.

36.6. UFERENCIAS

Tercera Directiva de la Comisión, de 27 de abril de 1972. (72/199
/CEE). Diario Oficial de lBS Comunidades Europeas n~ L, 123, de 29 de ma­
yo d ... 1972.

37. TF.OBRC*.INA

37.1. PRINCIPIO

El método permite determinar el contenido en teobromina de loa sub_
productos de transformac1(,n de semillas de cacao. La teobromina ae extrae
mediante cIDro formo. El extracto se eVilopora a sequedad. ae pone en solu­
ci6n acuosa y se trata con un volumen determinado de solUCión de nitrato
de plata. El ácido nítrico liberado se titula por una soluci6n de hidró­
xido de sodio.

37.2. MAttRIAL Y APARATOS

Matraces de 500 mI de fondo plano y 'tapón esmerilado.

37.3. REACTIVOS

37.3.1. Cloroformo p.a.

37.3.2. Amoníaco, d: 0,958.

37.3.3. Sulfato de sodio p.a., anhidro.

37.3.4. Soluci6n de hidróxido de aodiO O,lN.

:17.3.5. Soluci6n de nitrato de plata O,lN.

37.3.6. Solución etan61ics al 1% (p/v) de rojo de fenal.

37.2.7. Etel" dietílico.

Pesar, cvn precisión de 1 rog, una alícuota de 10 g como máximo, que
no contenga más de 80 mg de teobror:lÍna. Introducirla en un matn.z de 500
mI de fondo plano y tapón esmerilado, aBadir 270 mI de clorofoMllo
(37.3.1.) y 10 mI de Bnloniaco (37.3.2.). T"par el mntrsz y agitar enérgi­
cament~ durante cinco minutos. Añadir a continuaci6n 12 g de sulfato de
sodio anhidro (37.3.3.), agitar de nuevo y dejar reposar hasta el día si­
guiente. filtrar <on un erlt-nmeyer de 500 mI y lavar el residuo con 100 mI
de cloroformo (37.3.1.). Destilar el disolvente y ellminar loa últimos

38. flJ:TINOL (VIrAKINA A)

38.1. PRINCIPIO

El método permite determinar el contenido en retinol (Vitamina Al
en piensos, concentrados y premezclas. El límiete inferior de detecci6n
es de 10.000 UI/kg (1 UI igual a 0,3 microgramos de retinol) para 10&

pien!l05 fu~rtemente pigmentados y de 4.000 Ul/kg para los demáll produc­
tos. L05 productos se clasifican 5egÚn 5u contenido supuesto en retinol
en dos grupos:

Grupo A: contenidos inferiores a 200.000 UI/kg.

Grupo B: contenidos iguales o superiores a 200.000 UI/kg.

La muestra se hidroliza en caliente mediante hidr6xido d ... potasio
en medio etan61ico y en presencia de un antioxidante o en atm6sfera de
nitr6geno. [.a m"'zcla se somete a extracción con 1,2-dicloro... tano. El ex­
tracto se evapora a sequedad y se redisuelve en éter de petroleo. La so­
lución se cromatograffa en columna de óxido de aluminio (para 106 produc­
tos del Grupo B, la cromatograffa s610 es necesaria en ciertos casos). El
retinol 8e determina por espectrofotometria a 610 nm después de la obten­
ción de un comlejo coloreado según lB reacción Carr-Price, en el ca80 de
los productos del Grupo A; por espectro:fotometrfa U.V. a 325 nm en el ca­
so de los productos del Grupo B.

38.2. MATERIAL Y APARATOS

33.2.1. Bafio de agua.

3B.2.2. Evaporador rotativo a vacio con matraces redondos de dife­
rentes capacidades.

38.2.3. Columnas de vidrio para cromatografia (longitud: 300 IIIID;
diámetro interior: 13 mm aprox.).

38.2.4. Espectrofot6metro con cubetas de 10 mm de espesor (de cuar­
%0 para medidas en U.V.).

3B.2.5. Lámpara U.V. de 365 nm.

38.3. REACTIVOS

38.3.a) Utilizados para el análisis de los productos d ... los Grupos
A y B.

38.3.a.1. Etanol del 96% (v/v).

38.3.9..2. Soluci6n al 10% (p/v) de ascorbato de sodio p.a.
6 (38.3.a.3.).

38.3.a.3. Nitr6geno purificado.

38.3.a.4. Solución al 50% (p/v) de hidróxido de potasio
p.a.

38.3.a.5. Solución de hidr6xido de potasio IN.

38.3.a.6. Soluci6n de hidróxido de potasio O,5f1.

38.3.a.7. l,2-dicloroetano p.a.

38.3.a.8. Eter de petr61eo, puro, intervalo de ebullici6n
3C - 50 <lC. Si <:'s necesario, purificarlo como Sl-;
gu,,:

Agitar 1.000 mI d~ éter de petróleo con porciones
de ",O mI dIO ácido su] fúrico concentrado hasta que
el ácido permanezca incoloro.
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de sulfuro de sodio 0,5 M ..n glicerina
preparada a partir de sulfuro de sodio

Eliminar el ácido y levar el éter sucesivamente
con 500 mI de agua, dO'!:< veces con 250:::1 de una
soluci6n al 10% de hidróxido de sodio, y tres ve_
ces con 500 mI de agua. Eliminar la capa acuosa,
secar el éter durante una hora sobre carb6n acti­
vo y sul:fato de sodio anhidro, :filtrar y desti­
l~.

31:l.3.a.9. Oxido de aluminio estandarizac:lo según Brockmann.

Calcinar durante B horas a 750 oC, enfriar en de­
secador y conservar en :frasco de viúrio color ám­
bar, de tapón de rOSOB. Antes de utilizarlo en la
cromatogra:f!a, humedecer como sigue: Introducir
en un matra:!; de vidrio color ámbar 10 g de óxido
de aluminio y 0,7 mI de agua, tapar herméticamen_
te. calentar 5 minutos en un bafto de agua hir_
viendo agitando enérgicamente. Dejar en:triar agi­
tando. Comprobar la actividad del 6xido de alumi­
nio aaí preparado, analizando según 38.4.2. y
38.4.3. una cantidad conocida de retinol patr6n
(38.3.b.4.) .

38.3.a.lO. Oxido de aluminio básico, grado de act,ividad l.

38.3.a.11. Eter dieHlico puro. Eliminar los peróxidos y laa
trazas de agua por cromatografía en columna de
óxido de aluminio básico (38.3.a.lO.) (25 g de
óxido de aluminio pera 250 mI de éter dietUico).

38.3.a.12. Solucionea de éter de petroleo (38.3.a.8.) con
4,8,12,16 y 20% (v/v) de éter dieHl1co
(38.3.a.11.).

38.3.a.13. Soluci6n
del 70%,
p.s.

38.3.b) Utilizados eXClu8iv8lllente para el análisis de los productos
del Grupo A.

38.3.b.1. Benceno p.a. cristalizable.

38.3.b.2. Clororformo p.a. Eliminar el etanol, el fosgeno y
las trazas de agua por cromatograffa en columna
de óxido de aluminio básico (38.3.a.lO. l (50 g de
6xido de aluminio por cada 200 mI de cloroformo);
conviene cromatografíar por segunda vez los 50
primer08 mI del eluido.

38.3.b.3. Reactivo según Carr-Price; Agitar 25 g aproxima_
d8lllente de tricloruro de anti1llOnio p.a. (conser­
vado en desecador l con 100 mI de cloroformo
(38.3.b.2.) hasta saturaci6n de la soluci6n. Un
pequeflo depósito de tricloruro de antimonio no
altera. Añadir 2 mI de anhidrido acético p.a.
Conservar en congelsdor en un frssco de vidrio
ámbar con tapón de rosca. Este reactivo así con­
servado es estable durante variss semanas.

38.3.b.4. Retinol patrón controlado por eapectrofotometría.

38.3.c) Utilizados exclusivamente para el anál1sis -de los pN)ductos
del Qrupo B.

38.3.c.1. Iscpropanol para crolllatografia.

38.4. PROCEDDlIENTO

38.4.1. Hidr6lisis y extracción.

Tomar una pOJ:"ción de la muestra finwnente dividida, propor­
cional al contenido supueato de vitamina A:

- 0,1 s. 1,0 g para los concentrados (contenidos l!Iuperiores
a 20.000 UI/g).

3,0. a 5,0 g para las premezclas (contenidos comprendidos
entJ:"e 400 y 20.000 UI/g).

- 10 a 20 g para laa mezclas minerales.

- 30 g paJ:"a loa productos del Grupo A.

IntroduciJ:"la inmedia'l:amente en un matraz de 500 mI de tap6n
esmerilado.

Añadir sucesivamente 40 mI de etanol {38.3.a.l.), 2 mI de
soluci6n de ascorbsto de sodio (38.3.a.2.) 10 mI de so­
luci6n de hidr6xido de potaaio al 50% (38.3.a.4.) y 2 mI de
soluci6n de sulfuro de 80dio 0,5 M (38.3.a.13.). Csl ...ntar
durante 30 minutos s 70_80 ·C bajo refrigerante de reflujo
y enfriar sI grifo. Añadir 50 mI de etanol (38.3.a.l.) y
100 mI (tomados con pipeta) de l,2-dicloroetano
(38.3.s.7.).

Agi tar enérgicamente y decantar el liquido soorenadante en
embudo de decantaci6n y ai'ladir 150 mI de solución de hidr6_

.""

xidO de potasio IN (38.3.a.5.), agita:- durante 10 segundos
y dejar reposar hasta la separaci6n de las fases. Recoger
la fase inferioJ:" de dicloroetano en otro embudo de decanta­
ción, afiad ir 40 mI de solución de hidr6xido de potaaic O,5N
(38.3.8.6.), agitar durante 10 segundos y dejar reposar
haata la aepaJ:"ación de las fases. Recoger la fase de diclo­
roetano en otro embudo de decantación y lavar 6 u 8 veces
con porciones dE' 40 rnl de agua hasta la ausencia de álcali
en el agus de lavado (ensayo con fenolftaleína). Recoger ls
:faae de dicloroetano y eliminsr las oíl timas trazB5 de agua
mediante bandas de papel de filtro.

fvaporar a sequedad a vaclo y en baño de agua a 40 QC, una
a11cuota de la solución. Rediaolver rápidamente el residuo
con 5 mI de éter de petr61eo (38.3.a.8.).

Para los productcs del Grupo A, cro!llatografiar como se in­
dica en 38.4.2.1.

Para los productos del Grupo B, transferir la solución a un
matraz aforado de 50 mI, completar a volumen con ~ter de
petróleo (38.3.a.8. l, homogeneizar y medir la abscrbancia
como se indica en 38.4.3.

38.4.2. Cromatografia.

38.4.2.1. PN)ductos del Grupo A.

Llenar la columna para cromatografia (38.2.3.)
hasta una altura de 200 mm de 6xido de alumnio
(38.3.a.9.), previamente impregnado de éteJ:" de
petr6leo (38.3.a.8. J. Introducir en la columna la
aoluci6n obtenida en 38.4.1. y añadir inmediata­
mente 20 mI de ~ter de petr61eo (38.3.a.8.).
Eluir 6ucesivwnente con porciones de 10 mI de las
soluciones de éter de petróleo con 4, 8, 12, 16 Y
20'% de ~ter dietflico (38.3.a.12.) a vado par­
cial o a presi6n; la velocidad de eluci6n debe
ser de 2 a 3 gotss por segundo.

El caroteno es eluldo en primer lugar. (El conte­
nido en caroteno de eeta fJ:"acci6n puede ser de­
termir¡do por la ..edids de la absorbancia a 450
run; El cm) .. 2.600l.

38.4.2.2. Productoe del Grupo B.

La cromatogra!"ía no debe ser efectuada a mel1s
que la" medidas de la absoJ:"bancis obtenidas en
38.4.3.2. no estén conformes con las prescripcio­
nes indicadas en 38.4.3.2.

Si la cromatogrsfís fuera necesaris, introducir
en la columna cromatogrAfica una slícuota de la
""oluci6n en éteJ:" de petr6leo obtenida en 38.4.1.
que contenga apJ:"oximadamente 500 UI de r~tinol y
cromatografiar como se indica en 38.4.2.1.

38.4.3. Medida de absorbancia.

38.4.3.1. Evaporar s sequedad, B vscio, la frscci6n Crolllll­
togréfica que contiene el retinol obtenida en
38.4.2.1. lledisolver el resíduo con 2 mI de ben­
ceno (3e.3.b.l.). Tomar 0,3 mI de esta soluci6n y
añsdir 3 mI del reactivo de Carr_Price
(3B.3.b.3.). Se desarrolla una coloraci6n azul.
Medir la ab"orbancia en el espectrofotómetro a
610 nm exactamente a los 30 aegundos del comien:.o
de la reacción.

Determinar el contenido en retinol "ediante una
curva patJ:"ón obtenida s partir da las l!loluciones
benc~nicas da concentJ:"acionea crecientel!l en reti­
nol patrón tratadas por el reactivo de Carr-Price
(de 2 a 16 UI de vitamina A patr6n) (38.3.b.4.)
con 0,3 mI de benceno (38.3.b.1.) más 3 mI del
reactivo de Carr-Price (38.3.b.3.).

Ls curva patr6n debe aer comprobada regulannente
y en breves intervalos de tiempo mediante una eo­
luci6n recientemente preparada del reaetivo de
Carr-Price.

38.4.3.2. Productos del Grupo B.

Tomar una alícuota de la solución en ~ter de pe­
tr61eo obtenida en 38.4.1., que contenga aproxi­
madamente 200 UI de retinol. Evaporar a sequedad
en vacio y rediaolver el residuo con 25 mI de
iaopropanol (38.3.c.l) Medir la absoJ:"bancia en el
espectN)fot6metro a 334, 325 Y 310 run. El lIláximo
de absorci6n está situado a 325 run. El contenido
en retinol de la soluci6n calcula como sigue;

A
325

lo; 18,30 '" UI de retinol

No obstante, las relaciones entre absorbencias
A3l0/A325 y A334/A325 deben ser de 6/7 = 0,857.

,.
r.,
:.¡..
'::'
-'1

.....,
r:•. ,

.:, ..



Martes 30 mayo 198916056

38.5. CALCULOS

Si una de estas relaciones se ·separa sensible­
mente de este valor (menor de 0,830 6 mayor de
O,SSO). la medida de las absorbencias debe ser
precedida de una cromatograf"la según el procedi_
miento indicado en 38.4.2. Si la medida de las
abaorbanCias efectuadas despul'ia de la cromatogra­
:fla indica que las relaciones antes mencionadas
se separan todavía seTlsiblemení:e del valor 0,857
(menor de 0,830 6 mayor de 0.880). la determina­
ción debe ser efectuada según el procedimiento
indicado para los productos del Grupo A.
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39.3.3. Metabisulfito de sodio, Na
2

S
2

0
5

puro.

39.3.4. Solución al 20% (p/v) de hexacianoferrato (IlI) de potasio
p.a.

39.3.5. Solución al 25% (p/v) de hidr6xido de potasio p.a.

39.3.6. Mezcla oX1dante: mezclar 2 mI de soluci6n de hexaciano:fe­
rrato (111) de potasio (39.3.4) con 48 mI de soluci6n de
hidr6xido de potssio (39.3.5). Esta mezcla no se const'rva
mlisde4h.

39.3.7. Isobutsnol p.a.

-,
.'
:0.-
:,

Calcular el contenido en retinol de la muestra teniendo en cuenta
el p.,!lO de partida y laa diluciones efectuadas a lo largo del amli­
lisis.

Expresar el resul t'J.do en UI de retinol por kg. La difereneia entre
los reaul tados de dos determinaeiones paralelas efeetuadas sobre la
misml'l muestra no debe pasar de:

20% en valo,- relativo para los contenidos en retinol inferiores
a 75.000 UI/kg.

- 15.000 UI para los contenidos en retinol comprendidos entre
75.000 y 150.000 UI/kg.

- 10% en valor relativo para los contenidos comprendidos entre
150.000 y 250.000 VI/kg.

- 25.000 para los contenidos comprendidos entre 250.000 y 500.000
UI/kg.

- 5% en valor relativo para los contenidos s ...periorell a 500.000
VI/kg.

38.6. OBSERVACIONES

38.6.1. Todas las manipulaciones deben hacerse en ausencia de l ...z
directa y si es posible en material de vidrio de color Am­
b~.

38.5.2. La adición de ascorbato no es necesaria si la hidrólisis se
realiza en corriente de nitrógeno (38.4.l).

38.5.3. Para los pienE:los de lactancia y los productos con tendenCia
a hincharse, doblar ls cantidad de los reactivos indicados
en 38.4.1., etanol {38.3.a.l}, soluci6n de allocorbato de so­
dio (38.3.a.2), solución de hidróxido de potasio (38.3.a.4)
y solución de sulfuro de 80dio (38.3.a.13.l.

38.6.4. Guardar las precaucionea debidaB a la peligrosidad de los
reactivos (especialmente benceno).

38.7. RD'l!:RDCIA5

Cuarta Directiva de la Comisi6n de 5' de diciembre de 1972. 73/46/
CEE. Diario Oficial de las Comunidades Europeas ni L 63/21 de 30 de marzo
de 1973.

39. T1AJIDU.
(AlfP.:ORDlA. Vita.i.na B1.)

39.1. PRlJfCIPIO

La muestra se trata en caliente con licido sulfúrico diluido y se
hidroliza a continuación por via enzimAtica.

La soluci6n obtenida ae somete a oxidación alcalina. El tiocronlO
formado se extrae con isobutanol y se determina por fluorimetria.

El m~todo permite determinar la tiamina (aneurina, vitamina B
l

) en
piensos, concentrados y premezclas. El limite de detecci6n es de 5 ppm.

39.2. IlATXRIAL Y APARATOS

39.2.1. Bafio de sgua.

39.2.2. CentrU'uga (3.500 rpm) con tubos de 30 a 50 mI, provistos
de tapón de rosca.

39.2.3. Fluorimetro.

39.3. REACTIVOS

39.3.1. Solución patr6n de tiamina de 100 microgramos/ml.

Disolver 112,3 mg de clorhidrato de tiamina, calidad pa­
tr6n, previamente desecado a vacio hasta peso constante, en
1000 mI de ácido sulfúrico O,2N (39.3.2). En frio y en oa­
curidad eata solución es estable durante un mee.

39.3.2. Acido sulfúrico O,2N.

39.3.8. Solución de 5cetato de sodio 2,5N.

39.3.9. Preparaci6n mul tienzimática conteniendo proteasa, fosfatasa
y amilasa (por ejemplo clarasa).

39.3.10. Estanol del 96% (v/v).

39.4. PROCEDIXIEIfTO

39.4.1. Hidr61isis enzimlitica.

IntrodUCir en dos matraces aforados A y B de 250 mI, canti­
dades idénticas de muestra finamente molida, conteniendo
100 microgramos de tiamina y 125 mI de ticido sulfúrico
(39.3.2). Al'iadir solamente al matraz A 1.0 n'l1 de soluci6n
patrón (39.3.1) (patrén interno).

Agitar vigorossmente, llevar los matraces a un baño de agua
hirviendo y mantenerlos durante 15 minutos agitando de vez
en cuando. Dejar enfriar hasta 45 ~C sproximadamente. Afla­
dir a cada matraz 20 mI de soluci6n de acetato de sodio
(39.3.8) y 0,5 g de preparaci6n multienzimlitica (39.3.9),
dejar reposar a continuaci6n durante 20 minutos a tempera­
tura ambiente. Afladir 20 mI de solución de acetato de sodio
y completar s volumen con agus, homogeneizar y filtrar. Re­
coger loe f11 tradol) A y B después de haber eliminado los 15
primeros mI. Preparar las soluciones siguientes:

39.4.1.1. SolUCión testigo T.

Introducir en un tubo de centrifuga (39.2.2), 5
mI del f11 trsdo A y 10 mg aproximadamente de me­
tabisulrito de 80dio (39.3.3.). Sumergir el tubo
durante 15 minutos en un baño de agua hirviendo y
dejar enfriar 8 continuaCión hasta temperatura
ambiente.

39.4.1.2. Soluci6n A (patrón interno) y B (muestrs).

Introducir 5 mI de f11 trlldo A en un tubo de cen­
trifuga (39.2.2. ) Y 5 mI del filtrado B en otro
tubo de centrifuga (39.2.2. J.

39.4.2. Oxidaci6n

Ai'ladir a las soluciones T, A Y B, 5 mI de la lDezcla oxidan­
te (39.3.6.) Y después de un minuto, 10 mI de isobutanol
(39.3.7.). Tapar los tubos y agitar vigorosamente durante 5
segundos. Dejar reposar durante un minuto y centrifugar pa­
ra separar las fases. Tomar, de cada tubo, 5 mI de la fase
isobutanólica sobrenadante, introducirlos respectivamente
en los matraces aforados de 25 mI, completar a volumen con
etanol (39.3.10.) y homogeneizar. Esto da lugar a los ex­
tractoa T, A Y B.

39.4.3. Medida de ls fluorescencia.

Efectuar lB.l!l medidas a la longitud de onda a la cual el
fluorimetro da una respueata óptim.a para la fluorescencia
del tiocromo. Irradiar a 365 ron aproximadamente.

Ajustar el instrumento a cero con el extracto T. Medir la
intensidad de fluorescencia de los extractoa A y B.

39.5.~

El contenido en mlcrogramos de tiamina por kg de mueatrn viene dado
por la fórmula'

d • b

(a-b}xc
Siendo:

a '" Intensidad de la fluorescencia del extracto A (patr6n interno).

b '" Intensidad de la fluoreacenciB del extracto B (muestra).

c Peso, en gramos, de la muestra.

d .. Cantidad de tiamins en microgramos aBadida a la muestra (patrón in_
terno).

.,

"

..
'.-

! .'

..

.~
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La d.ifereneia entre loe reaul tadOB de dos determinacione15 paralelas
efeetl,181das sobre la misma muestra no debe ser superior a:

- 10% en valor relativo para los contenidos inferiores a 500 ppm y

- 5% en valor relativo para los contenidos iguales o superiores a 500
ppm.

39.6. RXYUDCIAS

Cuarta Directiva de 18 Comisión de 5 de diciembre de 1972. 73/46/
CEE. Diario Oficial de las Comunidades Europeas ni L 83/21 de 30 de llIar~o

de 1973.

«). ACUlO ASCORBIC<l YACIDO DmIDROASCORBlOO (VITAIWIA e)

.0.1. PRINCIPIO

El método permite determinar la BUllIR de l.o'II ácidos a!lc6rbico y
dehidroascórblco (Vitanllna e) en ~iensosl concentradoB y premezclas. El
límite de detección es de 5 pplD.. Los productos son clasificados en dos
grupos aegún su contenido supuesto en Vitamina C:

Grupo A: Contenidos inferiores a 10 g/q.

Grupo B: Contenidoa igualea o superiores a. 10 g/kg.

La muestra, puesta en suspensión en una solución diluIda de lcido
metaf'osf'órico, se somete a extracción con clorof'ormo. La f'ase acuosa se
trata con una soluci6n de 2,6-diclorof'enol_indofenol para transformar el
lcido asc6rbico en lcido dehidroasc6rbico, y 8 continuaci6n por una solu­
ción de 2,4-dinitrof'enilhidrazina. La hidrazona formada se extrae median­
te una mezcla de acetato de etilo, lcido acl!tico glacial y acetona. La
solución ae cromatografía. en columna de gel de sílice, el eluIdo ae eva­
pora a sequedad y el residuo se disuelve en Acido sulf'úl'ico diluIdo. La
abaorbancia de la solución se mide en el eapectrof'otómetro a 509 nm.

Para los productos del gurpo A. el eluído pl'OCedente de la croma­
tografía en columna se somete a una cromatograf'la en capa f'ina para aia­
lar la hidrazona.

AO.2. llA'I'IUUAL y APARATOS

40.2.1. Bailo de agua regulado a la temperatura de 20 ·C lIIediante
termostato.

40.2.2. Centrífuga (3.500 r.p.m.) con tubos de 40 a 50 mI provistos
de tapones de rosea.

40.2.3. Evaporador rotatorio a vacío con matraces de 250 1111.

40.2.4. Columnas de vidrio para crolllatogra.fIa (lon¡;itud: 100 lI'IIII

diámetro interior: 20 _) con placa de vidrio fritado (por
ejemplo tuboa de Allihn).

40.2.5. Espectrofotómetro o colorímetro de filtros con cubetas de
10 lJ\IlI de espesor.

40.2.6. Material para cromatografía en capa fina con placas de gel
de sílice H (40.3.12.), espesor de capa: 0,5 a 0,6 1IIIl. Se­
,car las placas de 2 horas 30 minutos a 3 horas en estufa a
120-130 ·C. Dejar enfriar y consevar en desecador durante
24 horas antes de su eMPleo.

40.2.7. Estufa regulada a 120-130 ·C.

AO.3. RUCnVOS

40.3.1. Solución patrón del 0,05$ de lcido L_aacórbico: disolver 50
mg de lcido L-ascórbico p.a. en 20 Inl aproximadamente de
lcido lIletafosfórico (40.3.2.) Y completar a 100 mI con
agua. Preparar inmediatamente antes de su e",pleo.

40.3.2. Solución al 10% de 'cido IIIetafoafórico: disolver en agua
200 g de ácido metafosf'órico p.a. trituradoa en lIlortero, y
completar a 2.000 mI con agua. Conservar a 4 ·C. Renovar al
cabo de una semana.

40.3.3. Cloroformo p.a.

40.3.4. Solución al 0,5% (p/v) de 2,6-diclorof'enol-indofenol p.a.
Preparar inmediatamente antes de su empleo.

40.3.5. Auxiliar de filtración (S y S nll 121 o equivalente).

40.3.6. Solución lcida al 2ll\ (p/v)de 2,4-dinitrofenilhidrazina: di­
solver 2 g de 2,4-dinitrof'enilhidrazina en 100 1Il1 de 'cido
sulfúrico diluí do (25 mI de ácido aulfúrico p.a. d..l,84.
diluidos hasta 100 mI con agUa). En frio esta solución se
conserva durante una semana.

40.3.7. Nitrógeno ó (40.3.8.).
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40.3.8. Anhídrido carbónico.

40.3.9. JIlezcla de acetato de etilo p.a./ácido ac~tico glacial/ace­
tona p.a.: 96/2/2 en volumen.

40.3.10. Mezcla de diclorometano p.a./lcido sc~tico glacial: 97/3 en
volumen.

40.3.11. Gel de sílice, granulometria: 0,05 a 0,2 mm.

40.3.12. Gel de sílice H según Stshl, para cromatografia en capa fi­
n••

40.3.13. Acido sulfúrico diluído: introducir 105 mI de agua en un
matraz af'orado de 200 mI, completar a volumen con ácido
sulfúrico p.a .• d. 1,84.

40.3.14. Disolvente de elución para la cromatografía en capa fina:
JIlezclar 75 mI de éter dietIlico p.a., 25 mI de acetato de
etilo p.a., y 4.0 mI de 'cido ae~tico del 96% p/v. p.a. Re­
novar despu~s de dos o tres cromatografíaa .

40.4. PROCEDIIIIDTO

40.4.1. Extracción

IntrOducir en doa ..atraces aforados A y B, de 250 mI, Can_
tidades idénticaa de la lIIueatra finll/llente molida. que cori­
tengan 200 microgramoa aproximadamente de Vitamina C. Ma­
dir sólamente al matraz A, 0,4 mI de solución patrón
(40.3.1.) y homogenehar agitando suavelllente (patr6n inter_
no). Madir a cada matraz 30 mI de cloroformo (40.3.3.) y
25 1111 de aolución de 'cido metaf'osfórito (40.3.2.} a -4 ·C.
Agitar liger8Jllente y dejar reposar de 10 a 15 minutos. Af'Ia­
dir 25 mI de agua, tapar los matracea, agitar vigorosamente
durante 10 aegundoe y dejar reposar de 10 a 15 minutos en
baño de agua (40.2.1.), Centrifugar para separar la faae
acuosa de la fase clorofórmica. Realizar laa operacionas
aiguientes aimul tin...amente sobre loa extractos acuosos A
(patrón interno} y {lo

40.4.2. Oxidación.

Tomar mediante pipeta 40 mI de la solución acuosa 80breQa_
dente (ligeramente turbia) obtenida en (40.4.l.), introdu_
cirla en un tubo de reacción de tapón de rosca, aI'1adir de
0.5 a 1 mI de solución de 2,6-diclorofenol_indofenol
(40.3.4.} Y homogeneizar. Se forma una coloración que debe
persiatir 15 lIlinutoe al menoa. Mladir a continuación 300 lIIg

aprOXimadllJllente de auxiliar de filtración (40.3.5.}, agitar
Y filtrar sobre un filtro de pliegues seco. El filtrado no
debe ser necesari8lllente tr_parente.

40.4.3. Reacción con la 2.4-dinitrofenilhidraz:ina y extracci6n de
la hidrazona.

Tomar mediante pipeta 10 1111 del fil trado obtenido ,en
(40.4.2.), introdUCirlos en un tubo de centrífuga (40.2.2),
ailadir 2 Id de solución de 2,4-dinitrofenll-hidrazina
(40.3.6.) Y homogeneizar. Hacer pasar rápidlllllente por el
tubo una corriente de nitrógeno (40.3.7.) 6 de anhidrido
carb6nico (40.3.8.), tapar el tubo y sumergirlo durante 15
horas sproximadamente (una noche) en el baño de agua
(40.2.1.). Al'iadir a continuación 3 mI de agua, 20 mI de la
mezcla de acetato de etilo/'cido ac~tico glacial/acetona
(40.3.9.) y 800 IIIg aproxillladamente de auxiliar de filtra_
ción (40.3.5.). Tapar el tubo, agitar vigorosamente durante
30 aegundoe y centrifugar. Introducir 15 1111 de la fase ao­
brenadante en un matraz de evaporación y evaporar a preei6n
reducida en el evaporador rotativo (40.2.3.) haata la ob­
tención de un residuo oleoBo. Disolver el resíduo en 2 mI
de la mezcl-s de acetato de etilo/lcido acetico glacial/aCe_
tona (40.3.9.) calentando a 50 ·C, dejar enfriar, aftadir 10
mI de la mezcla diclorollletano/!cido acético glacial
(40.3.10) y homogeneizar.

40.4.4. Cromatograf1a en columna.

Llenlll" la columne cromatografica (40.2.4.) hasta una altura.
de 30 mm con la mezcla. diclorometano/!cido ac~tico glacial
(40.3.10.). Poner en suspensión (a¡¡:itando vigoroelllllente) 5
g de gel de sílice (40.3.11.) en 30 mI de la mezcla diclo­
rometano/ácido acético glacial (40.3.10.) Y verter ls sus­
pensión en la columna. Dejar depositar y comprimir bajo dé­
bil presi6n de nitrógeno (40.3.7.).

Trasvasar a la columna cromatogrAfica la solución obtenida
en 40.4.3., lavar el matraz con una peQuel'ia cantidad de
mezcla diclorometano/'cido ac~tico glacial (40.3.10.) Y
trasvasar a la columns. llenar con la me'zcla (40.3.10.) y
continuar el lavado de la columna con la miama mezcla (3 6
4 porciones de 5 mI aproximadamente), hasta la obtención de
un eluído incoloro. Eliminar la frscción eluIda coloreada
de amarillo.

Eluir la zona rojiza en la cabeza de la columna mediante la

: "
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mezcla acetato de etilo/ácido acético glacial/8cetona
(40.3.9.), recoger el eluido y evaporar a sequedad.

40.4.4.1. Para los productos del grupo A (contenidos en Vl­
tamina e inferiare'! a 10 g/kg) di801ver el resi­
duo en 2,0 mI de la mezcla acetato de etilo/ácido
ácetico glacial/acetona (40.3.9.) Y proceder in­
med1atQ/llente a la cromatografía en capa fina corno
se indica en 40.4.5.

40.4.4.2. Para los productos del grupo B (contenidos en vi­
tlUllina e iguales o superiores a 10 g!kg), redi­
solver el residuo oleoso en 4,0 mI de ácido aul_
fúrico diluIdo (40.3.13.). agitar vigorosamente
para disolver completamente el re51duo y proceder
a la medida de la absorbancia como se indica en
40.4.6.
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complejo de color azul-Verdoso cuya absorbancia se mide a 635 nm. El mé­
todo permite determinar la menadiona (vitamina K ) en pienaos, concen­
trados y premezclas. El limite inferior de deteccrón eS de 1 ppm.

41.2. MATERIAL Y APARATOS

41.2.1. Agitador mecánico.

41.2.2. Centrifuga (3.000 a 5.000 rpnd.

41.2.3. Embudos de decantación de 100 y 2S0 mI, con ttlp6n esmerila­
do.

41.2.4. Evaporador rotativo a vacío con matraces de 2S0 mI.

41.2.S. Baño de agua.

41.2.6. Eapectrofotómetro con cubetas de 10 mm de espesor.

41.3. REACTIVOS

"l;'
,.;.'
;.;'-,.
jl-,r.:,

Efectuar las operaciones indicadas a partir de aqui por du­
plicado.

Deposi tal" en forma de banda sobre la placa de cromatogrBfitl
en capa fina (4D.2.6.) 0,5 mI de la soluci6n obtenida en
40.4.4.1. Desarrollar durante 20 minutos por lo menos me­
diante el eluyente (40.3.14.) en cámara aaturada hasta ae­
paraci6n clara de la zona de la hidrazona, coloreada de 1"'0­

sa. Dejar aecar al aire. Delimitar la zona rosa, rasparla
con una espltula y transferir cuantitativamente la masa
pulverulenta a una columna de cromatografía (40.2.4.).

lUuír4luceaivamente una vez con 2 mI y dos veces con 1,5 mI
de la mezcla acetato de etilo/leido ac~tico glacial/acetona
(40.3.9.). Recoger el eluido en un matraz pequef'lo (la últi_
ma fracci6n debe ser incolora). Evaporar a sequedad, redi_
solver el residuo oleoso en 4,0 mI de ácido sulfúrico
diluído (40.3.13.), agitar vigorosamente para disolver com­
pletamente el resíduo y proceder ala medida de la absor­
bancia.

40.4.6. Medida de la absorbancia.

Medir la absorbancia en un espectrofotómetro a 509 nm de 20
a 30 minutos desde ls puesta en dieolución del residuo en
ácido l!Iul:fúrico diluído (40.3.13.).

Efectuar laa medidas por comparación con 6.cido sulfúrico
diluído (40.3.13.).

40.4.7. Prueba en blsnco.

Efectuar paralelamente un ensayo en blanco aplicando el
miflmo m~todo operativo.

otW.5.~

El contenido en a de Vitamina C por kg de muestra viene dado por la
:fórmula:

(e - a) x 2
(b - c 1 x 10 d

a .. Absorbancia del blanco.

b ~ Absorbanci8 de la solución de patr6n interno.

c Absorbancia de la soluci6n de muestra.

d Peao, en g, de la muestra.

La diferencia entre loa resultadOS de dos determinaciones paralelas
efectuadas sobre la misma muestra no debe pasar del 10% en valor relativo
para los contenidos en vitamina e inferiores a 10 g/kg y de S% en valor
relativo para loa contenidos igualee o superiores a 10 g/kg.

otW. 6. REnREJfClAS

Cuarta Directiva de la Comiei6n de 5 de diciembre de 1972. (73/46
/CEE). Diario Oficial de las Comunidades Europeae ni L 83/21, de 30 de
marzo de 1973.

41.1. PRINCIPIO

La mueatra se somete a extracción mediante etanol diluido. La mez­
cla se defeca con soluci6n de tanino y se centrifuga. El extracto se tra_
ta con aolución de carbonato de sodio. La menadiona liberada se extrae
con 1,2-dicloroetano. El extracto en dicloroetano ae trata, según su con­
tenido en menadiona, directamente o previa evaporaci6n. con 2,4-dinitro­
fenilhidrazina en soluci6n en etanol acidificado por ácido clorhídrico.
La hidrazona obtenida da lugar, al añadirle Un exceso de amoniaco, a un

41.3.1. Etanol al 96% (v/v).

41.3.2. Etanol (41.3.1) diluí do al 40% con agua.

41.3.3. Solución al 10% (p/v) de tanino, obtenida a partir de tani­
no puro en poI va.

41.3.4. 1,2. dicloroetanci p.a.

41.3.5. SolUCión al 10% (p/v) de carbonato de sodio anhidro p.a.

41.3.6. Acido clorhidrico al 37% (p/p), de~ 1,19.

41.3.7. Etanol absoluto.

41.3.8. Reactivo de 2,4-dinotrofenilhidrazina: disolver 40 mg de
2,4-dinitrofenilhidrazina p.a. en 40 mI aproximadamente de
etanol abaoluto (41.3.7) hirviendo. Dejar enfriar y traava­
sar a un matraz aforado de SO mI. Añadir 1 mI de ácido clo­
hidrico (41.3.6) y completar a volumen con etanol abaoluto
(41.3.7). Preparar inmediatamente antes de su empleo.

41.3.9. Hidróxio de amonio al 2S% (p/p), d.. 0,91.

41.3.10. SOlución amoniacal de etanol: mezclar un volumen de etanol
(41.3.7) y un volumen de hidr6xido de amonio (41.3.9).

41.3.11. Soluciones patr6n de menadiona: disolver 20 mg de menadions
(vitamina K ) en el l,2-dicloroetano (41.3.4) y completar a
200 mI. Di1uir partes alicuotas de esta soluci6n mediante
el l,2-dicloroetano {41.3.4} para obtener untl serie de ao­
luciones patr6n cuyas concentraCiones en menadiona estén
comprendidaa entre 2 y 10 microgramos por mililitro. Prepa_
rar inmediatamente antes de su empleo.

41.4.1. Extracci6n.

Tomar una porci6n de muestra finamente molida y proporcio­
nal al contenido supuesto de menadiona:

de 0,1 5.0 g para los concentrados y premezclaa.

- de 20 a 30 g para los pienaoa.

Introducirla inmediatamente en un matraz de 250 mI con ta­
pón esmerilado. Añadir 96 mI exactamente de etanol diluído
(41.3.2) y agitar mecánicamente durante 15 minutos a la
temperatura ambiente. Añadir 4,0 mI de soluci6n de tanino
(41.3.3). mezclar, trasvasar el extracto a un tuvo de cen­
trífuga, centrirugar (3.000 a 5.000 rpm) y decantar.

Introducir 20 a 40 mI excatamente medidos del extracto en
un embudo de decantaci6n de 250 mI, añadir mediante pipeta
50 mI de l,2-dicloroetano (41.3.4), mezclar y añadir me­
diante pipeta 20 mI de solución de carbonato de aodio
(41.3.5). Agitar enérgicamente durante 30 segundos y reco­
ger a continuación la faae de dicloroetano en un embudo de
decantaci6n de 100 mI. Añadir 20 mI de agua, agitar durante
lS segundos, recoger la fase del dicloroetano y eliminar
las trazas de agua mediante tiras de papel de filtro.

Para concentrados y premezclas, tomar una alicuota de ex_
tracto y d11 uír con 1, 2-dic loroetano (41.3.4) para obtener
una concentración en menadiona de 2 a 10 microgramos por
mililitro. Partl los piensos, evaporar a sequedad a 40 oC,
bajo presión reducida y en atmósfera de nitr6geno, untl al!­
cuota del extracto. Ftedisolver el residuo en la cantidad
adecuada de l,2-dicloroe:ano (41.3.4) para obtener una so­
lución Que contenga de 2 ti 10 microgramos de menadiona por
~l.

41.4.2. Formación de la hidrazona.

Llevar 2,0 mI del extracto en dicloroetano obtenido en
41.4.1 a un matraz aforado de 10 mI y añadir 3,0 mI del
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reactivo de 2,4-dinitrofenilhidrazina (41.3.8). tapar el
matraz herm~ticamente de forma que se evite toda ;;·,spors­
clón y calentar durante 2 horas 11. 70 oC sobre bal\o de agua.
Dejar enfriar, añadir 3,0 mI de soluci6n amoniacal de eta­
nol (41.3.10). mezclar, completar a volumen con etanol ab­
soluto (41.3.7) y mezclar de nuevo.

41.4.3. Medid!l de la abaorbancia.

Medir la absorbancia del complejo coloreado azul verdoso en
espectrofot6metro a 635 nm por comparaci6n con un blanco de
reactlvo5 obtenido tratando 2,0 mI de 1,2-dicloroetano
(41.3.4) como se indica en 41.4.2. Determinar la cantidad
de menadiona mediante 1.. curva de calibrado establecida pa­
ra cada serie de análisis.

18 s 20 horas B 30 oC. Recoger los gérmenes en 25
mI de soluci6n de cloruro de sodio (42.2.2.3) y
homogeneizar.

Diluir ls suspensi6n sI l/lO con ayuda de la so­
luci6n de cloruro de sodio (42.2.2.3). La trans­
misi6n luminoss de la suspensi6n, medida a 650 nm
bajo un espesor de 1 cm, por comparaci6n con la
soluci6n de cloruro de sodio (42.2.2.3), debe ser
de slrededor del 75%. Esta suspensi6n puede con­
servarse una semana a unos 4 oC. Pueden utilizar­
se otros métodos. siempre que esté demostrado que
producen suspensiones bacterianas análogss.

42.2.2. Medios de cultivo y reactivos.

42.2.2.3. Soluci6n al 0,8% (p/v) de cloruro de sodio:

42.2.2.1. Medio de mantenimiento de la ceps y de bsse para
la determinaci6n. Puede utilizarae cuslquier me­
dio de cultivo comercial de composici6n análoga y
que d! los mismo resultados.

Peptona de carne 6,0 g
Triptons 4,0 g
Extrscto d. levadura 3,0 g
Extracto d. 0=. 1.5 g
Glucosa 1,0 g
A.~ 10,0 a 20,0 •Agua '000 m'
pH 6,5 (trss esterilil!:ación)

41.4.4. Curva de calibrado.

tratar 2,0 mI de cada soluci6n patr6n de menadiona
(41.3.1ll como !!le indica en 41.4.2. Medir la abaorbllflcia
como se indica en 41.4.3. trazar la curva de calibrado lle_
vando a ordenadas los valores de la absorbencia y en abci­
sas las cantidades correspondientes de menadiona en micro­
gramos.

41.5.~

Calcular el contenido en menadiona de la muestra tenido en cuenta.
el peso de la muestra y la" diluciones efectuadas en el curso del análi­
sis. Expresar el resultado en mg de menadiona por Kg.

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones paralelas
efectuadal'l sobre la misma muestrs no debe pasar de:

20% en valor relativo para los contenidos en menadiona inferiores
s 10 mg/kg.

- 2 mg en valor absoluto para los contenidos en mensdiona compren­
didos entre 10 y 14 mg/kg.

42.2.2.2. TB/Ilp6n fosfato pH 6

Hidr6genofosfato de pota.eio
R2 HP0

4
Dlhidr6aeno fosfato de potasio
KH 2PO04
Agua hasta

,.
8.

1000 mI

- 15% en valor relativo para los contenidos comprendidos entre 14 y
100 mg/kg.

- 15 mg/kg en valor absoluto para los contenidos comprendidos entre
100 y 150 mg/k¡,.

10% en valor relativo para los contenidos auperiores a 150 lI'Ig/kg.

41.6. OBSERVAC:IotmS

Todas laa manipulaciones deben hacerse en suaencia de luz directa y
ai es posible en material de vidrio color 6Jnbe.r.

Quinta Directiva de la Comisi6n de 25 de marzo de 1974. 74/203/CEE.
Diario Oficial de las Comunidades Europeas n~ 108/7 de 22 de abril de
1974.

42. V:IRGIIfIAKICDtA

(por difusi6n en agar)

Di"olver en agua 8 a de cloruro de sodio, diluir
hasta 1.000 mI y esterilizar

42.2.2.4. Metanol.

42.2.2.5. Mezcla de tamp6n fosfato (42.2.2.2) y de metanol
(42.2.2.4): SO/20 (v/v).

42.2.2.6. Soluci6n en metanol al 0,5% (p/v) de Tween SO:
disolver 5 g de Tween SO en metanol (42.2.2.4) y
diluir hasta 1.000 mI con lIIetanol.

42.2.2.7. Sustancia de ~ferencia: vir¡;iniamicina de acti­
vidad conocida.

42.3. PROCEDDlIIUftO

42.3.1. Soluciones de referencis._ Disolver uns cantidad pesada
exactamente de la sUstancia de referencia (42.2.2.7) en me­
tanol (42.2.24) y diluir con metanol (042.2.2.4) para obte­
ner una soluci6n madre de 1000 microgramos de virginiamici­
na/m!. ConBervada en frasco tapado, a 4 oC, esta solución
es estable durante 5 días. Preparar a partir de ests solu­
ci6n y medi8nte diluciones auscesivas con la mezcla
(42.2.2.5), las soluciones siguientes:

,,
~
¡,

42.1. PRINCIPIO

El m!todo permite determinar la virginiamicina en piensos y en las
premezc1as. El limite inferior de la determinaci6n el!! de 2 Illg/kg. 1 mg de
virginiamicins equivs1e s 1000 unidades UR.

'8
S,
S,

"

,
O,S
0,25
0,125

microgramo/ml
microgramo/ml
microgramo/ml
micro¡:ramo/ml

,

Se somete la muestra a extracci6n mediante solución metan61ica de
Tween SO. El extracto se decanta o centrifuga, y ae diluye deapu!s. Su
activ1dad antibiótica BIl determina por medición de ls difusi6n de la vir­
giniamicina en un medio de agar sembrado con Micrococus luteus. La difu­
ai6n se manifiests por la forlllac1ón de zonas de inhibici6n de microorga­
nismo. El di6metro de dichas zonas !!le con8idera directamente proporcional
sI 10gar1 tmo de ls concentr....ci6n de antibi6tico para la gama de concen­
traciones utilizadas.

42.2. REACTIVOS

42.2.1. Microorganismo: "MicrococuB luteus" ATCe 9341 (NCTC S340,
NCIB 8553).

42.2.1.1. Mantenimiento de la cepa.- Sembrar el medio de
cultivo (42.2.2.1) en tubos inclinados, con Mi­
crococus luteus. Incubar durante 24 horas e
30 oC, conaerver en frigorlfico a unoa 4 oC y re­
novar la siembre cads 15 dlas.

42.2.1.2. Preparación de la suspensi6n bscteriana. Recoger
los g!rmenes de un tubo de agar (42.2.1.1) de
preparaci6n reciente, con syuda de 2 a 3 mI de
soluci6n de cloruro de sodio (42.2.2.3). Sembrar
con esta auspensión 250 mI del medio de cultivo
(42.2.2.1) en un frasco de Rowc: e incubar durante

42..3.2. Preparaci6n del extracto y de las soluciones.

42.3.2.1. Extracci6n.

42.3.2.1.1. Productos cuyo contenido en virginis­
micina no excede de 100 mg/kg.

Pesar una cantidad de muestra de 50
g. Añadir 200 m1 de ao1uci6n
(42.2.2.6), agitar durante 30 minutos
y dejar luego sedimentar o centri­
fugar, Recoger 20 ml de la soluci6n
sobrenadante y evsporar hasta 5 mI en
un evaporador rotativo a una tempera­
tura que no exceda de 40 oC. Dil!olver
el residuo con ayuda de ls mezcls
(42. 2.2.5) para obtener una concen­
traci6n supuellta de virginiamicin8 de
1 microgramo/ml (.. l'S)'

42.3.2.1.2. Productos cuyo contenido 1'1:1 virginia­
mlcina es superior a 100 mp;/kg.

Pesar una cantidad de muestra que no
exceda de 10,0 g y' que contenga de 1
a 50 mg de virginiamicina. Afl.adir 100

"
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En el bolet1n analítico debe mencionarse la obtenci6n de un resul­
tado procedente de tres niveles.

y de f6rmulas análogas para UL y UH. La utilizaci6n de esta alternativa
obliga a respetar los mismos criterios de paraleliamo,

6

5S
2

.. 2S
4

- 5S
6 --------

6

6

6

_~~!._:~2 .;. U4_~--=_~_= S2 - S4 =--~_)_x_~~~
U4 .. Ue .. 54 .. S8 - Ul - U2 - SI - S2

55 1 .. 2S2 - S4
----------------(a' }5L

(b' )5H =

(c) log A

Para 4 niveles:

Cuando las rectas se coneideren paralelas, n8Y q·ue calcular el lo­
garitmo de la actividael relativa (log A), mediante una de las f6rmulas
siguientes, según el número de niveles (46 3) utilizados para la valora­
ci6n del par81elismo.

Si 18s rect8s na son p8ralelas, pueden eliminarae U y S o U8 Y
58' Los valores SL, 5H, UL y UH Que permiten obtener las recJ,;all mks ajus_
tadas se calculan entonces con ayuda de las f6rmu18s siguientes:

mI de soluci6n (42.2.2.6), agitar du­
rante 30 minutos, y dejar sedimentar
luego o centrifugar. Diluir la solu­
eión sobrenadante con ayuda de la
mezcla (42.2.2.5) para obtener una
concentraci6n de virginiamicina. de 1
m1crogramo/ml ( .. \)8)'

42.3.2.2. Soluciones del extracto.- Preparar, 8 partir de
la soluci6n U Y por diluciones sucesivas (l ... 1)
con ayuda de ~a mezcla (42.2.2.5), las eoluciones
U4 (concentracHm supuesta = 0,5 microgramo/mlJ.
U

2
(concentraci6n supuesta = 0,25 microgramo/rn1)

y \)1 (concentraci6n supuesta", 0,125 m1crogramo/
ml),

42.3.3. Modalidades de la determinaci6n.

42.3.3.1. Inoculaci6n del medio de cultivo.- Sembrar a unos
50 oC el medio de base de la determinaci6n
(42.2.2.1) con la suspensi6n bacteriana
(42.2.1.2). Mediante ensayos preliminares sobre
placas con el medio (42.2.2.1), determinar la
cantidad de suspensi6n bacteriana Que permite ob­
tener para las diferentes concentraciones de vir­
giniamicina zonas inhibici6n lo mas amplias posi­
bles sin dejar de ser nltidas.

La diferencia entre loa resultados de dos determinaciones efectua­
das con ls miama muestra por el mismo analista no deben exceder de:

Expresar el resultado en miligramos de virginiamicina por kilogramo
de pienso,

2 rng/kg, en valor absoluto. para los contenidos de virginiamicina
inferiores a 10 mg/kg. :,~;.

actividad de 18 referencia

(Ul .;. U2 .;. U4 - SI - S2 - S4) x 0,401
(dl lag A --------------- 6

"4 • 54 - ", - "
(U

2
.;.

"4 .", - S2 - S4 - S8) x 0.401
(d' ) lag A =

", .S8 - U2 - '2

Para 3 nivelea:

Cuando las rectas no se consideren paralelas, se repetirá 18 deter­
minaci6n. Si tampoco ahor8 se logra el paralelismo, la determinación ae
considerará insatis1'actoria.

Activid8d del extr8cto de la muesta
correspondiente x A, e8 decir = S8 x A

5i la 8ctivid8d re18tiva no se encuentra en la gama de valores com­
prendid08 entre 0,5 y 2,0. ha de repetir8e la determinaci6n procediendo 8
10B ajustes apropiados de las concentraciones del extracto o, en su C890.
de las soluciones de referencia. Cuando esta actividad no pueda encua­
drarse en 18 gama de los valores exigidos, el result8do se conaiderará
aproximado y 8s1 se hará constar en el boletin de análisis.

Introducir en las cajas una cantidad del medio
(42.2.2.1), sembrado tal como se indica en
(42.3.3.1), que permita obtener una capa de unos
2 mm de grosor (60 mI para una caja de 200 mm de
diámetro). Dejar Bolidificar, excavar las cavida­
des y depositar en ·ellae volúmenes exactamente
medidos de las soluciones de referencia y del ex­
tracto (O,IO a 0,15 inl por cavidad según diáme­
tro) . Repetir por lo menos 4 veces cada concen­
traci6n, de 1'orma que cada determinaci6ncompren­
da la valoraci6n de 32 zonas de inhibici6n.

42.3.3.3. Incubaci6n.- Incubar las cajas durante diecise1s
a dieciocho horas a 30 ·C !. 2 "C.

42.3.3.2. Preparaci6n de las cajas.- La difusi6n en agar se
efectúa en cajas con las cuatro concentraciones
de la soluci6n de referencia (Se' S4' S2 y SI) Y
las cuatro concentraciones del extracto \U

FI
' U

4
'

U
2

y U
l

). Cads caja debe recibir necesariamente
laa cuatro concentraciones de referencia y del
extracto. A tal fin, hay Que elegir las dimensio­
nes de 111.8 cajlll!l de forma que se puedan excavar
en el medio de agar por lo menos 8 cavidades de
10 a 13 mm de dílunetro, cuyos centros no dieten
menos de 30 mm. Pueden emplearse como cajas pla­
caa de vidrio planas, coronadas por un anillo de
aluminio o de materia plástica de 200 mm de diá­
metro y 20 ll'III\ de altura.

42.4.~

Determinar el punto más apropiado del nivel más bsjo de la soluci6n
de referencia (5L) con ayuda de la 1'6nnula:

Si no hubiere ninguna interferencia, las rectas se consideran para­
lelas cuando (SH-5I:) y (UH-UL) no di1'ieren en más de un 10%,¡:le su medi8,

.•...

Se extrae la muestra a pH 2 mediante una mezcla de etanol, agua y
ácido clorhldrico y una soluci6n de sulfuro de sodio. El aulfuro de sodio
permite precipitar laa sales de cobre solubles Que pudieran obstaculizar
ls determinación. El extracto, !levado a pH 6,5 se concentra (en caSo ne­
ces8rio) y diluye. Su activid8d antibi6tica ae determina por medio de la
difusi6n de la baci tracina cinc en un medio ele agar, sembrado con Micro­
cocus luteus (flavus). La difusión se manifiesta mediante formación de

43. BACITftACINA --CINC

5 rng/kg, en valor absoluto, para los contenidos de 25 a SO mg/kg.

El método permite determinar la bacitracina - cinc en los piensos Y
premezclas. El limite in1'erior de la determinaci6n es de 5 rng/kg. l rng de
bacitracina cinc (calidad par8 piensos) equivale a 42 unidades intern8­
cionales (Ur).

(Por d.ifusi6n en a,garl

43.1. PRINCIPIO

Directiva de la Comisión de 20 de diciembre de 1983, que modifica
las Directivas 71/393, 72/199 Y 78/633, (84/4/CEE). Diario Ofici81 de laa,
Comunidades Europeas de 18 de enero de 1984, n g L 15/28, Anexo ¡I,

10 por 100 del resultado más alto. para los contenidos superiores a
50 rng/kg.

42.5. RUER!2fClAS

20 por 100 del resultado más alto, para los contenidos de 10 825
mg/kg.

7S
1

.;. 4S
2

.;. S4 - 2S
8

W

75e .;. 4S4 .;. S2 - 251------------5H =(8)

(a) 5L ..

Determinar del miamo modo los puntos más apropiados del extracto
para el nivel más bajo (UL) y el nivel más a~to (UH) sustituyendo SI' S2'
S4 y 58 en las 1'6rmulas anteriorea por Ul ' U2 ' U4 y US '

Consignar los valores SL y SH en la misma gráfica. Al unir los dos
puntos, se obtiene la recta m!s ajustada para la soluci6n de referencia.
Se sigue el mismo método para UL y UH. y ae obtiene ls recta més ajuat8da
par8 el extracto.

Medir el dilunetro de las zonas de inhibici6n con un error no aupe_
rior a 0,1 mm, Para cada concentración, registrar las medidas medias en
p8pel semi10g8r1tmieo, tr8aladando el 10gar1tmo de las concentraciones en
re18ción con los diámetros de las zonas de 1nhibici6n. Trazar las rectas
más ajustada'" par8 la solueión de referencia y para el extr8cto, por
ejemplo, mediante el procedimiento siguiente:

Determinar el punto más apropiado del nivel más alto de la soluci6n
de referencia (5H) con ayuda de la fórmula:
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zonas de inhibici6n del microorganismo. El diámetro de dicha6 zonas se
considera proporcional directamente al logaritmo de la concentraCJ.6n de
antibiótico para la gama de concentraciones utilizadas.

.43.2. RltAC'I'IVOS

43.2.1. Microorganismo: M.icrococcus luteus (flavus) ATCe 10240.

43.2.1.1. Mantenimiento de la cepa.- Sembrar el medio de
cultivo (43.2.2.1) en tubos inclinados, con Mi­
crococcus 1uteu$ (flsvus). Incubar durante 24 ho­
ras a 30 oC, conServar en frigorifico a unos 4 oC
y renovar la siembra cada 15 días.

43.3. PROCEDllUKNTO

43.3.1. SolUCiones de referencia.- Pesar una cantidad de sustanCia
de referencia (43.2.2.11) correspondiente a 1050 DI (según
la actividad indicada). Af'iadir 5 mI de ácido clorhídrico
0.1 JI! (43.2.2.7) Y deja. reposar 15 minutos. Aí\adir 30 mI
de agua, ajustar el pH a 4,5 con tampón fosfato (43.2.2.5)
(unos 4 mI), completar hasta 50 mI con agua y homogeneizar
(1 mI = 21 UI).

Preparar a partir de esta soluci6n y mediante diluciones
suce9ivas con ayuda de tampón fosfato pH 6,5 (43.2.2.5).
las soluciones siguientes'

,.

~.,.

43.2.2. Medios de cultivo y reactivos._

43.2.2.9. Solución de sulfuro de sodio 0,5 lo! aproximsdamen­
too

43.2.2.11. Sustaneia de referencia: bacitracina cinc de ac­
ti vi dad conocida (en DI).

r

"

".,
~;

,~,

~.

i,

;
"

-,

,.

.,
,..

.-
"
'¡:
"

~.,

r::
•..
('

;.

,,
,',.

UI/ml
UI/ml
UI/ml
UI/ml

0,42
0,21
0,105
0,0525

""""

Pesar una cantidad de mueatra de 10 g
(20,0 o para una concentración 8U_
puesta de bacitracina cine de 5
mg/kg). Af'Iadir 24,0 mI de mezcla
(43.2.2.4) y 1,0 mI de la soluci6n de
sulfuro de Ilodio (43.2.2.9); hOlllOge_
neizar durante 10 minutos. Afl.adir 25
mI de t8lllp6n fosfato (43.2.2.5). agi_
tar durante 15 minutos, y centrifu_
gar. Tomar 20 mI de la soluci6n so­
brenadante y ajustar el pH s 6,5 con
solución de hidr6xido de sodio
(43.2.2.8), utilizando un pH neutro o
la solución de pÚl1Jura de bromocrellol
(43.2.2.10) como indicador. Evaporar
hasta 4 mI aproximadamente en \,In eva_
porador rotativo a una temperatura
que no exceda de 35 oC. Diluir el re_
siduo con tamp6n foefato (43.2.2.5)
para obtener una concentración su­
puesta de bacitracina cinc de 0,42
UI/ml (= Ua).

Preparar, a partl-r de la solución U
a

y por dl-lu_
Clones suceSlvas (1 + 1) con tampón fosfato

Pesar una cantidad de muestra de 2,0
a 5,0 g, añadir 29,0 mI de la mezcla
(43.2.2.4) y 0,1 mI de la solución de
sulfuro de sodio (43.2.2.9); agitar
brevemente. Comprobar Que el pH es
aproximadarnente 2. Agitar durante 10
minutoa, añadir 30 mI de tamp6n fos_
fato [43.2.2.5), agitar durante 15
minutos y centrifugar. Tomar uns par_
te a1Icuota de la aolución eobrena_
dante y ajustar el pH s 6,5 con solu_
ción de hidróxido de sodio 1 M
(43.2.2.8) utilizando un pH-metro o
la solución de púrpura de bromocresol
como indicsdor (43.2.2.10).

Evaporar aproxillladamente la mitad del
volumen en un evaporador rotativo e
una temperatura que no exoeda d.
35 oC. Diluir con tampón foafata
(43.2.2.5) para obtener una concen_
traci6n Ilupuesta de bacitracina de
cinc de 0,42 UI/ml (.. Ue)'

43.3.2.1.3. Otros piensos.-

DiluIr con tampón fosfato (43.2.2.5)
para obtener una concentraci6n IIU_

puesta en bacitracina cinc de 0,42
UI/ml ( ..U

a
).

43.3.2.1.1. Premezclaa y cor~ctores minerales._

43.3.2.1. Extracción.

43.3.2.1.2. Concentrados prote1cos.- Pesar una
cantidad de muestra de 10,0 g. stladir
49,0 mI de mezcla (43.2.2.4) y 1,0 mI
de la solución de sulfuro de sodio
(43.2.2.9); agitar brevemente. Com_
probar que el pH ea aproximadamente
2. Agitar durante 10 minutos, stladir
50 mI de tamp6n fosfato (43.2.2.5),
agi tar durante 15 minutos y centrifu_
gar. Tomar una parte alícuota de la
solución sobrenadante y ajulltar el pH
a 6.5 con la solución de hidroxido de
bromocresol como indicador
(43.2.2.10).

43.3.2.2. Soluciones del extracto.

43.3.2. Preparación del extracto.

22,15 g
27,e5 g
1000 IR!

clohldrico

6,0 g
4,0 g
3,0 g
1,5 g
1,0 g

10,0 a 20,0 g
1000 mI

10,0 g
3,0 g
1,5 &
1,0 g

10,0 a 20,0 g, .,
1000 mI

Peptona de carne
Triptona
Extracto de levadura
Extracto de carne
Glucoaa
Ag~

Agua
pH 6,5 a 6,6 (tras esterilización)

Triptona
Extracto de levadura
Extracto de carne
Glucosa
Ag~

Tween 80
Agua
pH 6,5 (tras eaterilización)

43.2.2.1. Medio de mantenimiento de la cepa.

43.2.2.2. Medio de base de la determinación.

Hidr6geno f08fato de potasio K
2

tfPO
Oihidr6geno fosfato de pota¡:lio KH2~04
Agua hasta

43.2.2.4. Mezcla de metanol/agua/lcido
(43.2.2.6): eO/17,5/2,5 (v/v/v).

43.2.2.7. Acido cloh!drico, 0,1 M.

43.2.2.8. Soluci6n de hidróxido de sodio 1 M.

43.2.2.5. Tampón fosfato pH 6,5

43.2.2.6. Acido clohídrico, d.. 1,la - 1,19

43.2.2.3. Solución al 0,8% p/v de cloruro de 50dio: di80l­
ver a g d~ cloruro de 80dio en agu.a, diluir a
1000 mI y sterilizar.

Puede utilizarae cualquier medio de cultivo co­
mercial de composición análoga, que dé los mismos
resultados.

43.2.1.2. Preparaci6n de la suspensHin bacteriana.- Recoger
los gérmenes de un tubo de agar (43.2.1.1) de
preparaci6n reciente con la ayuda de 2 a 3 mI de
la solución de cloruro de sodio (43.2.2.3). Sem­
brar con elSta l!Iuspensión 250 mI del medio de cul_
tivo (43.2.2.1) en un frasco de Roux e incubar
durante dieciocho a veinte horas a 30 oC. Recoger
los gérmenes en 25 mI de solución de cloruro de
sodio (43.2.2.3) y homogeneizar.

Puede utilizarse cualquier medio de cultivo co­
mercial de composición análoga, que dé loa mislllos
resul tados.

43.2.2,10. Soluci6n de púrpura de bromocreaol al· 0,04% (p/v)
Disolver 0,1 g de púrpura de bromocresol en 18,5
mI de solueión 0,01 M de hidróxido de sodio. Com_
pletar haste 250 mI con agua y homogeneizar.

Diluir la suspensión al 1/10 con ayuda de la so­
lución de cloruro de sodio (43.2.2.3). La trans­
misión luminosa de la solución, medida a 650 nm
bajo un espesor de 1 cm por comparación con la
solución de cloruro de sodio (43.2.2.3), debe ser
alrededor del 75%. Esta suspensión puede conser­
varse una semana a unoa 4 oC. Pueden utilizarse
otros métodos siempre que est~ demostrado que
producen l!Iuspensiones bacterianas análogas.
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(43.2.2.5) las soluciones U4 (concentraci6n su­
'puesta. '" 0,21 UI/ml), U2 (concentración supuesta
.. 0,105 UI/ml) y U

1
(concentración supuesta '"

0,0525 UI/ml).

y de f6rmulas anlHogas para UL
obliga a respectar los mismos
ans11tico deb1'! mencionarse la
tres niveles.

Y UH. La
cri ter-ios
obtenci6n

BOE núm. 128

utilizaci6n de esta alternativa
de paralelismo. En el boletin
de un resul tsdo procedente de

r';..
t
l',
",.

43.3.3. Modalidades de determinaci6n.-

43.3.3.1. Incoculaci6n del medio de cultivo.-

Cuando las r-ectas se consideren paralelas, hay que calcular el lo­
garitmo de la actividad r-elativa (log A) mediante una de las f6rmulas si­
guientes, según el númer-o de niveles (46 3) utilizados para la valora­
ci6n del par-alelismo.

Sembrar a unos 50 ·C el medio de base de la de­
terminación (43.2.2.2) con la suspensión bacte­
riana (43.2.1.2). Mediante ensayos preliminarea
en placas con el medio (43.2.2.2). determinar la
cantidad de suspensión bacteriana que permite ob­
tener para las diferentes concentraciones de ba­
ci tractns cinc zonas de inhibición lo más amplias
posibles sin dejar de ser nítidas.

43.3.3.2. Preparación de las cajas.-

Para 4 niveles:

Para 3 niveles:

(d) log A

:;,,
"

Actividad del extracto de la muestra = actividad de la referencia
correspondiente x A, ea decir U

e
~ Se x A

Si la actividad relativa no se encuentra en la gams de vslores com­
prendidos entre 0,5 y 2,0, hs de r-epetirse la determinaci6n procediendo a
los ajustes apropiados de las concentraciones del extracto o, en su caso,
de las soluciones de referencis. Cuando esta actividad no pueda encua­
drarse en la gama de los valores exigidoa, el resultado se considerará
aproximado y asi se hará constar en el boletin de análisis.

La difusión en agar se efectúa en cajas con las
cuatro concentracionea de las aoluci6n de refe­
rencia (S, S4' S2 y SI) Y las custro concentra­
ciones de~ extracto (Ue , U

4
, U

2
y Ul)' Csda csja

debe recibir necesari8/llente las cuatro concentra­
ciones de referencia y del extracto. A tal fin
hay que elegir la dimensi6n de las cajas de tal
forma que se puedan excabar en el medio de agar
por lo menos 6 cavidades de 10 a 13 mm de diéme­
tro, cuyos centros no disten menos de 30 mm. Pue­
den emplearse como cajas, placas de vidrio pla­
nas, coronadas por un anillo de aluminio o de .ma­
teria plástica de 200 mm de diámetro y 20 mm de
al tura.

(d') log A =

U
4

+S
4

-U
l

-S
1

(U2 + U4 + Ue - S2 - S4 - Sa) x 0,401
-----------------------

Introducir en las cajas una cantidad del medio
(43.2.2.2), sembrado tal como ae indica en
43.3.3.1, que permita obtener una capa de unos 2
mm de grosor (60 mI pars una caja de 200 mm de
diémetro). Dejar solidificar, excavar las cavida­
dea, y depositar en ellas volúmenes exactamente
medidos de las soluciones de referencia y del ex­
tracto (0,10 a 0,15 mI por cavidad, según el diá­
metro). Repetir por l~ menos cuatro veces cada
concentraci6n, de forma que cada determinaci6n
sea la eva1uaci6n de 32 zonas de inhibici6n.

43.3.3.3. Incubaci6n.-

Cuando las rectas no se consideren paralelas, ae repetirá la deter­
minsci6n. Si tampoco ahora s1'! lograse el paralelismo, la determinaci6n se
considerará insatisfactoria.

Expresar el resultado en miligramoa de bacitracina cinc por kilo­
gramo de pienso.

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones efectua­
das con la misma muestra por el miamo analista no deben exceder de:

2 mg/kg, en valor absoluto, para los contenidos de bacitracina cinc in­
feriorea a 10 mg/kg.

Incubar las cajas durante diecise1e a dieciocho
horaa a 30 oC 1: 2 oC.

- 20l del resultado mAs alto, para los contenidos de 10 a 25 mg/kg.

5 mg/kg, en valor absoluto, para los contenidos de 25 8 50 mg/kg.

43.4.~ - 10% del resultado mAe alto, para los contenidos superiores a 50 mg/kg.

Medir el di!.rnetro de las :tonse de inhibici6n con un error no supe­
rior a 0,1 mm. Para cade concentraci6n, registrar las medidas medias en
papal aamilogar1tmico, trasladando el logaritmo de las concentraciones en

relación con los diámetros de las :tonas de inhibici6n. 'I'ra:tar laa rectas
más ajustadas para la soluci6n de referencia y para el extracto, por
ejemplo, mediante el procedimiento siguiente:

43.5. REFEREltCIAS

Directiva de la Comisi6n de 20 de diciembre de 1ge3, modificando
las Dir-ectivas 71/393, 72/199 Y 78/633, (Directiva 84/4/CEE). DiariO Ofi­
cial de las Comunidades Europeas de 18 de enero de 1984, ni L 15/28, Ane­
xo nI.

..
~:'.
,.'

(a) SL ..

Oetenninar el punto más apropiado del nivel más bajo de la soluci6n
de referencia (SL) con ayuda de la f6l"111ula:

7S
1

+ 4S
2

+ S4 - 2S
8 44. FLAVOFOStOLlPOL

10
(por di1'UsUin en aaar)

Determinar el punto m6.s apropiado del nivel más alto de la soluci6n
de referencia (SH) con ayuda de la f6rmula:

Si no hubiere ninguna interferencia, las rectas serian paralel8,s.
En la prActica ee conaiderlin paralelas cuando (SH-SLJ y (UH-UL) no difie­
ren más de un 10% de su media.

44.2.1.1. Mantenimiento de la cepa.- Sembrar el medio de
cultivo (44.2.2.1) en tubos inclinadoa, con Sta_
phylococcus aureus. Incubar durante 24 horas a
37 oC, conservar en refrigerador a 4 oC aproxima­
damente, y renovar la siembra cada mes.

44.1. PRDfCIPIO

Tomar dos tubos que contengan el cultivomadre
(4.2.2.1) y renovar la siembra cada semana. Incu-

El método permite dosificar el flavofosfolipol en los piensos, los
concentrados y las pr-emezclas. El limite inferior de dosificaci6n es de
1 m¡:/kg.

Se somete ls muestra a extracci6n por metanol diluido, mediante ca­
lentamiento a reflujo. El extracto ae centrifuga, se purifics, si es ne­
cesario, en resinas intercambiadoras de iones, y se diluye. Se determina
ls actividad antibi6tica por medida de la difusi6n del f1avofosfol1pol en
un medio de agar, sembrado con Staphylococcus aureus. La difusi6n Be pone
de manifiesto por la formaci6n de zonas de inhibici6n de microorganiBmo.
El diámetro de dichas zonas se considera directamente proporcional al 10­
garibno de las concentraciones utilizadas.

44.2. REACTIVOS

44.2.1. Micr-oorganismo: Staphylococcua aureus A'I'CC 6538 P.

44.2.1.2. Preparaci6n de la suspensi6n bacteriana.-

6

5S8 + 2S4 - S2
--------

7S
e

+ 4S4 + S2 - 2Sl

10
(b) SH

5S4 + 2S2 - SI---- 6

6

5S1 + 2S2 - S4
-----_____ 6

6

(b' )SH '"

(a' )SL =

Determinar del mismo modo los puntos más apropllildos del extracto
para el nivel más bajo (UL) y el nivel más alto (UH) sustituyendo S1' S2'
S4 y Se en las f6rmulas anteriores por U

1
, U

2
, U4 Y U

8
•

Consignar los valores SL y SH en ls misma gráfica. Al unir los dos
puntos, se obtiene 18, recta mis ajustada para la soluci6n de referencia.
Si se sigue el mismo IIIétodo para UL y UH ae obtiene la recta más ajustada
para el extrscto. .

Si las rectae no 80n paralelas, pueden eliminarse U y S o U Y
Se' Los vslorea SL, SH, UL Y UH que permiten obtener rectJ-s máslaju8~a_
das, se calculan entonces con ayuda de las f6rmulas siguientes:
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44.2.2.1. Medio de mantenimiento de la cepa.

44.2.2. Medios de cultivo y reactivos.

bar 24 horas a 37 GC y conservar en refrigerador
s <1 oC aproximadamente.

24 horas antes de la dosificación, sembrar me­
diante dichos cultivos, de dos a cuatro tubos in­
clinados que contengan medio de cultivo
(44.2.2.1).

"

¡-;
;

.,
~

,.

microgramo/ml
microgramo/ml
microgramo/ml
microgramo/ml

O,,
0,1
0,05
0,025

S8
S,
S,
S,

Preparar a partir de diCha soluci6n, y por diluciones suce­
sivas, mediante metanol al 5Q'¡ (44.2.2.5) las soluciones
siguientes:

44.4.1. Soluciones patrón. Disolver una cantidad exactamente pesada
de sustancia patrón (44.2.2.14) en metanol al 50%
(44.2.2.5) Y diluir para obtener uns soluci6n madre de 1'10­
vofosfolipol de 100 microgramos/ml. Conservada en frasco
tapado, a 4 De, dicha soluo::i6n es estable durante dos me­
ses.

44.3.4. Refrigerante de reflujo, de esmerilado normalizado.

44.3.3. Erlenmeyer de 250 mI, de esmerilado normalizado.

44.4.2.1. Extracci6n.

44.3.1. Tl,Ibo para cromato~raf1a, de vidrio, di!metro interior: 9
mm, longitud 150 a 200 mm, provisto de llave en el estre­
cha/lliento inferior y de esmerilado normalizado. (para empal­
me del embudo) en la parte superJ.or.

44.3.2. Embudo con dep6sito de 250 mI, con llave esmerilada, norma­
lizado.

44.4.2. Preparaci6n ciel extracto.

44.4. PROCkDDlIDTO

"".3. MATElUAL Y APARATOS

6,0 g
4,0 g
3,0 g
1,5 ¡¡
1,0 g

15,0 g
1000 mI

esterilización

Peptona de carne
~riptona

Extracto de levadura
Extracto de carne
Glucosa
Agar
Agua
pH ~ 6,5 después de la

Incubar de 16 11 18 horas a 37 oC. Poner 1ueao los
gérmenes en suspensión en la solución de cloruro
de sodio {44.2.2.3}. I..a transmisión luminosa de
la suspensi6n, medida a 578 nm bajo un espesor de
1 cm, por comparación con la solución de cloruro
de sodio, deberé ser de 40% aproximadamente. Se
podrán utilizar otr<:>B métodos si demuestran que
producen una suspensión bacterians aniloga.

Se podré. utilizar cualquier medio de cultivo co­
mercial de composición análoga y Que dI!; los mis­
mos resultados, por ejemplo Oxoid Antibiotic Me­
dium (CM 32.7) agregado a agar Oxoid ni 3 (L 13).

44.2.2.2. Medio de base de la doeificación.
44.4.2.1.1. Concentracioa, premezclas y correcto­

res minerales.

'-~

44.2.2.2.2.. Capa a l!Iembrar.- Medir (4.2.2.1) con
2 g de emulsión antiespumante de ei­
licona. Por ejemplo SE 2 de Wacker
Chemie Gmon, MUnich.

Se podr! utilizar cualquier medio de
cul tivo comercial de composici6n an!­
10&11. -y que dI!; los miamos resultados,
por ejemplo Oxoid Antibiotic Mediwn
2(CM 335) agregado a agar Oxoid ni 3
(L 13).

44.2.2.2.1. Capa inferior.

Peptona de carne
Extracto de levadura
Extracto de carne
Ag~

Agua
pM .. 6,5 después de la

6,0 g
3,0 g
1,5 g

10,0 g
1000 mI

esterilización

Pesar une cantidad de mueetra de 2 a
5 g Y aBadir unos 150 mg de ácido aa_
c6rbico (44.2.2.13). Mezclar con ISO
mI de metanol al 50% (44.2.2.5) en un
erlenmeyer (44.2.3.3) y ajustar el pH
a 8,1-8,2 mediante unos 400 mg de
tris (hidroximetil) aminometano
(44.2_2.7). Controlar el pH mediante
papel indicador (44.2.2.12). Dejar
macerar 15 minutos, ajustar de nuevo
el pH a 8,1-8,2, mediante tris (hi­
droximetil) aminometano (44.2.2.7), y
1 uego hervir durante 10 minutos con
refrigerante a reflujo (44.2.3.4),
agi tando constantemente. Dejar en­
friar, centrifugar y decantar el ex_
tracto.

44.4.2.1.2. Otros piensos.

44.2.2.3. SoluciOO al 0,4% (p/v) de cloruro de sodio:

Disolver en agua 4 g de cloruro de aodio p.a.,
diluir hasta 1000 mI y esterilizar.

44.2.2.4. Metanol puro.

44.2.2.5. Metanol al 50% (v/v). DilUir 500 mI de metanol
con 500 Id de agua.

44.2.2.6. Metanol al 80% 1v/v). Diluir 800 mI de metanol
(44.2..2.4) con 200 mI de agua

44.2.2.7. Tris (hidroximetil) sminometano p.a.

44.2.2.8. Solución metan61ica al 1,5% (p/v) de cloruro de
potasio. Disolver 1,5 g de cloruro de potasio
p.a. en 20 mI de agua, completar hal!lta 100 mI con
metanol (44.2.2.4.). .

44.2.2.9. Intercambiador de cstiones: Dowex 50 WX8, 20-25
mel!lh, forma Na (cat. Serva ni 41600) o equivalen-

".
44.2.2.10. Intercambiador de aniones: Dovex lX2, 50 100

mesh, forma Cl/cat. Serva ni 41010) o equivalen­
te. Antes de utilizarlo, mantener el prodl,lcto du­
rante 12 a 14 horae en metanol al 80% (44.2.2.6).

44.2.2.11. Lana de vidrio.

Pesar una cantidad de muestra de 5 a
30 g que contenga al menos 30 micro­
gramos de flavofosfolipol. Mezclar.
150 mI de metanol al 50% (44.2.2.5)
en un erlenmeyer (44.2.3.3) y ajustar
el pH a 8,1-8,2 con 400 mg aproxima­
da/llente de tris (hidroximetil) amino­
metano (4.2.2.7). Controlar el pH me­
diante papel indicador. Dejar macerar
15 minutos, ajuatar de nuevo el pH a
8,1-8,2 con tris (hidroximetil)
aminometeno y luego hervir durante 10
minutos con refrigerante de reflujo
(44.2.3.4) agitando constantemente.
Dejar enfriar, centrifugar y decantar
e 1 extracto.

44.4.2.2. Purit"1caci6n.

(ee podr! omitir dicha modalidad para los concen_
trados, las premezclas y los correctores mine,ra­
les) .

Mezclar 110 mI del extracto con 11 g de interclllll­
biador de cationes (44.2.2.9), hervir durante un
minuto con refrigerante a reflujo (44.2.3.4) agi­
tando constantemente. Separar el intercambiador
de cationes por centrifugaci6n o filtración. Me%­
cIar 100 mI del extracto con 150 mI de metanol
(44.2.2.4) y dejar reposar la soluci6n de 12 a 15
hora" a 4 DC. Eliminar la materis f'loculada por
filtraci6n en frIa.

•.,

44.2.2.12. Papel indicador de pH (pH 6,6, - 8,1)'.

44.2.2.13. Acido asc6rbico.

44.2.2.14. Sustancia patr6n. Flavofosfolipol de actividad
conocida.

Poner en el extremo inferior de un tubo
(44.2.3.1) un tap6n de lana de vidrio
(44.2.2.11), verter en el tubo 5 mI de intercam­
bisdor de aniones (44.2.2.10) y lavar la columna
con 100 mI de metanol al 80% (44.2.2.6). Luego
trasvasar a la columna a través del embudo



Oetel"lllinar el punto lIIás apropiado del nivel más bajo de la BoluciÓn
patrón (SL} mediante la f6""ula:

Detenllinar el punto más apropiado del nivel mis elevado de la solu­
ci6n patr6n (SH) mediante la fó""ula:

Determinar del mismo modQ los puntos m's apropiados del extracto
para el nivel más bajo (UL} y el nivel más elevado (UH} sustituyendo SI'
52' 54 Y Se en las f6rmulas arriba mencionadas por U

l
, U

2
, U4 y U8 •

Represent8I' loa valo1"es SL y SH en el mismo g1"áfico. Uniendo loa
dos puntos, se obtendr' la recta más ajustada para la soluciÓn patrÓn.
Procediendo del mismo modo para UL y UH, se consegui1"á la recta mAa ajua_
tada para el extracto.
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(44.2.3.2) un volumen de filtrado de 100 mI que
ee supone contiene por lo menos 16 microgramos de
flavofosfol1pol (200 mI para una muestra de 30 g
de pienso a 1 ppin). Si fuere necesario, diluir el
fU tracia sntes de trallvsaarlo B la columna con
metanol al 80% (44.2.2.6) para obtener una pre­
aunta concentraci6n en flavofosfolipol de 16 mi­
crogramos en 100 mI. Regular el eS\ldal de salida
del líquido a 2 mI aproxil\l&damente por minuto.
Eliminar la totalidad del filtrado. Lavar luego
la columna con 50 mI de metanol al 80% (44.2:2.6)
y eliminar el filtrado.

Eluir el f'lavofosfolipol mediante la soluci6n me­
tan611ca de cloruro de potasIo (44.2.2.B) mante­
niendo el caudal de goteo aproximadamente de 2 mI
por minuto. Recoger 50 mI de la elución en un IIlS­
traz aforado, afladir 30 mI de qua y homogenei­
zar. Esta disoluciÓn debe tener un contenido en
flavofoafolipol de 0,2 microgramo/ml (.. U

8
}.

44.4.2.3. Soluciones del extracto.

(a) SL '"

(b) SH

7S1 + 4S2 + S4 - 25a
>O

75a + 4S4 .. 52 - 251

>O
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Si fue1"a necesario, (en particular en los casos
en que se hubie1"a omitido la purificaciÓn) diluir
el elltracto obtenido en (44.4.2.1.1) con metanol
al 50% (44.2.2.5) para obtener una supuesta con­
centración en flavofosfolipol de 0,2 microgra_
mo/ml (.. U

8
).

Preparar a partir de la solución U
8

por dilucio­
nes sucesivas (1 + 1) mediante Il'letanol al 5(ll1i
(44.2.2.5) las aoluciones U

4
{concentración su­

puesta .. 0,1 microgramo/ml}, U
2

(concentración
supuesta = O,05.microgramo/ml) y U (concentra­
ción supuesta., 0,025 micragramo/ml r.

44.4.3. Modalidades de la dosificación.

En ausencia de cualquier interferencia, las rectas deberían ser pa_
ralelaa. En la pr'ctica, se las considerará como si fueran paralelas
c\lando (SH-SL) y (UH-UL) no difieran en m's del 10% de su media.

Si las rectas no fueran paralelas, ae podrán eliminar o bien U y
S o U

s
y S8' Loa valores SL, SH, UL y UH que permitan obtener las rectas

;J.s ajustadas se calcularán entonces mediante las :fórmulas siguientes:

(a' )SL ..
55 1 .. 2S2 - S4

6
5S2 + 2S4 - Se---------- --------

6 6

55, . 2S2 - 51 55, .25, - 52
(b' )SH ., --------- 6

6 6

Cuando ae consideren las rectas como paralelas, se calcular' el lo­
garitmo de la actividad relativa (lag A), mediante alguna de las f6n1lu1aa
siguientes:

y fónlIulas am\logas para UL y UH. La utilizaciÓn de dicha alternativa de­
ber' igualmente ser objeto de una verificaci6n en cuanto al paralelismo
de las rectas indicado más arriba Se deberá mencionar en el boletin de
aruilisis la obtención de un resultado procedente de tres nivelea.

(U, • U
2 • U, - S, - 52 - S4) x 0,401

(O) lag. A •
U, • s, - Ul - SI

(U
2 • U, • U

8 - 52 -S4- Sa) x 0,401
(d' ) lag. A .

U, • S, - U
2 - S2

Actividad 1"eal . actividad supuesta x actividad relativa.

44.4.3.1. Inoculaci6n del medio de cultivo.

Sembrar a 50 ·C aproxima.damente el medio de baae
de la dosificaci6n (44.2.2.2.2) con la suspensi6n
bacteriana (44.2.1.2). Mediante enaayoll prelimi­
nares en capas con el medio (44.2.2.2.2) detenlli­
nar la cantidad de suspensi6n bacteriana que per­
mi ta obtener para las distintas concentraciones
en f'lavofosfolipol zonae de inhibici6n tan exten­
sas como sea posible y que permanezcan aún n1ti­
das (unos 30 mI por lit1"o).

44.4.3.2. PreparaciÓn de la cajaa.

La difusiÓn en agar se realiza en cajas con las
cuatro concentracionee de la eoluciÓn patr6n (S8'
S4' S:> y SI) Y lae cuatro concentracionee del ex­
tracto (U

S
' U

4
, U

2
y U

l
). Cada caja deber' reci­

bir neceeariamente laa cuatro concentracionee del
patrón y del extracto. A tal fin, escoger la di­
mensiÓn de las cajas de forma tal que ae puedan
ahuecar en el medio de agar al menoe S cavidades
de 10 a 13 llIIII de diMetro, cuyos centros no estfn
separados por menos de 30 mm. Se podr' utilizar
como cajas, placas de vidrio planas, cqronadae
por un anillo de aluminio o de materia pl'stica
de 200 lI'IIl de di/únetro y 20 llllII de altura.

Para 4 niveles:

(e) lag. A ..

P8I'a 3 niveles:

(U1 .. U2 .. U4 + U8 - SI - S2 - S4 - Se) x 0,602

U4 + U8 + S4 .. S8 - U1 - U2 - SI - 52

Introducir en las cajas una cantidad del medio
(44.2.2.2.1) que pel"lllita obtener una capa de 1,5
mm aproximadamente de espeao1" (45 mI para una ca­
ja de 200 mm de diMetro). Dejar l!Iolidificar y
afladir una cantidad del medio (44.2.2.2.2), Bem­
b1"ado como ae indica en el punto 44.3.3.1, que
pel"lllita obtener una capa de 1 mm de espesor (30
mI para una caja de 200 IIUII de diMetro). Dejar
solidificar, ahuecar las cavidades y depositar en
las miamas los volúmenes exactamente medidoe de
las soluciones patr6n y del extracto (0,10 a 0,15
mI por cavidad, Ilegún di6lnetro).

Hace al menos cuatro repeticiones de cada concen­
traci6n, de modo que csda detenllinaci6n sea ob­
jeto de una evaluaci6n de 32 zonas de inhibici6n.

43.4.3.3. IncuhaciÓn.-

Incubar las cajas de 16 a lS horas a 28 - 30 ·C.

44.5~

Medir el diÚletro de las zonas de inhibición con una aproximaciÓn
de 0,1 1I'IIl. Para csda concentraciÓn, regietrar laa medidas en papel semi­
logar!'bnico anotando el logaritmo de las concentracione.. :f1"ep,te a los
di/únetros de las zonas de inhibici6n. Trszar las rectas mejor ajustadas
para la 1l01uci6n pat1"6n y para el extracto procediendo. por ejemplo, de
la lBiguiente manera:

Cuando las rectas no se consideren como no paralelas, repetir la
determinaci6n. Si la misma continuara sin permitir alcanzar el paralelis­
mo, calcular el logaritmo de la actividad relativa (log. A) mediante la
fórmula (c). Sin embargo se deberá conside1"8I' el resultado obtenido como
aproximado y será precedente menciona1"lo en el bolet1n de 8.O'lisis.

La diferencia entre los 1"esultadoa de dos determinacionea realiza­
das en la misma muestra por el mismo analista no debera sob1"epasar:

- 0,5 rng/kg, en valor absol\lto, para los contenidos en flavofosfolipol de
1 a 2 mg/kg.

- 25% del resultado mia elevado para los contenidos superiores a 2 rng/kg
y hasta 10 mg/kg.

20% del resultado m'a elevsdo, para los contenidoa superiores a 10
mg/kg y hasta 25 rng/kg.

- 5 rng/kg, en valor absoluto, para los contenidoa superiores a 25 rng/kg y
hasta 50 rng/kg.

- 10% del resultado mis elevadoo, para loa contenidos superiores a 50
rng/kg.

44.6. REFERE:NCIAS

Octava Directivs de la Comisi6n, de 15 de junio de 1975
(78/633/CEE). Diario Oficial de las Comunidades Europeaa Nt L 206, de 29
de j\llio de 197a, pago 43, pago 5 a 9 del Anexo.

U'
.. ~'
.~
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45.~

(por dU'ua16n én agar)

45.1. PRINCIPIO

El método permite detenninar la t110sina en 108 piensos, los con­
centrados y en las premezclas. El límite inferior de la determinaci6n es
de 2 rng/kg.

Le. muestra se trata mediante solución tamp6n rasfato de pH 8, pre­
viamente llevada a 80 oC, y se somete ti continci6n a extracción por meta­
nol. Previa centrifugación, el extracto se dlluye y su actividad anti­
biótica se determina por la medida de la difusión de la tiloaina en me­
dio de agar sembrado con Sarcina lutea. La difusión queda indicada por la
formación de zonas de inhibición en presencia del microorganismo. El dUi­
metro de dichas zonas es directamente proporcional al logar! tOlO de la
concentración del antibiótico.

45.2. P.v.CTIVOS

45.2.1. Microorganismo: Sarcins lutes ATCC nll 9341.

45.2.1.1. Mantenimiento de ls cepa.-

45.2.2.7. Me=:cla de tamp6n fosf"ato (45.2.2.2)/metanol puro
(60/40 v/v).

45.2.2.8. Sustancia de referencia: T110sina conocida.

45.3. PROCEDIKIDTO

45.3.1. Soluciones de referencia.-

Secar la soluci6n de referencia (45.2.2.61 durante 3 horas
a 60 ·C en una estufa de vac!o (5 nvn de mercurio). Pasar 10
a 50 mg a un matraz aforado, disolverlos en 5 mI de metanol
(45.2.2.5) y diluir la soluci6n mediante el tamp6n fosfato
pH 7 (45.2.2.3) para obtener una concentraci6n en tilosina
base de 1.000 microgramos/mL

A partir de dicha soluci6n-madre, preparar diluyendo me­
diante' la mezcla (45.2.2.7) una soluci6n de trabajo de re­
ferencia que contenga 2 microgramos de tilosina base por
.1.

Preparar a continuaci6n por dilucionea sucesivas (1 .. 1)
con ayuda de la mezcla (45.2.2.7), las concentraciones si­
guientes:

Sembrar Sareina lutea en tubo de agar inclinado
con el medio de cultivo (45.2.2.1) ajustado a pH
7,0. Incubar durante una noche a 35 ·C aproxima­
damente. Conservar el cultivo:) en refrigerador y
resembrar todos los meses sobre agar inclinado.

"S,
S,

45.3.2. Extracci6n.

microgramo/ml
0,5 microgramo/ml
0,25 microgramo/mI

"o

"-,t::

45.2.1.2. Preparaci6n de la suspensi6n de gérmenes.-

Recoger los gérmenes de un tubo de a¡¡;ar inclinado
(45.2.1.1) de reciente preparaci6n, con 2 s 3 mI
de su.ero fisiológico (45.2.2.4). Sembrar con di­
cha suspensi6n un frasco de Roux que contenga 250
mI del medio de cultivo (45.2.2.1), ajustado a pH
7,0. Incubar durante 24 horss a ~5 ·C, recoger
los gérmenes con 25 mI de suero fisio16gico
(45.2.2.4). Homogeneizar y diluir dicha auspen­
si6n para obtener una tranamiSi6n luminoaa del
75% aproximadamente a 650 run.

Conservada en refrigerador, dicha suspl"nsi6n es
utilizable durante una semAr\a.

Mediante unos ensayos preliminares sobre placas
con el medio de base de la determinaci6n
(45 . .2.2.1), determinar la cantidad de inóculo que
permi ta obtener, para las diferentes concent.ra­
ciones de tilosina empleadas, zonas de inhibici6n
tan extensas como sea pO!lible que además estén
n!tidas. La inoculación del medio de cultivo se
hace a 48-50 oC.

45.2.2. Medios de cultivo y reactivos.

45.2.2.1. Medio de base para la determinaci6n.

Tomar para 108 productos muy concentrados en tilosina una
porci6n de muestra de 10 g; para lss premezclas y piensos
una porción de muestra de 20 g. Ail.adir 60 mI de t8Jllp6n f08­
fato pH 8 (45.2.2.2), previamente calentado a 80 oC, y ho­
mogeneizar durante 2 minutos (electrodomésticos Ultra-tu­
rrax etc.)

Dejar reposar durante 10 minutos, afladir 40 mI de metanol
(45.2.2.5) y homogeneizar durante 5 minutos. Centrifugar,
tomar uns parte al!cuota de extracto y diluIr mediante la
soluci6n (45.2.2.7) para obtener una concentraci6n supues­
ta en tilosina de 2 m~crogramoe/ml (,. Ua ). Preparar a con­
tinuación lafl concentracionel!l U4 ". U2 y U'L por diluciones
flucesivas (1 .. 1l con ayuda de la soluci6n {45.2.2.7).

Para loe contenidos inferiores a 10 mg/kg evaporar el ex­
tracto en seco en un evaporador rotativo s 35 oC y reco&er
el residuo mediante metanol al 40% (45.2.2.6).

45.3.3. Modalidades de la determinación.

45.3.3.1. Siembr8 del medio de cultivo.-

Sembrar a 4a - 50 ·C el Illedio de base de la de­
terminaci6n (45.2.2.ll, ajUstado a pH a, con la
suspensi6n de gérmenes (45.2.1.2).

45.3.3.2. Preparaci6n de las cajas.-

Cualquier medio de cultivo c01llercial de composi­
ci6n an610ga y que dé 105 miamos reaul tad08, pue­
de ser empleado.

Ajustar en el momento de empleo a pH 7,0 para el
mantenimiento de la cepa y la preparaci6n de la
suspensión de gérmenes y a pH 2, O para la deter­
minaci6n.

, .

Glucosa
PeptoOla trI~sica

Extracto de carne
Extracto de levadura
Agar según calidad
Agua destilada h_ta

45.2.2.2. Tamp6n foafato pH 8.

Dihicr6geno fosfato de potasio
KH?P04 p.a.
Hiar6geno fosf"ato de potasio
K2H?04 p.a.
Agua deatilade hasta

45.2.2.3. T!UIlp6n f"osfato pH 7.

Dihidr6geno fosfato de potasio
KH

2
P0

4
p.a.

Hidr6geno foaf"ato de potas¡o
K2HPO p.a.
Agua aestilada haata

45.2.2.4. Suero Hsio16gico eatériL

45.2.2.5. Metanol puro.

45.2.2.6. Metanol al 10% (v/v).

1,0 g
10,0 g­
1,5 &
3,0 g

10,0 a 20,0 &
1000 mI

0,523 g

16,730 g
1000 mI

5,5 g

13,6 g
1000 mI

La difusión sobre agar 8e efectúa en unas cajas
con las 4 concentraciones de la soluci6n de refe­
rencia (SS' SA' S2 y Sl) y las 4 concentraciones
del extracto (Va' V, lJ Y VI)' Cada caja deberé
recibir nece!larJ.amen1:e fas 4 concentraciones de
referencia y del extracto.

A tal fin, escoger lss dimensiones de las cajas
de tal forma que se puedan practicar en el lIIedio
de sgar al menos a cavidades de 10 s 13 lIIIlI de
dimetro. Calculsr la cantidad del medio de cul­
tivo sembrado (45.3.3.1) Que habrá de emplearae
de modo que se prueda obtener un recubrimiento
uniforme de 2 mm aproximadamente de e8pe80r. Es
preferible emplear como csjas, placas de vidrio
planas, provistas de un anillo de aluminio o de
material plástico perfectamente plano de 200 mm
de diámetro y 20 mm de altura.

Introducir en las cavidades mediante pipeta can­
tidades exactamente medidas de solución de anti­
bi6tico comprendidas entre 0,10 y 0,15- mI, según
diámetro.

Para cada mues'tra, hacer al menos 4 repeticiones
de difusi6n con cada concentraci6n, de forme que
cada determinación sea objeto de una evaluaci6n
de 32 zon88 de inhibici6n.

45.3.3.3. Incubaci6n._

Incuber las cajas durante une noche a 351. 37 oC.

4S.4.~

Medir el diámetro de la8 zonas de inhibici6n, preferentemente por
proyecci6n. Representar las medidas aobre p~el semilogarItmico, llevando

.,
j;~;

'..'....
"
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46.2.7. Tampón fosfato-hidrogenocarbonato, pH 8,0.

46.2.8. Mezcla de metanol y de tamp6n f'osfato-bicarbonato (46.2.7).
50/50 (v/v).

el logar1Uno de las concentraciones con relaci6n a los diámetros de las
zonas de inhibición. Trazar las rectas de soluci6n de referencia y del
extracto. En ausencia de interferencias. las dos rectas deberAn ser para_
lelas.

El logaritmo de la actividad relativa está calculado por la si­
guiente f6nnula:

(U1 + U2 + U4 + Da - SI - 52 - 54 - Ss) x 0,602

(U4 + U8 + 54 + Se - U1 - U2 - SI - 52)

Hidr6genofosfato de pota8io
K HP0

4
DthidrógenOf'os:fato de potasio
KH

2
P0

4
Hidrógeno carbontato de sodio
NaHCO
Agua ~asta

16,7 g

0,5 g

20,0 g
1000 mI

.'

Actividad real., actividad supuesta x actividad relativa.

La diferencia entre los reeultados de dos determinaciones paralelas
efectuadas sobre la misma muestra, no debe sobrepasar el 10%. en valor
relativo.

46.2.9. Suatancis patrón. Espiramicina de actividad conocida (UI).

46.2.10. SolucHin patrón. Di80lver una cantidad exactamente pesada
de la sustanCia patrón (46.2.9) en la mezcla (46.2.S) y di­
luir con la misma mezcla para obtener una soluci6n madre de
1000 VI de espiram~cina/ml.

¿.

.,
f

45.5. RD'ERDCIAS

Tercera
(72/199fCEE) .
29 de mayo de

Oirectiva de
Diario Oficial

1972.

ls Comisi6n de 27 de abl"il de 1972,
de las Comunidades Europeas ni L 123/6, de

Conservada en frasco con tapón esmerilado a 4 oC, esta so­
lución es estable durante 5 días.

Preparar a partir de esta solución y por diluciones suce­
sivas con ayuda de la mezcla (4ó.2.8) las soluciones si­
guientes:

46. ESPIRAIlICIKA

S6
S.
S,
S,

1
0,5
0,25
0,125

VI/mI
UI/ml
VI/mI
Ul/ml l

<46 .1. PRIJfCIPIO

El mfitodo permite detenninar la espiramicina en piensos y premez­
clas. El limite inferior de detección es de 1 ppm (1 Ill& de espiramicina
equivale a 3200 unidades internacionales). La muestra se somete a extrac­
ci6n con una mezcla de metanol y de tamp6n fosf'ato-hidrogenocarbonato a
pH 8. El extraeto se decanta o centrifuga, y despufis se diluye. La ac­
tividad antibi6tica del extracto se determina midiendo la difuaión de la
espiramicina en un medio de agar, llembrado con Micrococus luteus. La
difusión se manifiesta por la formación de zonas de inhibici6n del mi­
croorganismo. El di!metro de dichas zonas se considera directamente pro­
porcional al logari'bno de la concentl"aci6n de antibi6tico para la gama de
concentraciones utili:l:adas.

046.2. REAcrIYOS

46.2.1. Microorganismo: "Micrococus luteue" ATCC 9341 (NCTC 8340,
NCIB 8553).

o46.S. PROCEDIMIEtn'O

46.S.1. Extracción. Pesar uns cantidad de muestra de 20,0 .i para
los piensos y de 1,0 a 20,0 g para las premezclaa. Aftadir
100 mI de me:l:cla (46.2.S), y agitar durante SO minutos.

Cegtrifugar o decantar, diluir despufis la soluci6n que flo­
ta en la superficie con ayuda de la mezcla (46.2.8) para
obtener una concentración supuesta en eapiramicina de
1 UI/ml (U

8
).

Para los contenidos en espiramicina inferiores a 2,5 ",&/kg
de pienso, efectuar la extracción COIll'O sigue. Pesar uns
cantidad de muestra de 20,0 g. Añadir 100 mI de mezcla
(46.2.S), ag1 tar durante SO minutos, centrifugar despu!s
durante unos minutos. Tomar 50 mI de la solución lIobrenll.­
dante y evaporar hasta 4 mI aproximadamente bajo presión
reducida en un rotavapor a una temperatura que no sobrepase
los 40 "C. Diluir el residuo con ayuda de la Ine:l:cla
(46.2.8), para obtener una concentración supuesta en espi­
ramicina 1 VI/mI (Vs ).

!.
~:

'.

46.2.5. Medio de cultivo de base de la determinaci6n (46.5.2).

46.2.4. Medios de cultivo de mantenimiento de la cepa (46.5.2).

46.2.2. Mantenimiento de la cepa.- Sembral" el medio de cultivo
(46.2.4) en tub08 inclinados, con MicrocoCU8 luteus. Incu­
bar durante 24 horas a 30 oC, conservar en refrigeredor a
4 oC aproximadamente y renovar la siembra cada 15 dias.

46.2.3. Preparación de la suspensi6n bacteriana (46.5.1l. Recoger
los g!rmenes en un tubo de agar (46.2.2) de reciente pl"epa­
raci6n, con ayuda de 2 a S mI de soluci6n de cloruro de so­
dio (46.2.6). Sembrar con esta suspensi6n 250 mI de medio
de cultivo (46.2.4) en un mstraz de Roux e incubar durante
18 a 20 horas a SO oC. Recoger los g!rmenes en 25 mI de so­
lución de cloruro de sodio (46.2.6) y homogeneizar. Diluir
la suspensi6n hasta 1/10 con ayuda de ls solución de cloru­
ro de 80dio (46.2.6). La tl"ansmisi6n lwninosa de la suspen­
sión, medida s 650 nm, bajo un espesol" de 1 cm por compara­
cHin con la soluci6n de cloruro de sodio {46.2.6}, deberá
ser de 75% aproximadamente. Esta suspensi6n puede conser­
varse una aemana a 4 oC aproximadamente. ",..

.~;

por diluciones suce­
(46.2.8), lss solu­
sean: v

4
(0,5 vI/mI)

Partiendo de la soluci6n U
R

, preparar
sivas (1 + 1), con ayuda ae la mezcla
ciones cuyas concentraciones supuestas
U

2
(0,25 UI/ml) y U

1
(0,125 VI/mI).

46.3.2. Inoculación del medio de cultivo. Sembrar a unos 50 oC
aproxima.dsmente el medio debaae de la determinaci6n
(45.2.5) con la suspensión bacteriana (46.2.S). Mediante
ensayos preliminares en placas con el medio (46.2.5), de­
terminar la cantidad de suspensi6n bacteriana que pennita
obtener para las diferentes concentl"llciones de espiramici­
nll, zonas de inhibición lo más extensas posibles y que es­
tén todavia limpias.

46.3.S. Preparaci6n de las placas. La difusión en agar ee efectús
en unas placas con cuatl"o concentraciones de la soluci6n
patrón (S, S, S2 y SI) Y las cuatro concentraciones del
extracto ~U8' d4 , U2 y VI}.' Cada placa debe recibir necesa­
riamente las cuatro concentraciones del patr6n y del ex­
tracto. A tal efecto, hay que elegir las dimensiones de las
placas de :forma que se puedan efectuar en el agar pOl" 10
menos ocho caVidades de 10 a lS mm de diámetro, cuyoa cen­
tros se hallen a una distancia de POl" lo menos SO non. Como
placas pueden utilizarse placas de vidrio planas, coronadas
por un anillo de aluminio o de materia plAstica de 200 mm

de diámetro y 20 mm de altura.

Introducir en las placas una cantidad del medio (46.2.5),
sembrsdo tal como se indica en (46.3.2), que permita obte­
ner una capa de 2 mm de espesor (60 mI para uns placa de
200 mm de diAmetro). Dejar solidificar, efectuar las ca­
vidades y deposi tal' volúmenes exactamente medidos de solu­
ciones del patr6n y del extracto {O,lO a 0,15 mI por cavi­
dad, según diámetro}. Realizar por 10 menos 4 repeticiones
de cada concentración, de modo que cada determinaci6n sea
objeto de una evaluaci6n de S2 zonas de inhibición. Incubar
las placas de 16 a 18 horas a 30 oC ~ 2 oC.

6,0 g
4,0 g
3,0 g
1,5 g
1,0 g

10,0 a 20,0 g
1000 mI

esterilizaci6n)

5,0 g
4,0 g
3,0 g

10,0 a 20,0 g
1000 mI

esterUizllci6n)

Triptona
Extracto de levadul"a
Extracto de carne
Ag~

Agua
pH 8,0 (despu~s .de la

Peptona de carne
Triptona
Extracto de levadura
Extracto de carne
Glucosa
A.~

Agua
pH 6,5 - 6,6 (despuba de la

46.2.6. Solución al 0,8% (p/v) de cloruro de sodio.
o46.4.~

Disolver en agus 8 g de cloruro de sodio, diluir en 1000 mI
y eeterilbar.

Medir el diámetro de las zonas de inhibición con una precisi6n de
0,1 mm. Para csda concentraci6n, registrar los valol"es medios en papel
semilogarítmico, llevando los logaritmos de las concentraciones sobre los
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46.5. OBSERVACIONES

46.5.1. Pueden utilizarse o"tros mé"todos, siempre que esté demostra­
do que producen I!luspensiones bac"terianas análogas.

46.5.2. P\lede utilizarse c\lalquier medio de cultivo comercial de
composici6n an'loga que dé los miamos resultados.

,",

'.'
46.6. REP'EREftCIA5

Directiva Comunitaria nR lO, 84/425, de 25 de julio 1984. Diario
Oficial de las Comunidades E\lropeas nR L 238/34 de 6 de septiembre de
1984.

(a} SL _

Determinar el punto mAs apropiado del nivel mAs alto de la solución
de patr6n (SH) con ayuda de la f6rmula:

Determinar el punto mAs apropiado del nivel mis bajo de la solución
de patrón (SL) con ayuda de la f6rmula;

diámetros de las zonas de inhibici6n. Tra:r;&r las rectlul mAs ajustadas pa­
ra'le soluci6n patr6n y para el extracto procediendo, por ejemplo, como
sigue:

(b) SH ..
10 47. ItOMENSIMA SODICA

Determinar de la misma lllaners los puntos mis apropiados del extrac­
to para el nivel mls bajo (UL) y el nivel mAs alto (UH) auatituyenao 8 1 ,
8

2
, 8

4
Y Be en las f6rmulas an'tes citadas por U/o 1.12 ' u4 y uS ' Siendo las

letras minusculas "8" y "u" los diámetros de la zonas de lnfiibic16n.,

Llevar los valores SL y SH a la misma grAfica. Uniendo los dos pun­
tos ae obtiene la recta mál! ajuatada para la solución patron. Procediendo
del mismo modo para UL y UH ae obtiene la recta más ajuatada para el ex­
tracto.

Si no hay interferencia, lall rectas ser'n paralelas. En la prácti­
ca, se laa considera paralelas cuando (SH-SL) y (UH-UL) no difieren en
más de un 10% de 8U medio.

Si las rectas no son paralelas, se pueden eliminar ya aE'a u l y el
o u y s. Los valorea SL, SH, UL y UH que penlliten obtener las rectas
másaajus~dlls se calculan entonces con ayuda de las fórmulas siguientes:

(.'todo por difUai6n sobre agar)

47.1. PRINCIPIO

El método permite determinar monensina s6dica en piensos y -premez­
clas. El lImite inferior de detecci6n es de 10 rng/kg (1 mg de monensina
s6dica equivale s 1000 U, "UK").

La muestra se ex"trae con me"tanol al 90%. Al extracto se le aplica
los tratamientos apropiados según el contenido de monensina s6dica de la
m\lestra. Su actividad anUbi6tica ae determina por medida de la difusi6n
de monem;ina s6dica en medio de agar sembrado con Bacillus subtilis. La
difusi6n se manifiesta por la formaci6n de zonas de inhibici6n de micro­
organismo. El dilimetro de eatas zonas se considera directamente propor­
cional al logaritmo de la concentraci6n en antibi6tico para la gama de
concentraciones utilizadas. La sensibilidad de este método se reduce en
preaencia de iones sodio.

~:':2~
5s

2
+ 284 - ea

(a' )SL .. 6
6 6

(b' )SH ..
5s

4
+ 2"2 .., al

6
5s

a
+ 2"4 - "2

6 6

47.2. ItAttRlAL Y APARATOS ~.
'.

47.2.1. Evaporador rotativo, con ma"traz de fondo redondo de 250 mI. '.0;

47.2.2. Columnas de vidrio para cromatograf1a, dilime"tro interior:
25 ~, longi"tud: 400 mm, con un diámetro de 2 llllII en el ex­
tremo inferior.

y f6rmulas an'logas parll UL y UH. La utilizaci6n de esta alternativa
obliga a que llean respstados los miamoe criterios de paralelismo. La ob­
tenci6n de un rasul tado procedente de tres niveles debe mencionarse en el
bolet!n de anilisis.

47.2.3. Columna de vidrio para cromatograf1a, di6metro interior: 11
mm, longi"tud: 300 lIlJIl aproximadamente, con un di6metro de 2
mm en el ex"tremo inferior.

Cuando lae rectae se consideran paralelas, calcular el logaritmo de
la actividad relativa Oog. A) lIIec1iante una de las f6rmulas que siguen,
según el número de nivl!les (4 6 3) utilizados para la evaluaci6n del pa­
ralelismo.

47.3. RUCtlVOS

47.3.1. MicroorganilSmo: Bacil1us B\lbtil1a ATCC 6633 (NCIB 8054).

47.3.2. Conservaci6n de la cepa.-

Para 4 niveles:

u
a

+ Sa - u 2 - fl 2

Actividad del extracto de la Illuestra .. Actividad del patron COrf'es­
pondiente x A

("1 • "2 + u4 - al - 82 - "4) x 0,401
(d) lag. A • 6

"4 • "4 - "1 - "1

(\l2 + u4 • ", - "2 - "4 - sa) x 0,401
(d' ) log. A •

·.'~;
~,
'!
j'

t~
~

t
i';
:.··.,~
•

10,0 g
3,0 g
1,5 g
1,0 g

10,0 a 20,0 g
1000 mI

esterilización)

Triptona
Ex"tracto de levadura
Extracto de carne
Glucosa
Agar {aegún calidad}
Agu"
pH 6,5 (después de la

Sembrar el medio de culUvo (47.3.4), en "tubos inclinadoS y
con Bacillus Bubtilis. Incubar durante una noche a SO ·C,
conservar en frigor1fico a 4 ·C y renovar la siembra "todos
loa meaell.

47.3.3. Preparaci6n de la suapensi6n de esporae (47.6.1). Reco&er
los gérmenes de un tubo de a,gar (47.3.2) de reciente prepa­
raci6n, con aY\ldll de 2 a 3 mI de agua estéril. Sembrar con
es"ts suspensi6n 300 mI de medio de culUvo (47.3.4) en un
frasco de Rowt e incubar de 3 a 5 dias a 30 ·C. Después de
controlar la esporulaci6n al microscopio, recoger las esPO­
ras en 15 mI de etanol (47.3.6.) y homogeneizar. Esta sus­
pensión puede conservarse 5 meses a 4 ·C aproximadamen"te.

47.3.5. Media de c\ll"tivo base para la deteminaci6n.

47.3.4. Medio de cultivo de mantenimiento de la cepa (47.6.2).

(c) log. A oc

Si ls actividad relativa no ae encuentra en la g8llla de valores COlII­
prendidos entre 0,5 y 2,0 repetir la detercninaci6n procediendo a los
ajustefl apropiados de laa concentraciones del extracto o, eventualmente,
de las soluciones pstr6n. Cuando eeta actividad no pueda "trasladarse a la
gama de los valores requeridos, el resultado deberé considerarse aproxi­
mado y es"ta indicaci6n habrá de anotarse en el bolet!n de amUisis.

Para 3 niveles:

0,69 g

10,0 g
2,5 g

0,45 g
10,0 a 20,0 g
1000 mI

esterilizaci6n)

Glucosa
Extracto de levadura
Hidr6genof06fato de po"tasio
(K HPO )
D1~idrtgenOfosf8to de potaaio
(KH

2
P0

4
)

Agar (según calidad)
Agua
pH 6,0 (después de la

Expresar el resultado en mg de espiramicina base por kg de pienso.

Cuando las rectaa se consideren no paralelas, repe"tir la de"tercnina­
ción. Si el paraleliamo no se alcanza nunca, la detenninaci6n deber! con­
siderase insactisfactoria.

_ 2 mg/kg, en valor absoluto, para con"tenidos de espiramicina base infe­
riores a 10 m.s/kg.

Las diferencias de los re8ul tados de dos determinaciones paralelas
efectuada.. con la misma ",uestra por la ",iama persona no debe superar:

_ el 20lló del resultado más alto para con"tenidos de 10 a 25 mg/kg.
47.3.6. Etanol al 20% (v/v). Diluir 200 mI de etanol con 800 mI de

agua.

_ 5 mg/kg, en valor absoluto, para los contenido, de 25 a 50 III&/kg. 47.3.7. "'etanol anhidro.

_ el 10lló del resultado m!e al"to para los contenidos superiores a 50
mg/kg.

47.3.8. Netll.nol al 907; (v/v). Diluir 900 mI de metanol (47.3.7) con
100 rnl de agua.
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47.3.9. Metanol al 50% (v/v). Diluir 500 mI de metanol (47.3.7) con
500 mI de agua.

47.4.5. Modalidade!: de la determinación.

47.3.10. Oxido de aluminio granulado (aleoa F ,20 mesh: Activated
Alumina UG1:F. Lancester and Ca., o equivalente).

47.3.11. Sustancia patr6n: monensina s6dica de actividad conocida
(disponible en Internacional Laboratory fol' Biologícsl
Standards, Central Veterinary Laboratory, Weybridge, Surrey
KtlS 3 NB, Gran Bretafia).

47.3.12. Soluciones de patr6n. Disolver una cantidad exactamente pe­
sada de la lIustancia patron (47.3.11) en metanol (47.3.7),
diluir para obtener una soluci6n madre de monenaina sódica
de 800 microgramoa/ml. C'naervar en frasco tapado a '" oC.
esta solución es estable durante dos semanas.

Preparar a partir dt!! esta soluci6n y por diluciones susce­
sivas con metanol al 50% (47.3.9). las siguit!!ntes solucio­
nes:

S8 8 rnicrogramoa/ml
S4 4 microgramos/ml
S2 2 microgramoe/ml
SI 1 microgramo/ml

47.4.1. Extracci6n. Premt!!zclas.

Pesar 2,° g de muestra, af'Iadir 100 811 de metanol al 90%
(47.3.8), homogeneizar y centrifugar a continuaci6n durante
algunoa minutos. Diluir la aoluci6n sobrenadante con meta­
nol al 50% (47.3.9) para obtener una concentraci6n aproxi­
mada en monensina s6dica de 8 microgramos/ml (U

8
).

47.4.2. Extrllcci6n. Piensos en los que el contenido en rnonensina
s6dicll no sea inferior a 50 rng/kg.

Pesar de 10,0 a 20,0 g de muestra, afladir 100 811 de metan~l
al 90% (47.3.8), homogeneizar durante 15 minutos y dejar
repoaar.

Sembrsr a 50-60 oC el medio de cultivo base para la dt!!ter­
minaci6n ~47.3.5) con la suspensi6n de las esporas
(47.3.3) ."Mediante ensayos preliminares sobre placas con el
medio (47.3.5), determinar la cantidad de in6eulo que per­
mite obtener lss zonas de inhibición más amplias y que ade­
más sean nitidas para las diferentes concentracione15 de mo­
nensina sÓdica.

47.4.6. Preparaci6n de las placas.

La difusi6n sobre agar se efectúa en las placas con las
cuatro concentraciones de la soluci6n patr6n (SA' 54' 52 Y
5 ) Y las cuatro concentrac¡ones del extracto ((18' U4 , U2 y
Ul). Cada placa debe necesariamente recibir las cuatro con­
c~ntrsciones de patr6n y de extracto. A tal eft!!cto, es ne­
cesario escoger la dimensi6n de lss placae para qut!! se pue­
dan prscticar en el medio de agar por lo menos 8 cavidades
de 10 a 13 mm de diimetro, cuyos centro15 no disten entre sI
menos de 30 mm. Pueden utilizarse como placas, lbinas pla­
nsa de vidrio, coronadas por un anillo de aluminio o de
plástico de 200 mm, de diámetro y 20 mm de altura.

Introducir en las placas una cantidad del medio (47.3.5),
sembrado como indica (47.4.5), de fcrma que se obtenga una
capa de unos 2 mm de espesor (60 mI para una placa de 200
mm de diámetro). Dejar solidificar, abrir las cavidades y
depositar volúmenes exactamente medidos de 801uciont!!s pa­
trón y extracto (0,10 a 0,15 mI por cavidad, aegún diánle­
t1'o).

Efectuar ':omo mInimo cuatro repeticiones dt!! cada concen­
tración, de modo que catla determinación sea objeto de una
evaluación de 32 zonaa de inhibición.

47.4.7. Incubación.: Incubar las nueve placas durante 18 horas
aproximadamente a 35 ..,; 37 ·C.

41.5.~

t ~

"..

.._",

Una vez con15ideradas las rectas paralelas, calcular el loearitmo de
la actividad relativa (log. Al mediante una de las siguientes fórmulas:

Determinar el punto más apropiado del nivel JIIÚI alto de la solueión
patr6n (5H) mediante la fórmula:

758 -+ 454 + 52 - 251

'0

(b) SH

551 + 252 - 54 55, • 25
4 - 5,

(a' )SL ----------- , -
6 ,

55
4
.25, - 5, 55, .25

4 - "
(b' )5H ---------- ,

6 6

y ccn f6rmulas anélogas para UL y UH. La utilizaci6n de esta alternativa
impone que Ile respeten los mismo15 criterios de paraleliamo. La ,obtención
de un rellultado procedente de tres niveles debe ser menCionada en el bo­
letin de an6.lisis.

Si las rectas no son paralelas, puede e11minarse U y S ó U8 y 58'
Los valores 5L, 5H, UL y UH que permiten obtener las rectall ;ds ajustadas
se calculan mediante las siguientes f6rmulas:

Determinar igualmente los puntos máll apropiados del extracto para
el nivel IIlM bajo (UL) y el nivel 81'S alto (UH) suatituyendc 5

1
,5

2
,54 Y

58 por U1 ' U2 , U4 y Ue en 18,a f6rmulaa anteriores.

Inscribir los valores SL y SH !Iobre la misma grAfica. Uniendo los
dos puntos se obtiene la recta més ajustada para la solución patrón. Pro­
cediendo de la misma forma para UL y UH se obtiene la recta más ajustada
para el extracto.

(a) SL

Medir el diámetro de las zonas de inhibieión con una preci8i6n de
0,1 mm. Para cacla concentración, anotar los valores medios en papel semi­
10garI'bnico representando el logaritmo de las concentraciones frente al
tliámetro de las zonas de inhibieión. Trazar las rectaB más ajustadas para
la soluei6n patr6n y para el extracto procediendo, por ejemplo, como si­
gue:

En aust!!ncia de interferencias, las rectas deberian aer paralelas.
En la práctica se lall conllidera paralelas cuando (SH-SL) y (UH-UL) no di­
fieren mAs del 10% de su mt!!dia..

Determinar el punto máa apropiado del nivel m6.s bajo de la soluei6n
patrón (5L) mediante la fórmula:

Evaporar la soluci6n al vacIo en rotavapor a sequedad
(47.2.1) una temperatura inferior a 40 "C. Disolver el re­
sIduo con 10 mI de metanol anhidro (47.3.7) y completar a
20 mI con agua.

Centrifugar a 4.000 rpm durante 5 minutos como minimo. Di­
luir a continuaci6n con metanol al 50% (47.3.9) para obte­
ner una concentraci6n aproximada en monensir.d s6dica de
8 microgramoa/ml (U

a
).

Introducir un tapón de algodón en el ell;tremo inferior de la
columna de vidrio {47.2.2}, af'Iadir el óxido de aluminio
(47.3.10), dando ligeras sacudidas a la columna, hasta que
el rt!!lleno tenga de 75 a eo mm de altur8,.

Introducir un tapón de algod6n en el extremo inferior dt!! la
columna de vidrio (47.2.3). si'ladir el óxido de aluminiO
(47.3.10). dando ligera15 sacudidas a la columna, hasta que
el relleno tenga de 75 a 80 mm de altura.

Tomar 40 mI de lIquido sobrenadante para una muestra cuyo
contenido en monensins s6dica sea de 20 rng/kg 80 811 para
una muestra cuyo contenido sea de 10 mg/kg. Evaporar al va­
cIo con rotavapor hasta sequedad (47.2.1) a una temperatura
no superior a 40 "C. Disolver el residuo con 10 mI de meta­
nol al 90% (47.3.8).

Preparar. a partir de la solución U
8

y por diluciones suce­
sivas (1 + 1) con metanol al 50% 147.3.9) las soluciones
cuyas concentraciones supuestas sean U

4
(4 microgramos/mlJ,

U
2

(2 microgramos/ml) y U
l

(l microgramo/mU.

Diluir enseeuitla con metanol al 50% (47.3.9) para obtener
una concentraci6n aproximada en monensina sódica de 8 mi­
crogram03/ml (Ue ).

47.4.3. Extracci6n. Pienso15 en los que el contenido en monensina
sótlica es inferior a 50 mg/kg (hasta el lImite de 10
mg/kg) •

47.4.4. SolucioneB del ell:tracto.

Decantar el extracto en la columna tle 6xitlo tle aluminio y
recoger el filtrado. Diluir 30 mI tlel filtrado a 50 811 con
ogua.

Decantar ls soluci6n met8nólica del residuo sobre 111. colum­
na de 6xido de aluminio y recoger el filtrado. Lavar la co­
lumna con 10 mI de metanol al 90% (47.3.8) y unir al fil­
trado anterior.

Pesar de 10,0 a 20,0 g de muestra, af\adir 100 811 de metanol
al 90% (47,3.8), homogeneizar durante 15 minutos. Centrifu­
gar para obtener un extracto limpio.
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Para.4 niveles: 48.2.4. Medio de mant~nimiento de la cepa (48.5.2.)

Si la actividad relativa es inferior B los valore!! comprendidos en­
tre 0,5 y 2,0, repetir la determinación efectuando 108 ajustes apropiados
de las concentraciones del extracto o si es necesario, de las soluciones
patrón. Si la actividad no puede llevarse entre los dos valores anterio­
res, el resultado debe considerarse aproximado y este debe de señalarse
en el boletín de anilisia.

(d') lag. A

48.2.7. Soluci6n de hidróxido de so<:lio 2 M.

,
•

6,0 ¡:
4,0 g
3,0 g
1,5 g
1,0 g

15,0 g
1000 mi

Peaar 13.6 g de dihidr6geno fosfato
diluIr hasta 1.000 mI con agua y

DiluIr 200 mI de etanol con 800 mI de

Peptona
Triptona
Extracto de 1 evadura
Extrscto de carne
Glucosa
Ag~

Agu.
pH 6,5 (después dt!! esterilizar)

48.2.5. Etanol al 20% (v/v).
agua.

48.2.8. Tamp6n fosfato 0,1 M.
de potasio (KH

2
P0

4
) y

ajustar a pH 4,5.

48.2.6. Acido Clohldrlco, d", 1.18 - 1,19.

6
(U

I
... U

2
+ U

A
- 51 - 52 - 54) x 0,401

(d) lag. A = --
U

4
+S

4
-U

1
-S

1

(e) lag. A m

_~C~~_~_- S4 - S."C'_'__o_,_,_O_'_
Ua ... S6 - U2 - 52

La actividad real,. actividad supuesta x actividad relativa.

Para 3 niveles:

Si las rectas ae considera que no son paralelas, repetir la deter­
minación. Si no ae consigue el paraleliamo, la determinaci6n debe COnSl­
derarse insatisfactoria.

48.2.9. Mezcla acetona/agua/ácido clorhídrico (48.2.6):
65/32,5/2.5 (v/v/v). ("

La diferencia entre reaul tadaa de dos determinacionelS efectuadas
sobre la misma muestra por la misms peraona no debe exceder de:

20% del resul teda más elevado para contenidos en 1Il0nensina s6dica entre
10 y 25 m¡:/kg.

_ 5 III&/kg, en valor absoluto, para los contenidos entre 25 y 50 llIg/kg.

10% del resultado más elevado pars contenidos 8uperiores a 50 mg/kg.

48.2.10. Sustancia patr6n. Sulfato <:le avoparcina de actividad cono­
cida.

48.2.11. Soluci6n patr6n. Disolver 10~, exactamente pesados, de
sustancia patr6n (48.2..l0) en tampón fosfatc (48.2.8) y di­
luIr con este tamp6n para obtener una soluci6n patrón de
avopsrcina de 100 micro¡:ramos/ml. Conservar en frasco tapa­
do a 4 ·C como máximo 7 dlas.

.,
..

47.6. OBSERVACIONES

47.6.1. Pueden utilizarae otros m~todos en la medida que est~ pro­
bado que producen suspensiones de esporas análogas.

48.2.12. Soluciones patrón para las premezc18l!l. Preparar a partir de
la soluci6n (48.2.l1) y por diluciones sucesivas con tamp6n
foefato (48.2.8) las siguientes soluciones:

47.6.2. Puede utilizarse todo medio de cultivo comereial de campo­
sici6n parecida y que d~ los mismos rel!lultadoa.

47.7. ftEP'ERENCIAS

Se 4 microgramos/ml
S4 2 microgramos/ml
S2 1 micro¡:ramo/ml
SI 0,5 micro¡:ramo/lnl

Novena Directiva de la Comisión de 31 de julio de 19B1. Bl/715/CEE.
Diario Oficial de las Comunidades Europeas n~ L 257/9 del 10 de l!Ieptiem­
bre de 19B1.

48.2.13. Soluciones patrones para los piensos. Prepara a partir de
la soluci6n (42.2.11) y por diluciones sucesivas con tamp6n
fosfato (48.2.8) las siguientes soluciones:

48. AYOPARCINA

s,
S,
S2
S,

2
1
0,5
0,25

microgramoe/ml
micrognuno/lnl
microgramo/ml
microgramo/ml

(Por dlf'w116a eobre epr)

48.1. PRIltCIPIO

El m~todo pernilte la determinación de avoparcina en piensos y pre­
mezclas. El Hmite inferior de deteec16n es de 2 mg/kg. Los antibi6ticoa
polieteres interfieren en la determinaci6n.

La muestra se somete a una extracci6n con una mezcla de acetona/
agus/lcido clorhídrico. La actividad antibi6tica del extracto se determi­
na midiendo la difusi6n de la avopareina en un medio de agar, aelllbrado
con Bacillus subtllia. La difus16n se manlfit!!ata por la forrnaci6n de zo­
nas de inhibici6n de microorganiamo. El diAmetro de estas zonae se conai­
dera directamente proporcional al logaritmo de la concentraci6n de anti­
bi6ticc para la gama de concentracionea utilizadas.

48.2. UACTIVOS

48.2.1. Microorganiamo.

BacUlus subtllis ATCC 6633 (NCIB 8054).

48.2.2. Conservaci6n de la cepa.

Sembrar el medio de ·cultivo (48.2.4), en tubos inclinados,
con Bacillus st¡btilis. Incubar durante una nocht!! a 30 ·C,
conservar en refrigersdor a 4 ·C aproximadanlente y renovar
la siembra todos los meses.

48.2.3. Preparaci6n de la l!IUt1pensi6n de espor8l!l. (Ver 48.5.l). Re­
ccger 10& g~rmenea de un tubo de agar (48.2.2) de reciente
preparación, con ayuda de 2 6 3 mI de agua est~ri1. Se_
brar con esta· suspenei6n 300 11I1 del medio de cultivo
(48.2.4) en un frasco de Roux e incubar de 3 a 5 dlas a
30 ·c. Despu~s de controlar la esporulaci6n al Illicroscopio,
recoger las esporas con 15 mI de etanol (48.2.5'.) Y hOllloge­
neizar. Esta suspensi6n puede conservaree hasta cinco meses
a 4 ·C apro:dlllad8Jllente.

48.3.1. Preparaci6n del extracto y de lae eoluciones. Premezclas.

Pesar, con precil!llón de 10 mg, una cantidad de muestra que
contenga de 10 a 100 ~ de avoparcina, transferir a matraz.
aforado de 100 mI, afiad ir 60 mI de mezcla (48.2.9) ya¡itar
durante 15 minutos con agitador mecAnico. Verificar el pH y
ajustarlo a pH '" 2, si es neceearl0, con leido clohldrico
(48.2.6). Completar al volumen con la mezcla (48.2.9) y' ho­
mogeneizar. Filtrar uns parte sobre papel Whatnlan n~ 1 6
simil ... y eliminar los primeros 5 mI. Tomar una allcuota y
ajustar el pH a 4,5 con soluci6n de hidróxido de so<1io
(48.2.7). Diluir esta soluci6n con tamp6n fosfato (48.2..B)
para obtener una concentraci6n presumible de 4 microll:rll/llos/
mI (U

8
) de avoparcina.

Preparar a partir de eata soluci6n y por diluciones sucesi­
vas (l .. 1) con tamp6n f<l8fato (48.2.B), las soluciones su­
puestas U4 (2 microgramoll/ml), U

2
(l microgr.JUllo/llü) y U

l{0,5 mlcrogramo/ml).

48.3.2. Preparaci6n del t!!xtracto y de 1M solucione•• Pienlloll.

Pesar una cantidad de muestra de 50 g, afladir 100 mI de
mezcla (48.2.9) y agitar durante 30 lIIinutoll con agitador
mecAnico. Clarificar por centrifugaci6n t!!l extracto (en tu­
bos tapados), tomar una alícuota del extracto limpio (ver
tabla) y ajustar a pH 4,5 con soluci6n de hidróxido de so­
dio (48.2.7). Diluir esta soluci6n con t8lllp6n foafato
(4B.4.B) para obtener la soluci6n U

8
(ver tabla).

Preparar s psrtir de esta soluci6n y por diluciones sucesi­
vaa (1 ... 1) con tamp6n foafato (4B.2.8) lss soluciones su­
puestas U4 (1,0 llIicrogramo/ml), U

2
(0,5 microgramo/mlJ y U

1(0,25 microgramo/mlJ.

. , ... , .'...
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T A 8 L A En ausencia de toda interferencia, las rectas deberIan aer para­
lelas cuando (SH-5L) y (UH-UL) no difieren mAs del 10% de su media.

Cuando las rectaB se consideran paralelas, calcular el logaritmo de
la actividad relativa (lag. A) como sigue:

Si las rectas no son paralelas, ae puede eliminar bien U
l

y S o
bien U8 y S8. Los valores 5L, SH, UL y UH que permiten obtener las recta;.
más ajustadas lile calculan según;

y las f6rmulas ané.lo!l.as para UL y UH. La utilizaci6n de esta alternativa
illlpone que se respeten los mismos criterios de paralelismo. La obtenci6n
de un resultado procedente de tres niveles debe ser mencionada en el be>­
letln de análi81s.

(a' )SL
5S1 + 252 - 54 5S2 .. 2S, - Sa. ----------- ,

6 6

(b' )SH ..
554 .. 2S2 - SI , 5S8 + 2S, - S2
----------

6 6

-,

'.'

,
:¿'

U2 + U4 + Us - SI - S2 - S4 - S8) x 0,602

U4 + U8 + S4 + S8 - Ul - U2 - SI - S2

(Ul + U2 + U4 - 51 - 52 - 54) x 0,401

U
4

+S
4

-U
l

-5
1

(U2 + U4 + U8 - 52 - 54 - Sa) x 0,401

U8 .. 58 - U2 - S2

(°1
(c) log. A ..

(d) lag. A

(d') log. A

Para. cuatro niveles;

Para tres niveles;48.3.3. Detenninaci6n. Inoculaci6n del medio de cultivo.

48.3.4. Determlnaci6n. Preparllci6n de laa placss.

Contenido supuesto en avoparc1nl1 5 7,5 10 15 20 'o
(~/kg)

Peso de lIIuestra .n. 50 50 50 50 50 50
(.! 0,1 gl

Volumen de mezcla (mI) 100 100 100 100 100 100
(48.2.9)

Volumen de extracto limpio 20 15 20 15 20 10
(mI)

Volumen final 25 25 50 50 100 100
(mI): U

a

Coneentraci6n supuesta °a 2 I 2 I 2 I 2 I 2 2
en microgramos/ml Iaprox I Iaproxl

I I I I

Sembrar a 50-60 ·C el medio base de la detenninac16n
(4a.2.4) con la 8u6penlllón de esporas í48.2.3l. Mediante
en8ay08 preliminares sobre placlls con el lI'Iedl0 (48.2.4),
deteMninar la cantidad de in6culo que permita obtener 188
zonas inhibición m6.s amplias y que adamé sean nítidas, pa­
ra las diferentl!s concentraciones de avoparclna.

Cada placa debe necesariamente recibir las cuatro
concentraciones de patr6n y extracto. A tal efecto, escoger
lae dimensionee de las plscas de fonna que se puedan prac­
ticar en el medio agar por lo menos 8 caVidades de 10 a 13
mm de di6metl"O, cuyos centros no disten entre sí menos de
30 na. Pueden utilizarse como placaa, liminas planas de vi­
drio, coronadas de un anillo de alWllinio o de materia plAs_
tica de 200 mm de diÚletro y de 20 mm de altura.

Introducir en las placas una cantidad del medio (48.2.4),
sembrado como indica en (48.3.3), que permita obtener una
capa apl"Oxi_damente de 2 mm de espesor (60 11'11 para una
placa de 200 mm de di6metro). Dejar solidificar, abril" llUl
cavidades y deposi tal" volúmenes exsctamente medidos de 110­

lucionell patr6n y extracto (O,lO a 0,15 11'11 por cavidad, se­
~n el diimetro). Efectuar como mínilllO 4 repeticiones de
cada concentraci6n, de modo que cada determinaci6n Bea ob­
jeto de una evaluaci6n de 32 zonas de inhibici6n.

La dif'u1l16n sobre agar se efectúa en placas con
concentraciones ~e la soluci6n patr6n (S, S,
laa cuatro concentraciones ~el extracto ~U8' 64 ,

las cuatro

S2 ysl)Y
u 2 y Ul)'

La actividad real .. actividad supueBta x actividad relativa. Si la
actividad relativa se encuentra por debajo de los valorell comprendidos
entre 0,5 y 2,0, repetir la determinaci6n procediendo a los ajustes apro­
piados de las concentraciones del extracto o, eventualmente, de lall 1I0lu­
ciones pstrones. Si esta actividad no puede incluirse entre elltoll valo­
res, 1!!1 resultado debe considerarse aproximado y esto debe figurar en el
boletín de an!llsis. "

Cuando las rectas no se consideran paralelas, repetir la determina­
ción. Si no 8e consigue el paraleliamo, la determinaci6n debe conlliderar­
ae como insatisfactoria.

La diferencia entre los resultados de dcs deterlllina.ciones efectua­
das sobre la misma muestrs por la misms persona no debe exceder de:

2 lIIg/kg, en valor absoluto, para los contenidos de avoparcina de 2 a 10
mg/kg.

- 20% del resultado más alto para contenidos entre 10 y 25 mgfk&.

- 5 lIIg/kg en valor absoluto, pars contenidos entre 25 y 50 ma/k&.

- 10% del resultado más alto para contenidos auperiores a 50 mg/kg.

48.3.5. Incubación.
AS.5. OBSUVACIQNES

Incubar llUl placas entre 16 y 18 horas a 30 oC

AS.",.~

48.5.1. Pueden utilizarse otros m~tocl08 en la medida que est~n com­
probados que producen análogas suspenaiones de Itllporse.

Medir el dilmetro de las zonaa de inhibici6n con una preci8i6n de
0,1 IMI. Para cada concentración, registrar las lIIedidaa lIIediaa sobre papel
eemi-logarltmico, representando el logaritmo de laa concentraciones fren­
te a los dibetros de 11.11" zonas de inhibición. Trazar 1all rectas mis
ajuatadaa para la eoluci6n patr6n y para el extracto procediendo, por
ejemplo, como sigue,;

Determinar el punto lilAs apropiado del nivel mé.a bajo de la lIolución
patrón {SL} mediante la fórmula;

48.5.2. Puede util1:¡;arse otro medio de cultivo comercial que tenaa
una composición análoga y d~ los mismos resultados.

Novens Directivs de la COInisión de 31 de julio de 1981. Sl/715/CEE.
Diario Oficial de las Comunidades Europeas n~ L 257/38 de 10 de aeptie_
bre de 1. 981.

{a} SL

"'9. Alft'IBIOTlCOS DEL GRUPO DE LAS TITIl4CICLDlAS

Oeterminar el punto, mAs apropiado del nivel !ds alto de la aolución
patrón (5M) lIIediante la fónnula:

049.1. DIDCCIOff E IDERTU'ICACIOII.

A9.1.1. PRINCIPIO.

Determinar de igual forma los puntos llli.s apropiados del extracto
para el nivel 111'" bajo (UL) y, el nivel mú .lto (UH) lIulltituyen40 SI' S2'
54 y 58 en lse fórmulas por Ul , U2 , UA Y Us .

Llevar loa valoree SL y 5H eobre la miema &rAnca. Un.j.endo los doe
puntoe ae obtiene la 'recta mf.a ajustada para la 1I0lución plltr6n. Proce_
diendo del lIIi6mo 1II0do para UL y UH ae obtiene la recta m!s ajustada para
el extracto.

(b) SH ..
7SS ... 4SA + S2 - 2S1

10
El m~todo permite detectar e identificar 108 antibióticos del

grupo de las tetraciclinas en los piensos que contengan al menoll 0,1
lI\ilkg de ellas, en concentrados y en premezclall.

La mUefstra se aomete a extracción mediante una me:¡;cla de Illetanol
y de ácido clorhldrico. El extracto se cromatografía aobre papel por vIa
ascendente comparativamente a SU8 soluciones de referencia. Los antibi6­
ticos se detectan e identifican en COlllparación con sus valores Rf con los
de lal:l 8l,1etancias patrón, sea por fluorescencia de lu:¡; UV (elevados con­
tenidos en antibi6tico), ya sea por medio de bioautografla sobre medio de
agaJ' 8ernbrando con B. cereus.
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49.1.2. REACTIVOS.

49.1.2.1. Tamp6n, pH 3,5

Acido c1trlco monohidrato p.a.
Monohidrogenof'osf'ato de sodio
dihidrato (Ns

Z
HP0

4
.2H

Z
O) p.a.

Acetona p.a.
Agua destilada hasta

10,256 g

7,45 g
300 ml

1000 mi

Martes 30 mayo 1989

49.1.4.2. Extracción.

16071

(49.1.4.1.1) con tampo5n fosfato (49.1.2.2.)
para obtener unas soluciones cuya concen­
trsción corresponda a 5 microgrBl'llOs de
clortetracic1inoll-HCI, o de oxitetracicli­
na-HCl o de tetraciclina-HC1 por ml.

'.

49.1.2.2. Tamp6n :fosfato, pH 5,5

Dihldrogenof'oaf'ato de potasio
(KM PO ) p.a. 130,66 g
Mon5hiaro¡;enofoafato de sod10
dihidrato (Na

Z
HP0

4
,2H

Z
O) p.a. 6,947 g

Agua destilada haata 1000 mI

49.1.2.3. Eluyente 1: Mezcla nitrometano p.B./cloroformo p.a./
alfa diclorlúdrina: 20/10/1,5 en volumen. Preparar en
el momento de BU empleo.

49.1.2.4. Eluyente I1: Mezcla nitrometrano p.B./cloroformo p.a.¡
alfa picolinl0 (20{10/3 en volUJnen). Preparar en el Il1O­

mento de au empleo.

49.1.2.5. Mezela netanol p.s./ácido cloh!drico (d 1,98/2 en vo­
lumen).

49.1.2.6. Acido clorh!dl"ico O,lN.

49.1.2.7. Amóniaco, d.. 0,91

49.1.2.8. Sustancial! patrón: clortetrllclclina, oltltetraciclina,
tetraciclina, cuya actividad se eltpresa en clorhidrato.

49.1.2.9. Microorganismo: B. Cereus ATCC ni 11.778.

Mantenimiento de la cepa, preparación de la suspensio5n
de esporas e inoculación del medio de cultivo. Aplicar
las disposiciones (419.2.2.1) y (49.2.2.2) del ml!todo de
determinaci6n de ls clorotetraciclina, de la Oltitetra­
ciclina y de la tetraciclina, por difusión sobre agar,
objeto de la parte (49.2).

49.1.2.10. Medio de cultivo. (ver 4],.15.1)

Cusndo el contenido supuesto del antibio5tico sea infe­
rior a 10 mg/kg, se podr6 eJIIplear la muestra homogenei­
:;o;aaa o la fraccio5n mis fina separada mediante tami:;o;ado,
dado que los antibio5ticoa ae encontrar6n preferentemen­
te en dicha fracción.

Poner la muestra en auspensión en la ntezcla (49.1.2.5)
y centrifugar. Fiecoger el 11quiao sobrenadante para em­
plearlo tal COIIIO eeté o diluirlo, si fuera necesario,
por medio de la me:;o;cla (49.1.2.5.) para obtener unsa
concentraciones de antibiótico de 100 microgramoe/nll
(49.1.4.2.1) Y de 5 microgramos/rnl (49.1.4.2.2) aproxi­
madamente.

49.1.4.3. Detecci6n e identificeción.

49.1.4.3.1. Cromatograf!a. SUlIIergir el pllpel en la so­
lucio5n tamp6n, pH 3,5 (49.1.2.1). Eliminar
el eltceso de líquido comprimiendo el papel
entre unaa hojll,e de papel de filtro eeco.
Depositar a continuaci6n sobre el papel
unos volúmenes de 0,01 mI de las solucionee
de referencia (49.1.4.1.2 y 49.1.4.1.3) Y
ael elttracto (49.1.4.2 y 48.1.4.2.2). Parll,
obtener W'la buena separación, el conteniao
apropill,do en humeaad del papel es determi­
nante; en su caao, dejar secar lieeramente.

Desarrollar por cromatografla ascendente.
Emplear el eluyente 1 (49.1.2.3.) para l.
detección por bioautografía, el eluyente 11
(49.1.2.4.) para la deteccio5n en lu:;o; UV.
Cuané'o el frente ael disolvente alcance de
15 II 20 cm ae alto (aproltimadamente 1 h 30
minutos) interrumpir la cromatograf!a y lIIe­
car el papel.

,.
",

..,,
"
l',

.'

Glucosa
Peptona tr!psica
Elttracto de carne
Elttracto de levadura
A.~

Agua destUada hasta
Ajustar el pH s 5,8 en el

1 •
10 •
1,5 g
3 •

20.
1000 m1

mOlllento de su empleo

49.1.4.3.2. Deteccio5n de luz ultravioleta.- Cuando el
contenido en rtibiótico sea lIIuperior e 1
microgramo/cm ,se pueden percibir manchaa
fluoreacentes amarilles o por irradiaci6n
bajo la léJnpare. ae UV (49.1.3.4) previo
tratamiento del cromatogr&IB mediante vapo­
res amoniecales (49.1.2.7).

49.1.2.11. Solución' al 0,1" (p/v) de cloruro de 2,3,5-trifenilte­
tra:;o;ol1o y 5" (p/v) de glucosa.

49.1.3. JlATIRIAL.

49.1.3.1. Equipo para cromatograf!a ascendente eobre papel, (al­
tura del pa.'el 25 CIII). Papelee Schleicher y SchUll
20040 b 6 20043 b o equivalente.

49.1.3.2. CentrUuga.

49.1.3.3. Estufa de incubación, rezulada a 30 "C.

49.1.3.4. Lmnpara UV para detección de la fluorescencia.

49.1.4.3.3. Detecci6n por bioautografía._ Verter el me­
dio de cultivo (49.1.2.10) previamente ee_
braao con B. cereus (49.1.2.9) sobre unas
placas de vidrio (49.1.3.5) y colocar el
papel sobre el medio de cultivo. Tras cinco
minutotl de contacto, apartar el papel y co­
locarlo sobre un lugar distinto del mediO
de cultivo donde se le mantendr6 durante el
período de incubación, incubar durante una
noche en estufa a 30 ~C. La presencia de un
antibio5tico del grupo de las tetraciclinas
se marea por :;o;ona8 de inhibición claras en
el medio de cultivo turbio.

•.i
~!
.;

49.1.3.5. Placas de vidrio de 20 lt 30 cm aproltimadalllente que per­
mitan el montaje de una caja plana para la bioautobio­
graf!a.

49.1.4. PROCltDIXIDrO.

Para fijar el cromatograma,
solución (49.1.2.11) sobre el
incubación.

vapori:;o;ar la
papel, previa

49.1.4.1. Soluciones de calibrado.

49.1.4.1.1. Solucionee patrón. Preparar a partir de las
sustanciae de calibrado (49.1.2.8) y con
ayuda de écido clorhídrico (49.1.2.6) unas
solucionee cuya concentración corresponda
respectivlUllente a 500 microgramos de clor­
tetraciclina-HCl o de oxitetraciclina-HCl o
de tetraciclina-HCl por mI.

49.1.4.1.2. Soluciones de referencia para la detección
en luz UV. Dilu!r las soluciones
(49.1.4.1.1) con tampón de fosfato
(49.1.2.2.) para obtener unas soluciones
cuya concentración corresponda a 100 micro­
gramos de clortetraciclina_HCl o ae oxite­
traciclina_HCl o ae tetraciclina_HCl por
m!.

49.1.4.1.3. Solucionea de referencia para la detección
por biosutografla. Diluir las soluciones

49.1.4.3.4. Identificación.- Los valores RF relativos a
los antibióticos dfll grupo de tE!traciclinas
se dan a continuación. Dichoa valores po-­
drá.n variar ligeramente según la calidad
del papel y su contenido en humedaa.

Clortetrscicl1na (CTC) 0,60
Tetraciclins (TC) 0,40
Oxitetraciclina (OTC) 0,20
4 - epi - CTC 0,15
4-epi_TC 0,13
4 - epi - OTC 0,10

Loa compueatoa "epi" tienen una actividad
antibio5tica inferior a la de los compueatos
normales.

49.1.5. OBSERVACIOffES

49.1.5.1. Podré ser empleado cualquier medio de cultivo comercial
de composici6n anilogll y que dé los mismos resultados.

"
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~.2. CLORTETRACICLIJfA, OXInTRACICLIKA y TETRACICLDlA

49.2.1\. Por dif'uai6n sobre agar.

Monolüdrógeno-fosfato de
sodio dihidrato
fNa

2
HP04 .2H

2
0l p.ll. 6,947 &

Agua destilada hasta 1000 mI
49.2.1\.1. PRDfCIPIO

El mftodo permite determinar la elortetraeielina, (eTC). la
oxitetraciclina (OTC) y la tetraciclina (Te) en los piensos,
concentrado$ y premezclas. El limite inferior de la determina­
ción es de 5 m¡:/k¡:. LOII contenidos 1nrerlores a 5 rng/kg pueden
estimarse por interpolación grUie•.

Para los contenidos iguales o inferiores a 50 lllg/kg, la muestra
se someter' a extracci6n por formanida diluida. Para los conte­
nidos superiores • 50 mg/kg, se somete a extracci6n lIIediante
una mezcla d~ acetona, de agua y de Acido clorhídrico para la
determinaci6n de la CTC, y por una mezcla de metanol y de Acido
clorhídrico para la determinaci6n de la OTC y de la TC,

49.2.A.2.2.3. Tampón fosfato, pH 5,5, diluido al
l/lO.

49.2.A.2.2.4. Tampón fosfato. pH 8.

flihidr6geno-fosfato de
potasio (KH

2
PO

f
) p.a. 1,407 i

Monohidrógeno- osfato de
sodio dihidrato
(Na

2
HP04 .2H

2
0) p.a. 57,539 ¡¡

Agua deatilada hasta 1000 mI

49.2.1..2.2.5. Suero fisio16gico estéril.

.,
,.

Loa extractoa se diluiran a continuaci6n y su actividad anti­
bi6tica se determinarA por la medida de la dif'uBi6n de la CTC o
de la OTC o de la TC en medic a agar sembradO con B. ceraua. La
difusi6n se indica por la formaci6n de zonas de inhibici6n en
presencia del microorganismo. El dilunetro de dichas zonas es
directamente proporcional al -lo¡¡aritmo de la concentración de
antibi6tico.

49.2.A.2.2.6. Etanol a 20% (v/v)

49.2.1..2.2.7. A.cido clorhídrico O,lN

49.2.1..2.2.8. Formam1da al 7~ (v/v). Preparar en
fraaco antes del empleo y ajustar el
pH 4,5 con ayuda de ti.cido sulfúrico 2
N aproximadamente.

;

49.2.1..2. REACTIVOS

49.2.A.2.1. Microorganismos: B. cereus ATCC ni 11.778.

49.2.A.2.2.9. Mezcla acetona p.a./agua/6.cido clor­
hídrico, (d.. 1,19) (65/33/2 en volu­
men).

49.2.1..2.2. Medios de cultivo y reactivos.

49.2.A.2.2.1. Medio de base de la determinaci6n
(ver 49.2.A.5.1l.

49.2.1..2.1.1. Mantenimiento de 1110 cepa.- Sembrar B.
ceraus en tubo de agar inclinado
constituIdo por el medio de cultivo
(49.2.A.3.1) exento de azul de meti­
leno y de écido b6rico. Incubar du­
rante una noche a 30 oc aproxilllada­
mente. Conaervar el cultivo en refri­
gerador y resembrar cada 14 d!as so­
bre agar inclinado.

Por unos ensayos preliminares sobre
placas con el medio df" base de la de­
terminaci6n (4S.2.A.2.2.1), determi­
nar la cantidad de in6culo que penni­
ta obtener para las diferentes con­
centraciones de ant1b16tico emplea­
das, unas zonlll3 de inhibici6n tan ex­
tensas como sea posible, y que sean
claras. Dicha cantidad es generalmen­
te de 0,2 s 0,3 ml/lOOO mI. Ls siem­
brs del medio de cultivo ee realiza
entre 50 y 60 oC.

;'.

..

S4 0,8 microgramoa/ml
S2 0,4 microgramos/ml
SI 0,2 microgt"amoa/ml

49.2.,1,..3.1.3. Tetraciclina. Procediendo tsl como se
indica en (49.2.A.3.1.1.), preparar,
a partir de una 801l.leiOn patr6n cuya
concen-...raci6n corresponda s 500 JlIi­
crogrBlllos/ml de tetraciclins-HCl, una
aoluci6n pat.'ón de trabajo Se de 1,0
microgramos/ml de tetracilcins-HCl y
las siguientes crmcentraciones:

49.2.A.3.1.2. OxitetrRciclina. Procediendo como Be
indiC8 en (49.2.A.3.1.1.) pr6parar, a
partir de una soluci6n patrón cuya
concentraci6n corresponde a 400 m1­
crogramos/ml de oxi tetraciclina_HCl,
una soluci6n patr6n de trabajo S de
1,6 microgramos/ml de oxitetraci~11­
ns-Hel y laa concentraciones siguien­
tes:

S4 0,1 llIicrogranlos/ml
S2 0,05 lIlicrogramos/ml
SI 0,025 microgrsmos/ml

Preparar a contimlaci6n por sucesivas
diluciones {l~1l con ayuda del tampón
(49.2.A.2.2.3.), las concentraciones
siguientes:

A partir de dicha solución patrón
preparar una soluci6n de calibrado de
trabajo Ss cuya concentraci6n corres­
ponda a 0,2 microgramoa/ml de clorte­
traciclina-IiCl. Le diluci6n se hace
con la ayuds del tampOn fosfato, pH
5,5 diluIdo al 1/10 {49.2.A.2.2.3.l.
con adicci6n del 0,01% de negro amido
{ver 49.2.A.5.2.).

49.2.A.3.1.1. Clortetraciclina. Preparar a partir
de la sustancia patrón (49.2.A.2.2.
11) Y con la ayuda de 6:eido clorhI­
drico {49.2.A.2.2.7), una aolución
patr6n cuya concentración corresponda
a 500 microgramos/ml de c10rtetr....
ciclina-HCI. Dicha soluci6n se con­
serva una semana en refrigerador.

49.2.A.2.2.11. Sustancias patrones: CTC, OTC, Te cu­
ya actividad se expresa en clorhidra­
to.

49.2.A.2.2.10. Mezcla metanol p.a./Acido clohídrico,
(d.. 1,19) (98/2 v/v).

49.2.,1,..3.1. Soluciones patro.lea.

49.2•••3. PROCEDIXIXIITO

10 mI

, g
>O,
1,5 g
3 g

10 a 20 g
, mI

15 mI

4 mI
1000 mI

de su empleo

"('1ucosll.
Peptons trípsics
Extracto de carne
Extracto de levadura
Agar, según calidsd
T"een 80
TllJlIp6n fosfato, rH 5,5
(49.2.A.2.2.2)
Soluci6n al 5% (p/v)
de Acido b6rico
Soluc:l.6n etan6lics al
0,5% de azul de meti1eno
Agua dest111ida hasta
Ajustar a pH 5,8 61ltes

49,2.1..2.1.2. Preparaci6n de la suspensi6n de espo­
ras.- Recoger los ~linllenes de un tubo
de agar inclinado (49.2.A.2.1.l) con
ayuds de 2 a 3 mI de suero fisio16gi_
ca (49.2.A.2.2.5.). Sembrar con dicha
suspensi6n un frasco de Rowe: que con­
ten¡¡a 300 mI del medio de cultivo
(49.2.A.2.2.l), exento de azul de me­
tileno y de Acido b6rico, cuya con­
centraci6n en agar sea del 3 al 4%.
Incubar 3 a 5 dIas a 28-30 oC, reco­
ger a continuaci6n las eepora.s en 15

mI de etanol (49.2.A.2:.2.6), tras ha­
ber comprobado la esporulaci6n bajo
el microscopio, y homogeneizar. Dicha
suspensi6n puede conser....arsf" en re­
frigersdor 5 meses al menos.

49.2.A.2.2.2. Tamp6n fosfsto pH 5,5.

Dihidrógeno-fosfsto de
potasio (J(H2POA) p.a. 130,86 g

microgrBJllos/ml
microgl"amos/ml
microgramoa/m1
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49.2.A.3.2. Extracci6n. suspensi6n de esporas (49.2 ...... 2.
1.2. ).

CTC

49.2."".3.2.1.

,.,

,.
.;
.',.

A tal fIn, escoger las dimensiones de
las cajas de tal forma que ae pueda
practicar en el medio gelosado al me­
nos a cavidades de 10 a 13 mm de diá­
metro. Calcular la cantidad de medio
de cultivo inoculado (49.2.,1,.3.3.1.)

que habrá de utilizarse de forma que
se pueda obtener un recubrimiento
uniforme de 2 mm aproximadamente de
espeaor. Es preferible emplear como
cajas unas placas de vidrio planas
provistas de un anillo de aluminiO o
de material plástico perfectamente
plano, de 200 mm tle diámetro y 20 lIIIIl

de altura.

Introducir mediante la pipeta en las
cavidades unas cantidades de soluci6n
de antibi6tico, exactamente medidlll!l,
comprendidas entre 0,10 y 0,15 mI,
aegún el di6metro.

Preparación de las ~ajas. La difusión
sobre agar se efectúa en cajas, con
las cuatro concentraciones patrón
(Sa' S4' S2 y SI) Y las cuatro con_
c.mtracl-ones del extracto (U

a
, U

4
, Uz

y U
l

). Cada caja debe recibir necesa­
riamente lar;; cuatro concentraciones
de patrón y del extracto.

Para cada muestra hacer al menoa cua­
tro repetieionea de di:rusi6n con eada
eoncentración, de :rorma que cada de­
terminación sea objeto de una evalua­
ei6n de 32 zonas de inhibici6n.

49.2.,1,.3.3.2.

100

dil

1/'
(.)

20

BO

TC
I
I

10 I 50

120

9,6

100

200

OTC
I
I

10 I 50

70

24

so

Contenidos iguales o inferiores a 50
rng/kg • Tratar la muestra por la fol'­
mamida (49.2 ...... 2.2.8.). según las in­
dicaciones que se dan a continuación
en el euadro. Agitar durante 30 minu­
t05 en agitador. Diluir tl1lllediatamen­
te después con ayuda del tamp6n foa­
fato (49.2 ...... 2.3.). según las indica­
ciones dadas a continuación en el
cuadro. para obtener la concentraci6n
U. La concentraci6n de formamida en
d~cha sol uci6n no debe exceder del
40%. Centrifugar o dejar decantar de
manera que se obtenga una soluci6n
límpida.

Preparar a continuación 188 concen­
traclonee U

i
, Uz y Ul , por diluciones

sucesivas ( ~l) con ayuda del tamp6n
fosfato (49.2.A.2.3.l.

10

dil
1/25

(b)

100

I
I

10 I 50

10

100

dil

1/'
(.)

Muestra en g

ml de tamp6n fos­
fato (49.2.A.2.2.3.)

Contenido supuesto
en rng!kg

Antibi6tico

ml de formamida
(49.2.,1,.2.2.8. )

Concentrac1.6n U-s
en microgramos/Jill 0,2 0,2 1,6 1,6 1,0 1,0

49.2.,1,.3.3.3. Incubación. Incubar laa cajas durante
18 horar;; aproximadamente a 28-30 ~C.

(a) Tomar 20 mI de extracto y completar a 100 mI con el tamp6n
en un matraz aforado.

(b) Torr.ar 4 mI de extrllcto y completar a 100 mI con el tulp6n
en un matraz aforado.

49.2.,1,.3.2.2. ContenidOll superiores s 50 1II&!k&.

49.2.A.4.~

Medir el diántetro de llls zonas de inhibici6n, preferentemente
por proyección. Registrar las medidas aobre papel semilogarImieo, repre­
aentando el logaritmo de las eoncentraciones frente a los di6metror;; de
las zonas de inhibición. Trazar las reetas de la soluci6n de calibradO y
del extracto. A falta de interferencias, las dos rectas deberán ser para­
lelas.

49.2.,1,.3.2.2.1. clortetraciclins. Tratar, lJt!gún
el contenido supuesto de antibi6­
tico de la Imeetra o BU garantIa
de fabricación, una muestra de 1
a 10 gramos, por 20 veces su vo­
lumen con ls mezcla (49.2.,1,.2.
2.9.). A¡:itar durante 30 minutos
con agi tedor.

Comprobar que el pH perlllElnece por
debajo de 3 a lo largo de la ex­
tracción; si fuera necesario
ajustar a pH 3 (para los cOlllPues­
tos minerales, con ayuda de icido
acftico al 10%). TOlIIal' una parte
alIcuota del extracto y ajll8tar
el pH e 5, 5 con ayuda del tampón
fosfato, pH 8 (49.2.,1,.2.2.4.), en
presencia dei verde de bromocre­
sol (viraje del BIIllll"illo al
azul). Diluir con ayuda del tam­
p6n fosfato, pH 5,5, diluIdo a ~

1/10 (49.2.,1,..2.2.3.) para obtener
la concentración U

8
(49.2.,1,..3.

2.1. ).

El logaritmo de la actividad relativa ae calcula por la si­
guiente fórmula:

Ul + U2 + U4 + Ua - Sl - 52 - S4 - Sa) x 0,602

U4 + Ua + S4 + S8 - Ul - U2 - Si - S2

Actividad real .. actividad supuesta x actiVidad relativa.

La diferencia entre los resultado'S de dos determinaciones para­
lelas efectuadas sobre la misma muestra no debe exceder del 10% en valor
relativo.

49.2.&.5. OSSJtRV&CIOImS

49.2.,1,.5.1. Podrá efllplearse cualquier medio de cultivo comer­
cial de análoga composición y que df los mismos re­
sultados.

49.2.,1,.5.2. El negro amido sirve para caracterizar las zonas de
inhibición de las soluciones de calibrado (anilloa
azu~es) .

Preparar seguidamente las concen­
traciones U4' U Y U por dilu­
ciones suceSlvas <1:I+lr con ayuda
del tampón fosfato (49.2.,1,..2.
2.3.).

49.2.,1,.3.2.2.2. Oxitetraeicl1na y tetraciclina.
Proceder como se indica en (49.2.
,1,..3.2.2.2.) sustituyendo la mez­
cla (49.2.,1,.2.2.9.) por la mezcla
(49.2.,1,.2.2.10.) .

49.2.,1,.3.3. Modalidades de la dete:nninación.

49.2.B.1. PRlltCIPIO

El m~todo permite detenninar la clortetrsciclina (CTC), la oxi­
tetraeicline (OTC) y n. tetraciclina (TC) en las concentraciones superio­
res a 1 g/kg, en la medida en que ninguna otra sustancia interfiera, dan­
do lugar a unos extractos turbios. Dicho m~todo es má..s rápido que el mli_
todo por difusión sobre agar.

La muestra se somete a extracción por mezcla de acetona, agua y
ácido clorhídrico para la determinaCión de la CTC, y por una mezcla de
metanol y de ácido clorhIdrico para la determinaci6n de la OTC y de la
Te.

49.2.,1,.3.3.1. Siembra del medio de cuítivo, Sembrar
a 50-60 ~C el medio de base para la
detenll1naci6n (49.2.A.2.2.1.) con la

Los extractos se diluyen a continuaci6n y su efecto antibiótico
se determina por la medida de la transmisi6n luminosa de un medio de cul­
tivo sembrado con Stsphylococcus aureus y con antibiótico afiadido. La
transmisión luminosa es funci6n de la concentraci6n del antibiótico.



16074 Martes 30 mayo 1989 BOE núm. 128

49.2.8.2. REACTIVOS

49.2.B.2.1. Microorganismo: Staphylococcl.ls aurel.lB K 141. Ver
(49.2.8.5.1.).

rante 30 minutoe con agi tador. Com­
pletar el volumen por el tamp6n de
f"osfato, pH 4,5 (49.2.B.2.2.2). Homo­
geneizar y dejar que se depoeite.

í),.
'~~...•
;.

1,32 g

ó •
1,5 g
1,5 g
3,5 g
1 •

49.2.8.3.2. Modal idadea de determinaci6n. ji

"•
~ ..

'/'

<
"

0.14
0,12
0,11
0.09
0,08
0.06

Concentraci6n en i
CTC HCl ( """" /11'1)

O,,
0,4
0,45
0,55
0,6
0,7

mI de tamp6n fos­
fato (49.2.8.2.2.2.)

49.2.8.3.2.1.2. Oxitetraciclina y tetraciclina. Di­
luir la solucin de calibrado
(49.2.8.2;3.) con ayuda del tamp6n
de fosfato (49.2.B.2.2.2.) para ob­
tener una eoluci6n patr6n de traba­
jo cuya concentraci6n correeponda a
0,6 microgramos/ml de OTC-HCl o de
TC_HCl. Preparar a continuaci6n con
ayuda del tampón fosfato
(49.2.8.2.2.2.) como se indica a
continuaci6n y en los tubos deeti­
nados a la determinación, 7 dilu­
ciones con una repetición de cada
dilución.

Diluír el extracto (49.2.8.3.1.1.)
con ayuda del tampón de :f08fato
(49.2.B.2.2.2.) para obtener una
concentración supuesta en CTC-HCl
de 0,12 microgramos/ml. Introducir
1 mI de dicha solución en doa tubos
y 0,75 mI (= 0.09 microgramoS) en
otroe dos tubos. Completar el volu­
men de los dos últimos tubos a 1 mI
con el tamp6n de fosfato
(49.2.B.2.2.2. ).

49.2.B.3.2.1.1. Clortetraciclina. Diluír la eolu­
ci6n patr6n (49.2.B.2.3.) con ayuda
del tampón fosfato {49.2.B.2.2.2.}
para obtener una solución patr6n
cuya concentración corresponde a
0,2 microgramoe/ml de CTC-HCl. Pre­
parar a continuación con ayuda de
un tampón de fosfato (49.2.B.2.

2.2.), como ae indica a continua­
ción, y en unos tubos destinadoe a
la determinaci6n, 6 diluciones con
una repetición de cada diluci6n.

49.2.8.3.2.1. Preparaci6n de series patr6n y del
extracto. Diluír de f"orma apropiada
con ayuda del tampón de f"osfato, pH
4,5 (49.2.8.2.2.2.) la soluci6n pa_
trón {49.2.B.2.3.} y el extracto
(49.2.8.3.!.), de forma que ee obten_
gan una serie de concentraciones que
permi tan establecer, para cada deter­
minación, una curva de calibrado, y
la interpolaci6n sobre dicha curva de
al menos dol'; valores relativos al ex_
tracto. Las diluciones deben escoger­
se en funci6n de las condiciones de
crecimiento de la cepa, que pueden
variar de un laboratorio a otro. Se
procede generalmente de la eiguiente
forma:

o,'
0,6
0,55
0,45
0,4
O,,

mI de eoluci6n de
atr6n de traba· o

Peptona
Extracto de levadura
Extracto de carne
Cloruro de eOO10
Glucosa
Dihidrogeno-:fos:f8to
de POta.siO(KH

2
PO )p.a.

Monohidr6geno-fo~:fato
de potasio (K

2
HP0

4
)p.a. 3,68 g

Agua deetilada hasta 1000 mI
pH tras esterilizar 6,8 a 7

49.2.8.2.2.2. Tampón fos:fato pH 4,5.

49.2.8.2.2.1. Medio de base de la determinaci6n
(Ver 49.2.8.5.2.).

Dihidr6geno-fosfato de
potasio (KH2P04 )p.a. 13,6 g
Agua destilada hasts 1.000 mI

49.2.B.2.2.3. Acido clorhídrico O,lN.

49.2.8.2.2.4. Mezcla acetons p.a./agua/Acido clor­
hídrico (d", 1,19) (65/33/2 en volu­
men).

49.2.8.2.2.5. Mezcla metanol p.a./ácido clorhídrico
(d", 1,19) (98/2 en volumen).

49.2.B.2.2.6. Soluci6n al 10% aprOXimadamente (p/v)
de formaldehido.

49.2.8.2.2.7. SustanCias patr6n: OTC, CTC, CT, cuya
actividad se exprese en clorhídrato.

49.2.13.2.1.1. Mantenimiento de la cepa. Sembrar S.
aureus sobre tubo de agar inclinado
constituido por el medio de cultivo
(49,2.3.2.2.1.), adicionado de 1,5 a
3% de agar (según la calidad). Incu­
bar durante una noche a 37 ·C. Con­
servar el cultivo en refrigerador y
resembrar cada cuatro semanas Bobre
>lgar inclinado. Preparar simultánea­
mente unos Bubcultivo5 para el empleo
de laboratorio.

49.2.B.2.1.2. Preparaci6n del in6cuo. 24 horas an­
tes de Su empleo, resembrar un sub_
cul tivo sobre aiar inclinado e incu­
bar durante Una noche a 37 ·C. Poner
en suspensi6n la totalidad del cul ti­
vo de un tubo de aiar en 2 mI apro:>d_
madamente del medio de base
(49.2.8.2.2.1,) Y trasvasar a conti_
nuaci6n la suspensión en unas condi_
ciones estériles en 100 mI aproxi­
madamente del mismo medio de base

(49.2.B.2.2.1.). Incubar en baf'io de
agua a 37 oc hasta que el creCimiento
de la cepa entre en su :fase logarít­
mica (1 h 30 minutos a 2 h).

49.2.8.2.2. Medios de cultivo y reactivos.

49.2.8.2.3. Solución patr6n. Preparar, a partir de la sustancia
patr6n (49.2.8.2.2.7.) Y con ayuda de Acido clorhí­
drico (49.2.8.2.2.3.) una soluci6n patr6n cuya con­
centración tenga 400 a 500 microgramos/ml de
CTC-HCl, OTC_HCl o TC_HCl. Dicha solUCión se con­
serva Una s~m"na en refrigerador.

49.2.S.3. pRQCXDautnO

49.2.8.3.1. Extracci6n.

mI de eoluci6n
atr6n de traba o

mI de tamp6n fos­
fato (49.2.B.2.2.2.)

Concentraci6n en OTC-HCl i
o CT-HCl (micro ramos/m1)

Diluír el extracto (49.2.B.3.1.2.)
con el tamp6n de fosfato (49.2.8.
2.2.2.) para obtener una concen­
tración supuesta en OTe-HCl o
TC_HC1 de 0.48 microgramos/m1. In_
troducir 1 mI de dicha soluci6n en
dos tubos y 0,5 mI (=0,24 microgra-

49.2.B.3.1.1. Clortetraciclina. Introducir en un
matraz a:forado de 200 6 250 mI, una
muestra de 1 a 2 gramol';. Madir 100
mI aproximadamente de la mezcla
(49.2.B.2.2.4.) Y agitar durante 30
minutos con agitador. Completar el
volumen con el tampón fosfato. pH 4,5
(49.2.B.2.2.2.). Homogeneizar y dejar
que ee deposite.

49.2.B.3.1.2. Oxitetraciclina y tetraciclina. In­
troducir en un matraz aforado de 200
a 250 mI una muestra de 1 a 2 gramos.
Añadir 100 mI aprOXimadamente de la
mezcla (49.2.B.2.2.5.) y agitar du-

O,,
0,8
0,7
0,6 •
0,4
0,3
O,,

0,1
0,2
O,,
0,4
0,6
0,7
O,,

O,""
0,48
0,42
0,36
0,24
0,18
0.12



50.2.2. Medios de cultivo y reactivos.

SO.2. REACTIVOS

,.
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1 •
10 •

1,5 g
3.

10a20¡:
1000 mI

Glucosa
Peptona trlpsica
Extracto de carne
Extracto de levadura
Agar, eegún la calidad
Agua destilada hasta

Ajustar el pH a 6,5 en el momento de su empleo.

Recoger los gérmenes de un tubo de agar inclina­
do (50.2.1.1.) con ayuda de 3 mI aproximadamente
de suero fisiológico (50.2.2.3.). Selllbrar con
dicha suspensi6n un fraBco de Roux que contenga
300 mI del medio de cultivo (50.2.2.l.) cuya
concentraci6n de agar es del 3 al 4%. Incubar 3
a 5 dias a 28 - 30 ·C, recoger a continuaci6n
las esporas en 15 mI de etanol (50.2.2.4.), des.,­
pu~s de haber comprobado la esporulaci6n bajo el
microscopio, y homo,lleneizar. Dicha auspensi6n
puede conservarse en el refrigerador al menos
durante 5 m_es.

Sembrar B. cereua sobre agar en tubo inclinado
con el medio de cultivo (50.3.2.2.1.) con la
adici6n de 100 microgrS/llos de oxitetraciclina
por 5 mI. Incubar durante una noche a 30 ·C
aproximadamente. Conl5ervar el cultivo en el re­
frigerador y resembrar cada 4 semanaB sobre agar
inclinado.

Mediante ensayos previo" sobre placas con el me­
dio de base para la detenn.inaci6n (50.2.2.2.)
determinar la cantidad de inoculo que permita
obtener para las distintas concentraciones de

oleandomicina empleadas, unas zonas de inhibi­
ci6n tan extensas como sea posible y que sean
claras. Dicha cantidad es generalmente de 0,1 a
0,2 ml/looo m1. La siembra del medio de cultivo
se har! a 60 ·C.

50.2.2.1. Medio de mantenimiento de la cepa (Ver 50.5.2.).

50.2.1.2. Preparaci6n de la suspensi6n de esporas.

50.2.2.5. Metanol p.a.

50.2.2.2. Medio de base de la determinaci6n (Ver 50.5.2.).
Medio (50.2.2.1.) ajustado a pH 8,8.

50.2.2.3. Suero f18io16gico estéril.

50.2.2.4. Etanol al ~ (v/v).

50.2.1.1. Mantenimiento de la cepa.

50.2.1. Microorganismo: B. cereus K 205 TR (Ver 5O.5.l.) (reais­
tente a las tetraciclinas).
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mas) en otros dos tubos. Completar
el volumen de 10$ dos último¡¡¡ tubos
a 1 mI por el temp6n de fosfato
(49.2.8.2.2.2.) .

49.2.5.3.2.4. Incubaci6n. La incubaci6n debe hacer­
se obligatoriamente en un baf'io de
agua cuya temperatura ae mantenga ho­
mogénea a 37 ·C • 0,1 ·C por agita_
ci6n. El tiempo -de incubaci6n debe
ser eecogido de forma que se puedan
trazar. unas curvas de transmisi6n cu­
ya inclinaci6n sea apropiada a unas
medidas precisas (¡¡;eneralmente 2 h 30
minutos a 3 h). Bloquear a continua­
ci6n el crecimiento introduciendo rá­
pidamente 1 mI de aolución de fOrJllSl­
dehido (49.2.5.2.2.6.) en cada tubo.

49.2.13.3.2.3. Siembra. Introducir en cada tubo
(49.2.B.3.2.1.1.) 6 (49.2.B.3.2.1.2.)
9 mI del medio de cultivo inoeulaao
(49.2.B.3.2.2.). La operaci6n de re­
lleno de los tubos deber' hacerse de
modo adecuado, pero no necesari....ente
en condiciones estériles.

49.2.B.3.2.5. Medida del crecimiento. Medir las
transmisiones mediante el fot6metro a
590 nm, regulando el aparato al lClCl%
de transmisi6n sobre la soluci6n de
calibrado mis l!mpids (la que corres­
ponda al contenido mAs elevado de en­
tibi6tico). Debido a las pequefias di­
ferencias de turbiedad presentadas
por los diatintos tubos, :se recomien­
da utilh:ar cubetas de 2 cm al menos,
y preferiblemente de 5 cm.

49.2.8.3.2.2. Inoculaci6n del medio de cultivo.
Sembrar el medio de base de la deter_
minación (49.B.l..l..!.) con !!l in6culo
(49.2.8.2.1.2.) de forma que ae pueda
obtener mediante el fot6metro a 590
nm una transmisi6n luminosa del 85%
en una cubeta de 5 Cm o del 92% en
una cubeta de 2 cm, estando el apara­
to regulado al 100,; de transmie16n
sobre el medio de base (49.2.B.
2.2.1.) no inoculado.

La diferencia entre los resultadOs de dos determinaciones para­
lelas efectuadas sobre la misma muestra no debe exceder del 10%, en valor
relativo. .

49.2.B.4.-~

Trazar grAficllJnente la ClU"Va de calibrado sobre papel m1lime­
trado, poniendo las transmisionea fotométricas en relaci6n con las con­
centraciones de antibi6tico. Interpolar sobre la cunoa las transmisiones
relativas al extracto. Calcular el contenido en antibi6tico de la mues_

"".
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49.2.B.5.- OSSEftVACIOImS
50-.2.2.6. Soluci6n al 0,5" (p/v) de tris (hidroxillletil)

8IJIino metano p.a.

49.2.5.5.2. Puede emplearse cualquier medio de cultivo comer­
cial de compoaici6n análoga y que dé loa mislllos re­
sultados.

49.2.B.5.1. Esta cepa,
crecimiento
P.

aislada por la LUFA en Kiel, acusa un
mAs rApido que el S. aureus ATCC 6538

50.2.2.7. Solución de extracci6n.

Metanol puro
Agua destilada
Tris(hidroXimetil)
ll/IIino metano p.a.

50 mI

SO'"
0,5 ¡¡;

49.2.B.6. RU'ER!JtCIAS
50.2.2.8. Sustancia patrón: oleandomiCina de actividad

conocida.

Tercera DIrectiva de la Comisi6n de 27 de abril de 1972.
72/l99/CEE. Diario Oficial de las Comunidades Europeas ni L, 123/6, de 29
de IIlllYO de 1972.

50.3.1. Soluci6n patr6n.

50.- OI.EAJlDOKICnu.
(por dlf'Uai6n sobre apr)

Disolver sustancia patr6n (SO.2.2.e.) en 5 11I1 de metanol
(50.2.2.5.) y diluIr con la aoluci6n (50.2.2.6:) para ob­
tener una concentraci6n en oleandomicina de 100 microgra­
mos/ml.

50.1. PlUItCIPIO

El método penn.ite determinar la oleandomicina en los piensos,
concentrados y premezclas, incluso en presencis de tetraciclinaa. El lI­
mite inferior de la determinación es 0,5 llIg/kg.

A partir de diCha soluci6n patr6n, preparar diluyendo me­
diante la soluci6n (50.2.2.6.} una soluci6n patrón de tra­
bajo Se Que contenga 0,1 microgramos/ml de oleandomicina.

La mues tra se somete a extracci6n por una soluci6n lIlet8n6lica
diluida de tris (hidroximetil) aminometano. Previa centrif'ugaci6n, el ex­
tracto se diluye y su activi"<lad antibi6tica se detenn.ina por la medida de
la difUsión de la oleandomicina en un medio de agar sembrado de B.cereus.
La dif'usi6n estará indicada por la formaci6n de zonas de inhibici6n en
presencia del microorganismo. El diámetro de dichas zonas e$ directalllente
proporcional al logsri tmo de la concentración del antibi6tico.

Preparar a continuaci6n por diluciones suoesivas (1.1) con
ayuda de la eoluci6n (50-.2.2.6.) las siguientes concentre­
ciones:

S4 0,05 microgramos/ml
52 0,025 microgramos/ml
SI 0,0125 microgramos/llIl
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50.3.2. Extracción.
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51.-~
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Tomar segun el contenido supuesto de oleandomiclna de la
muestra, una cantidad de 2 a 10 gramos, añadir 100 mI de
la 1I01uc16n (50.2.2.7.) y agitar durante 30 minuto5 con
agitador.

Centrifugar, tomar una alícuota del extracto y diluír me_
diante la soluci6n (50.2.2.6.) para obtener una concentra­
ción supuesta en oleandomicina de 0,1 microgramos/ml (U

a
).

Preparar a continuac1ól'J las concentraciones U, U Y U¡
por diluciones sucealvB6 (1..-1) con ayuda de 'la Bo'1uci6n
(50.2.2.6.),

50.3.3. Modalidades de la determinación.

50.3.3.1.. Siembra del medio de cultivo.

Sembrar El 60 QC el medio tle base de la determi­
nación (SO.2.2.2.) con la suspensión de e6poraa
(50.2.1.2.).

50.3.3.2. Preparaci6n de las cajas.

La difusi6n sobre agar se verifics en unas cajas
con las cuatro concentraciones de la soluci6n de
calibrado (SB' 54' S¡ Y 51) Y las cuatro concen­
traciones del extrac o (Ue, U

4
' U

2
y U

l
). Cada

caja deberá recibir neceeariarnente las cuatro
concentraciones de calibrado y del extracto.

A tal fin, elScoger las dimensiones de las cajas
de tal fOMlla que se puedan efectuar en el medio
gelossdo al menOB ocho cavidades de 10 a 13 l!\/II

de dilmetro. Calcular la cantidad de medio de
cultivo sembrado (50.3.3.1.) que debe emplearse
para obtener un recubrimiento uniforme de 2 mm
aproximadamente de eapesor. Es preferible em­
plear como cajas unas placas de vidrio planas
provistas de un anillo de aluminio o de material
plástico perfectamente plano de 200 mm de diáme_
tro y de 20 mm de altura.

Introducir con la pipeta en las cavidade8 unas
cantidades exactamente medidas de soluci6n anti­
bi6tica comprendidas entre 0,10 y 0,15 mI aegún
el di!metro.

Para cada muestra, hacer por lo menos cuatro re_
peticione8 de difUlli6n con cada concentraci6n,
de forma que cada determinaci6n sea objeto de
una evaluaci6n de 32 zonas de inhibici6n.

50.3.3.3. Incubaci6n.

Incubar las cajas durante 16 horslI aprox1lllada­
mente a 26 _ 30 ·C.

5O.4._~

Medir el diimetro de laa zcnas de inhibici6n, preferentemente
por proyecci6n. Registrar las medidas sobre papel semilogar1'b'nico, repre_
sentando el lcgaritmo de las eoncentraciones frete a los dilimetros de las
zonas de inhibici6n. Trazar las rectar; de la soluci6n de calibrado y del
extracto. A fa)ta de interferencias, las dos rectas deben de ser parale­
1u.

El logaritmo de la actividad relativa 58 calcularA por medio de
la siguiente f6rmula:

(Ul ... U2 ... V4 ... U8 - SI - S2 - 54 - S8) x 0,602

V4 ... U6 ... 54 ... Se - Ul - V2 - SI - S2

Actividad real = actividad supue5t5 x actividad relativ5.

La diferenci5 entre los resultados de dos determinaciones para­
lelas efectuadas sobre ls misma muestra no debe exceder del 10% en valor
relativo.

50.5.- OBSERVACIONES

50.5.1. Cepa ailllada por la LUFA en kiel.

50.5.2. Puede ser empleado cualquier medio de cultivo comercial de
composici6n análoga y qued~ loa miamos resultados.

50.6. RD'DlXNCIAS

Tercera Directiva de la Comisi6n de 27 d", abril de 1972.
72/199/CEE. Diario Oficial de las Comunidades Europeas nI! L 123/6, de 29
de mayo de 1972. Anexo Ir.

51.1._ PRINCIPIO

El métcdo permite determinar el amprolio en los pl.ensoa, con­
centrados y premezclaa. El limite inferior de la deteCCión es de 40
mg/kg.

La muestra se somete a extracci6n mediante metanol diluido. El
extracto se purifica sobre columna de 6x1do de aluminio y se trata me­
diante un5 Bolución metan61ica de 2,7-dihidroxinaftaleno, hexacianc fe_
rrato (111) de potasio. cianuro de potasio e hidr6xido de sodio. Se desa­
rrolla una coloraci6n púrpura. El amprolio se determina pcr espectrofoto­
metrfa a 530 llln.

51.2.- IlATERIAL Y APARATOS

51.2.1. Erlenmeyer de 50. 250 y 500 mI de tap6n de rosca.

51.2.2. Agitadcr.

51.2.3. Crisol filtrante, porosidad G 3, diliinetro: 60 mm.

51.2.4. Columna de vidrio para cromstograf1a (diámetro interior: 9
mm, longitud; 400 a 500 mm).

51.2.5. Centrffuga. con tubos de 25 mI de tap6n de rosca.

51.2.6. Espectrofot6metro, con cubetas de 10 mm de espesor.

51.3.~ REACTIVOS

51.3.1. Metanol p.a.

51.3.2. Metanol dllu1do. Mezclar 2 volúmenes de metanol (51.3.1.)
Y un vol úmen de agua.

51.3.3. 50luci6n al 0,2% (p/v) de hexacianoferrato (nI) de pota­
sio (K

3
Fe(CN)s) p.a. Dicha soluci6n ae mantiene estable

. durante dos semandS.

51.3.4. Soluci6n al 1% (p/v) de cianurc de potasio p.a. Dicha so­
luci6n se mantiene estable durante dos semanas.

51.3.5. Soluci6n al 1,125% (p/v) de hidr6xido de sodio p.a.

51.3.6. Soluci6n metan61ica de hidr6xido de sodio. Tomar 15 mI de
la solución (51.3.5.) y completar a 200 mI Inediante meta­
nol (51.3.1.).

51.3.7. Soluci6n al 0,0025% (p/v) de 2,7-dihidroxinaftaleno. Di­
solver 25 mg de 2,7-dihidroxinaftaleno p.a. en metanol

(51.3.1.) Y completar a 1.000 mI mediante metanol
(51.3.1.).

51.3.6. Reactivo de coloraci6n. Introducir 90 mI de soluci6n de
2,7-dihidroxinaftaleno (51.3.7.) en un erlentlleyer de 250
mI (51.2.1.), añadir 5 mI de aoluci6n de hexanoclanoferra­
to (IlI) de potasio (51.3.3.) y homogeneizar. Afiadir a
cont~nuación 5 mI de so1uci6n de cianuro de potlU!lio
(51.3.4.), tapar y homogeneizar. Dejar reposar durante 30
a 35 Ininutos, añadir 100 mI de soluci6n metan6lica de hi­
dr6>tido de sodio (51.3.6.), homogeneizar y filtrar sobre
un crisol f11 trante (51.2.3.). Utilil!:ar dicho reactivo en
106 75 minutoa que siguen a la filtraci6n.

51.3.9. Oxido de aluminio para cromatograf1a de columna. Antes de
la utilizaci6n, agitar durante 30 minutos, 100 g de 6xido
de sluminio con 500 mI de agua, filtrar, lavar tree veces
el sedimento sobre el filtro con SO mI de metanol
(51.3.1.) cada vez, secar por aspiraci6n, dejar repoear
una noche y secar dursnte 2 h a lOO·C en una estufa de
vac10. Dejar enfriar 'en desecador. Controlar la actividad
analizandc, a partir del punto (51.4.2.), una cantidad de­
terminada de soluci6n patr6n (51.3.11.). El 1ndice de re­
cuparaci6n del amprolic, debe ser del 100% !; 4%.

51.3.10. Sustancia patr6n. Amprolio puro que responda a las carac­
ter1sticaa de1"inidas a continuaci6n.

- Punto de fusi6n (descomposici6n); 246 oC.

Coeficiente de extinción :f0lecular a 265 y 235 MI en el
agua destilada: 11,0 x 10 .

51.3.11. Soluci6n patr6n. Pesar, con precisi6n de 0,1 rng, 50 mg de
sustancia patr6n (51.3.10). Dll,olver con metanol diluido
(51.3.2.) en un matraz aforadc de 500 mI, completar a vo­
lumen pcr el mismo disclvente y homogeneizar. Tomar 10,0
mI completar a 50 mI mediante metanol dilu1do (51.3.2.) en
un matraz aforado y homogeneizar 1 mI de dicha soluci6n
contiene 20 microgramos de amprolio.

:~

'«.•..

.'-'



La diferencia entre los resultados de dos determinaciones para­
lelas efectuadas sobre la misma muestra no debe exceder de:

52.- ETOPABotTO
(Jletil-4-aceu.id0-2_tarlben&Ollto)

.'

Siendo:

A "Cantidad, en mg, de amprolio detenninada por la medi_
ción eapectrofotom~trica.

16077

P " Pe¡¡.o, en g, de la tOllla de muestraa.

- 5~, en valor relativo, para los contenidos superiores a
10.000 mg/kg.

51.6._ RBI'EREJICIAS

QUinta Directiva de la COlllisión de 25 de marzo de 1914.
(74/203/cEE). Diario OfiCial de laa Comunidades Europeas nR L 10817 de 22
de abril de 1974.

10 mg/kg en valo:" absoluto, para los contenidos en amprolio
inferiores a 100 mg/kg.

- 500 mg/kg, en valor absoluto, para los contenidos comprendi_
dos entre 5.000 y 10.000 llli/kg.

- 10%, en valor relativo, para los contenidos comprendidos en­
tre 100 y 5.000 mg/kg.
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Peear, con precisión de 1 mg, 0,5 g de muestra
finamente dividida y homogeneizada, introducir­
loe en un erlenmeyer de 500 mI (51.2.1.). afiadir
250 mI de metanol diluido (51.3.2.), agitar du­
rante 60 minutos y :filtrar. Tomar 5,0 mI del
fil trado y completar a 200 mI mediante metanol
diluido (51.3.2.) en un matraz aforado.

Pesar, con precisi6n de 1 m&, 10 g de mue$tra
finamente dividida y homogeneizada. Para las
premezclas, pesar de 3 a 6 S, con precisión de 1
mg. Im::roducir la muestra en un erlenmeyer de
250011 (51.2.1.) Y afiadir 100 011 exac'tamente de
metanol diluido (51.3.2.). Agitar durante 60 mi­
nutos y f'iltrar. Diluir, si fuera necesario me­
diante metanol diluido (51.3.2.) para obtener
una soluci6n que contenga de 5 a 15 micl"Ograrnos
de amprolio por 011. Introducir en una columna
para cromatog:-af!a (51.2.4.) previamen'te provis­
ta en su extremidad inferior de un tap6n de sI­
god6n, 5 g de óxido de aluminiO (51.3.9.) y a
continuación 25,0 011 del extracto. Oejar pasar
el liquido, eliminar los 5 primeros mI y recoger
lO!; 12 mI siguientes en una probeta graduada.

51.4.1.2. Concentrados.

51.4.1.1. Piensos y premezclas.

51.4.1. Extracción y purificaci6n.

51.4.- PROCEDIIIIENTO
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51.4.2. Desarrollo de la coloraciÓn y medida de la absorbancia. 52.1.- PRINCIPIO

Tomar 5,0 mI de la solución obtenida en (51.4.1.1.) ó
(51.4.1.2.) en introducirlos en un tubo de centrifuga A
(51.2.5.). Introducir 5,0 mI de metanol diluido (51.3.2.)
en un tubo de centrifuga B (51.2.5.). Añadir en cada tubo
10,0 mI del reactivo de coloración (51.3.8.), tapar los
tubos, homogeneizar y dejar reposar durante 18 minutos.
Centrifugar a continuación durante 3 minutos para obtener
soluciones Iimpidas y decantar las soluciones Jt. y B en los
erlenmeyer de 50 mI (51.2.1.).

Medir inmediat9Jllente en el espectrofot6metro a 530 nm la
sbsorbancia de la solución A, utilizando como blanco la
solución B. Determinar la cantidad de 8lIIprolio refiri~ndo­

se a la curva de calibrado (51.4.3.).

51.4.3. Curva de calibrado.

Introducir en los tubos de centrifuga (51.2.5.) vo11Íllenes
respectivos de 1,0 _ 2,0 - 3,0 _ 4,0 Y 5,0 mI de soluci6n
patrón (51.3.11.). Completar el volumen de los cuatro pri­
meros tubos hasta 5,0 mI con metanol diluido (51.3.2.).
Añadir en los cinco tubos 10,0 mI de reactivo de colora_
ción (51.3.8.), tapar los tubos, homogeneizar y dejar re_
posar durante 18 minutos. Centrifugar a continuaci6n du­
rante 3 minutos y decantar las soluciones en erlenmeyer de
50 mI (51.2.l).

Medir inmediatamente en el eepectrofot6metro a 530 nm la
absorbancia de lall soluciones, utilh:ando cOmo blanco una
mezcla de 5 mI de metanol diluído- (51.3.2.) y la mI del
reactivo de coloración (51.3.8.). Trazar la Curv8 de cali­
brado llevando a 18 ordenada los valores de las absorban_
c1as y a ls abacisa las cantidsdes correspondientes de aJrI­

pro110 en mg.

El métodw pennite determinar el etopabato en los piensos. con_
centrados y premezclaa. El limite inferior de detección es de 2 mg/kg.

La muestra se somete a extracción por metanol diluido. La solu­
ción se acidifica y se extrae con cloroformo. El extracto clorofónnico ae
lava primero con una solución alcalina y despu~s con &&ua. El extracto
purificado se concentra, el etopl.bato se hidroliza mediante el 6.cido
clorhídrico d1luido. El derivado B1Rinado asi formado se diazota y ee cQ<t
pula con la N_(l-naftil) etilendi8lllina. El cOlllplejo coloreado 8e extrae
mediante el butanol y 18 abO'll.rbancia de la soluci6n se lIlide a 555 nIlI.

52.2._ MATERIAL Y APARATOS

52.2.1. Erelenmeyer de 250 mI, con tapón de rosca.

52.2.2. Embudos de decantación de 100 mI, con tapón esmerilado.

52:.2.3. Agitador.

52.2.4. Evaporador rotativo a yacio con matraces de 250 mI.

52.2.5. Bsfio de agua.

52.2.6. Centrifuga, con tub08 de 15 y 50 ml. de esmerilado norma­
lizado.

52.2.7. Refrigerante de aire, con boca esmerilada.

52.2.8. Espectrofotómetro, con cubetas de 10 11IIII de e,lIpellor.

52.3••- RltACTIVOS

52.3.1. Metanol p.a.

...

51.5.-~
52.3.2. Metan01 al so,; (v/v). Mezclar volúntene. iguales de meta_

nol (52.3.1.) y de agua.

51.5.1. Piensos y premezclall. 52.3.3. Acido clorhidrico p.a., (d.. 1,19). ~.,

El contenido en mg de amprolio por k& de muestra estA dado
por la !"ónnula:

A
x F x 20.000

p
Siendo:

A _ Cantidad, en mg, de amprolio detenninada mediante la
medición eapectrofotom~trica.

P Pe80, en g, de la muelltra.

F Coeficiente de d1lución (efectuado 8i se diera el caso
en 51.4.1.1.).

51.5.2. Concentradoll.

El contenido en amprolio en porcentaje de muestra ellt6.
dado por la fónnula:

A
x 200

p

52.3.4. Acido clorhídrico diluido al/lO. TOIDBr 10,0 mI de Acido
clorhidrico (52.3.3.}, completar a 100 mI con &&ua.

52.3.5. Acido clorhidrico O,3N aprox1madll.lllente. Tomar 25,0 11I1 de
ácido clorhidrico (52.3.3.), completar a 1000 11I1 con
agua.

52.3.6. Cloroformo p.a.

52.3.7. Solución al 4% (p/v} de carbonato de sodio. DiBolver 40 a
de carbonato de sodio, anhidro 'p.a. en agua y completar a
1000 mI con agua.

52.3.8. Solución al O,22i (p/v) de nitrito de sodio.

Disolver en agua 100 lIl& de nitrito de sodio p.a. y com­
pletar a 50 mI con agua en un lIlatraz aforado. Preparar
inmediatamente antes de su empleo.

52.3.9. Soluci6n al l,OS (p/v) de Bulfamato de amonio.

Disolver en agua 500 llIg de sulfamato de amonio p.a. y
compl.etar a 50 mI con ~ en un matraz aforado. Preparar
inmediatamente antes de su empleo.

~;
'.'
.~,
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52.3.10. Solución al 0.2% (p/v) de N_(l_naftil)etilendiamina.

Disolver en a.guli 100 mg de N-(l-naftil)etilendiamina p.a.
y completar a 50 mI con agua en un matraz aforado. Prepa­
rar inmediatamente antes de su empleo.

52.3.11. Cloruro de sodio anhidro. p.a.

52.3.12. N-butano1 p.a.

52.3.13. Sustancia patr6n. Etopabato puro.

BOE núm. 128

ci6n de sulfamato de amonio (52.3.9.), agitar y dejar re­
posar 2 minutos. Af'ladir 1.0 mI de soluci6n de N-(l-naftil)
etilendiamina (52.3.10.), agitar y dejar reposar 10 minu­
tos. Af'iadir 5,0 g de cloruro de sodio (52.3.11.) Y 10,0 mI
de n-butanol (52.3.12.), agitar vigorosamente hasta la di­
soluci6n completa del cloruro de sodio.

Trasvasar la capa butan61ica sobrenadante con ayuda de una
pipeta, a un tubo de centrifuga de 15 mI (52.2.6.) y cen­
trifugar. Medir a continuaci6n la absorbancia ~A en espec­
tofot6metro a 555 nm por comparaci6n con er- n_butanol
(52.3.12.) •

."

52.3.14. Solución patron.

52.3.14.1. Solución de 0,040 mg de etopabato por mI.

Pesar con precisión de 0,1 rng, 40 g de sustan­
cia patr6n (52.3.13.). Disolver con metanol
diluido (52.3.2.) en matraz aforado de 100 mI.
Completar a volumen mediante el miamo d1aol­
vente y homogeneizar. Tomar 10.0 mI, completar
a 100 mI con metanol (52.3.2.) en un matraz
aforado y homogeneizar. Dicha ao1uci6n ae man­
tiene estable durante un mes.

52.3.14.2. Soluei6n de 0,016 mg de etopabato en 20 ml.

Tomar 5.0 mI de la soluci6n (52.3.14.1.) eom­
pletar a 250 mI con metanol diluido (52.3.2.)
en un matraz aforado y homogeneizar. Preparar
antes de su empleo.

52,4.5. Prueba en blanco.

Efectuar uns prueba en blanco aplicando el mismo método
operatorio, a partir del punto 52.4.2. con 20,0 mI de me­
tanol diluido (52.3.2.). Medir lá abaorbaneia ~ a 555 nm
por comparaci6n con el n-butanol (52.3.12.).

52.4.6. Prueba patr6n.

Efectuar una prueba aplicando el miamo método operatorio,
a partir del punto 52.4.2., con 20,0 mI de solución patr6n
(52.3.14.2.). Medir la absorbancia A

C
a 555 nm por compa­

raei6n con el n_butanol (52.3.12.).

52.5.-~

El contenido en mg de etopabato por kg de muestra estA dado por
la f6rmula:

52.4._ PROC!DlJ[[D'TO

52.4.1. Extracción.

AA - "B
----- x

AC - ~

80

p

.".",

Pesar, con precisi6n de 1 rng, una cantidad de muestra fi­
namente dividida y homogeneizada que contenga 80 microgra­
mos aproximadamente de etopabato. Introducir la muestra en
un erlenmeyer de 250 mI (52.2.1.) Y añadir 100,0 mI de me­
tanol diluido (52.3.2.). Mezclar, cerrar el erlenmeyer y
agitar durante 1 hora mediante el agitador (52.3.4.). De­
jar decantar, filtrar y eliminar los primeros mI del fil­
trado.

52.4.2. Purificaci6n.

Todas las operaciones descritas en este punto deben efec­
tuarse rlpidamente.

Introducir 20,0 mI del extracto limpido en un embudo de
decantaci6n de 100 1111 (52.2.2.), añadir 5,0 mI de lcido
clorhidrico diluido al l/lO (52.3.4.) Y 20,0 mI de cloro­
formo (52.3.6.). Agitar primero con pruedencia y después
vigoroaamente durante 3 minutos. Dejar reposar hasta la
separaci6n de las fases y recoger la fase clorof6rmiea en
un segundo embudo de decantaci6n de 100 mI (52.2.2).

Extraer la fase ,icida dOB veces sucesivas mediante 20,0 mI
de cloroformo (52.3.6.) cada vez;. Reunir 108 extraetOti
clorof6rmicos en el segundo embudo de decantación y elimi­
nar la fase ácida. Añadir a la soluci6n clorof6rmica 10 mI
de solueión de carbonato de aodio (52.3.7.), agitar duran­
te 3 mifmtol!l y dejar reposar hasta la aeparaci6n de las
fsses. Recoger la fase clorof6rmica en un tercer embudo de
decantaci6n de 100 mI (52.2.2.) Y eliminar la fase aeuosa.
Ml.adir a la soluci6n clorof6rmica 10 mI de aoluci6n de
carbonato de sodio (52.3.7.), agitar durante 3 minutos y
dejar reposar hasta ls separación de las fases.

Recoger la fase clorofórmica en un cuarto embudo de decan­
tación de 100 mI (52.2.2.). lavar dos veces sucesivamente
con 25 mI de agua cada vez, separar las faselS acuoaas y
recoger cuanti tstivamente el extracto clorofórmico en un
matraz de 250 mI (52.2.4.). Reunir las fases acuosas, la­
var los embudos de decantaci6n vacios mediante algunos mI
de cloroformo (52.3.6.) lavar a continuaci6n la fase acuo­
sa medi8.nte dicho cloroformo. Separar la 1"8.se elorof6rmica
y al"iadirla al extracto recogido en un matraz.

52.4.3. Hidrólisis.

Evaporar el Extracto c:lorof6rmico Mata 2 mI aproxilllada­
mente sobre un baf'lo de agua a 50 oC en el evaporador rota­
tivo al vaeio (52.2.4.). Disolver el residuo con 2 ó 3 mI
de metanol (52.3.1. l. Trasvasar cuantitativamsnte la solu­
ción a un tubo de centrífuga de 50 mI (52.2.6.) con dos
porciones de 10 mI y una porción de 5 mI de ácido clorhi­
drico O,3N (52.3.5.). Añadir algunos fragmentos de piedra
p6mez, homogeneizar y acoplar al tubo un refrigerante de
aire (52.2.7.); Sumergir el tubo en un bal'io de agua hir_
viendo y mantenerlo durante 45 minutos. Dejar enfriar a
continuación bajo una corriente de agua fria.

52.4.4. Desarrollo de la coloración y medida de la absorbancia.

Af'ladir 1,0 .'11 de soluci6n de nitrito de sodio (52.3.8.),
agitar y dejar reposar 2 minutos. Añadir 1,0 mI de 801u-

Siendo:

AA ., Abaorbancia de la soluci6n procedente de la muestra.

~ '" Absorbancis de la soluci6n reaultante de la prueba en blanco.

A
C

.. Absorbancia de la soluci6n resultante de la prueba patrón.

P '" Peso en gramos de la muestra.

La diferencia entre loa reaul tados de dos determinaciones para­
lelas efectuadas sobre la misma muestra no debe exceder:

~ del 20%. en valor relativo, para los contenidos en etopabato
inferior a 7,5 rng/kg.

_ del 1,5 rng/kg, en valor absoluto, para los contenidoa com­
prendidoll entre 7,5 y 10 mg/kg.

del 15%, en valor relativo, para loa contenidos superiores a
10 ntg/kg.

52.6.- REPKRDCIAS

Quinta Directiva de la Comisión de 25 de marzo de 1974.
(74/203/CEE). Diario Oficial de laa Com.unidades Europeas n~ L 108/7 de 22
de abril de 1974.

53.- DIlflTOLJIIDA (DOT 6 ZOALDIt)

(3,!:>-dinitro- o -tolua.ida)

53.1.- PRIIfCIPIO

El método permite determinar la dinitolmids (DOT) en los pien­
sos. concentrados y premezclaa. Loa derivados del nitrofurano interfie­
ren. El limite inferior de detección es de 40 mg/kg.

La muestra se somete a extracci6n con acetonitrilo. El extracto
ae purifica sobre 6xido de aluminio y se filtra. Una parte alicuota del
filtrado se evapora ti. sequedad. EL residuo ee recoge mediante dimetilfor­
m8lllida y se trata con etilendiamina. Se desarrolla una coloraci6n púrpu­
ra. La dini tolmida se determina por espectrofotometria a 560 nm.

53.2._ IlAT'ERIAL Y APARATOS

53.2.1. Erlenrneyer de 250 m.l, de esmerilado normalizado.

53.2.2. Refrigerante de reflujo, de esmerilado normaliltado.

53.2.3. Crisol filtrante, porosidad G 3, diMetro 60 1Ml.

53.2.4. Aparato de filtraci6n a vacio (por ejemplo aparato de
Witt) •

53.2.5. Baño de agua, regulado a 50 oC.

53.2.5. Espectro1"ot6metro. con cubetas de 10 mm de espesor.
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54.2.7. Buretas grllduadas a. 1/10 mI.

54.3.2. Oxido de alwni.nio para crolllStograt'ía de colUll\l1a. Calcinar
durante 2 horas al menos a 750 ·C, enfriar en desecador y
conservar en :fraaco de vidrio topacio con tapón. Antes de
utilizarlo. controlar su actividad sometiendo a aniliata a
partir del punto (54.4.2), una cant1dad detenllinada de pa_
trón (54.3.8.3). La recuperaci6n de nicarbazina debe ser
de 100% .! 2%.

54.3.3. Alcohol etllieo de 95% (v/v).

Siendo:

54.3.4. Alcohol etllico de 80% (v/v).

54.3.1. N,N-dimetllforIlla/ll1da p.a.

54.3.5. Solución al 50% (p/v) de hidróxido de sodio p.a.

54.2.2. Refrigerante de re1'lujo, con boca normalizada..

54.2.1. Erlenmeyer de 250 1111 con boca n01"lllalizada.

54.2.5. Colwnna cromatogr6.fica de vidrio (diélnetro interior: 25
mm, longitud 300 /MI).

de 500 mg/kg, en valor absoluto, para 108 contenidos oompren­
didos entre 5.000 y 10.000 mg/kg.

F Coeficiente de diluciÓn (ef'ectuado si lile diera el caso (53.4.1.).

54.2.6. Eapectrofotómetro con cubetas de 10 mm de espesor.

La muestra se sOlllete a extracción con N,N-dimetilfol'"mSlllida. El ex­
tracto se puri1'ica en columna cromatogr6.fic& de óxido de alwninio: la ni­
carba2:ina se eluye con etanol. El eluato se trata con una solución etan6­
lica de hidróxido de sodio: se delllBrrolla una coloración amarilla. La nt­
clllrba:¡¡:ina se determina e8pectrofotom~triC8lllentea 430 ron.

AA = Absorbancia de la solución A (testigo)

~ = Absorbancia de la solución B (muestra)

AC Absorbancia de la solución C (patrón interno)

P = Peso en gramos de la muestra.

La diferencia entre loa resultados de dos determinaciones para­
lelas efectuadas sobre la misma muestra no debe exceder:

504.1.- PRINCIPIO

El contenido en mg de dinitolmida por kg de muestra está dado
por la t'órmula:

54.2.4. Centrífuga con tubos de 120 mL

504._ IUCAR8AZllIA
(Mezcla equiaoleeular de .....-dln1:troc.rtJ8rl.1l1da

7 2-hidrmc;J..... 6--dt.etl1 pirt.idinll)

54.2.3. Baflo de agua hirviendo.

504.2.- MATERIAL Y APARATOS

del 10%, en valor relfl.tivo, para. los contenidos comprendidos
entre 100 y 5.000 mg/kg.

de 10 mg/kg. en valor absoluto, para los contenidos en dini_
tolmida inferiores a 100 Íng/kg.

- del 5%, en valor relativo, para' los contenidos superiores a.
10.000 mg/kg.

53.6.- REnRENClAS

El mlitodo permite determinar nicarbazina en los piensos, concen­
trados y premezclas que no contengan ..6.s de 5% de harinas forrajeras. Loa
derivados del nitrof\1rano. el acetilanheptina y el carbadox int.er1'Hlren.
El lImite de detección es de 20 m,¡;/k¡:.

504.3.- REACTIV05

Quinta Directiva de la Comisión de 25 de marzo de 1974.
(74/2D3/CEE). Diario Oficial de las Comunidades Europeas n~ L 10817 de 22
de abril de 1974.

53.3.5. Sustancia patrón: 3,5 dinitro--o-toluamida pura que reapon­
da a IRa siguientes características:

Coet'iciente dg extinción molecular a 248 nm en acetonitri_
lo: 13,1 x 10 •

53.3.4. Etilendiamina p.a., contenido mAximo en agua 2,0%.

Coet'iciente de extinci~ molecular a 266 nm en N,N-dime­
tilt'ormamida: 10,1 x 10 .

Pesar, con precisión de 1 m&, 10 g de muestra finUlente
dividida y homogeneizada. Para los concentrados y pl"ellleZ­

clas, pesar oon precisión de 1 mg, 1 g. Introducir la
muestra en un erlenmeyer de 250 mI (53.2.1.) Y afladir 65
mI de acetonitrilo (53.3.1.). Mezclar, acoplar al erlenme­
yer el refrigerante de reflujo (53.2.2.) Y calentar en el
balio de agua (53.2.5.) durante 30 minutoa qitándolo con­
tinuamente. Dejar enfriar con corriente de agua fría. Afla­
dir 20 g de óxido de alwninio (53.3.2.), agitar durante 3
minutos y dejar decantar.

53.3.3. N,N-dimetilt'O",,&mida al 95% (v/v): mezclar 95,0 mI de
N,N-dimetilt'ormamida p.a. y 5,0 mI de ~ua.

Punto de fusión: 177 ·C

Si fuera necesario, tomar una parte alIcuota y diluIr me­
diante acetonitrilo (53.3.1.) para obtener una solución
que contenga de 5 a 15 microgrBlllOs de dinitolmida por mI.

Introducir respectivamente en tres vasos de 50 mI, A, B Y
C. 4.0 mI de la ""olución obtenida en (53.4.1.). Madir so­
lamente al vaso C, 1,0 mI de solución patrón (53.3.6.).
Llevar loa tres vallos sobre el baflo de agua (53.2.5.) si­
tuado bajo una campana de gases bien ventilada y evaporar
a sequedad bajo corriente de aire. Dejar en1'riar hasta la
temperatura ambiente.

53.3.2. Oxido de aluminio para cromatografía en columna. Calcinar
durante 2 horas al menoa a 750 oC, enfriar en desecador y
conservar en fraseo de vidrio topacio de tapÓn esmerilado.
Antes de BU utilizaci6n, hUllledeeer tal eomo se indica: in­
troducir en un frasco de vidrio topacio 10 g de 6xido de
aluminio y 0,7 mI de agua. tapar herméticamente y calentar
durante 5 minutos en un batio de agua hirviendo, agitando
duran'te todo el tiempo con energia. Dejar enfriar a¡;1tin-­
dolo. Controlar la actividad sometiendo al análisis, a
partir del punto (53.4.1.), una cantidad determinada de
soluci6n patr6n (53.3.6.). La recuperación de la dinitol­
mida debe ser del 100% .! 2%.

Madir 10,0 mI de N,N-demetilformamida (53.3.3.) al vaso A
y 2,0 mI respectivamente a los vasos B y C. Dejar en con­
tscto durante algunos minutos agLtando ligeramente haata
la completa disolUCión del residuo. Mladir a continuación
6,0 1'11 de etilendiamina (53.3.4) en los vasos B y C y
hOmogeneizar. Medir, cinco minutos exactamente despulis de
la adición de etilendiamina, la absorbancia de Isa tres
soluciones mediante el espectrof<-tómetro (53.2.6) a 560
nro, empleando como blanco la N,N-dimetilformamida
(53.3.3) .

53.3.1. Aceton1trilo al 8~ (v/v). Mezclar 850 mI de aeetonitrilo
puro y 150 mI de agua, Oestilar la mezcla antes de BU em­
pleo; recoger la fracci6n que destila entre 75 y 77 oC.

Colocar un matraz a1'orado de 100 mI en el aparato de 1'il­
tración (53.2.4.), ajustar el crisol t'iltrante {53.2.3.) y
filtrar el lIquido aspirando. Trasvasar a continuación el
sedimento al crisol con unos mI de acetonitrilo (53.3.1.)
y aspirar. Cortar el vacIo, volver 1:1 poner el sedimento en
suspensión con unos mI de acetonitrilo (53.3.l.) y aspirar
de nuevo. Repetir estas últimaa operaciones hasta que el
volÚlll!ln del filtrado alcance 95 mI aproximadamente. Com_
pletar el volúmen II 100 mI mediante el acetonitrilo
(53.3.1.) y homogeneizar.

53.3.6. Solución patrón. Pesar, con precisión de 0,1 rng, 40 rng de
sustancia patrón {53.3.5.). Disolver con acetonitrilo
(53.3.1.) en un matraz at'orado de 200 mI. COflIpletar a vo­
lwnen con el mismo disolvente y homogeneizar. Tomar· 20,0
mI, completar a 100 mI con acetonitrilo (53.3.1.) en un
matraz at'orado y homogeneizar. 1 mI de dicha solución con­
tiene 40 microgramos de dinitolmida.

53.4.2. Desarrollo de la coloración y medida de la absorbancia.

53.4.1. Extracción y purit'icación.

53.3.- RltACTIVOS

BOE núm. 128
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54.3.6. Soluci6n etan6lic8 al 10l (p"¡v) de hidróxido de sodio. To­
mar 1 mI de la soluci6n (54.3.5) en un matraz aforado de
50 mI y enrasar con etanol del 80'% (54.3.4). Preparar en
el momento de empleo.

BOE núm. 128

rrespondiendo a 0,025 _ 0,050 _ 0,075 - 0,100 Y 0,125 mg
de nicarbazina). Af'Iadir a cada matraz 5,0 mI de solución
etan6lica de hidr6xido de sodio (54.3.6.) enrasar con eta­
nol de 95% (54.3.3.) Y homogeneizar.

54.3.7. Sustancia patrón. Nicarbs:I'ina pura, coef'iciente de extin­
~1~~3~olecUlar a 362 nm en N,N-dimetilformamida es de 37,6

54.3.8. Soluc16n patrón.

54.3.8.1. Soluci6n de 1,25 mg de nicarbazina por mI. Pesar
con una precisión de 0,1 mg, 125 mg de sustancia
patrón (54.3.7.). Disolver en 75 mI de
N,N-dimetilfonnamida (54.3.4.) en un /ll8traz afo­
rado de 100 mI calentando ligeramente. Dejar en­
friar, completar a volÚlnen con el mismo solvente
y homogeneizar. Conservar al abrigo de la luz.

54.3.8.2. Soluci6n de 0,125 mg de nicarbazina por mI. To­
mar 10 mI de la solución (54.3.B.1.) y completar
a 100 mI con N,N_dimetilformamida (54.3.1.) en
un matraz aforado y homogeneizar.

54.3.8.3. Solución de 0,025 mg de nicarbazina por mI. To­
mar 20 mI de la solución (54.3.8.2.), completar
a 100 mI con N,N-dimet11fonnamida (54.3.1.) en
un matraz aforado y homogeneizar.

54.4.1. Extracción.

Pesar, con .precisi6n de 1 mg, 10 g de muestra finamente
dividida y homogEnea. Para concentrados y premezc1as pesar
1 g con la precisión de 1 mg, introducir la muestra en un
er1enmeyer de 250 mI (54.2.1.) y af\adir 100 mI exactamente
de N,N-dimetilformamida (54.3.1.). Mezclar, acoplar a un
refrigerante de reflujo (54.2.2.) Y calentar en bal'lo de
agua (54.2.3.) durante 15 minutos agitando de vez en cuan­
do. Dejar en:friar bajo corriente de agua :fría.

Trasvasar a continuación el líquido eobrenadante a un tubo
de centrí:fuga (54.2.4.) y centrifugar durante tree minutos
aproximadamente.

Si fuera necesario pipetear 25 mI del sobrenadante y di­
luir con N,N-dimetil:formamida (54.3.1.) para obtener una
solución que contenga de 2 a 10 microgramos de nicerbazina
por mI.

54.4.2. Cromatogra:fla.

Introducir en una columna cromatográ:ficB (54.2.5.) 30 g de
óxido de aluminiO (54.3.2.) en suspensión en N,N-dimetil­
formamida (54.3.1.). Dejar descender el Hquido hasta 1 cm
por encima de la colUllll\a de 6xido de aluminio e introducir
en seguida en la columna, 25 mI del extracto obtenido en
(53.4.1.). Dejar pasar el Hquido evitando dejar la co­
lumna seca y lavar tres veces la columna con 10 mI de
N.N-dimetilfonllarnida (54.3.1.) cada vez. Eluír enseguida
con 70 mI de etanol al 95% (54.3,3.). Eliminar los 10 pri­
meros mI del -eluato y recoger el resto en fracciones como
sigue:

- una fracci6n a) de 5 mI.
- una fracci6n b) de 50 mI en un matraz a:forado.
- una fracción c) de 5 mI.

ContrOlar que laa fracciones a) y c) no presenten colora­
ci6n amarilla por la all.ici6n de soluci6n etanólica de hi­
dróxido de sodio (54.3.6.). Proseguir las operaciones so­
bre la fracci6n b) como se indica en (54.4.3.).

54.4.3. Desarrollo de la coloraci6n y medida de la absorbancia.

Introducir reapectivamente 20 mI de 16 fracción bJ en dos
matraces aforsdos A y B de 25 mI. Afiadir al matraz A 5.0
mI de soluci6n etan6lica de hidróxido de sodio (54.3.6.) Y
al matraz B 5,0 mI de etanol de 95% (54.3.3.). Homogenei­
m.

Medir en los primeros cinco minutos la absorbancia de lss
soluciones a 430 nm utilizando como blanco Wla mezcls de
20,0 mI de etanol del 95% (54.3.3.) Y 5 mI de solución
etanólics de hidr6xido de sodio (54.3.6.).

La diferencia de las absorbancias en~re la solución 8 y A
se interpola en la curva de calibrado (54.4.4.) para obte­
ner le cantidad de nicartlazina.

54.4.4. Curva de calibrado.

Tratar 25 mI de la solución patrón (54.3.8.3.) por crorna­
tografla como se indica en (54.4.2.). Trasvasar a una bu­
reta graduada (54.2.7.) la fracci6n b) del eluato y pipe­
tear en matraces secos de 25 mI respectivamente los si­
guientes volÚlnenee: 2,0 _ 4,0 _ 6,0 _ 8,0 Y 10,0 mI (co-

Medir en los primeros 5 minutos ls absorbancia de las so­
luciones a 430 nm, utilizando como blanco una mezcla de 20
mI de etanol del 95% (54.3.3.) Y 5,0 mI de solución etan6­
lics de hidr6xido de sodio. Trazar la curva patr6n repre­
sentando en ordenadss el valor de la absorbancia y en abs­
Cl.sas las cantidades correspondientes de nicarbazina en
rng.

54.5.-~

La cantidad de nicarbazina en mg por kg de muestra viene dada por
la fórmula:

A
x F x 10.000

p
Siendo:

A = Cantidad, en mg, de nicarbazina determinada por medida espectrofoto­
métrica.

P Peso, en g, de la muestra.

F Coeficiente de diluci6n (ef.ectuado eventualmente en 54.4.1.).

La diferencia entre los reaultados de dos dete",,-inaciones parale­
las efectuadas sobre la misma muestra no debe sobrepasar los siguientes
valores:

10 ms/kg, en valor abaoluto, para contenidos en nicarbazina inferiores
a 100 mg/kg.

- 10%, en valor relativo, para contenidos comprendidos entre 100 y 5.000
mg/kg.

- 500 mg/kg, en valor absoluto, para contenidos comprendidos entre 5.000
y 10.000 mg/kg.

- 5%, en valor relativo, para contenidos superiores a 10.000 mg/kg.

54.6.- REFERENCIAS

Quinta Directiva de le Comisi6n de 25 de marzo de 1974.
(74/203/CEE). Diario Oficial de las Comunidades Europeas nR L 108/7 de 22
de abril de 1974.

55.- BUQUINOLATO
(carboxllato de etil--4--hidro:d~.7 dUlIO-butoxi-3--quinolelna)

55.1.- PRINCIPIO

El método permite la detenninaci6n de buquinolato en los piensos,
concentrados y premezclas. El limite in:ferior de detección ea de 10
mg/kg. El decoquinato interfiere en la dosificaci6n.

El buquinolato se extrae de la muestra con cloro:formo. El extracto
se evapora a sequedad, el residuo se recoge con cloroformo y la soluci6n
se cromatografía en capa fina. El buqinolato es eluido por etanol y de­
terminado espectrofluorimétricamente por comparación con soluciones ps­
trón.

55.2.- IlATEIlIAL Y APARATOS

55.2.1. ErlenmeyeMl de 50 y 250 11I1 con tapón de rosca.

55.2.2. Agitador.

55.2.3. CentrIfuga con tubos de 15 mI con tapón de rosca.

55.2.4. Bal'Io de agua termorregulado a 50 ·C.

55.2.5. Equipo para cromatografia en capa fina.

55.2.6. Placas de vidrio para cromatografia en capa fina de 200 x
200 mm, preparadas como sigue: extender unif-oI'lllemente so­
bre las placas una capa de 0,5 mm de espesor gel de sUice
G (55.3.5.) (55.6.1.). Se dejan secar durante 15 minutos
al aire. Después se introducen durante 2 horal!: a 110 ·C en
la estufa (5S.2.l1.). Se enfrian en desecador que contenga
gel de sílice como deshidratante.

Se pueden emplear placas equivalentes ya preparadas.

55.2.7. Micropipetas de 0,50 m1.

55.2.8. Colector de zonas para cromatografia en capa fina.

55.2.9. Lámpara de ultravioleta de onda corta.

55.2.10. Espectrofluorímetro equipado con una lámpara de xenon y de
dos monocromadores.

•.¡.
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55.2.11. Estufa de aire t'or!:ado y temperatura regulable de O· a 150
·c.

55.2.12. Aparato rotativo de evapOl"aei6n al vacío eon matraz de 250
01.

55.3.1. Clorofol"lllD p •••

55.3.2. Etanol 96~ (v/v) p.a.

55.3.3. Mezcla clorofol"lll~tanol. Mezclar 10 vola..enea de cloro­
f'onno (55.S.1.) y un volU111en de etanol (55.3.2.).

55.3.4. Etanol 80% (v/v) p.a.

55.3.5. Gel de s!liee G para cr<lm8tografía en capa fina.

55.3.6. Buqulnolato calidad patr6n.

55.3.7. Soluciones patrón:

55.3.7.1. Soluciones patrón 0,2 IIl&!ld de buqulnolato.

PeSIlr 50 lIl& de Buataneia patrón (55.3.6.) con l.
precisión de 0,1 1IIi. Disolver en clorofOr'lllO
(55.J.l.) Y en caliente, en un baflo de ~. a SO
·C. Trasvasar c:ulUltitatlvarnente a un IIIlltru .f'(~

rada de 250 mI. OeJIU" enfriar a temperatura __
biente. Completar eon clorofonno (55.3.1.) Msta
el aforo y homogeneizar.

55.3.7.2. Soluciones patrón de trabajo. Pipetear en II1atra­
cea aforados de 25 ml¡ 5,0 _ 10,0 - 15,0 - 20,0
Y 25,0 mI de la solución patrón (55.3.7.1.).
Completar haeta el aforo con clorofonlO
(55.3.1.) Y homogeneizar. Preparar en el momento
de su utilizaci6n. Estas solucionell contienen
reepect1vamente 0,04 - 0,08 - 0.12 - 0,16 Y 0,20
JlIg/ml de buquinolato.

55.4.1. Preparación de la lIIuestra.

Moler la muestra de tal manera que pase a trav6s de un ta­
miz de 1 lIllIl {conforme a las recomendaciones ISO R S65}.

55.4.2. Extracción.

Pesar con precisión de 1 m¡; una. cantidad muestra preparada
según (55.4.1.) que contenga ap;oximadamente 1,25 1lI& de
buquinolato e introducirla cuantitativamente en un erlen­
mayer de 250 mI (55.2.1.). Afiadir 100,01111 de cloro:fo~o

(55.3.1.). Mezclar, tapar y agitar durante una hora en el
agitador (55.2.2). Dejar decantar, filtrar y despreciar
1015 primero$ 1111 del filtrado.

Introducir 80 mI del fU trado Hmpido en el lIIatre.% del ro­
tavapor (55.2.l2.). Evaoporar cui hasta sequedad aobre un
bafl.o de agua (55.2.4.). Truvasar cuantitativlilll'lente el re­
siduo oleoso a un matra:o: de 10 mI con ayuda de clorofOMllo
y 1iI '~ravi!8 de un embud('\ de vástago e6trecho. Completar el
volumen con clorofoI'lllo {55.3.1.J y si la solución no ea
limpida, centrigugar durante 3 minutos a 3.000 It>m en tubo
cerrado.

55 . .!I.3. Cromatograf1a en capa fina.

Depoai tar puntualmente sobre una placa de croIDatograf1a
(55.2.6.) con ayuda de une micropipeta (55.2.7.) y a una
di6tancia respectiva de 2 cm, volÚJllenes de 0,25 ml del ex­
tracto obtenido en (55.4.2.) Y de 1(1.1:< 5 soluciones de pa­
tr6n (55.3.7.2.).

!:luIr el cromatograma en la cámara de desarrollo utilizan­
do cloro:fol"!Jlc (55.3.1.) como eluyente hasta que el f'rente
del solvente llegue al borde superior de la placa. Secar
con ayuda de una corriente de aIre. Volver a colocar la
placa en la cámara de desarrollo, utilizando como eluyente
la mezcla de cloroformo/etanol (55.3.3.) hasta que el
trente del solvente haya avan:o:ado un08 12 cm. Sacar la
placa de la climara. Dejar evaporar el aolvente. Examinar
la placa bajo la luz ultravioleta de onda corta (55.2.9.)
y delimitar las mancha" de buquinolato (valor de R:f 0,4 a
0,6) con la ayuda de una aguja.

!:5.4 . .o!I. Eluci6n.

Recoger la s111ce de cada zona delimitada con la ayuda de
un colector de :o:onae (55.2.8.) en un tubo de centr1fuga
(55.2.3.). AlIadir a cada tubo 10 mI de etanol (55.3.4.),
a,gltar durante 20 minutos y después centrifugar durante 5
minutos a 3.000 It>m. Decantar las aoluciones limpidas en
106 e~1enmeyer de 50 mI (55.2.1.).
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55.4.5. Medida de la :t'luoI'til'cenc1a.

Ajustar a 100 la escala del espectrofluorilllatro (55.2.10.)
con la ayuda del eluato (55.4.4.) obtenida de la solución
patr6n mAs concentrada. Utili:o:ar para la excitación la
longitud de onda comprendida entre 200 y 280 l1Ill QUe d6 ls
fluorescencia mis int-.ensa y para la I!lt,ieión la longitud de
onda de 375.

Medir en estas condicionel!l le intensidad d.. f'luoreaoencia
de los otros eluatos (55.4.4.). Dete~1nar a partir de la.
valoree encontrados la cantidad (C) de b'¡(¡uinolato en q
contenida en los 10 1111 del eluato de la 1IlUestra.

55.5.- CALCULO DI RESULTADOS

El contenido en Il& de buquinolato por ka de mueatra estA dado por
la f6""u1a:

c
x 50.000

p

Siendo:

C .. Cantidad en m¡ de buquinolato dete,..inado por la lIIedida espectrofluo­
rilrlétrica.

P oc Peso en ll:ramos de la muestra tomada para el anilisis.

La diferencia entre los resul tadoa de doa dete!"llllnsciones JMU'1e­
las efectuadlUl sobre la mia_ muestra no deben ds diferir de:

- 50% del resultado llláe elevado para 108 valoree de buquinolato compren­
didos entre 10 y 20 mg/k&.

- 10 m¡:/kg en valor absoluto para los valorea cOllprendidOll entre 20 y 100
../k¡¡.

- 10% del resultado 11148 elevado para los valorea comprendidos entre 100 y
5.000 m.¡:/kg.

- 500 1Il&/kg en valor sbsoluto para los valorea comprendidos entre 5.000 y
10.000 JIlg/kg.

- 5% del resultado mb elevado para los valores superioree a 10.000
../l<g.

55.6._ OBSERV'ACIOIIIS

55.6.1. La pI"l!paración de las placas ea COlllO sigue: Me:o:c1ar 60 S
de gel de dlice G (55.3.5.) con 120 mI de agua destilada,
en un erlenmeyer de 250 1111 con tapón, agitando vi&oroea­
mentt' durante 30 a 45 l!lIegundoa. La lIlIuapenlli6n una vez bien
homogenei:o:ada, e<e vuelca rlpidamente en el aplioador y se
extiende uniformemente sobre las placas, una capa de 0,5
mm de eapelSor. Se dejan Becar durante 15 minutos al aire;
despulis se introducen en la estu.1'a (55.2.11.) durante 2
horall a 110 ·C. Se entr1an en deaecador que contenga sel
de sHiee como deahldrstante.

55.?_~

6' Directivs de la COlOisi6n de 2Q-.dieielllbre-1974 (75/84/CE!).­
Diario Oficial n 2 L 32/26 de 5 de :febrero de 1975.

56.1.- PRIlfCIPIO

El m~toclc permite l. determinación de sulfaquinoxalina etl loe
piensos compuestos, concentrados y preme:r.elaa. El limite 1r.:terior de la
dete:M!linaci6n es de 20 mg/kg. Interfieren otras sulfonami:l.as y el Acido
aI"$an1lico.

La sulfaquinoxalina se extrae de la muestra con dime't1 J foruamida y
clorofOrrllO. Se hidrc!iza en medio alcalino. Despulis de la l".eutrali.ze.ci6n
el derivado lI/IIinodo se dia!:ota y copula con la N-(I-naftil)o;'tilendil:U\l;;'na.
La absorbancia de ls Boll.lción se mide a 545 nJIl.

56.2.-~

56.2.1. ErlenJlleyel""S de 250 101 con boca normalizada y Ul.p61"· de vi­
drio.

56.2.2. Agitador.

56.2.3. Crisolell filtrantes de poroaidad 3, diimetro 80 II1II., con
kitasatoE.

56.2.4. Embudos de decantación de 250 mI.

56.2.5. Matraces aforados de 50, lOO, 250 Y 500 m!.

,
."



56.2.8. Espectrofot6metro con cubetas de 20 lIIIlI de eamino 6ptico.
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ci6n, en dos tubos de ensayo (56.2.6.) A Y B respectiva_
mente.

56.4.4. Desarrollo de color y medida de la absorbancia.

La diferencia entre los resultados de dos detemrinaciones parale_
las efectuadas sobre la misma muestra no deben ser mayores de:

_ 10 ma/kg en valor absoluto para contenidos de sulfaquinoxslina compren­
dida entre 20 y 100 mg/kg.

C .. Cantidad de aulfaquinoxalina en microgramos deteminada por medida es­
pectrofotom~trica.

- 10% del resultado mti.s elevado para contenidos comprendidos entre 100 y
5.000 rng/kg.

Añadir a cada tubo 2,0 mI de soluci6n de nitrito de sodio
(56.3.6.) agitar y dejar reposar 3 miutos. Aftall.1r 2,0 mI
de soluci6n de sulfamato am6nico (5(;.3.7.), agitar y dejar
reposar 2 minutos. Madir a continuación 1,0 mI de solu­
ci6n de diclorhidrato de N(l_naftU)etilendiamina
(56.3.8.) en el tubo A y 1,0 mI de agua destilada en el
tubo E. Mezclar bien el contenido de eada tubo. Conectar
los tuboa a una trompa de agua con la ayuda de juntas de
goma y aplicar un pequefto vac10 para eliminar el nitrógeno
disuel too

P Peao en gramos de la muestra tomada pars el ensayo.

Sulfaquinoxal ina mg/kg = x 50
e

Tornar 10 mI de cada soluci6n, que corresponden respecti­
vwnente a 5, 10, 15, 20, Y 25 microgr8lll0s de sulfaquinoxa_
lina, e introducirlos en tubos de ensayo (56.2.6.). Desa­
rrollar el color como se indica en (56.4.4. primer párra­
fo). Medir s continusción la absorbancia a 545 nm emplean_
do agus destilada eomo blaneo. Trazar la eurva patr6n po­
niendo en ordenadas el valor de la absorbaneia y en abl!lei­
sas la cantidad correspondiente de sulfaquinoxalina expre­
sada en microgr8lllos.

La cantidad en mg de sulfaquinoxalina por kg de muestra viene dada
por la siguiente f6nnula:

56.5.-~

Medir después de 10 minutos ls absorbancia Aa y Ab, de lae
soluciones en el espectrofot6metro (56.2.8.) a 545 nm to­
mando el agua destilada como blanco. Determinar a partir
del valor Aa - Ab la cantidad (C) de llulfaquinoxalina pre­
Bente en la solución de la muestra re:firi~ndose a la curva
patr6n (56.4,5.) hecha previamente.

Introducir en los matraces aforados de 100 mI (56.2.5.),
vo1(imenes de 2,0 - 4,0 - 6,0 - 8,0 Y 10,0 mI de la solu­
ción patr6n (56.3.10.) correspondientes a 50, lOO, 150,
200 Y 250 microgramos de sulfaquinoxalina. Aftadir 8 mI de
ácido clorhidrico (56.3.5.) en cada matraz completando el
volumen con agua destilada y homogeneizando.

56.4.5. Curva patr6n.

p

Siendo:

56.2.6. Tubos de ensayo de 150 lIIIlI " 25 lIIIlI.

56.2.7. Bal'io de a.¡ua hirviente.

56.3.9. Sustancia patr6n. Sulfaquinoxalina pura.

Moler la muestra de tal manera que pase en su totalidad a
trav~s de una malla de 1 mm (Confonne a la recomendaci6n
ISO R. 565).

56.3.5. Acido clorh1dri<::0 concentrado p.a. (d '" 1,18).

56.3.7. Soluci6n 0,5% (p/v) de sulfamato am6nico. Disolver en agua
destilada 500 rng de su1famato am6nico p.a. completar hasta
100 mI con agua destilada y homogeneizar. Preparar inme­
diatamente antes de usar.

56.4.1. Preparación de la lllUestra.

56.3.2. Cloroformo p.a.

56.3.1. N, N. DimetUfonnamida p.a.

56.3.8. Soluci6n 0,1% (p/v) de diclorhidrato de N-(l-naftill eti­
lendiamina. Disolver en ácido clorh1drico p.a. 0,1% (v/v)
100 mg de diclorhidrato de N-(1-naftil) etilendiamina p.a.
completar hasta 100 mI con el mismo ácido y homogeneizar.
Preparar inmedistamente antes de Usar.

56.3.4. Soluci6n alcalina. Disolver en agua destilada 10 g de hi­
dróxido de sodio p.a. y 25 g de cloruro de sodio p.a. COIII­
pletar hasta 500 mI con agua destilada y homogeneizar.

56.3.t. Soluci6n 0,1% (p/v) de nitrito de so":io. Disolver en agua
destilada 100 mg de nitrito de sodio p.a.. completar con
agua destilada hasta 100 mI y homogeneizar. Preparar inae­
diatamente antes de usar.

56.4.2. Extracci6n.

56.3.3. Etanol absoluto.

Pesar con la exactitud de rng una cantidad de muestra que
contenea entre 0,25 11 1,25 mg de sulfaquinoxalina. Intro­
ducir cuantitativamente en un erlenm...yer de 250 mI
(56.2.1.) y aftadir 20 mI de N, N, dimetilformamida
(56.3.1.). Mezelar y calentar durante 20 minutos sobre ba­
ño de agua (56.2.7.). Dejar enfriar bajo corriente de agua
fria. Madir 60 mI de eloroformo (56.3.2.) tapar el erlen­
meyer y agitar durante 30 minutos con ayuda del agitador
(56.2.2.) .

56.3.10. Soluci6n patr6n. Pesar con precisi6n de 0,1 mg, 250 llI& de
sustancia patr6n (56.3.9.). Disolver en unos 50 mI de una
soluci6n de hidróxido de sodio (25 mI de una soluci6n de
hidr6xido de sodio 0,1 N + 25 mI de agua), cOlllpletar hasta
500 mI con agua destilsda. Tomar 5 mI de esta solución y
diluir a 100 mI con agua destilada. 1 mI de esta soluci6n
eontiene 25 microgramos de sulfaquinoxalina.

56.3.- REACTIVOS
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Filtrar el liquido sobre el crisol t'iltrante (56.2.3.) co­
locado en un kitasatos y aspirar ligeramente. Lavar el er­
lenmeyer con cuatro porciones de 5 mI de elorofonno
(56.3.2.) Y trasvasar sucesivamellte los liQuidos al eri­
sol. Trasvasar rapidamente a continuaei6n el filtrado a un
embudo de decantaei6n (56.2.4.), lavar el kitasatoB eon la
ayuda de aproximadamente 15 mI de cloroformo (56.3.2.) Y
trasvasar el liquido al embudo de decantaci6n.

56.4.3. Hidr61isis.

Añadir al embudo de decantaci6n 50 mI de aoluci6n alcal.ina
(5(;.3.4.) y 5 mI de etanol (56.3.3.). Mezclar bien evitan­
do la formaci6n de emulsi6n, bien sea invirtiendo el embn­
do unas 20 veces o bien agitando horizontalmente. Dejar
reposar hasta la separaci6n de las dos fases (la separa­
ci6n se completa generalmente alrededor de los 15 minu­
tos) .

Trasvasar la fase superior (:fase acuosa) a un matraz afo­
rado de 250 mI (56.2.5.). Extraer de nuevo de la fase clo­
roformica con trea porcionel' de la soluci6n alc<llina
(56.3.4.) Y trasvasar el extracto acuoso despu~s de csda
extracci6n, al matraz aforado (56.2.5.). Completar hasta
el aforo con agua destilada y homogeneizar.

.Introducir 25,0 mI de la soluci6n en un matraz aforaoo de
50 mI (56.2.5.), ai'iadir 5,0 mI de ácido clorh1drico
(~6.3.5.). Completar hasta el aforo con agÚa destilada y
homogeneizar. Filtrar, si fut"se necesario y eliminar los
primeros 15 mI del filtrado. Introducir 10 ll'l de la solu-

- 500 rng/kg en valor absoluto para los contenidos comprendidos entre
5.000 y 10.000 mg/kg.

5% del resultado más elevado para los contenidos superiores a 10.000
mg/kg.

6 1 Directiva de la Comisi6n de 20 de diciembre de 1974 (75/84/
CEE). Diario Oficial n Q L 32/26 de 5 de Febrero de 1975.

57.- ruRAZOLlIlOIIA
(N-( 5-n1tro-2-f'urf'Uriliden)~~lidoñe.)

57.1..- PRIICCIPIO

El m~todo pennite la determinaci6n de furazolidona en los piensos,
concentrados y premezclas. El limite inferior de la determinaei6n es de
10 mg/kg.

La furazolidona es e"traida con aeetona despu~s de que la muestra
ha i:lido previamente desengrasada con éter d ... petr61eo. El extracto e8 pu_
rificado en una columna cromatogrUica de 6xido de aluminio y la furazo­
lidona se eluye con la acetona. El eluato se evapora a sequedad, y el re­
siduo se recoge en alcohol amIlieo. La furazolidona es extra1da con una
soluci6n do:' urea y la absorbane1a del extraeto ea medida a 375 1'\1:I.
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57.2.- IlAftR.IAL Y APARATOS

57.2.1. Matrace. aforados de vidriO, color topacio de 100 y 250 mI.

57.2.2. Embudos de decantación de vidrio color topacio de 100 ..1.

57.2.3. Aparto de extraecHin Soxhlet o Twissell111lll.

57.2.4. Cartuchos de extracción 25 x 80 <5 28 x 100 1IlIII.

57.2.5. Columna de vidrio para cromatografía, de diAmetro interior
10 lIll'II Y longitud 300 .....

57.2.6. Bsl'\o de agua teMllorregulado hasta 150 ·C.

57.2.7. Espectrofot6metro con Qubetas de 10 lIlIIl de espe.or.

57.3.- REACnVOS

57.3.1. Acetona p.a.

57.3.2. Oxido de allnll1nio neutro para crOlllatograt'!a. GranuloJlletrla
100 Il 240 lIIsah preparada 0011I0 sigue. Mezclar 500 11: de 6xi­
do de aluminio eon 1000 11I1 de agua destUada caliente y
decantar 8 continuación el lIquido lIobrenadante. Repetir
do. vecea esta operación Y filtrar seguidamente. atrsv's
de un fi1 tro BUchner. Secar el 6xido de alUlllIlio a 105 ·c
hasta peso constante.

57.3.3. Acetato de alldlo p.a.

57.3.-4. Alcohol _111co. Conviene mezcla de is6meros.

57.3.5. Eter de petr61eo, p. eb 40-60 ·C.

57.3.6. Soluci6n de urea. Mezclar 90 g de urea p.a. con 100 11I1 de
agua delllltilada, calentar ligeramente para facilitar la di­
soluci6n.

57.3.7. SUlltancia patr6n. Furazolidona pura.

57.3.8. Solucionell pa'trOn. Pesar con precilli6n de 0,1 m.¡ unoa 25
mg de sUlltancia patr6n (57.3.7.). Introducirla cuantitati­
v_ente en un matra:z afordo de 2SO 1111 (57.2.1.) cOlllPletar
haata el aforo con aeetona (57.;3.1.) y homogeneizar (¡mI
de esta solución contiene 100 lIIicroK!"ll/lIotI de f'ura:zolido­
na).

57.4.- PIlOCI:DDaEIft'O

Todas las manipulaciones deben efeetua.rse evitando la lu:z directa:

57.4.1. Preparaci6n de la lIlUutra.

Moler la muestra de tal ~era que paee a trav~ll de un ta­
miz de mallall de 1 11IIII, conforJlle a la recomendaci6n ISO R
565.

57.4.2. Extracci6n.

Pesar con exactitud de 1 1IIg, de 5 a 20 g de mueatra bien
homo¡eneizada (conteniendo COllO mixilllo 1 In& de furuolido­
na) en un cartucho de extracci6n (57.2.-4.). Colocarlo en
el aparato de extracci6n (57.2.3.) y extraer con Ater de
petr6leo (57.3.5.). Para el aparto SOxhelt son necesarios
de 13 a 17 ciclos de solvente, para otroe aparatos la du­
raci6n de la extracci6n no debe ser inferior a 30 minutos.
Retirar a continuaci6n el c.rtucho del aparato, eliminar
el solvente rellidual aecando el cartucho y au contenido
con eyuda de una corriente de aire caliente.

Para la extracción, propiamente dicha, colocar de nuevo el
cartucho en el aparato de extracci6n y extraer con la ace­
tona (57.3.1. l. Para el aparato SOxhlet al manos son nece­
aarios 25 cicloll de aolvente; para otros aparatos, las
condicione. necesarias para la obtenci6n de una extracci6n
completa deberin ller determinadae previlUllente. EvaporlU" el
extracto acet6nico sobre el baño de agua (57.2.6.) hasta
un volUlllen de 5 a 10 11I1 Y dejlU" enfriar hasta t!llllperaturs
ambiente.

57.4.3. Cromatograr:ra.

Introducir un pequefto tap6n de lana de vidrio en el extre­
mo inferior de la columna crolllatogr6.fica (57.2.5.) Y apre_
tar el tap6n con la ayuda de una varilla," plU"8 obtener un
eapesor de 2 a 3 11II. Preparar una euspenei6n de 6xido de
alUlllinio (57.3.2.) en acetona (57.3.1.). Introducir la
suepensi6n en la columna cromato¡r6.fica (57.2.5.) Y dejar
repoear. Le colUJlln8 ..í obtenida debe de tener una altura
de 200 lIIII aproxitll8delllente. Dejar deecender la acetona
(57.3.1.) hasta la euperf'1cie lluperior de la coll.llllna.
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Trasvasar el extracto obtenido en {57.4.2.} sobre la co­
lumna, lavar el _traz varias veces con acetona (57:3.1.)
y trasvaear los líquidoa sobre la colwana.. 'ColoclU" un _­
traz apropiado debajo de la columna y eluír la f'urazoli­
dona con la acetona (57.3.1.).

El volWllen total de la acetona usada. incluído el uNdo
para el lavado, no debe eer auperior a ISO 11I1.

57.4.4. Extracción y medida de la absorbancia.

Evaporar el e1uído obtenido en (57.4.3.) hasta eequedad en
baflo de agua (57.2.6.) (Ver 57.6.1.). Disolver el residuo
en 10 mI de alcohol ...111co (57 .3.4.) Y trasvasar la 1I01u­
ci6n a un embudo de decantaci6n (57.2.2.). Lavar el _tr&z
con porciones suctlllivas de 10 mI de acetato de 8IlIilo
(57,3.3.) y 10 11I1 de.la lIo1ución de uree (57.3.6.l. Tras­
vasar eetaa l'Ioluciones a un ernbudo de decantación
(57.2.2.) y agitar vigol'Qaamente durante 2 minutos.

Dejar reposar durante 3 a 4 lIlinutOll y recoaer la fue
aCUOl!la en un lllatraz aforado de 100 mI (57.2.1.). Repetir
el lavado y la extracci6n con la ayuda de cuatro porciones
de 10 mI de aoluci6n~de urea (57.3.6.) y recoger cade vez
la faSe aCUOse en el matra:z aforado. eo.tpletar el conte­
nido del matraz hasta 100 mI con la soluci6n de urea
(57.3.6.) y hOlllogeneb:ar. Medir la abeorbancia de le solu­
ci6n en el upectrofot6111etro (57.2.7.) a 375 NIl toaaando
como blanco la 1I01uei6n de urea (57.3.6.). Determinar la
cantidad de f'ura.:zolidona refiriAndose a la cW"Va patrón
(57.4.5.).

57.4.5. Curva patrón.

Preparar cuatro columnas eromatoarificaa (57.2.5.) según
el modelo operatorio indicado {57.4.3. primer pirrafo}.
Introducir en la coluana volCimene. de 2,5 - 5,0 _ 7,5 Y 10
ml de soluci6n patrón (57.3.8.).

Eluír cada colUlllna con 150 mI de ecetona (57.3.1.) y con­
tinuar el modo operatorio como ae indica en (57.4.-4.).
TrazlU" le cW"Va patrón poniendo en ordenadall la absorben­
cia y en abecieas lall cantidades correspondientee de f'urs­
zolidona en microar-OIS.

57.5._~

El valor en JIIiligl"8lllOll de rurazolidona por ka; -de lIIuestra eati dedo
por la siguiente f6rmula:

e
--p-

Siendo:

C .. Cantidad en micro¡¡1"8IIIOs de f'urazolidona dete,..inada por l. lRedida fa­
tom6trica.

P .. Peso en grMos de la lllUelllltre. tomada para el anilieia.

La diferencia entre lo. reaultadoa de dos determin.cionea heeha.s
en paralelo y efectuadas !'labre la JIlill/llS lIlUelltra, no deben diferir de:

- 501 del resultado 11I" elevado para los valoro de furazolidon.a cOlSpl"en­
didoll entre 10 y 20 1II&!k.i..

- 10 ./k¡ en valor absoluto para loe valoree cOlllprendidos entre 20 y 100
../ka.

1""- del reaulteda lllto. elevado para los ve.loree comprendidos entre 100 1
5.000 1I\i/kg.

- 500 1Il&!ki; en valor abaoluto para los valores comprendidoa en1;r$ 5.000 1
10.000 III&/ka.

- 5" ~l resultado mb elevado para los valoree lIlIuperiorea a 10.000
.../ka.

57.6._ OBSERVACIOBS

57.6.1. Ocaaione.lmente ee obtiene una pequefta cantidad de diaceto­
na - alcohol. producida por condelUlaci6n de la acetona 1Ia­
bre el 6xido de alwllinio, que no obstaculiza las extrac­
ciones poeteriores.

57.7._ IIU'DZJICIAS

Sexta Directiva de la Comisión de 20 de diciembre de 197-4.
75/84/CEE. Diaria OfiCial de lBll Comunidades Europeas n' L 32/26 de 5 de
febrero de 1975.
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