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Por otra pane, el sistema de compensacion previsto en el anicu-
lo 4°, punto 1, letra b), del mencionade Real Decreto 324171985, al
sipnificar 1a aplicacién de un tipo determinado sobre las bases de
colizacion de los funcionarios activos, obliga a reajustar dichos tipos
cuando no resulta homogénea la evolucion de la cuantia de las diferentes

- bases de cotizacién con la del cosie real de la asisiencia sanitaria, que
debe ser ei criterio que fundamente el cilento de la compensacidn que
se ha de efectuar a las Corporaciones Locales que uuilizan medios
propivs.

Asimismoa, el tiempo transcurride desde e} | de enero de 1984, fecha
desde la que MUNPAL se hizo cargo de las obligaciones finanoeras
derivadas de su asuncion de la prestacion de la asisiencia sanitaria,
permite conocer megjor v ajustar las necesidades objetivas gque la
firanciacion del sistema comporta.

Por lo expuesto, en uso de las facultades conferidas en la disposicidn
final primera del Real Decreto 324171983, de 14 de diciembre, dispongo:

Articulo unico.—Los tipos aplicables a las bases de cotizacion de los
funcionarios en activo para la delermipacion de la compensacién
economica a las Corporaciones Locales, que se establece ¢n el nimero
1, letra b), del articulc 4.° del Real Decreto 324171983, de 14 de
dicicmbre, por ¢l que se regula la prestacion de la asisicocia sanilaria
para t] personal protegido por Ja Mutvalidad Nacional de Prevision de
la Admimstracidn Local, serén los siguientes:

1. El 11,50 por 1{4}, respecto al personal asegurado con anterioridad
al 1 de enero de 1987,

2. El 6,60 por 100, cuando se trate de personal asegurado 2 partir
del 1 de enero de 1987, ’

DISPOSICIONES FINALES

Primera.~Lo dispuesto en la presenic Orden surtird efectos desde el
1 de enero de 1985,

Segunda.-Se faculta a2 la Direccion Técnica de la Muinalidad
Nacipnat de Previsién de la Administracién Local para resolver cuantas
cuestiones pueden plantearse en aplicacidn de la presente Orden.

Tercera—La presente Orden entrard ¢n vigor ai dfa siguiente de su
publicacion en el «Boletin Oficial del Estados.

Lo que comunico a VV. 1L

Madnd, 23 de mayo de 1989.
ALMUNIA AMANN

Tlmos. Sres. Subsecretario y Director técnico de la Mutualidad Nacional
de Prevision de la Administracién Local.

MINISTERIO DE RELACIONES
CON LAS CORTES
Y DE LA
SECRETARIA DEL GOBIERNO

12209 ORDEN de 23 de mayo de 1989 por la que se apruchan los

métodos oficiales de andlisis de alimentos para animales
{piensos) ¥ Sus primeras maierias.

Por Ordenes de 31 de julio de 1979 («Boletin Oficial del Estados"de
29 y 30 de agosto) y 17 de septiembe de 1981 («Boletin Oficial del
Estado» de 14 de octubre), se establecieron diversos métodos oficiales de
analists de plensops.

La sitnacion motivada por nuestra entrada en la Comunidad
Economica Europea hace necesario armonizar nuestra legislacion con la
correspondiente comunitaria, especialmente con lo dispuesto en las
Directivas de la Comision 71/250/CEE, de 15 de junio, «Dianc Oficial
de las Comunidades Europeass 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 abnil, «Diario Qicisl de las
Comumidades Europeas» de 29 de mayo de 1972; 73/46/CEE, de 5 de
diciembre de 1972, «Diano Oficial de las Comunidades Europeas» de 30
de marzo de 1973; 73/47/CEE, de 5 de diciembre de 1972, «Cranio

Oficial de las Comunidades Europcase de 30 de marzo de 1973;
714/203/CEE, de 25 de marzo, «Dianio Oficial de las Comunicades
Europeas» de 22 de abril de 1974; 75/84/CEE, de 20 de dicicmbre de
1674, «Diaric Oficial de las Comunidades Europeas» de 5 de febrero de
1975, 76/372/CEE, de | de marzo, «Diaro Oficial de las Comunidades
furopeass de 15 de abril de 1976; 78/633/CEE, de 15 de junio, «Diario
Oficial de las Comunidades Eurgpeas» de 29 de julio de 197§,
81/680/CEE, dc 30 de junio, «Diario Oficial de las Comunidades
Europeas» de 29 de agosto de 1981; 81/715/CEE, de 31dejulio, «Diario
Oficia) de las Comunidades Europeass de 10 de septiembre de 1981;
$4/4/CEE, de 20 de diciembre de 1983, «Diario Oficial de las Comuni-
dades Europeas» de 18 de enero de 1984, y 84/425/CFE, de 25 de julio,
«Diario Oficial de las Comunidades Furopeass de 6 de septiembre de
1984, sobre métodos de andlisis para ¢] control oficial de alimentos de
ammales. '

La presente Orden se dicta al amparo de los apartados 2 v 5 dcl
articulo 40 cn relacion con ¢l articulo 2.9 de 1a Ley 1471986, de 25 de
abril, General de Sanidad {«Boletin Oficial del Estado» de 29 de abril),
asi como de los articulos 4.1 g). 5.1 y 35.1 de la Ley 26/1984, de 19 de
jubo, General para la Defensa de los Consumidores y Usuarios («Boletin
Oficial del Estado» de 24 de julic), leyes ambas que sc¢ cansidera
hahilitar al Estado para dictar normas reglamentarias de cardcter basico.

Con independencia <e estos preceptas con ranga de ley formal, la
reiterada junsprudencia del Tribunal Constitucional viene indicando
que en las leyes ha de atenderse, no sdlo a si explicitamente habilitan al
Gobterno del Estado para dictar reglamentos con caracter de norma
basica, sino a si lo hacen implicttamente en razon de que vano
encaminadas €n su conjunlo ¥y, como interés prevalente, a proteger
valores de naturaleza basica como son «la unidad del sistema sanitarion,
«la garantia a la igualdad de todos los espafioles en su derecho a la
salud», «la exigeneia de la unidad de mercadow o la «libre circulacion de
bicnesy.

Parece evidente que la sancion de unos mélodos uniformes v
aplicables al analisis de los productos alimenticios por todas las
Administraciones Piblicas y a los que deban someterse dichos produc-
tos en todo el termitorio nacional, viene exipida por aquellos prncipias
de unidad e igualdad, por lo que deben tener el caracter de norma basica
del Estado. L

En su virtud, a propuesta de Jos Ministros de Economia y Hacienda,
de Industria y Energia; de Apricoltura, Pesca v Alimentacion vy de
Sanidad y Consumo, previo informe preceptivo de la Comisién Intermi-
nisterial para la Ordenacién Alimentaria vy oidos los representantes de
los sectores afectados, este Ministerio de Relaciones con las Cortes y de
la Secretaria del Gobierno dispone:

Primero. Se aprueban coma oficiales los métodos de andlisis de
alimentos para animales (piensos) y sus primeras materias gue figuran
adjunios a la presente Orden. .

undo. Cuando no existan métodos oficiales para determinados
andlists, ¥ hasta tanto Jos mismas no sean aprobades por el Organo
competente y previamente informados por la Comisién Interministerial
para la Ordenacion Alimentaria, podran ser utilizados los aprobados por
los Organismos Nacionales o Inernacionales de reconocida solvencia.

DISPOSICION ADICIONAL

Lo dispuesto ¢n la presente Orden vy los métodos oficiales de analisis
de alimentos para anitmales (picnsos) v sus primeras materias que
aprueba, se consideraran norma basica de conformidad con lo dispuesto
en el articuio 149.1,1.% y 16.° de la Constitucidn Espafiola.

DISPOSICION DEROGATORIA

Quedan derogadas las disposiciones de igual o inferjor rango que se
opongan a la presente Orden, y en particular los métodos coincidenies
que If:uran en las Ordenes de 31 de julio de 1979 («Boletin Oficial de)
Estadow de 29 y 30 dé agosto) ¥ 17 de septiembre de 1581 («Bolstin
Oficial del Esiadow de 14 de octubre).

DISPOSICION FINAL

La presente disposicidn entrard en vigor ¢l dia siguiente al de su
publicacion en &) «Boletin Oficial del Estado».
Madrid. 23 de mayo de 1989
ZAPATERO GOMEZ

Excmos. Sres. Ministros de Economia y Hacienda, de Indusiria y
Energia, de Agricultura, Pesca vy Alimentacion. v de Sanidad y
Consuma.
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NEYODOS OFICTALES DE AMALISIS DE PIERSOS Y 5US PRIMERAS MAYIRIAS

IRNDICE

1. PREPARACION DE LA MUELTRA PARR EL ANALISIS
2. ALCALRIDES EN ALTRAMUCES

2. PROTEINA TOTAL

4. (a). GRASA FRUTA {8in hidrélisis previa}
4, {b). GHASA BRUTA {con hidrdlisis previa}

5, CLCRURGS

§. HUNEDAD

7. CELULOSA

&. AZUCARES

B. ACIDEZ DE LA GRAGA
10, CALCIC
1L. GRASA

12, CEKIZAS BRUTAS
13. [m]. BASES NITROGEWADAS VOLATILES {POR MICRODIFUSION)
13, (o). BASES NITROGEMADAS VOLATILES {POR DESTILACION}
14. CARBOHATOS

15, (8}, AFLATOXINA B
15, {b}. AFLATOXINA B
16, INDICE DE PEROXIDOS
17, FDSFORO TOTAL

18, PHITENIA SOLUBLE EN ACIDO CLORNMIDRICO Y PEPSIKA

19. ACTIVIOAD DE L& PEPSINA

20. CASEINA TOTAL

2I. UREA

2. ACIDG CIANHIDRICD

23. CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO CLORHIDRICO

24. ESENCIA DE MOSTAZA

25%. LACTOSA

26. POTASIO

27. soMio

28. MAGNESIC

29, HIERRO

30. COBRE

31. MANGANESQ

32, CINC

33, HUMEDAD EN LAS GRASAS Y ACEITES AMIMALES ¥ VEGETALES
34. {n). ALMIDON (Mitode polarim&trica)

34, {bl. ALMIDON (Método de la pancreatina} .
35. ACTIYIDAD UREASICA DE {05 PRODUCTOS DERIVADOS DE LA SOJA
36. GOSIPOL LIERE ¥ TOTAL

37. TEOBROMIRA

38. RETINOL (¥itamina &)

3%, TIAMINA {ANEUTINA, Vitmmine B, }

20, ACIDO ASCORBICO ¥ ACIDO DEHIDROASCOREICO {Vitamtna ©)
41. MENADIONA {Vitamina K.}

VIRGINIAMICINA {por difusifin en agar)

43, BACITRACINA-CINC {por difugidn en sgar}

44, FLAVOFOSFOLIPOL {por dlfusisn en agar)

45, TILOSIHA (por difusiér en ager)

46, ESPIRAMICINA

47, MOMERSINA SODICA

AVGPARGINA

49, ANTIBIOTICOS DEL GRUFC DE LAS TETRACICLINAS

50, QLEANDOMICINA

51. AMFROLIC

5. ETOPABATO

53, DITINOLMIDA

54, NEICARBACIKA

%5, BUQUINOLATC

55. SULFOQUINDXALIKA

£7. FURAZOLIDONA

[Cromategrafin monodimensional &n capa fine}
(Cromatografi{s bidimeneional en capa fins}

&

&

1. PREFARACION DE L& FISTRA PARA AKALISIS ¥ DISPOSICIONES GRAERALES

1.1. PROKIPID

La praparacidn de Lak muestraz pare =l endlisis debe conseguir que
seqn lo min homogéness y representatives posibles.

En genmeral loe métodes de andlisie aon eplicables a todo tipo de
pienaos ¥ vus rmateries primes. Determinados plensoa regquieran modalidadsa
analiticar particulares, que ge prevesn en la descripoifn de los métadon
correapondl entea,

Cuanco eatén indicados dos o més métodom pars la detarmcinacifn de un
ninmg corponante de un plenso,  la sieccién del mftode aplicable, salvo
indicaeidn en contraric, corresponderd ul Lubormtoric de control, Ro obm-
tante, se indicard en el boletin de nnbliais,

1.2, MATERIAL Y APARATOS

En la descripeifin de lom métados de mnklisin dnicamente ae indican
les inatrgmentod © aperatos especialea a gue axigar normas espetinlen. Se
conaidera superfluc sanciondr todos loe wparatos o utensilies gque Forman
parte de lp instrumentacids corriente de lom laboratorioa de comtrol.

For la demfz, cuandc se haga refersncie & mgua para las diluciones o
iavadea, se entenderd siempre gue oe trata de agua cdeatileda. Anflogamen—
te, cuande se hags rafersencis a una Bolucién, ain mis indiceciones, woe
entenderd que ae trata de uvne snlucidn en agus deatilmds.

“17%. Con eate fin,

1.3. RIACTIVUS

Tados les reactivos deben ser de calidad ceontreatada pars el método
de anfliziz lp.m.]. Pers &l anilisis de cligoelementos la purezs de Los
reactivoe debe ser controlads por una prueba en blance. Segln el resulta-
do ge puade reguerir ona purificacibn supiementdria.

1.4. PARPARACION O 1A WUESTRA- PROCEDINIENTD

El anflisis quimizc debe hatcerse necesarimmente =zobre una muestra
hemogénea. For el contraric, ciertas determinaciones macroscéplcan, asi
como la determinacién de la humadad, deusn hacerse scbre la musstra en el
sotado en gue &8 encuenire a! llegar a! laborstoric. Pars teaer an cuents
esta doble exigencia, ae dividirg la muestra en dea partes. Una de eilasz
gars spartaca en el sstede en gue se sncuentra; la ntra ae preparard pars
el anflisis quimico del modo gue se indige seguidaments.

Pividir la muestra con eyuda d8 un Eparets mecknice o manuslmente,
despufs de haber megglado cuidedosamente la totelidad en une supecficle
limpia y seca. En =) Gitimo cass, &8 convenlente epllcar el mEtocds de lom
cuartos, gQues conaiste an TOTEr SucEsivaments mussirass en dos Asctoren
gpusatoa. Por Gitimg, tomar para =@ andlisis une poreidn de 100 gramcs
aproxiradanante ¥y triturar, ai ee precigse, para que la totalidad pase por
un tamiz ce luz d2 malle de 1 mm.

Introductr inmedistamente este muesirs #n un racipisnte Bece pro-
viete de cisrre hermético ¥y tapar.

Si la muastra #std himeda, hay q& pr a una pred 1én, para
que el grado de humedad as sitde en un velor comprendido entre «l 8 y =l
desacar le mueEira & ung temperatura atecuads an el

tiempo preciso.
1.5. RESULTADOS

El resultado gque ne mencionarf en el Boletf{n de andlinim serd el va-
lor medis obtanide A partir de dos decerminacicnes por lo menom. Salve
disposicidn an contrario, se expresard en porcentaje de la musabra origi-
nal, tal como have ilegudt wl laboratoric. EI resultado no debe inclulr
miis gifras significativas que lo que permitg le preclaifn del m!todo} de
andlisils,

t.6. REPERENCIAS

Primera Dirsctiva Comunitaria de 15 de junio de 1971, 71/250SCEE.
Diario Oficial de las Comunidades Burvpeww n% L 155 de 1¥ de julio de
1871,

2. ALCALOTDEE EN ALTRAMUCES

2.1. FAARCLIFIO

Loe alecaloides mon puestos en salucidn en una mezcia de éter die-
tilice y e cloreformo, extrayéndose por fcido clerhidrice. Lom alcalel-
¢es 3en precipitados por =l dcide silico-tingstico, incinerados y pema-
G5,

2,2. MATYERIAL ¥ APMRATOS
F.tal. Agitador mecdnico.
£.2.2, Capeuin de incineracidn de platino, cuerzo o porcelena.
2.2.3. Horno de auflia eiéctrico,
2.3. HEACTIVOS
.31, Eter Jistilice.
2.3.2. {lerefarmo.
2.3.3. Solucifn de hidrbxide eSgico 4N,
?.3.4. Aclde clorhidrico O, 3N.
2.3.5, Clorure de sadic.

#.3.6, Soluctén vl IO por 100 (pfv) de Acido sflico-tungstico (5102
12w3. 28 Hzo}‘

2.4. FROCEDIMIENTO

Pesar, con aproximacldn de 5 mg, 15 g de ia muestra £ introducirla
=0 un recipients de unoca 200 ml proviesto oe tapdn ésmarilade, Afadir 100
@l de Erer dietflico y 20 ml de clorcforme exactamente medidos ¢ inme—
diatpmente ¥ ron Is syuda de una burets graguada, 10 ml de la sslueldn de
nidréxade sbdico. Agitar vigorosamente al principia para evitar la forme-
¢lén de grumos, continuande la egitecidn a intervalos; dejar reposar hes-
th el cia sipguiente. Si el liquide aobrenadente no #s%S totalments limpio
afiatdir algunas gotas de agua; filtrar le cape de &ter=cloroformo, Hecoger
50 m: dal filtrada em un matraz aferade de 50 ml y traspasarios cusntite-
tivamente con la ayuda de 50 ml de dter Sistflica a vna ampella ce decen-
tac:dn de 150 ml. Extraer tres veges sucesivas con 20 rl de Scide cleorhi-
drico, dejar decantar y recogper el extracto Scido después de cada extrec-—
cith. ERapmis Inf srtractos écidns en om matraz de 250 ot v eliginar las
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Gltimas trazes de &ter y del cloroformo calentade ligeramente. Abadir al-
rededor de 1 g de clorurc de sodic, dejar enfriar y preciplter les aice-
lpides mediante la aoclucidn del &cide silico-tidngstice {2.6.1.}1. Agiter
mecdnicamente durante 30 minutos, dejar reposar durante una noche, fil-
trar Bobre filtro de cenizas conocldas ¥ lavar &} precipitadc sucesiva—
mente por do5 veces con 10 ml y doz veces cap 5 ml de &side glerhidrico.

Situar el filtro que contieme el precipitade #n une cépeuls de inci-
neracidén e ncinerar a 900 °C. Dejer enfriac y pesar,

2.5%. CALCVLOS

% alealoiden = 0,2FP

siendo:

P = peap de lan canlizas.

Exprecar ios resultados en % de la mumatra.
2.6, OBSEAVACIONES

Afmdir solucaén afllico-tingstica hasta gQue me ves fue no ae {forme
mhs precipitade blanco lechose del alcaloide.

2.7. AEFERENCIAS

Primera Directiva Comunitaria o¢ 15 de junic de 1971i. (71/250/ CER].
Diarie Oficial de lam Cemunidedes Eurcpeas n* L 1585 de 12 4w julic de
1871, :

3. PROTEINA BRITTA
a.t. PRINCTFID

El métedn permite determinar convanciomalments= el contenido en pro-
tajna Bruta de loE piensom ¥ su3d materlas primas a partir dei centenide
en nitrdgens daterminade wegin Kjeldahl,

Mingralizer la muestra por via hilmeda y alcalinizar por medio de ao-
lucidn de hidréxids de wodio, El smonizce liberads as srrastrade por des—
tilactdn y recogido en unk cantided determinada de Fcido sulfirico, wva-
lorande el excess con aoluocidn de hidréxido de andia,

3.2. MATERIAL ¥ APARATOS
Mineralizader y deatilador Kjslaahi.

3.3, REACTIVG

B.3.1. Sulfato da potesliv, p.a.

3.2.2, Cataligedor: Oxido de cobre (CuD) p.a. o sulfato de cobre
cristalizado {Cu504.5820) p.a,. o mercurie u Sxide de mercurio
{HZD) p.a,

3.3.3. Cine granulado, p.a.

3.3.4. Aclde sulfirico {dw 1,84) p.a.

3.3.5. Acide sulfirico O 1IN,

3.3.6. Acido sulfirico O,5N.

3.3.7. Rojo de metile: disolvar 300 og de rojo de rmetilo en 100 al
de srancl del 95-96% {v/v).

3.3.B, Solucifn de hidréxide de sodio al 30 per 100 {pfv).
3.2.9. Solucidn de nigrdxigs de sodio G, 1N,

2.3.18, Solucidn de -idréxide de sodic D,25M.

3.3.1k. Selucidm srturade de mulfuro de sodioc, p.s.

2.3.12. Soiucibn de tiosulfato do sodic {N’25203'5H20] p.n. &l § por
10g {p/w}.

3.3,13, Piedra pémez e£n gransa, lavada con dcide clorhidrico y cal-
cinade.

3.4, FRCEDIEIENTD
3.4.1. Mineralizecidn.

Pesny con preciatdén de | mp, aproximadamente 1 g de mupatra e
introducirla en el matraz de mineraligscidn.

Mladir 10 & 15 g de pulfato de¢ potasio {3.3.1.), una cantidad
apropiads de catalizsdor {3.3.2.}F (0,3 a 0,4 g de Sxide de
cobre o una gota de merdiuric, & 9,9 &4 1,2 g de gulfatse de oo-
hre, o una gots ée mercuric 6 0,6 a 0,7 g de Sxide de mercu-
riel, 25 ml de ksido sulfurico ¥ algunos grinulos de piedrs
pémaz. Homogeneizsr.

Calentar &l satraz indcislmente com moderacidn, agitando de
vaz an cuando, hasta carboniiacién de 1la masa y demaparicién

Ge #3puma, calentar mds intensamente haste ebullicidn evitan—
do el sobrecalentamiente y adherencis ds pacticulss orgdni-
car. Cuande la scluclén aperece transpsrente e incolora |vers
de qlarc en presencia de cavalizador & baee de cobre] mante—
ner La ebullicidn una hora dejands sniriar & continuacicn.

3.4.2. Destilacibn.

Afadir con precaucidn y agitandc 250 & 350 wml de ague, com-
rrofandc que los sulfatom estén disueltos totalmeats. Dejar
enfriar, afadir algunos griénules d4s ¢ind y algunes gotes de
indicedor de fenciftalefina.

Introdutir en el matraz colector deal aparato de degtilar 25
ml exsctamente medigos, de Acioe sulfdrice O,1N 6 O,5H, seg(n
que &1 producte see pobre o ricc en materlas nitrogenadas y
algunes gotes del indicador rojo de metilo.

Unir el matraz a} refrigarante del azparato de destilar, su-
mergiendo la parte extrems de dpte en el liquido del oatraz
colactor por ic menos 1 cm. Introducir lentemente en vl ma-
traz, por nedia de un embude con llave, 120 ei de @olucifn de
hidréxido de sodic al 30 por 100 4 mis cantidad mi fuera
necesaric, dsbléndoes mantener la coloracidn roja hasta el
fin de la dastilacidn,

3i pe ha empleado un catalizador @ base de mercurio introdu-
cir ademia wn «1 oatraz ya eea 10 ml de solucidn de sulfure
de sodic (3.3.11.) ya sea 25 ml de Eglucisn de tlowulfato de
acdie [3.%,312.).

Calentar «1 matra: de tal menera gue se destiles 150 ml de 18-
quide en 30 minutcs. Dempués de eete tlempe comprobar la neu-
tralided de la pota del destilade por medio del papel 4= tor=
nasel. 51 la reacciSn es alcaline continuar con la destila-
cién husta que el papel de tornascl indigue neutralidad em 1m
gota del destilade., Al Tinal de la destilacién cbservar de
vez en cuande la coloracién de le solucién en &l celector. 5i
vire a emarillo efisdir inmedintamente un volumen sxactamente
medite de Ecido sulfdrics O,IR 6 O,6H.

F.4.3, Yaloracidn.

Valorar en el matrar colector #l exceac de dcido sulfdrice
~an ia molucidn de hidréxide de sodic 9,1N & Q,25K segin la
normalidad del fcido sulfdrice, hasta gue la solucidn vire mi
amarillo cleco.

3,5. CALCUL{G
1,8 % 6,25
% de proteing en la musstra = — — {VH-VINT}

F
Siendo:

P = Pesc, en g, fe 1a muaatra,

V = Volumer, en al, de fcldo mulfurico introducido en el vaso.
N = Normalidad de la Belucidn de fcide sllfuricoe.

V's Volumen, #n mi, de NalH consumidoam en 1a vaioracién.

Niw Kormamlidad de la scluctén de NaCH,

3.6, DRSERVACIORES

3,6.1. Para productos pobrea en materias nitrogenadas, el volumen de
dcido sulfaries O,IN puede mer reducide, »i ¢8 necesario, A
12 & 1% mi ¥ completar a 25 mi con ague destileda.

3.6.2, Para los productos ricom en meterias nitrogenadas, tales come
las harinas de cprne o de pemcado, utilizar 2% =l de fcide
aplfiries ©O,5N.

3.6,3, Efeciusr paralelzzsants un ensayo on Tlanco,

3.6.4, Parn controlar ia exactitud del método, efectumr ¢l wnklisis
Imineralizacién y veloraciSn} con 1.5 a 2 g da scetanilida
p.a. (114 *C, % N= 10,35} en premencie de 1 g de acetanilids
consume 14,80 =] de Acido sulfdrice O,5N.

3.7. REFEREFRCIAS

tercera Directiva Comunitarim d= 2 de sbril de 1972. (72/199/CEE.
Siamric Oficial de las Comunidades Eurcpaas n® L 123 da 29 de maye da
187,

4 {a). GRASA BRUTA

{ein hidrdliais previa)
4{m).1. PRINCIFIO

Lu mueBtra me extrae con £ver cde petrdles, El solventa se destila
¥ &l residun se saca ¥ Be [OBA.

£1 mitodo permite determinar el contenido an materias grassa bru-
tee #n plensos. Ne es aplicable al andlisia d+ mamilias y frutoe
aleaginoacs definidos en el repglamento nf J36/66/CEE del Conaejo,
de P dAe septiembre de 15566,
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Aplicable o las materias primas de origen vegetal. g axcepsibn de
aquelios mn que sus materies grases no son comletamente satrai-
bles pon Ster de petréleo 3in hidrélisys previa. En dichas excep—
cioner se incluyen e=ntre otres les glitenes, las levaduras, las
protefnas de scje ¥ las patataz. E8te procedimiento e splica
iguslmente a lCE PiTUEOE compuestos, Con excepcidn de les que
contienen Leche en polve © Cuyss materias grasas no eorn totalmen-
te 2xtraibles con &ter de petrfles sin hideSlisis previa.

A(a).2. WATERIAL ¥ APARATUS

a{s).2.1. Extractor. Si el aparato lleva un siffn (tips Soxhlet}
reguler el volumen de reflujo de maners que se cbhrengmn
al menoa 30 ciclom por hora. 43 el mperato no tuviara
sitén, =1 volumen de 1fquide sometido & refluic perdé de
unos 10 ml por minuto.

alaj.2.2. Cartuchos de extraccidn, exentos de materias solubles
en &ter de petrdles, y cuya poresidad esa compatibie
con las exigencias del punto dilal}.2.1.

pien con vacio & 7% 9C z*°Ca

-

afal.2.%, Estufe de desscacifn,
bien s presifn atmosférice m (0O °C 4+ 3 PO

4{a).3. RIACTIVOS

4i{al.3.1. Eter de petrilec, intervalo de ebullicldn: 40 e &7 *C,
Il Indice de bromo debe ser inferior a 1 y el residuc
de svaporacidn inferior a 2 mg/lO0 mi.

4tm}.3.2. Bulfato de sodioc, anhidro.

4ta).3.3, Piedra pémaz o perlma de vidrio.

4{a).4. PROCEDIMIENTO

4{ml.A.1. Peamrr, <on precieifn de i mg, 5 g de la Tuestra & Lo-
troducirios en un cartucho de extraccidn (4ia}.0.2.} ¥y
cubrirle con tapén de algodén desgrasade.
Poner @l cartucht en el extractor {4(m}.2.1.! extraysn-
do durante & horar Con &Ter de petréles [4iw}3.1.). Re-
coger el eatracto en un matraz seco previamente taredc,
#n 2]l gue haya algunce fragmentos de pledre pomez.

Evaporar al solvents por destilacidn. Secar ¢l residun,
introduciendo el matraz durante hora y media en eetufa
de deswcacibn (4{a).2.3.), Dejar enfriar en desscador ¥
peaar. Secwr de nuevo durante 30 minutcs pars asegurar-
ae de que el contenido en materia gQrasa pErmAnNezcs
constante (la diferengia #n peso antre dos pesadas Su-
cesivas werd inferior a 1 mgl.

dia}.4.2. Parm lom productos de elevado contanido an materias
grasas giffciles dfr triturar o no apropisdas pars la
ioma de una muestra reducide homogénea, proceder coms
Be 1ndice:

Pegar, con preciaién de t mg, 20 g de lx nuestra y mez—
clarles con 10 g & mia de mulfate d¢ scdic annidro.

Extraer con €ter de perrdisc f4{a).3.1.} segin B# indi-
ca en (diaj.e.2.},

Completar el extracts obtenido baste 500 ml con &ter de
petrélec [4(a).3.1.) y homogeneizar. Introducir 50 ml
de ia solucidn an un peguafic matrazr ssce ¥ tarado, gque
contenga elguncs fragmeatos de pisdes pomez
{4{2].3.3,], Eliminar £1 solvente mediante destilacidn,
s&cal ¥ continugr con e} método operatoric incicado en
¢t Gltimo pérrafo del punto (a{a}.4.1.}. Valor (a].

Eliminar el disolvents del reatdus de axtraccidn que ae
encusntre en &l cartuche. Iriturar el reslduc a un Le-
mafa de partfcula de 1 mm. Colocarlc de nuevo en el
cartucha de extraccidn {ne aradir aulfate de apdiod ¥
continuar con el métadn aparatoric, segin se :ndiza en
log parrafos segundo y tercerc del punto [dia}.4.i.1.
Vmler [(b).

4(u}.5. CALCULDS
Segin Afal.A.1., expreswr el resultado en % de la muestra.

Segin 4la.4.2., €] contenide mn  materias grases hrotas
k

centaje de la musstra viene dado por ia ffrmula:

&n por-

{10 & = b} x 5

Slendo:

a = mara, en gramos, del residup de la grimera extraccidn (parte
alfcuota del extractel.

b= masa, en grancs, del residue e la aegunda sxtraceidp.

Le tiferencia entrs los resultados de cdos determinaclones parale—
las efectuzdas sebre une miame CUESLr3 por ] nisre analista no debe re—
basar:

- G.¥%, wu valor adsoluteo,
brutes inferiores al Sh.

para contenidos =n mateérias grasas

- <,0%, del resultado mée zlte pars los contenidos de 5 u 10%,
= 4%, =n valor assglute, para los contenidoa superiores al 10%,
4(n).6. REFIRERCIAS
Otractiva de ta Comisnidn de 70 de dictembre de 1982 modificseidn

& lu Direciiva TL/393/CEE. Diariec Oficial de las Comunidedess Euvropesa nt
L 1%/29 de 1B de enero de 1984, MEtodo ni 4,

A{B}. CRASA BRUTA
{con hidrélisis previa}

afb}.1. PRENCIPLO

La muentra se trata en celisnte con Scide clorhidrige. Dejar en-
friar ta mezcla y filtrar. Tres haberla ievado y secado, se extirae con
#ter de petrélec. El molvente sr dentila ¥y el residun B& seca ¥ 8¢ pesa.

r

E1 wmétogo permite determinar el contenide en materiey grasas bSru-
tRs de o3 piensus, Ko e&s aplicable al andlisis de semillas ¥ {rutos
oleppinnzos Aefinidps e =1 replamento nf 136/66/CCE del consejo, de 22
de septiembre de 1565,

Aplicable @ lus piensos simples de origen animal, asi como a low
mane; anadas an sl métods 4{ad.i., como exzepciones m diche procedimiento.

4{b).2. MATERLAL Y APARATOS
Loa mismos gue an Gla;.2.
4fb).3. REAMCTIVOS
a{pl.3.1. Eter de petrSlec, Intervalc ¢e #bullicidn: 40 & &0 *C.

El indice de bromo debe ser inferdor a 1 y el rasidus
de evaporacidn inferior a 2 mg/i100 ml.

dibl.3.2. Acido ciorhidrien 3N,

4(p).3.3. Coadyuvante de Tiltracifn, por ejemplo tierre de digro—
meas.

4ih).3,4. Piedra pSmez o perlas de vidria,

4{b).4. PROCEDIMIENTO

Pesar, con aproximacidn de 1 mg, 2,5 g de muestrs {pars muestras
pobres en materias grasas puede mumentarse & S5 g), introducirlom en un
YEs80 de precipitade ds 400 ml, o &n un srlenmayer de 300 mi, afiadir 100
ml de fcide clerhidrice 3N {4{b).3.2.) y algunos fragmentos de pledra ps-
mez. Cubrir 21 vaso con un vidric de reioj o conectur el erlenmeyser an
refrigarants de reflujo. Llevar la mezcla & ebuilicidn susve, utllizasnde
una pequefts llama o una placa calefactora, mantensr la ebullicién durante
urd horsa. Evitar gue el producto se adhiera B las paredes del recipiante.

Enfriar y afiadir suficiente coadyuvante de flltracida [4{B).3.3.)
para evitar la pérdide tde materisa grarss durente la filtratién, Filtrar
con doble papel de Tiltre humedecido, exento de materias grasas. Lavar o1
resiuc con agus fris hasta la neutralidad del filtrage, Comprobar que €p-
te no contenga materias graama.  Su presencia indicerfa ls necesided de
realizar urna extraccidn de la musatrs con Eter de petrélen, previa o le
hidréliieis, segin el método afa).

Foner el doble papel de filtro que contiene =l residuc sobre un
vidrie de velol y wecarlo gurante una hors y media &n la sstufe & )00 *C
+ 3 0.

Introducir #! dohle Filtro conteniende el residun yeco en &l car-
tuche de extraccidn (ala}.2.2.} y cubrirle com un tapén de algoddn des-

grasado.  Poner el cartuche en 2@ extractor j4(m),?,1.} ¥ sepuir el modo
cperaterio  indicmds an  los  pldrralfes segundo ¥y tereero  del mmte
[4{al.4.1.},
4{b).5. CALCULOS

Como an 4(R}.5.1.
4{b}.6, REFERENCIAS

La miama gue =n el métode 4(al,

5. CLOFIROR

$.1. PRINCIPI0

Los cloruros s= sqlubilizan en agua, defecfndose a salueidn ai eon-
tiene raterius orghnicas, posterior azidificaciden de la miema cen Acide
nitrice ¥ precipitacidn de los clorurss can ritrato de plata. El excesa
de nitrRfe B& walars con wuna solucidn de sulfocienuro de awmonic. Apli-
zabie a Lod0s los piensos.
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5.2. MATERIAL Y APARATDE
5.2.1, Apitador de 35 a a0 r.p.m.
5.3. REACTIVDS
5.3.1. Solucidn de pulfocimnurc de amonis €1, 1N,
5,3,.2, Solucidn de nitrate de plata 0, 1N
E.3.3. Enlucifn saturads ée sulfate mmBnjco-Sérrico.
5.3.4. acaade nitrico, d« 1_38,
5.3.5. Etar etilico.
53,6, Acetona.

5.3.7. Solucidm Carrexz I: Disolver =n ague 24 g de agolato de zing
c¢ibidrato (In [CH.COO),.2H,0} ¥ 3 g de dcido acético gla-
cial. Completar ha%tn 1 ml con aguia.

5.3.8. Solucidn Carrez II: Disclver en agua l0,6 g de ferrecianurs
ds potasio trihidrate Ei(‘ {Fe(CN)s}.Sﬂzﬂ. Completar a 100 ml
con Mgua.

5.3.5. Curbdn active, eaxente de cloruros.
S.d. PIOCEDINT ENTO
5.4.1. Preparacidn de la nolucidn.

5,4.1.1. Musatras sin materia orghnica, Pesar, con precisién
A= 1 mg, de O a 10 g de l& muestra de forme gue no
contenga mis de 3 g de clerc en Torma de clorure e
intreducirle ¢n un matraz aforado de >00 ml cop 400
ml de mgus & 2C *C aproxisadamente. Agitar durante
A0 minutoe, snrasar, homogeneizer y Tiltrar.

,4,5.2. Muestras con materia orgénicas {menos los citados =n
5.4.1,3,}. Pesar con precieidn de 1 mg, aproximada-—
mente 5 p de mueatra e introducirfm con 1 g da car—
bbn wctivo en un metraz afurade de SO0 ml,  Afladir
4C0 ml de mgua a 20 *C aproximadamente ¥ 5 ol de 8o-
lueibn Carrez I, wmgitar ¥ afadir seguidamente 5 ml
de la molucidén Carrver 1I. Agitar durante treinta mi-
nutos, enrasar, homagenelzar y filtrar,

5,4,1.3, Torta ¥y harine de line., productos ricos en bharina
de lino ¥ otros productos ricoe en mucilages o en
sustancise coloidales [por ejemplo, aimidén hidrali-
endo).

Preparar la aslucifn como ae indicm en 5.4,1.2., pe—
ro sin filtrar. DOecantar (Bl &8 necesaris centrifu-
gar), separar 100 ml del liguido sobrenadsnte e in-
troducirles 2o un matraz de 200 ml. Me:sclar con moe-
tone y enrasar con aste disolvente, homogensirar y
Tiltrar.

5.4,2, valorecién.

Tomar de 25 u 100 ml de filtrade [eon contenido en clors in-
ferior a 150 mg) obtenido en 5.4.1.1., 5,4.1,2, 6 5.4,1,3. ¢
intrgducirle en un erlenmeyer, dilulr si e necesario, hests
50 m] con Bgua. Afedir S ml ge #cido nitrico, 20 ml de golu-
cidn maturads de pulfeic eménice férrice y dom gotas de la
golucién de mulfoclanure amfnico, Afadidas mediante une bure—
th litna haste ¢] trezo de cero. Afadir esguidamente oediante
une bureta la aplucifn de nitrato de platas hazte un wizesc de
S ml. Afindir 5 wml de £ter etilico y agitar fuertemente pars
recoger el procipitado. Yalerar el éxteso de nitreto de plata
meciante lu Bolucifn de sulfocimnure ambnics hasta que el vi-
raje 3 rojo oacure pérairsta duranis un minuto.

Lu cantidad de clore [p) expresede en cleérure oe sodio prescrnte en
el volumen del filtrade =eparsdc para la wveloracidn, viece dede por ia
ISrmuln:

b =585 (V) - V) mg
alendy:

¥, = wvelumen, an ml, de selucidn ge nitrato de plata anedida.

Y., = wolumen, 0 ml, de solucién de sulfocianurs aménice O,1N
utilizados en la valoracién,

¥fectuar un €nsayo en blanco Ain la muestres & snslizer y ai consume
- 60lucidn de nitreto de plata O, 1N restar sste valor al volumen l\rl - Ual.

Fxpresar el reaultsdo en porcentaje de la pusstpn,
5.6, OBESERVACIONES

Para los producles ricos on materias grasas, deaengrasar previamenta
mediante éftep stllico segin 4(m},

65.7. NEFERENC1AS

Frimera Directive de la Comisidn cde 1O oe Junlo or 1971,  {71/2%0/
CEE). Diario Oficial de las Comunidades Europeas ni L 155 de 17 ae julis
¢e 3971.

6. HSEDAD
6.1. PRINCIPIG

La shuestra sc desecs en condiciones definidas, wariancy en funcidn
de la naturuleza cel producto. LA pérdida de masa ss determinads por pe—
sada. Ex nocesario proceder @ uns predeaecacidn cuande Re trate de sus-
tarzixg adlidas, con un cantenide elevadn de humedad. No es aplicable a
los productos werivados de la leche considerados comd plenscs simples,
sUEtAnciss minerales, [pienscs compuestos constituf{des saencialmente de
Auntanciss minsrales ¥y nemillas y frutos olasginascz. Para loo cereales y
auk productos,  exceplo broductoe de cereales hidrolizados y raicilla de
se aplicari &l método ofitlal nara Cereales ¥ Derive-
dus

6.2. MATEAIAL Y APARATOS

6,2.1. Molino triturador, fécil de limpiar, que permita una trlture—
cién ripida y unifeérme, sin provocar calantamientos sengi-
bles, ni condensaciones, evitando el miximo el contacto con
el aire.

E.?.7., Relanza analltics de precizidn 0.5 mg.

G.2.3. Becipientes secos de metal inoxidable o de vidrio, provistosa
d¢ una TApR Que asegure un clerre estance;  superfie Gtil que
rermita obteper una distribucidn de 1a wmuestra dal orden de
0,3 g por cm .

6.2.4. Estufa isgtérmica {_-r_ 1 *C) de calefaccifn eifctrica. que ase—
gure un2 regulacidn ridpida de temperatura y convenientements
ventilada.

6.2,%, Estufa de vacio, de calefaccidén elfctrica regulable, provieta
de una bomba de aceits o de un dispoaitive de introduccidn de
aire calients deshidratade o de un deshidrstante.

6.2.56., Degecudor con piaca de metal o porcelans, que contenga un
deahidratante eficaz.

6.3, PROCEDINTENTO

6.3.1. Preparacifn de la wmusstra,

5.3.1.1. Todas lpa muyeatras a saxcepcldn de las mencionadaz en
H.2.1.2.

Separar previamente por lo hwenoa %0 g de la muestra,
triturfndela o traténdels previements de forma apro-
miada, s5i fuera necasnaric, para evitar tode varis-
cibn del contenide en humedad.

&.3.1.2. Alimentos liguides o pasiosod, canatitufdos emen-
cialmants par materias graceas.

Separar previanente y ps=Sar, con saproximmcidn oe 10
mg, alrededor de 25 p de muestra. Afadir una cantidad
Apropipdz Oe arena anhidra, pesadas con aproximacisn
de 10 mg ¥y mezclar hasta obtener un producto homogé-
neg,

6.3.7. Deaercacibn,

£.2.2.1. Todos los alimentos a excepcidn de los mencronades
en &6.3.2.2.

Tarar, con aproximacién de 0,5 rg, wn recipient®
proviste con tapa. Pasar, con aproximacién de 1 mg.
en 2l recipilente tarado vnos 5 g de muestre y Tepar-
+~irle uniformerente. Colocar el recipiente, sin ta-
va, *n una estufa previamante calentacds a 103 *C.
Fars evitar que la temperature de la estula no des—
cienda demasiadn, introdutir el recipiente con rapi-
dez. Dajar sscar durante cuatre horas a partir dal
moments en Gue la estufa alcance de nueve la tempe-
ratura de 123 *C. Zplocer la tapa acbre el recipien-
te, retirarlo ce lu edtufa, dejar enfriar de 30 a 4b>
minutop &n un Gesecador ¥ pESAr con aproximacidn de
1 mg.

En el c¢ago de muestres conclbituidas esenclalmente
por materias grasasz, efectuar una desecwciln comple-—
mentaria de 30 minutes en la estufm a 122 *C la di-
ferencin entee las dos pesada® ns debe exceder de
0,1 por 100 de humedad.

Fiensos compueBtos gue cohtengan mAs del 4 per 100
fe zACArosa ¢ de lactoza, productos de cereeles hi-
érelizados, ralci.le de cebeda, garrofe, cabeza de
remolacha, arlcares y salubles de pescado y piensos
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compusatas gue contengan més del 2% por 100 de aales
#inerales con apus de ¢rigtalizacidn.

Tarar, con una aproximacidn de 0,5 mg, un recipiente
con tepa, Pasar, ©o0 una aproximasidén de 1 mf en el
reciplente taradc &proXimedamente > g ode Tuestra oy
Tepartirla unt formemente. Lolecar &1 recipience en
la estufa ce vacic previamente calentada v una tem—
paratura de 80 g BE *C, sin tapa. Fara evitar que 1a
temperature de 1 estufa descienda demasiada, intro-
ducir el reciplente con rapidez, Llevar la presidn a
107 Torra, y dejar secar & esta pregidn durante cua-
+*ro horas, bajo uUna cerriente gde pire seco y calien-
te o con la ayuda de un deshidratante {300 g aproxi-
madements para 20 muestras). En este Gitime cees,
rcortar 1s conexifn con la bombae de vacle cuands ls
presifn premcritm me alcarcs, Contar el ticmpe de
ge=cads a partir dal momento en gue la estufa alcance
de mueva la temperatura de 80 & 55 "¢, Llevar con
precaucién la mstufa a la presién ptmoafidrien.

Abrir 1lm sstufa, tapar inmedialwmente el recipieste
y skcario. Oejsr enfriar durante 30 x 45 minutoa en
el degacadur y pesac con una proxtmacidn de 1 omg.
Proceder a una cesscaclén complementaria de 30 minu-
tas &n 1a estufs de vaclic a ia temperatura de S0 A
85 *& y pesar de nusve, La diferencia entrs las dos
pesadas no debe sxceder de 0,1 por 100 de humedad.

Predesecacifin.

Los elirentos e&lidos, cuym contenido en humedad ssa alisvedo
y hxgan 1m moliends diffcil deben ser predegecados como ae
indica a contiruacifn:

Fesar con une proximecidn doe 0 mg unes 5D g de suestra no
molida (Bi eF necemaric puede hacarse una divisidn previa en
el casc de griénulos o aglomeradoa) en un recipiente adecuado.

Dejar Becar en una esiufe, @ l& temperatura de &s a 7O ®C,
hasta que el contenido en humsdad aes reducide a un valor
camprendids entre 3 y 12 por 100,

Retirer de la estufa, deinr enfriar al aire =n ¢l laberataric
durante una hors ¥ pesar Con una aproximacidn de 10 mg. Tri-
turar inmedintaments despufs comc se indice en 6.3.1, ¥ efecw
tuar la desecaclén como en S.3.2.1.

6.4, CALCULOG

£1 contenido en humedsd,
por las fdrmulas siguientes:

er tanto por cisnte e muesstra, s¢ obtiene

£.4.1. Desscacidn Ein predesecacifn.
100
———= {M - m}
E]
siendo:

M = masa inicial, en g, de¢ la muestra.
m o= mesa, &n g, de la muestra seca.

€.4.2. Cesecanidn con pradeaecacidn.

(M = m]M 100 Mm

[mmm——— m 2 E = M) eme—— = 100 {1 = mmmm)

M £ AN
siendo:

E = mawa inicial, en g, de Iz musstra.

M » masm, &n p, da ia puestrs predesecads.

#' = masa, en g, de la muesire Jespués de la molienda
™ oa mAasa, o0 g, de la muesire seca,

La difersncis entre los resultades de dos determinacionsas mimulti-
nens efectuadas gobre una miama eusatra na depe sohrepasar 21 G2 por 100
de humedad,

6.5. REFERENCIAS

Seguntda Direciive 2o lz Comiaidén de 18 de noviembre de 1871, {71/393
/CEE). Diarfe Oficiml cde laa Comunidades Furcpsas n® L 275 de 20 de di-
ciembre de 1571,

7. CRMLDGA HRUTA
7.l. FRIRCEFIO

El métode permite detecminar, en ia alimentacidn animal, les mete-
rine orghnicas exentiz de grasas & inBolubles en medic Acide y en medid
alealing, convenciotalmente designadas bajo ol nombre de caluloaa britta,

La muastrs desengrasada se tratd sucesivaments con solucionss de
fcido sulflirico ¢ nidréxido de petasio de concentracionss fijadas. Sepa-

rar el residug filtrands ssbre am:anto, lavar, secar, pesar ¥ calciner a
900 *C. La pérdiaa de pesc rescltante de la calrtinacién cerresponde 2 ia
fibra bruta.

7.2. WATERIAL Y APARATOS
. Vasos de 600 ml de capacided goadusdas de 200 en 200 ml.

. Diaros de porgelans de B0 mm de difmetro con un espeRer de
ues 4 mm, perforedas oson 32 orificivs de 4 an de didmetro
aprosimadaments.

. Hatraces de vacfo de 2 ) de capacidad con tapdn de goma mar-
=ades con traze dm refersncis al nivel de log BOU ml provia-
Los Ge uwn embudo de vidrio de lEU mm o didmetro.

. Placas liltrantes, de a0 mm de didimetro v 4 mr de egpesor., de
sarde oblicuc adaptade al conu dal wmbude (7.2.3.3, perfo-
radas con 16 orificips de anos & mm de diiretro aproximada-
mente y recubiertas e upe rejille mezSlics de 1 mm de malla
aproximadarents. Las placas y las rejillas metélicas deben
ser inalterwbles a los fcidos y a los Slcaiis.

. Urisples de platine o ruarzo pars la incineracifn.
. Herno de melle con termostate,
7.2.7. Desecadar.

Filtro de amignie: Poner 2 g de amiante en suspensidn
£7.3.2.} en 100 ml de agux. Filtrar & vacio sobre placa fil-
trante recubisrta de rejilla metdiica {7.7.4.} ¥ colecada en
el embude del matrar de vaclo (7.2.3.}. Recoger el filtrade y
fittrario de nuevo en el mismo filtro, Eliminar wl filtrade.

7.2.9. Estuls.
7.3. REACTIVOS

7.3.L. Actde sulfdries D,26N.

7.3.2, Amdanto tratade: Afedir al amisnbc unes clace veces su pEsD
en C1H dilufde {1 wel. oe CUE (& = 1,19} + 3 val. de agua).

Hervir la mezcla duranie unes 45 minutos, dejzr enfriar y
filtrar eobre embude Buchoer, Laver el residuo con ague hasta
sudEnCla Se Acidez en el Tiltrads, Lavar a continuacidn con
la acetong (7.3.6.}. Secar el amianto en la estufe y calcinar
después durante 2 h a 900 °C. Dejar enfriar en desecador y
cOngervar e un frasce currado,

Emuisidn antiespuma,
7.3.4, Selucidn ge hidrdxlde de potasio 0,23N.
7.3.5, Acide clorhfdrico 0.5}(..
F.3.6. Acetcna purd.
7.3.7. Eter dietilice pure,
T.4. PROCEDINTENTG

Pepar, cofl Aproximecidn ¢ I mg, 3 g de muestra y 2 g de amiante
tratade an un vaso de B00 ml de capacidad, Afsdir 200 ml de Acide Sulfd-
rico 0,268 y una3s gotas de emulsidn antisespuma. Llevar répidamsnte 8 ebu-
llicidp y dejarla hervir durante 3¢ minutes exactoa. Fars mantener =l vo-
lumen constants, cubrir €l vase con un dispcsitive refrigerador, tal coma
un matrar de fonde redondo da 600 ml aometide a una circulacifin de agua
fria, Interrumpir }a ebullicidr efiediendo 50 ml de agua frim y filtrar
inmediatanente en un filtre de amiante.

Lavar el residuo con (00 mi de agus muy caliente, c£ineo veces, pard
abtener un voluren final de filtrade de 5800 ml. Transferir cuantitativa-
mente &1 pesidug al veso provisto de un discc de porcelene para regulsr
1w evuilicidn. Afadir 200 ml de aclucidn de hidrdxido de postasia O,23F,
Llsvar rdpido a epullieién y dejer hervyr dursnte 30 minutos exactos.
AFmdir 50 ml de apua frfa y filtrar al vacfe sobre un nueve filtre de
amianta, praparado seguin 7.2.8., Lavar el residuo con Aagua muy calients
hastia le neutralided de las eguas de lavado (prusba con papel de torns—
scl}. Deshidrater lavando tres veces con acetona wsanda un volumen total
de unas 10C m).

Transferit cuantitativamente el rexidus a un eriacl, disgregarle si
ea recesaric, ¥ decarico g 130 “T7 hasta obtener un pesv constante.

Dejar enfriar en desecador y pesar rfpido. Introeduslr a continuacién
el crisal en @ horne de mafla {7,2.5,) y dejar czlcinar durants 30 minu—
tos a 52C 0. Dejar enfriar en deas¢ador ¥ pesar répidemsnte,

Hacer un ensayc en blancs aplicande 21 mismo mEtods operative eon
amianta tratede {7.3.2.) en ausencia de s mueatra. La plrdida de
peso resultante de la celcinecifn de los & g de amiante no debe zer Bupe-
rlor w 10 mg,

7.5. CALORLS

El contenide en ceiulosa bruts en tarnto por cisnte e muegtraz viene
dade por la férmula:
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{m=b) x 100

3

Celulomna bruta % =

Siendo:
& = Pérdids de peso debida a la calcinacitn, en la muestra.

b = Pérdida de pesg debida a la calcinacién, en el =nsayc =n blan-
Co.

La diferancis ehtre dos determinacicnes Fimuitdneas efectuadas sobre
la miama MuRRtra no dsbe ser puperior &

« 0.2 en valer absolute, para los contenides en celulose brute
infericres a 10 por 100,

- 3 por 100 en valor relative para los contenides en celulosa
brute ipuales ¢ superiores al 10 por 100.

7.6. ORSERVACIONES

7.f.1. LS muestrac conteniendo mdk de un 10 por 100 de mataria gra-
A Oeben dessngrasarse con Ster stiliceo antas del anfliaja.
Para elle eolocar la mueatrs (3 g + 1 mg sobre un filtro de
aniantc, Afladir woos S0 ol de fter dietiliice y filtrer con
vacin, Repetir la operacifn dos veced nis. Trasferir cuanti-
tativamente la muestra deserngrasada ¥ #] amianto a un vasa de
B00 ml, continuando &l anflimis come a& he demcrite antariar-
mante,

7.8.7, Las mueatras con contenido mn materise grasas provegicas por
recutirimiente deban  mer demangrasadaE come ae indica en
7.6.1. y sometidas, aedemfs a un nueve dessngrasado despuds
del lavado del reslduc proveniente del ataque del écido. Fara
esto lavar el residuc de aste atague tres veces Con RCetona
{¢en totel 100 ml}, dempuém tres veces rcan 50 ml de &ter
dietflico. Tresferir a epntinuacidén cugntitativomente el
residue a un vaee da 50 ml y proseguir el andlisis cong ee
ha indicady mnteciorsmente,

?.6.3. En el casnoc de mueatras ricas en calcio {mis de Z por 100 de
caleio) suptituir #] tratamiento de &cido sulfirice por el de
Gcido clerhidrics. Fesar 3 g + 1 mg de musetira en un veso y 2
£ de amiante celcinade introduciéndeolos en un vaso de 600 mi.
Afiadir 100 ml de ClH 0,5N y unes gotas de emulsién antisspu-

ma. Dejar reposar durants § mirutos. Proceder a continuacién
come s¢ ha indicads snteriorments.

. 7.7. REFEREWCIAS

Cuarts Directive de la Comimidn, de 5 de diciembre de 197z,
{73/46/CEE]. Diarjo 0ficisl de las Comunidades Suropess n' L 83 de 30 de
marzo de 1973,

a.1. PRINCIFIO

El método permite determinAr los azicares reductores y lom azicares
totales previa jnveraidn, expressdos en plucesa o, a0 8u ¢anp, A0 JACATO—
sa, por conversisén con eyuds del facter 0,95. Eete métcdo es aplicable a
lce piensde cimpusstos. Se pravasn modalidades especiales pars otros ali-
mentes. En su caso, procede determinar por arparado la lactoga ¥ tenerlo
en cuenta &l calculsr los resultados.

Defecacifn a apartir de las scluciones de Carrez I y 1I, previs di-
sclucién de los Bzlcares en etanol dilufdo, Eliminacidn del etansl y va-
lormcidn antes y después de la inversién aegin el mftode de Luff-Schoocrl.

8.2, MATERIAL Y AFPARATDS
Apitador mecdnico.
B.3. REACTIVOS
#.3,1. Etang} al 40 por 100 {v/v] {d = 0,948 u 20 *C).
B.2,2. Solueibn Carrez I. Diaclver en agus 24 g de mcetato de cine
cihidreto ¥ 3 ml de écido acético glacial y afiadir agua dea—
tilada hasta 100 ml.
fA.2.3. Solucién Carres 1T, Dimalver en agua 10,6 g hexuciano ferrato
(I1) de potasic (K‘IF'QCHG].BHQO) ¥ afladir agum cdeatilmds haa-
ta 130 ml.
H,3.4. Solucibn de naranias de metilc al 0,1 por 100 {p/fv).
8.3, 5. Acide clorhidrico 4N.
E.1,%5. Acide clerhidrice O,1N.

B.3.7, Solucién de ridrdxide de sodie O,1N.

B.3.8. Soelusidn de sulfatc de ¢obre I11. Diselwer 25 g de sulfatc de
cohre {CuSU_‘.S}!zU) p.d., exentg de hierrc, en 109 ml de agua.
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&,3,8, Solucidn de dcido citrice. Disclver 80 g de &cide cltrace
(CGHEDT'HZOH r.2. en S0 ml de agua.

8.3.10. Salucidn ¢# carbenato de acdio. Disclver 143,B g de carbonata
de sodic aahidre [Na2003}| p.a. en 300 ml de agus caliente,
de jar anfriar.

B.3.11. Solucién de tiosulfato de 3odio O,1N.

H.3.12, Solucidn de almidén, Afadir ung mezcla de & g de alniddn so-
luble =n 20 ml de agua, & wn litro de apgua hirvienda, Dejar
nervir durante 3 miAutes. Dejar enfriar, Afadir 10 mp de 10—
dura de mercuria (IT) esmo Egente connervador.

8,3.13. Acido sulfdrice gh.
8.2.14. 5alucibn de ioduro de potasio (KI) al 30 par 100 (pfv).

B,3.1%. Fiedra pimez hervida con &rcido elerhidrica y aclerada con
agua. .

B.3.16, lsopentancl,

B.3.17. keartivo o Luff-fchoarl,.- Verter apitande con cuidade 1a an-
lucidn de &cide citrico (B.3.%.; nobre la solucldn de carbo-
rato ce podic (£.35.10.). Afiedir inmediatamente la sclucifin de
sulfato de cobre (B,3.8.) ¥ completwr 3 wn litro con agua,
Lejar reposar ung noche ¥ filltrar. Controlar la rormalidad
del reactive obterido [(Dw O,1K; Na 003 2N). El pH de la solu-
cidn cdebe ser aproximadamente 9,4,

B.4. FROCEXDIMIENTC

#,4,1. Preparacidn de .& muestra.- Pesar con aproximacibén de 1 mg
2,5 g de la mueatra, e introducirle en un matraz afcorado de
250 ml. Afiadir 200 ml de etancl al 40 por 100 (v/v) y mezelar
durante una hora en el agitader, ARadle 5 ml de la solucidn
Carrez I y agitar durarnte un minute, adiciomar y agitar du-
rante ®l misre tlempe ¢on & ml de la ealucidn de Carrez II.

Enranar a 2% ml ean la solucifn de etenol B.3.1., homogeneti-
zar y filtrar, Tomar 200 ml del filtrado y -&vaporar aproxima-
damente hesta la mitad del volumen, & fin de eliminar ia ma-
yor perta del etanol. Trasvasar en su totalided el resjdup de
avaporacifn ¢con myuda de apua caliente a un batraz aforado de
200 ml y enfriar, a continuacién snrasar con agua y filtrar
=i g3 necasario, Esta soluclén serd utilizade para la deter—
minacién oe azdcarss redyctores y despuks de le inversidn pa-
ra la determinacién de azlicares totales.

8.4.2. D=terminscidn de azlcares reductores.- Tomar come miximo 25

ml ¢e la eclucién preparuda segdn 8.4.1, y que contenga menos
de U mg de azicarss reductores, expresado #£n glucosa, i es
nesaspric, complatar sl volumen hastm 25 ml &on agus destila-
do y determinar la reatidad de azicares reductorss segdn
Luff-Scheerl. El resultado serd expresado en tante por ciento
e glucofl.

B.4.3. Deaterminacidn da arirares totales previm inverszisn.- Tomer 50
nl de la sclucidn B.4.1. ¥ llever & un matraz aforado de 10Q
ml, Afadir unes gotas ge la moluciSn pnaranja de oetilo ¥
adicionar lentamente agitanda sclucldn de dcide clorhidrico
4N hesta virade a rejo. Afigdir 15 ml de dcide clorhidrico
G,1M ¥ sumergirlo en un bafio de agua caliente » ebulljicién
durante treinta minutas. HRefrigerar hasta 20 "C y efiadirc a
continuacidn 15 ml de la solucidn de hidréxide de sodic 0,18
{8.3.7), Enrnsar a 100 ml con sgua y homogeneizar.

Tamar una cantided que no exceds de 25 ml ¥y contanga mence de
63 mg d¢ gzlcares reductores wxpresads en glucoea, §i = ne-
cesyrio completar el volumen hawta 29 ml cof agus destiladm ¥
determinar ia cantidad d& azdcares raductores =epin Lurf-
Schoorl, El resultado serd expresado en tanto por cienta de
glucosa, De expresarlc en swcarposa ee debe de multiplicar por
el fector 0,95,

&8.4.4, Valoracién de Luff-Schoorl.- Tomar 25 ml del reaciive Loff-
Sehoerl (8.3.17.) y llevarle u un arlenmeyer de 300 ml afadir
25 m. exactamente medidos de la solucidn defecada de azica-
res, adicionar un poce de piredrs pémez y calentar agitande
sobre le l!lame de] mecherc. Calocar inmediatamente el
erlenmeyer sobre una tela metélica, perforada por una abertu-
Te de €& cm de difimetro y regulandc la llama df maners qud So-
lamente el fonds del erlnmeyer sem calentado.  Adaptar ensne-
guida un refriperante de refluyo sabre el arlenmeyer, a par-
tir de este momente hacer hervir la selucidn y mantener =u
ebullicidn durante diez minutos exuctamente. Refrigerar inme-
diatarente al chorre de agua fria durant® £indog minutos y
proceder & su valaracidn como sigue:

Afiadir 10 ml de la solugidn de icduro de potasio (3.3.14.)
inmediatamente desouds y fan cuidade 25 nl ce dcido sulfiriceo
BN [B.3.12.). Valorar a continuacidn mediante la solucidn de
tiosulfats de godic O,1N {8.3.5.] hasta la apa®icidn de calor
amuriLlo.  afladir en este momente lo salusién ée almidén y
terminar de valora:.

Efectuar la misma valoracidn sobre una mezola que contenga 2%
m] exactaments medidos del reactive fe Luff-Schoorl, 25 ml de
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Agua, 30 ml de la solucidn de iodure & potasic (8.3.14.0 ¥
75 ml an la selunidn oe fcide sulfirfco BN {A.2.13,) sin 1le-
var a ebullizidn.

Establecar por medio de Ia tabla I ia cantidad de glucosa &n mg co-
reaapondiente n la difsrsacie entre lax dos valoracionss, wegpin los ml de
tiogulfato de sodia 0,18 gastados en cage una de las valoraciones,

Expresar los resultados en tanto por ciento de la muestra.

8.6. OBSERYACIOMES

B.6.1. En casp o= pienaoa fmuy ricos en melazas © piensos poco homo-
géneos, pepar 20 g o introducirlos en un patraz aforade de un
11tro con 50C ml e mgus. Mezclar durante una hora en el agi-
tador, Defecar mediants las reactives de Carrezr I v Il
iB.3.2.) ¥y (B.3.3.) como se describe en 8.4.1., wtiltrande de
todos los reactivoE Cosis cuatra vecas puperigres, Llsvar s
1000 ml een stanol del B0 por OO {wiv) (B.3.1.). Homogenei-
zar ¥y filtrar, a continuaciSn eliminar #1 &tanol segon
{B.4.31.0.

in gusancia fde almiddén exento de productos de hidrolizade,
enrasar a 1003 ml con agua destileda.

B.E.2, En el caso de melazas y piensos aimples, ricoa en aziearss y
pr&tticamante exentos de almidgda, pesar 5 g e introducirlos
en un satrar aforade e 250 ml, aflacir 200 ml de apua desti-
lada ¥ mezclar durante una hors o mis en el agitador. Deflecar

inmediataments por medio de los reactivos de Carrer Iy Iz,
{8,2,2,} y (B.3.3.), sepfn (H.4,1,0.

Llevar a 250 ml con agua, homogensizar y filtrar, para deter—

minar los ezicares totales, proseguir come {8.4.3.0.

8§.6.3. Es recomendatls afizdir sproximadaments 1 mi de iscpsptancl
{ain tener en cuenta el volumen} antes de la ebullicién, ton
o], reuctivo Luff-3choorl pars evitar la formmcidn de espumi.

A,6.4, .8 Alifsrencin antre la cantidad de azdcares totales cespuds
de la inversidn, expresade en glucoma y la centided de azfica-
~es recductores expresada ipgusiments en glucose, muitiplicada
per ©,95 de lx cantidad en tantn par ciento de sacarcsa.

8.6.5. Pora calcular le cantidad de azlcarss reductores, extluyands
la lactoma, se purde determinar e Ias siguientes formea:

B.5.5.1. Para un cé&leulo eproximade, multiplicear por 0,679 1lm
cantidad de lactosa obtenida, por determinacidn se-
parada, y restar el resultade otenids de 1s cantided
#n ailcares reductores.

8.6.5.2. Para el célculo preciso de azlcarss reductores, ex-
cluyende la lactosa, e5 necesarid partir de la misma
mitestra (8.5.1.) para las doB determlnaciones {ina-
les. Uno de lob en&lisis es electuado a partir de la
soluctdn obtenida en {E.4.}.) ¥ &1 otro sobre una
parte de la solucidn obtenlda pars la valoracién de
1e lactoma segin el mdtode parc la determinacibn d=
lazctesa. :

En los cesos (H.6.5.1.) y {8.5.5.2.) la cantidad ds
nzlicares présentesn ne dateraminan seglin el método de
Luff-Schoorl, expresado en mg de glucosa.

Lm difereancia entre jos dos valores se sxpresa en
tanto por ciento de la mueslra.

8.7, EEFERINCIAS

Primera Dirsctiva de la Comiatdn de 15 de junio de 1971, (701/250/

CEE). THario Oficial de las Comunidades Eurcpess nf L 155 de 12 de julio
de 1871,
TABLA }
Para 75 al de reactivp Loff-Schooel
1 Na 8.0, Glucosa fruclLosa | Lachose I Maltosa ]
i rat inverl N i H
JI o azﬁ;ah e saos] RPN j C ot |
* : ‘6712 &
ml mp  ldiferencia ng | difer.
1 EN 1.7 ]

(- i | s ERC N N 4.9 i
|3 i [ 11,09 3,7 | 11,7 PRI
[t | 14,7 3,7 | 1m0 oAt
[ | | 18,2 L7 b s 5 38 |
| L I 22,1 R [ HE N |
| | b i [ Poan
| & | = i b Poae |
[ | | k) ! oA |
[ | 1,8 | HE v |
I L g nE ioae |
| 2 ! [ aa4,n ERC ! o4 |
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| Na25203 Glucose [ructosd : Lactesa Maltoas |
0.1 . azﬁgazesomvertxdos: C“_,H220“ C12ﬁ22011 i
' | 5i276
i i mg [ cirareacts mg  [diferencia:  me | difer.
[ ) an.4 I 2.7 48,4 | 3,8 BT ) ] 4,1
[ois F O i S | =22 | 3,8 I 55,7 1 a
oy P38, b 2.0 [ 53,0 | 2,49 53,8 | 4,1
Pl ioar,3 £ FOR] | m.s | 3,9 61,9 | 4.1
A | <4,z H 2,9 1 63,2 | 3,9 8,0 | a4
Pk ] 47,1 oLe Y &7,7 4,0 2,2 b 4,3
19 | =C,0 i 3.0 [ P 4.0 T, f 4,8
20 | s3.0 3,0 { .7 4,1 B3.% } 4,%
i | 58,0 | 3,1 | 72,8 4,1 as,d : 4,6 |
| 22 | 58,3 | a,t | 83,9 4,1 ge,0 f 4,6 |
| 23 | 62,2 | [ poo 94,6 | |
’ L L L J

9. ACIDEZ DE LA GRASA

Estu determinac:dn serd aplicable a aguéllas grasas gue se utili-
cen Cone mAterim prima.

Ll procegdimients serd el que Tigura &n el métode HE 10 de los ié-
togos Cliciamles o Andliais de Aceites y Gramae mprobeccs por Orden de 31
de enera de 1977 {Holetin Cficial del Estadc de 14 de julie de 1577),

E: 8] case de que fuers necesaric preparar la muestos se seguird
el procedimiente recogido en el méLods KT 1 de la mencionada Orden,

10. CALCIO
10.1. FRINCIFPIC

ki método perrite delerminar sl contenido an calcio total de lcs
piensos,

La muestrs se incinera, las cenizae se tratan con dcido clorhidrico
¥ el calcic ve precipita =n lorma de oxeleto de calcico. Después de disol=
var =l precipitado en &cido sulfirico, =1 fcide oxfilice farmade ae valora
rediante una aoclucifn de permengenato de patasio,

10.2. MATERIAL Y AFARATOS

10,7.1, Matrazr aforadn de 250 ml de cepacided.

1T,2.2. Erlenmeyer de 200 mi de capavidad.

10.2.3, Trisel de platiro, cuarzo o porcelana.

10.7.4. Criscles (iltrantes de vidrio, perosidad Ga.

1, 2,5, Horno eléctrico con circulacién de aire y reguisdor automd-
tiro, para regular a 5%3 *C,

10.2.6, Bafo de wrua,
10.3. REACTIVOS
10, 3.1, Acide clerhidrico d = 1,24, p.a.
10.3.2. Acido nitries 4 - 1,40, p.d.
10.3.3. Acida sulfirice d = 1,13, p.a.
10,3.4. Amonfaco 4 - 0,98, p.m.
1C.3.5. Seluclén saturadas de oxalato aménice en frio, p.a.
lU, 3.6, Splicifn 2l 30 por 00 {p/v) de fcido citrice, p.a.
10.3.7. Belucidn al 5 por 130 (pfv) de slorurs de amonic, Duk.
10.3.8. Solucidn al 0,04 por 10D {p/v] de verds de bromocresci.
10,3,9, Sslucidn de permanganate potfsico; O0,IN, p.a,
10.4. PROCKDIMIENTO
Pesar coft aproximacidn de 1 mg, S g d¢ le muestra a analizar (o nds
£i pg neceaariol, ealeinarlas a S50 *C y trasvasar las cenizas a un erlen-—
reyer de 250 ml., Afadir 43 71 de Scido clorhidrice {10.3.1.), 60 ml de
aguas ¥y algunas gotas de Acide miteiec [18.3,2,), Llevar a sbullicidn y
manten=ric atf durante treints minutos. Enfriar, trasvasar la solucidn a

tin matraz afaradc de 757 ml,  enjuapgar el srlanreyes y corpletar ol velo-
Ren con agua, horopeneizar y filtrar.

Tomar ©an una pipeta sepin la gantidad presumiblie de calcic, una
alicuota gque cantenga de IC a 4 mg de calcio e introducirla en un erien-
meyer de PR ml,  Afiadir T om! de s soiucifn de dride citrico [1CL3LELT ¥
2 ml de solucsibr de clorure de amonio {10.3.7.}. Completar el wvolumen a
100 mi aproxiregdanente con agas.  Llevar a ebellizibn, afadiendo de B a
10 actas de golecidn de verde de bromccrescel (10.3,85.% y 20 ml de solu-
cidn ¢caliente de owaiate de smonic {10.73.5.1. %1 aparecs un precipitads,
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gigolver #ste mediante la adicidn de alpunaz potas oo Scice clorhidrice
f10.3.1.},

Weutralizer despudés muy lsniamente cun wmwolaco (10,3.4.0, agitando
constantemente, hesta obtener un pH 4,4-4.& (vira:e del indicadar}. Colo-
car el arlenmeyer en un bafic de sgum hirviende durante treinte minutes,
dejando reposar e precipitade formadc. Retirvaric del paflo, dejarie repo-
sar durants ura hora v Tiltrar en wn crisel filtrante G4. Lavar el erien-
meyer y 8]l cPisdl Con agua hasta la potal eliminacidn del excesc de oxa-
into de amonio {la aukencie de claruros sn el agus de lavado indica que
ei iavedo es suficiente}.

Ciwplver & precipitado sobre el filtro con SO mi de Scidn sulfi-
rico caliente {10,3,3.1, enjuager ! crisel con agua caliente hasta lle-
var &2 Tiltrade a 100 ml aproximodamente. Calentar a 70-80C °C y valorar
medjante 1a Bolucifn de permanganato de potesic £10.3.9.) hasta la obten-
cifin d¢ una ceoloracidn ross persiatente durante un minuto.

10.5. CALQULD
L ml de permanganato de potasic O,1N correaponde & 2,004 mg de cal-
cio.

Expresar &l repultado obisnido an tanto por ciento de ia muestra.
10.6. DESERVACIORES

10.6.1. Para paquafias cantidades de cajclo, proceder como =n 10.5.
Filtrar el precipitads de oxalato de calsio scbhre un papel
de filtre sir ecanizame y celelnarlo mn un seizol g 530 %,
Fecuperar el residuo con algunep gotae de #dcido sulfdrico
{10.3.3.), evaporar a segquedad, calcinar de nuesvo a 550 °C

¥ pesar.
Si P represente el peso de sulfato cdlcice obbenido, la
cantidad en calcic de ls alicucta tommada serd igual a P x
0,944,

10,6,2, 5i la Awestra &stf constitulda exclusivemsnis de materias
mineralas, proceder a lx disolucidn per fAeide clorhidrice
gin incineracidn previa, Pare loa productor tales que lom
fosfatos elurinico—cilcices diffciles de disolver en los
feldos, proceder & una fualdn alcalinm antes de ia disolu~
cifn. Mezolar fntimamente en uvn criscl la parte tomada con
cineoe veces BU peso de una mezela eompussts An partes igua-
iem de carbonato de patasic y de carbenato de sodio. Calen—
tar tan precaucién hasta la fusién completa de la mezcla.
Refrigerar y dianlver con dcido cloathfdrice.

12.6.3. Si la cantided en magnesic de la muestra es slevada, proce-
der a una s=gunds precipitacidn de oxalmto de celcio.

1C.7. REFERKNCIAS
Primere Directiva de 1la Comiaién de 315 de Junfo o= 1371, (71/250/

CEE}. Diarie Oficial de las Comunidades Furcpeas n€ L 155 de 12 de Julio
de 1971,

1k. GRASA
{fn productos Lbctecs resngresados)

11.1. PRINCIFIO
Letarminacién de la grass por el métedo ferper.
11.2. WATERIAL Y APAHATOS
11.2.1. Butlirdmetros contrastados, con graduacienes de 0O a &% de
grasm ¥ con divisiones cel O,1%. Ss puesden utilizar bButirde
metros con graduacienes de O & 5% ¥ diviesionss del 0,1%,
cuendo la muestra tenge un contenide en grasa inferior al
5%.
11.2.2. Tapansa troncocdnicos de goma u otro tipo, apropiadoa.
11,2.3. Pipetas contrestades de 1 ¥ 10 ml.
LI1.2.4. ¥idrioes de relaj.
il,2.%, BHefic d= ague reguleble & 65 ¢ . 1 *C.

Tiul.6. Centrifuge capaz de alcamzas 1,200 c.p.m,

11.2.7. Embude desprovisto de cuello y vistege, pars 1a introduc—
cifn de la muestra en al butirématra,

11.3. REACTIVOS
11.3.t. Acido sulfirico de densidad & = 1,82,

11,32, Alzohgl ieommflice de densidad d = 0,815 e intervalo cde
destilacifin de 128 °C a 1320,

i1.4. PDOERINTEINTD

1:.4.1. Peaar, onn precigién de 0,1 mg, 1,100 § de producto & in-
troducirle en el butirdmetro a través del embude. Afiedir, &

través del embuda, 10 mi de agua tidia {4l *C), arrastranda
lv que haya potido adherirse al mismo, Tapar ¥ agitar fusr—
temente para discleer la leche.

Seguidamerte afludir 10 wl de bcide suifiirice, haciéndolo
resbalar suavements nor las paredes del butisSmetso, Afadir
1 mi de alechol iscamfilics. CLerrar el butirdmevro con =1
taphn de goma, apitar suaverenie y centrifugar & L.200
repam. duraste 3 a & minutos, Sacar £l butirémetro de la
centrifugs e inrroducir sn el baflo ¢ ague & 6H °C. Dejar
transturris algunos minutoe y efectusr ko lectura.

11.5. EXFHESION DE L5 RESULTADOS

Leer en el butirdmetrs, an la escala dividida, la alturs gue ha aji-
canzado ia coiurne de grasa, habiéndose ajustade 2 cero el 1fguide que npo
contiene prasa. los grades d= le escals Lndican las decenas, ¥ las dé-
cimas las uridades por ciento. S= puede apreciar perfectsments un £, 5%.

1l.6. QBSERVACIONES

I1.6.1. En el case de sueros desprovistos de cassina, pusden produ—
cir carbomzreiones que dificulran la iecturs {debido u que
el &4cide sulfdrico de densidard d = 1,82 resulta demmsiado
concentrade). En ests caso 9o puede diluir sl 10% {vw/v) con
epua desrilada,

11.£.2. En los productos con grasa muy micronizada, cohviesne reps—
tir por tres veces lag centrifugacionses, sl calentamiento a
&5 °C y Imn lectures, hasta cbtensr resultacdos conatantes.

1L.7. REFERFNCIAS

Inatituto de Racisnalizaecidn v Mermalizaeifin del Traba}o. Una Naorma
Espaficla, £4.0289.

12. CEWNTZAS NRUTAS
12_1. FRINCIFIO

Incinerazifin de la muestra a 550 °C y pesada del residuc hesta pesc
constante.

12.2. MATERIAL ¥ APAEATDS
12.2.1. Place calefmatara.
12,7.2. Horno eléctrico com regulmcién de temperaturs.

12.2.%. Criscles de platine o cuarzo, restanguleres {60 x 40 x 2%
an} o redondos {difmetro: 60 & 75 mo, sltura: 20 & 25 mm).

12.2.4. Nitrato de amonle: Sclucidn al 20 % (pfvl.
12,3, FROCKDINIINTC

Fesar alradedor de 5 g de muestrd, con una aproxisacidn de 1 mg
{purs ios productos gque tengan tendencia » “eaponiarse’ pesar 2,5 E =R un
crisvl previamentis calcineds ¥ tarado. Eolocar &} ¢risel sohre Ia placa
calefactors hasta carbonizecidon ge la musetra. Introducir el crisol en al
horna regulagds a 550 + 5 *C.  Mentener a esta teoperaturs hesta la obten—
cifin de cenizas blencas, grie clare o rojizas, apacentemente desprovistas
de particulas carboncses. Colocar el erisal e un desecador, dejar ane
friar y pesear inmeciatamemte,

12.4. CALCULDS

El porcentsje de cenizas scbre materis natural se obtiane por la
Formolm mipuiente:

2, - Pyl100
Cenizus % (muterie natural) = -._.Z —
P - I=‘2

Slendo;
P = peso, en g, de lp chppuls con la muestre.
Pl = pess, en g, de la chpsula con las cenizas,

'P2 - peso, &n g, de la ghpeulas vacia.

12.5. OBSERVACIONES

12.5.1, Lew materias diffciles de incinerar debsn acmeteras 8 una
primera incineracidén de tres horas, sae& &nfrien ¥y =& les
adic1ona algunas gotas de una eolucifin al 20% de nitrate de
amonio. Cortineando (@ incinergc)dn despufa de la deseca-
cifn an eatufa.

Repetir eventualmente la operacidn hasta incineracién con-
pieth.

b
M
o
P

Pare las materias resistentea al trataniento anterio®, apsa-
rar como sipue: Despuds de une incineracifn de tres horas,
arrastrar las zenizas eon agua caliente y filtrar sobre un

E"
",
E N
by
Fe
&
X
f,
5
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pequefio filtre de cenirzas comocidaz. Incinerar el i

su contenideo en el erisel inisial.

tra y

Llevar el filtrads al
cinerar y pesar.

crizol frio, evaporar a ssquedsd, in—

17.5.5, En el came oe aceiter y grasas, pesar 25 g en un crisol de
capacidad mprepiada. Cardcnizar inflamardo la muesira por
medio de una mechn ¢+ papel fde filtro sin cenizas., Pespuids
de la combustidn humedecsr con la minira cantidad de agua

pominle. ODesecar y contlinuar cond ze indica en 12.5.
12.6. REFEREMCIAS.
Prirers Directiva de la Comisidn de 15 de junio de 1871, {71/250/
CEE}. Diarioc Oficia) d¢e las Comunidades Europeas nf L 155 de 12 de

julio de 187L.

13a). BASES NITROGENADAS WULATILES (nitropéne smoniacal )
Por microdifusidn}

13{a}.1. PRINCIPED

El rmétodo permite dsterminar €l contenido en bases nitrogenadas
voldtiles, expreaadas en amonfaco, de los piensos pera animaies,

La muestrs se sxtrae con agua, 18 aolueidn me defeca y se Til-
tra. LA bases ritrogeradas wvoldtiles 8e deaplazen con une solucidn de
sarbenato de petasie por microdifusidn, se racogen en una solucidn de
Scide bdrice y se valora con Scide sulfirico,

13{a}.2. WATERIAL ¥ APARATOS

13tal.2.2. Chlulas de Zonway (v,

riz] pléstico.

eaguena), de vidrio o de mate-

lital.2.?, Microburetas, graduadas a 1/:100 m),

13({al.3. REACTIVOS

13{a).3.1. Solucifn al PD% (pfu}l de Arido triclorsacdticop.

13{a}.3.2. Incicadur: displver 33 mg de verde de bromocresal y
&S mg ce roic de metile en (N mi de etuncl al Pu=
5K .

t3ta}.3.3. Selucidn de Scide bérice, En un metraz aforade de i
lytra, ddaselver 10 g de fcido bbrico p.a, en 200 mi

de eranol al 95-96% y TOU ml de mpua. ARadir 1O ml de
indicador {13{(a).3.2.}. Merclar y ajustar s§i fuern
necesario, ba coleracidn de le solucidén al rojo clare
por adicifén de una soiucidn de hidréxide de spdioc. 1
ml e eata solucién parmite fijar comc midzimg 300 g
de NHS'

13{a}.%.4, Golucion saturads de carbonato de putasio:disolver
100 p de carbonato oe potasic p.a.  en 100 ml de agua
en ebutlizién. Dejar enfriar y filtrar,

13{a).2.5. Acido sulfdrico [0,D2N.

13(m].4. PROCENINIENTO

Pasar, con precisifn dge 1 ma, 10 p de la muestra e introducirlos
en un ratraz aforade de 200 ml con 100 ml de agua. Mezclar durante 30 mi-
nutoe en el mezcladar.  Afadis 50 ml de solucidn de deide triclorompcético

13{a}.2.!, Mezclador: de aproxizadamsnte 35 a 40 oacilaciones (13fm}.2.1.}, completar sl volumen con agua, agitar vigoresaments y fil-
por mineto. trar zobre pn filtro de pliegues,
— — - ——e g
CELULA DE CONWAY
P ——
Seala 1t
S DO § S T -7
\/ /a’ Plano de [a cbfula
\\-,.\______/
ko P Seces
T ceadn dr la tapadees 5,5,
A oG fi——— 34 -
AF &Y gas
! - - E 7 T Seccitn dela celula 5 5,
i L [ T N
1 Fue
4 RrTug 343 4
| s Bas .85 LI
[y I
A U 1> 1.3
I Mave de iz trpadern de eintal ennesilade
i i
i 13(u}.6. ORSFRVACIINES

Intraducir con La plpeta en la parte central 4e la cflule de
Conway 1 ml de polueibn de Scide bérice {13{a).3.3.) y en l& corona de lm
célule 1 ml del filtrade d¢ l& muestra. Cubrir parcialmsnte con ayuda de
la tapa engrasada, [ejar caer rapidamente en la carsos I ml de snluctdn
taturada de carbornato de potssio (13(m).3.4.) y cerrar la tapa hermétice—
mente. Aemover con precavcidn ia cdiula proporciondndole un movimiente de
rotecifn al plano horizental, con objets d& garantizar la mezcle de los
dos resctives, Delnr incubar bien durente cuatre horas por 1o meanos a ia
tesparstora mrbimite o blen durante una hors a 40 °¢,

Valorar las bases wolitiles en la solucidn de fcide bérico con
dcide sulfirice 0,02k t13{al.53.5.) emp laando e microburelis
(13{s}.2.3.}.

Efectuar una prusbs en hlance aplicende el misme método operaceric.

13(a).5, CALCULO DE LOS RESULTADAGS
1 ml de dcice suiflrico C,02N corresponde a 0,34 mp de amonfacso.

Expresar el resultmds en parcentaze de la muestes.

La diferencia en®re las resultados de dos determinacionss para-
lelps efectuadas scdre una misma Auastra no dsbe axcader det 10% en valor
ralative para los contenidos =n smoniaco infericres al 1,0%; 9,1 en valor
ahralute para los contenidos en amonfaco 1puales o superiures al 1,0%,

51 el contenidu en amonfacc de la muestra fuers superior al O,6%
diluir al filtrade inicial,

13(a}).7. REFERENCIAS
Yegunda Dipectiva de lg Comizisn de L8 de noviembre de 1871,

17L4300/LER), Diario Oficial de las Comunidades Europsas n¢ L 27§ de 20
de diciembre de 1971

13(b). BASES FRITROCERADAS VOLAYILES
{For destilaciin

1¥b}.t. PRINCIPIO

El método pmrmite determinar &! contenide d= bases nitrogenadas
voldtiles, expresadas en amonlacs, de las harines de pescado gue no Con-
tenpan nricticaments uyrea.  Unicemente s aplicable para contenidos en
amonface inferiores al 0O SE%,

La muestra se extirae con apua, Ia selucién se defeca ¥ ue fil-
tra. Lax bases nitropenades volétiles we desplazan par ebullicién median-
e adieidn de dxido de magnesis y se recogen en una cantidad cenocida de
Scico sulfirico cuye excess sr velora ron una solucidn de hidrézido de
aedio.

ey

o
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13{b).2. WMATERIAL Y AFARATUS
13{b).2.1, Mezclador: de 35 a 40 oscilaciones por minute apro-
ximadamente.

i3{b}.2.7. Aparato de destilacidn del tipo Kjsinawl,
Sa(b)..:i- REACTIVIES

13{bi.3.1. Solucidn mt 20X (p/v} 2e Acido triclorsacétice,

E3{E).0.2, Oxide de magnesic, p.&.

3k}, 5.3, Emulsidn de antiespuma {(por e;. ailiconal.

13{tr}.3.4. Acido sulfirice 0,1N.

13{&}.3.5. Solucifin de hidréxido de sodio 0,1 K.

13{n}.3. A, Solucifn al ©,3% (p/v)] de roio de metiln =n =tanpl
del 95-85%.

13{k}.4. PRXCEBINIERTY

Fepar con precisidn de 1 mg, 19 g de 1ls musstre e introcucirlos
con 100 ml des agua &5 un matsaz wlogrado de 200 ml, Mezclar durante 30 mi-
nutas en el mezclador. Afadir 30 ml de solucidn de fcigo tricloroasético
{13{b}.2.1.}, <completar £l volumen con agum, agitar con fuerze y filtrar
sebre un filtro de pliegues. -

Tempr uns cantidad de filtrado Iimpids en funcidn del contenido
Aupuesto An DaseE nitrogenadas vol&tilex {100 m} son suficientes, en go-
nerall. {Miufr en 200 nl y aFadir 2 g de Sxids cde magnesio {I30(B}.3.2.) ¥
algunag gotas de emulaldn entiespuma (13{b).3.3.). La solucidn dede ser
alcalina en el papel de tornaeal; st no lo e, &Radir éxido de magnesia
(13(0).2.2.). Paatilar 150 m} aproxisadamente de 1m $olucifin en un apara-
to del tipo Kjeldahl ¥y reacoger al deatilado en un erlanmeyer fqué 2ontengs
un  volumen exactamante medide (2% a B0 ml) de Aeido sulfdrice O,1NM
[13{b).3.4.]. Durante la destilacifn, evitar un recalentemisntc de les
paredes. Lisvar Ia sclucidn sulfirica & sbullicién durante 2 minutos, en-
friar y valorar sl sxceso de Aolde sulfirico con la melucifén de hidrdxido
de andio C,IN (13{B}.3.5.1 &n preseancia del indicador roja de metilo
(13{p}.3.8.].

Efectunr un enmays 4n blanco aplicands £l misee métods operato-
ria.

13{b}.5. CALCULOS
t ml da fcide mulffdrice O,IN rorresponds & 1,7 mg de amenface.
Expresar el resultado en porcentaje de muentras,

dog determinacicones
en valor

la diferencia entre los - resultados de
parzieles slectuadas =obre una rmisma musstra no debe exceder,
relative, del i0% de mmoniaco.
13(b).6. REFEREMCIAS

Segunda Directiva de la Comisidn de 14 de noviempye de 1971,

{TL/353/CEE), Diario Oficial de les Comunidades Furopesms n¥ L 779 de 20
de diclembre de 1971,

14. CARBONATOS

4.1, PRTRCIFIO

Descompesiclén de log carbonatos meciante ia accidn del &cldo
eloshidrics y somparasidn del volumsn de anhidride carbdniceo desprendido
frente a une canticdad conocids ¢e carbonate cdélcico medide en las mismas
condiciones.
14.2. WATERLAL ¥ AFARATOS

14,.2,1, Aparato de Scheibler-Dietrich, segin flgurs 14.3.
14.3. REACTIVOS

14.3.1t, Acido clarhidrico, d = 1,10,

la.3.2. Carbanats de caleio,

14.3.3. Sclucién de fcide sulfirico 0,1N ¢ aproximado, coloreada

ean rojo de metilo.
14.4. PROCEDIMIENTD
“egun la concentracidn en carbonaios de [a muestra pesar: 4,9 g
cuando la rigquezs eatéd comprendida sntre el 50X y 100% expresado en car-

bonato cileice.

1 g cuando la riguers esaté comprendida eotre el I0% ¥ el S0% ea-
presado en carbotiato célcicoe,

2 g a3 g cuando la riguera nea frferior al 10% expreasacs en car—
uonato cilcico.

Una ver pesmds Ia cantidad idénes de muestra 3 anelizar iotcadu-
ciria en el frasco {4) del sparatc de Scheibler-Dietrich, el cual estarid
provigte de un peqguedic tubo ¢e material arrompibls conleniende 1C ml de
La sglucidn 14,3.1, Conectar a continuasifn =1 frassa con el &parato. oi-
rar la liave {5} de tras vias de forma que e1 tube (1] &comanique can =)
exterior.

For med:a cel tuds mévil {2), gue estd llenc de dcido suifdrico co-
loreads (14.3.3,F y unide al tubo greduade {1}, llevar el nive! del LI~
quido 2 im graduzcifin de cero. Girer la llave (5) de modo gue haga comu-
nicar lom tubor !1) ¥ {Z! y comprobar el nivel a cero.

Previa inslinecidn del frasee {4), dejar pasar lentamente todo el
dcide clorhidrice {(14.3.2.) scbre la muestra. Igualsr la presifn tajando
wl tubo {2). Agitar @l frasco {4} hasta Gue cese por completo el despren—
dimianto del pas carbénico.

Restablecer lm presidn reduciendo el ifquide al misme nivel an los

tubos (1] ¥ {2}. Hacer la lacturs pasados wpos alnutos, hasts que el vo-
lumen papeosc permanezca conytante,

Efectusr #n las mismas condiciones un ensayc comparative cop 0,5 g
de carbonate de calsoie {14.3,7.).

i4.5, CALOULOS
¥ ox 100
% Cﬁacn o
Tx 2P
Siando:

¥ = volumern, en ml, de C02 desprendide per la muestra.

T = wvalumen,
114.3.2,}.

an ml, de 002 deaprandidy por G,5 gramos de CD3Ca

F = pasc, en gramos, de la muestira.
14.6, (ASERVACTONES

14,6,1. Cunndu la muestra tomada es superior a 2 gramos introducir
previamente 1% ml de &gua destilada en el frasco {4} y mez-
clar antes de comenimr ¢l andlisis. Emplear &l mismo volu—
men de agua para el anAliais comparative.

1s.6.2, 51 me vtiliza un aparsto de un volumen diferente al de
Scheibler-Dietrich, (&3 necesaric adaptar la cantidad de
muestra tonada ae la enullicidn y la sustancia & comparar,
ax! cumo, eb cdloulo de resultados.

14.7. REFERENCIAS

Primere Cirsctiva de la Comisidn de 15 de junic de 187, 71/2%0/
CEE}., PMamriec {ficial de las Comunidades Zuropeas rn? L 355 de 12 de Julic
de 1971,

15{a}. AFLATOXINA B
{Cromatografia worpdimempionsl k‘l capa fina}

15{a}.1. PRINCIPI{

Extraccidn de im afiatoxina B, con clorcforme. Purificacidn per
cromatogral{s en columna con pel de eilice, Evaporacidn del eluato ¥ di-
aolucidén del residuc en cloroformo o con unm mezcle de bencenc y aceteni-
trileo. Cromatogreffm en capa fina y cuantificaz{én por comparacidn can
patrongs o por Mluorodensitometrie. Confirmacién de la aflatoxinp Bl.

El mftodgo a® aplicable a: tortas de cacahuste, de copra de Iina-
za, G sfsamo, de bahadsu y gfrmenes de mafz, cersales y derjvados, harye
na de puisentes, pulpe ¥ Técula de patatas,

El lfmite fe deteccién es de 0,0) mg/xg.
15{a).2. MATERIAL Y APARATIS
i5¢a).2,1, Friturader-mezclader,
15{a).2.2. Aparato pare agitar o agitador magnético,

t5{a}.2.3. Filtros plegades, Schieicher y Schill n? 538 o equi-
valente, difimetro: 24 cm,

t8(at.2.4. Columnas para cremetograffa (disretro interior: 22
mm, longitud 300 mml, con prifs de teflén y de capa-
cidad de 250 rl,

15{a].2.5. Aparato roftative de evaporaside en vecio, con matraz
ce SO0 mi.

15{8).:.6. Frascos cdnicos ¢e S ml, coun tapdn esmerilado.
1E{a).2.7, FEguipn para crometogpralfa en caps fina.
¥5{al,2,8, Placas de vidrio para cromategraffa an cana fing, 200

x Z00 am,  preparadas de in siguiente manera (con lan

LR AT L S Py N

*.
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15{at.2.8,

15(m).2.10.

15(m}, 2,51,
15(a}.2.13.
15(m).3. REACTIVOS
t9lalk.3.1.

tstat.a.2.

15{a}.3,3.
t5lal_ 3.4,
15{a}.3.5,
iStal. A6,

15{a}.3,7,

15(a}.3.8.

p5{at. 2.0,

19fal.3,10.
15la).3,21,
FL-TES - P -
t5fmt.3,13,
ISial.3.14.
iBfal.3.15.

1Stal.3.16.

ibia).3.17.

E5ia}.2.18.

cantidades indicadas se pusden Tecubrir <ines pia-
cas): intreducit 3T g e gel de aflice G-HF (15{=),
3.1.15.; =n un frasco cfnico, afadir 60 mi de aguas,
tapar ¥ sgitar durante un minute. Extender la suapen-
sidn er las pliacas cor chjeto de ghtensr una Capd
upl farme ds 0, 2% mm de espesor. Dejar secar al aire y
conservar despufs en un desscador proviste de gel de
uilice, En al momento de su utilizacién, activar laa
placas manteniéndolas durante una hora en la estufa &
118 *C. Las placas ya listas para su utilizacidn son
priacticas en la medida en quet dan resultedos pareci-
408 a los de las placas preparacas segin se he indi-
cado.

Lirpara ultreviolets de ondas largas (260 nm}. La in-
tensidad de irradiacifn depe permitir distinguir, ln-
clusn cem ¢laridad, una mancha de 1,0 ng de aflatoxi-
na B, en una placa pare cromalogrufia en capa fina, a
una ZistERcia de 10 cm de la lémpara.

Tuhoe de 10 mi,
ne.

fraduades, con tapones de polietile-

Espectrofotdmetro ultravioleta.

Fluordensilometro [eventualments],

Acetona.,

Clorofarme estabilizede for 0,5 al 1% de etanol del

9% {w/iv).

n-Hexano,

Metanal .

Eter dietflico mnhidro, exento de pardwidas.
Mexela de bencens y acetonftrilo 9842 (v/vl,

Mezcla de cloroformo (15{ml.*.2.) y de metanol 37/3

{wiv).

Gel de sflice, para cromatografia en columna granulo-
wmEtrica 0,05 & 0,20 mm.

Alpoddn previarente dessngrasado, mediante cloroefor-
my, & lana de vicrio.

Sulfatn de asdio anhidro.

Gus Inerte, por ejesplo nitrdgeng.

Solueidn de dclde clarhidrice 1IN,

Sviuclfn de Scido sulflirico al 0% {v/v).
Tierra de dintomess lavada con Setde,

w=l Je sflice pare cromatografia en capa fine.

Selucibn patrén de 0,1 microgreman, anroximadamentce
d4e¢ aflatexina B, per mililitro en el clorcforme
£15(a).3.2.) o e la megcla de bencwno/ecetonitrils
t15(a}.3.5.}, preperade y controlada como se indica
e (1S{m}.6.).

Salucidn patrén cualitativa de O,@ microgramos apro-
ximademente de aflatoxine B, ¥ 82 por ml por el clo-
roferme [15{a).3.2.} ¢ en la rézeis benceno/ace to-
vitrile {1%(a}.3.6.). Estas concentreciones se dan &
titulc indicative ¥ debarn ajustarse con cbjete de
obtener la mizma intensidad de fluorescencia para
las dos aflatoxinas.

Digolventes de desarrollc.
TR(al. 3181, Clorsformo  {IS{a}.3.2.} / acetona
(15{a},3.1,}: 9/1 {v/v}, cubeta no sa—

tureda.

15(&).3.18.2. Fter distilics {1%(a),3.5.) / metansl

{(15{a).3.4.} Fagua: 95/3/1 {u/v/v),
cubste ne saturads.
15(eb.3.08.3, Eter distilice (1%ial.3.%.) / metancl

(1sial.3.4.] Fapua: 94/d,5/1,5 {v/ivivi,
cubeta saturads.

19(a).3.18.4, Cloreforms  (15{a}.3.2.} / metanol
{15(m}.3.a.3: 9a4/6 (v/v}, cubeta satu-
rada.

15(a).3,18,5, Cleroforme  {15{a%.3.2.} / meluncl

fin{al.3.4.0: 9¥/3 (v/v}, cubetas satu=-

TatA.

15{mn).4, FROCEDIMIENTO

15{al.4 1,

15{a).a.2.

15{a).a.3.

iofal.4.4.

Freparacifn ce ip muestra

Procedar come se indica en £l método oficial n¥ 1.

Las muestrTas que contengan mas de un 5k de materias
rasas deben despnprasarse caon éter de petrileo dea—
pufe de su preparscidn.

Extraccifn

Introducir 53,0 g de la muestra molida y homogenei-—
zada €n un frasce cfnice de 500 ml (1S(a}.2.6.}. Afa-
gir 25 g de %tierra de diatomeas (15(a).3.,14), 25 ml
de agua y 250 ml de cloroforms (15(a}.3.2.). Tapar el
frasce, sacudir o apitar durante 3T Minytos con ayuda
del aperate {iB(=}.2.2.} y filtrer mediants f1ltro
plegado {15lal.2.3.%. Eliminar los 10 primercs ml del
resultads de im Tiltracidn y recoper a continuacidn
5 mi.

Furificazifn en columna

Proveer 1la extren:dad inferiar de la colurna pars
cromatoprafia {15{a).2.4.) de un tapén de algaddn o
de lane de vidrio [(1%{a}.3.9.), llenar los dos ter—
cios del tubc de cloroforme {15(a},2.2.} y afadir S g
de rulfate de sodic {1%(e).3.10.).

Comprobar que la superficie supsricr de la capa de
sulfato de podic estd plara: afladir a continuacién,
en pegueiias porcionss, 10 g de gel de silice (15{a).
3.B.3.

Remover con precascifn después de cada acicidn con el
fip de elimirar las burbujas de aire. Dejiar que &a
pope durante 1S minutos y afiadir seguidamente, con
precauctén, 15 p de aulfate de sodio (15{(e)}.3.10.).
De;ar descender ol liguide hasta la proximidad inme-
dieta de la superficie supsricr de la capa de sulfato
de zodio,

Mezclar los 50 mi de extracto recogidos en {15{a’.
4,2,) con 100 ml de n-hexano (15(a),3.3,} ¥ trens-
vasar cuantitativarents la mezcla &c I3 columna, De-
Jar deszcepnder el 1liquide heata la superficie superier
de la capa de zsulfato de aodic. Eliminar el liguide
faltrado. Afadir o continuacidn 100 mi de &ter dies
tflies {15(8}.3.5.) ¥ dejar descender ce nuevn el 11—
quideo hasta la superfizie superior de la capa de Bul-
fatu de wodio, [urante estas cperaciones, procurar
que el flujc gea de 8 a 12 ml por minuto ¥ que La o=
lumnz no se vacie. Eliminar los llguidos tiltrados.
Eluir despufa madiante 150 ml de la mezcia clorefor-
ma/metanol {i5(a}.3.7.) y recoper ia totalidad del
eluldo,

Tvaporar #sts casi a sequedad Laje unra corriente de
gac ineprte [15{a),3,11.! ¥ & une tempermtura gque no
pupere los 50 *C, mediante &1 aparate rotative de
evaporacidén en vacio {13(a}.2.5.), Inlreduvir cuenti-
tativamente el residue por medic de clorciormo
(it%fa},3.7,.} © de la mezzla LCencencfacetonitrile
(15(a}.3.6.] en un tubs de 13 wl (15{a}.2.10). Con-
cenfrar la solucidn bajo una corriwnte de gus inerte
(15{m}.5.11.) ¥ llevar daspypés e} volumen a 2.0 ml
por medisc de clororformo {15(m).3.2.1 2 de la mezcla
banceno/acetonitrilo (15(aj.3.6.).

Cromatografia en caps fine

Depnsitar puntuslmente en una pieca para crumatogra—
fi{a en capa fina [15{a).?.B.}, a 2 cm del borde infe-
rror y a intervelos de ¢ cm, log voldmenes de la sc-
lucidn patrén y del extracto indicados a continua—
e18n:

microlitres de la sclucifn pa-
{15im}.3.16]3.

- 13, 15,
rén de

20, 30y 40

aflatoxina Bl

- 10 microlitros del extracto obtenide en (15{a).
4.3, ¥y, #n superposicidn en el mismo punte, 20 mi-
crolitros ce la solucisn patrdn (15{a),3.1.

del extracto

- 10 ¥y 20 wmicrolitros obtenido  en

{15{a).a.3.

Cesarrollar el cromatograma [(uvera del alcance de la
luz, con ayuda de une de los disolventss de desarro-
11a (18{a).3.76}), La eleccidn del disolvente debe
determinarse previamente depoaitands on la placa 25
ricrolitroy de la  solucidn  palrdén  cualibaotiva
(1%0a).3.17.1 y asepurandosa de yue, Jurante el desa-
rroile, las aflatoxicas B vy B, estdn coapletarente
sepRradat. 1 <

PRI A

L=
—

ey

M

L TEEL TR



BOE nim. 128

Mares 30 mayo 1989

16035

15(a).4,5,

15{a}.4.6.

Ne jar evaporar loe cimoiventes fusra del alcance de
la luz e irradiar a continumcidn mediante luz ultra-
vicleta, vcolocande le placa a 10 om de la lémpars
{15{a).2.%.). La® manchas de aflatoxina 81 dan una
fluorepcencia azul.

Beterrinaciones cuantitativas

Proceder 3 leas determinaciones bien sea visualmenta,
o meédiante fluorodenzitometris segin se indica a con-
tinuacifn.

Eolal.4.5.1. Medicas viguales

determinar la cantidad de aflatoxine B, del extracto
comparando la intensidad de r}.ucreacenclin de las man-
chas del extractc con la de las manchas de Ia molu-
cifn petrén. Interpolar 51 ez necesario. La fluores-
ce=nzia ohtenida por superposicidn oel e=xtracte a la
solucidn patrén debe ser mén fuerte que la de los 1O
microlitros de extracto y dnicemente debe dar lugars a
1A percepcién de una afla mancha, S1 ia Intensidad de
fluorescencia dadm por los 10 micrelitros de extrac-—
g =5 mis fuerte que la ge o8 &40 microlitros de mo-
lucifn patrdén dilwir el extracto 10 & 100 veces me-
diante cloroforme {i5{2),3,2.) o mediante la mezcla
de bencenc/asetonitrile {15(a}.3.5.) antes de Eoma-
terlo a una nueve cromatografia sn capa Fina.

15{a},.4,%.2. Medidas por flucrodenaitometrla

Kedir 1m intensidad de flugrescencis de las manchas
de aflatoxine B, en &l flucrodensitdmerco (15(w).
2.12.) utilizende une longitud de onda de axcitacidn
de 385 nm oy une longitud de onda de emisifn
de £4% nm, Determinar la cantidad de afiatoxing B de
loy depdsitos del wxbtracto y de la solucldn patrda.

Confirmacifn de¢ la fdentidad de mflatoxina B.\

Confirmar la idantidad de lm aflatoxina B, del ex-
tracto mediante los siguientes procedimientda:

15{a).4.6.}. Tratemiento por #cide sulfirico

Pulverizar #&cide sulfdrico {(15(a).3,13.) sobre el
cromatrograma obtenice an (15{a).4.4}. La fluorescen—
cia de las manchan de afiatoxine B, debe wvirar del
gzul 8] amariile bajo irradiacidn ul%ruvmlet.n.

15{a) 4.6.2. Cromatografin bidimensional que fmpligue
in formacibn ée aflatoxing Bl— hemiacetal {aflatoxina
B,
2

Las operaciones deacrites en to sucesaive deben 1le-
varer 8o tabo siguiendo #l esguema que Aparece an la
Tigurea 3.

165(a).4,6.2.1. Aplicacién de las aclucionss

Trazar an una placa {15{a},2.8.) dos rectes parelclas
& dos ledoe contiguos {dlstantas 6 cm de esow lados),
destinadas a delimitar el despiazamienta de los frens
tes de disclventea. Depcsitar en une pleca, con ayuda
de pipetas capilarsp ¢ de microjeringaz, las aslucic—
nes indicadas & contimiacidn:

- #n 2l puntc &: un volumen de extracto purificadn de
la muestra obtenlda en (15({m].5.3.), que esngenga
2,5 &GS aproximadg ite de aflatoxina Bl;

- en los puntas B y : 25 ami¢rolitros de la aclucidn
petrdn (15{a}3.16.7.

1S{a}.4.6.2.2. Degarrollo

Deasarraliar el cromatrograma en le dirsccidn I con
ayuda del dinsolvente de deaarrells {15{m}.3.18.1.}
{capa de 1 em en une cubate no saturade}l, fuers del
alecance de 1a luz, hRasta que el frente da disalvente
aleance la lines de dalimitacidén, Retirar la place de
la cubeta y dejer secar durante cinco minutos fuers
del alcamce de la Jluz ¥ a Ix temperaturs ambiente,
Pulverizar a c¢ontlinuacifn Acidoa etornfdrien {15is}.
3.12.) en una panda ¢e 2,5 cm de aliurs que abargue
les puntos A y B (indicepda com trazeos rayedos en la
figura 32}, hests 8y oscurecimisnts, protegiendo
el resto de 1a place medfante una hkojs de vidrio.

Le)ar reaccioner durante diez rinutes =n lz oscuridad
¥ DSecar con ayudi ce unha corrients de aire n tempara-
tura amhiante.

Nesarrellar a continuecifin =@ cromstograms en ls di-
rezeidn Il con ayuda del disclvente de desarralle
L156a;.3.18} {espa de ] o en una cubeta ne satura~
da}, fuera del eleance de 1p lug, hestn gue el frante
dul disolverte alcance 12 lf{nen de delimitacién. Re-

tirar la placa de la cubeta ¥y dejar secsr a tempera-
tura ambiente.

is{a) . 4.6.2.3. Ioterpretucidn del cromatograma

Examinar el cromatagrame <on luz ultraviolsta {i5(e},
2.8.) ¥ comprobar laz oboervaciones indicedes a con-
tinuacidn:

&) Aparicifn ¢¢ una mancha flucrescante a2ul de sfla-
toxina B, pracedents de 1l acluciédn patrin depomi-
tada an & (dmaplacamientc en le direccidn I}.

t} Aparicidn de una mancha flucrescente azul dr afla-
toxina 3 {que no hs rTeatéionmdo con el Acidg
clorhfidrice) y de una mancha flusorescents azul nds
intensa de aflatoexing B, hemiecetal, procedentes de
is ssjuelin patrén depodltads en B {desplazamisnty
en la dirsecidn II).

Apariclén de panchas similares e las indicades en
la letrs b), procedentes del extracts Jde la mues—
tra depomitado en A, El enplacamiento de estes
ranchas estd definioe por la distancim de despla-
zamiente de la aflatorina B, a a partir del punto
A en la direccitn I {la misma Jistancia que la re-
corrida por la solucidn patrdn depocsitada en C)
Reguica e las distmnciaP de desplazamiento reco-
rridas en la direccién IT por la aflatoxine B
{gue no ha reaccionade con el dcide clorhidrice)
por la aflatoxinm B, -hemiacetsl {laz mizwaz gis-
tancins gque las l‘!\‘.‘o}‘l"idls por la =mclucidn patrdn
depositada en B). Las intenaidades de fluorescens
cie de las manchas de hemincetal procedentes del
extracte y cde 1l solucibn patrén deberisn corres-
ponderese.

<

15{a).5, Célculos

1Sim}.5.1, A partir de medidas visuales

EL contanide en microgrance de aflatoxina B, per
kilogramo de muegtra (ppt) viens dade por la fir-

mula:
C . VZ - ¥
microgramos de aflstowina = ———
P \fl
eisndo:

Voy ¥ = reApectivarente los volamunes an micro—
litroe de solucibn patrén de aflatoxinag
B, {1%{a¥.3.16} ¥y del extracto, que
tienen una intansidad de Tlunrescencia
semetants;

C = concentrecibén en microgramss de eflato-
xina B, pr ml ¢z la solucidn patedn
(1502)..16.7;

¥ = volumen firal del extracto en microli-
tros, habide cuenta de las sveptuales
diluciones;

F = pesc en grawoes de la moestra correspon—
diente al volumen de sxtracts somatido
& la purificacidn de la columna,

15{m]l.5.2. A partir ge mecdidas flucrodensitomdtri-
cas

£) contenido en microgrames de aflatoxine H, por
kKilograme de muestra ippb) viene cado por la” Tér-
mula:

sisndo:

\«'1 = volumen en microlitros del extracto deposi-
tade en 1a placa {10 & M) microlitros=);

o= cantidad &0 nancgrames de aflaktoxina £, del
depSaits del extracto {habida cuenta del ve-
lutten VZJ deducida de las determinaciones;

Vo= voiumen final del sxtracts an micralitroe,
tenienda en cuenta las eventuales dilucie-
nes;

P = peEoe €n gramos de la mueAtra correspondisnte
al wolumen del exiracto semetide 2 la puri-
Ticacidn an columna,

La difarencia entre los reasvltadeos de les dos de-
terminaciones paralelas efectuadas an la misma
muesxtra por el miBRe analista ne debari pupersr:

it i1
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15tad.G.

opor cilevnto d4el resxultace nds eleveds para
mi—

- ol
ins contenicas en ~llateyina Bl e 10 a 29
sroarames Skl lopramo,

8 microprameos, en valor obsoluta, pars los con-
tenidus de 20 a2 B0 microgramos/kilopramo.

£l 10 por ciento cdel resultade mds
ios contenidos superlivces w 50
viloprameo.

elevado para
ML TEUEE TS S

Ereparacifn v conbrel  ¢de  la  solucibt patrén

tiS{md. 2167
18{al6.1.

Determinacidn de Ia concentracidn  en

afleioxina B
i

Preprar una sclucidn patrén de aflatoxineg B, en
el cloroferme (15(m].3.2.} o =n la mercla bence-
nofacetenitrile {15(a}.3.6.) cuys concentracidn ea
de 4 3 10 wmicrogrames por miltilitro. Determinar
el egpeetyn de ahsoreidn entre 330 y 270 pm ocon
ayura dr un especrrofotémerrs (15{a}.2,11.%.

Hedir la
toluctdn
aolucidr

absorbanczic A} = 3£3 um =n el cuso de la
elorofirmica ¥y a 348 nm =0 #l casc de la
&0 la mezcla hencens/acagonitriio,

Zalecular la cencentracién en microgramos de afla-
toxina B por mililitre de eolucifn & partir de
las 31'vu[lentss formulas:

312 . A, LGOD

e e————— pare LA s2lucidn clorofrmica;
20600

312, A L 1000

——————————————— pars la solueidn en 1 rmezcls
19800 benceno/acetonitrile.

Fusra del alcance de 1m lur, afmetuar las dilucio-
nes convenlentea para obtener una molucidn patrén
de trabaie cuya concentracifn en aflatoxina B, es
e 0,1 microgramos a2proxlmademente por wililitro,
fonservada en el refrigerador, dicha solucidn per—
manac4 sstable durante des semanaz.

15(a).8.2. Contrc! de la pureza cromatopriAfica

Depositar #n urta placa {i8(a).2.8.}, £ micreoli-
tros de la saluc:dn patrdn cde B-10 microgrars de
Aflateiing Rl por mililitro (15{a).6.1.).

Desarrollar el cromatograma segin sc ko indicado
en (15{a), 4.4}, Con la luz uliraviciets, la fluo—
rescencin eédle debe der tugar a la percepcién de
una sola manghe ¥y no debe percibirss ringuns luc—
veacencia en lo rona del depSsitu de oriren.

L1

3=-;“ c
0cn//f m//.r’
)

Figura 3

18{b}. AFLATOXINA B

[Cromatoprafia bldimensional #n capu Cioa)
1s5(b}.1. PRINCIPIO
Lo muesira se gumete @ la exirageidn mediante cleroformo,  Se
Iziltra el extracta v se ftoma del mismo wuig parte alicuota que e3 purifi-
cads med:ante cromatogra¥iz en columna de pel de =flice. El1 sluide se
evapora y &l residoo ge veelve o tomar mediante own voluneo determinads de
cloroforny o de una mezola de penceno y acetonitrilio. iUna parte alicuota
e dithz sclucidn se somete a la crometoprafia bidimensional en capa fi-
A&, LA cAantidad de aflatoxina Bl s& determina baio rrradiacaidn ultravio-
leta del cromatograma, bier ses Visualrente, o a través de fiuorodensito-—
metria, medignte comparacién con cartidadas conecidas de aflateoxina 3
patrdr.  la identidad de aflatoxina B aextraida cel piensc o de lap mate—
rian primgr debe confirrmarse mediante ¢l procedimiento indicado.

El rétodoc permite determinar el contenido en afiatoxina B, de
loz piensos ¥ sus materias primas gue no entra dentro del &mboito de ipll-
cacide del mEtodo a. E] limite inferior de deteccidn ea de 0,01 mgifeg {12
ppbl. E1 método no es aplicable a piensas que contengan pulpas de agrios.

15(b).2. MATERIAL Y APARAYTOS

Lo3a mismos que e&n 15{a).2.

15{b).3. REACTIVOS

15({bl.5.1. Acetona.

19(b).3.2. CZloroforao, estabilizado pr 90,5 al 1,0 por ciento da
stanal de 967 {v/v}.

1%{b).3.3. n-Hexano.

ib{h].3.4. Metanol.

15{b}.3.5. Eter dietiliso anhiare ewxento de perdxidos.

i0{b).3.6, Mexcla de bencenu y de acetonitrilor 38/2 (viv).

tE(B). 3.7, Mencla de cloroforme  (1S5(B).3.2.1 % da metanol

. [15{bY.3. 4002 97/3 {u/v).

tSik}.3.8. Gal de sflice, para cromatograffs an columna, gracu-
inmarrfa: de T,05 & 0,20 mm.

19fE}.3,9, Alpoddn hidrifile, previamente extraide mediante el
cleratormn, o lana de wvidrio.

15(b}.3.10. Sulfeto de sodio, anhidre granulado.

Gas inerta, par sjemple: nitedgens.

. Acido viuvshidrico 1.

15(E).3.13, Tierra de distomess lavada con Acido.

tElk}.3,24, Gel de silice G—HR o eguivalente, pare crometogralla

an capa fina.

15(p).3.15. Disclventes ée demarrcile.

15{bl.3.15.1. Eter dietllico {i%{k}.3.5.}; metancl
{15{p).3.4.}; agua: 9a/a, 541,
Blv/viv/), cubeta saturada.

1%{b).3.15.2. Cloruforms {1S(E},.3.2.); acetona: 8/1

{v/v}, cubata no saturada.

15k . 3.16. Sclucidn patrdn 0,1 microgramss aproximadamsnte de
aflatoxing EI por milflitro en el clorcforme

5{wl.3.2.! o an la mezcla bencenc/acetonitrile
{15{h}.2.6.}, preparada ¥ controlada zomo se indica

en [1%{al.6},

15{b}.4, PROCEDIMIENTC

15ib}.4.1. Prepacacifin de ia musetra
Como en (15{a}.4.1.!}
19{b}.4.2. Extraccifn
Coms en (15{a).4,7.]
136k}, 4.3, Purificecidn =n columna
Como en [1%{al.4,3.].
iS{ni.4,4, CromatograZfa bidimensional enm cups fine

ISir}.a.a.1. Aplicacifn de las spluriones [sepuar el
tapequama que aparece en s Figura 110,
Trazar er una placa {16(a}.2.58.) des
rectas paraielss a dos ledos contiguos
iz % ¥ L oom de #1stansia respectivanente
dr e3tos ledos), deatinadas a delimitar
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15(b).4,4,2.

15{b).4,4.35.

15(5).4.4.4,

el desplazamisntc de ios [rwnles de di-
solventws. Depositer en Ia olacs con
ayuda A& pipetas capilares o de microje—
ringas las soluciones indicudus a conti-
nvagidng

er, =] punto &, 29 micralitras del ax—
tracto purificade de le muestrs, obte-—
nige &n (15{5).4.3.].

en el punte K, 20 migcralitros ge ta
solucién patrén 1:5(0}.3.16.%.

— an el phte O, 10 microlitros de la so-
lucién petrén [15(b),3.16,}.

- ®=n &£l puntg B, 20 migrolitees de lu
solucidn patrdn {15{n),3. 14,0,

&n &l punto E, 40 microlitros de 1n
soLuctdn pelrdn (15ib}.3.16.7.

Secar con ayuéa de una ligera corrients
de zire o con pas inerte {1%(b).3.11.}.
Las manches obtenidas deben tener un
difmetro de alrecedor de 5 mn.

Pesarrollo (meguir el ssquama gue apare-
<e¢ en la Tigura 1},

Dezarrollar al cromatograma en la dlracs
cidn I con ayuda del disolvente de desa-
rralle (15{9).3.15.1.} {cape de 1 cm en
une cubeta saturada), fuera Jdel slcance
de la luz, hamta gue s} frents gal di-
solvente eleance la Lfnes de delimita-
¢idén. FRetirar la pleca de la cubets ¥
dejar mecar, al renes durante gquince mi-
nutas, fTueers o=l nicance de la iuz y &
terperaturse ambiente,

Revelar » continuacifn el cromatograma
en la direccifn 11 con ayude del disel-
vente de revaladoe {i%(p}.3.15.2.) {capa
de 1 cm #n una cubets no Baturada), fue-
ra del alcance de Im luz, hasta gue el
frantes de! gisolvente alcance la linaa
de delimitesidn, HRetirar las place de la
cubeta y dejar sscar, fuere del aleéance
de la luz ¥ a tempe=rstura anbiente.

Interpretacidn del cromatograma (seguir
el saguema que aparecs en la figura 7},

Irredinr £l cromatograma mediante lug
ultravioleta colocands 1a placs = 10 om
de lm lémpara (15{a}.7.%.}. Localizar el
emplazamiento de las manchas de fluarea—
cencia #zul B, £, B y E de afiatoxina B,
procedentes de la soiucidn patrén y trae
2ur dos rertes imaginarias que paaen por
eatar manchas y perpendiculares a las
direcciones del desarrellc. El punto de
interseaccitdn F de entas rectas ss 2l em-
plazamisnts en donde deberfa sncontrarase
la manchs de afiatexing B procedents
del extracto da Lm musstra éﬂposit-ado en
& {figura 1},

No obatante, =1 empiazamiente real de
esta mancha pusdes soconlrarse en un [V, T
to Q Bituads an la interseccidn de doe
rectas imaginarias que formen entre Ef
ur Angule de aproximadaments 100 grades
¥ fgué pase rexpectivamente por las man—
chas B y C. [Letarminer la cantidad de
eflatoxina B del extracto de la muesira
segiin ae indica en (15(b}.2.5.).

Crommtogralfia complementaria

Trazer #n une nueve placa (15{w}.2.8.)
don ractas saralelsas a dos ladon contl-
guos, sSegin as indiss an &l asquema de
la figura 1, y Gepositar en el punto &
{ver figura 1} 20 micralitrox del ex-—
tracte purificado <& [a musstra obtenida
en [15{bl.4.3.} y en supa=poaicidn, 20

microlitres de la Bolucidn patrén
(i6{h).3.16,3,
Degarrcilar aegin = indica on

(15(b).4.4,2.7.

Irrpdisr &} cromatograms mediante luy
uitraviclets {1S(a}.2.9.1 ¥ cfomprobar
que:

- Lag manchaz de aflstoxina B, del ex-
tracte ¥y de ie sQiucidn tipo se nuper-
poneh.

~ L8 lluorescencia Je esty mancha e3 mis
intenas gque la de la mancha de alflsto-
xina B, demprrollads en €1 punito § de
le primera placa.

15{n).4,5%. Determinaciones cuantitativas

Procedsr & les determimaclones, DIEN 500 viSualménte
o mediante fluordenaitometria, segan =e indica a
continuacidn:

16ib).2.5.1. Medieas visualss

weterminar la cantidad de aliatoxing B
drel extracteo corparande la intensida
de Tlugrescencia e la mancha del ex-
tracto zon la de las manches &, D ¥ E
de la sclucidn patrdn, Interpolar si es
necesario. 51 la intensidad de la lug-
rearentya Aada por los D microlitros
del extractc =5 més fuerte que lz de
loz &0 micreolitros de Solucidn tipo,
drluir =l extracte 10 & 00 veces me—
diante cloroformo {iSIb};.3.2.) o me-
dignte la mezcla de benceno/acetonitri-
1o 15(8).3.6.] antes de aometerle &
ungs nusva cromatografie en capa fine.

15(k).4.5.2. Medidas por flusrdensitametria

Medir ia intensiad de (luorescencia de
las manchas de aflatexine B, con el
flusrodensitémetro (15(2}.2.120) urili-
zando una longitud de onda de excita-
cidn de 365 nm oy wna longilud de emi—
sién de 443 nm.

Daterminar la cantidad e aflatoxine B
del depfsito del extractc comparando 1
intensidad de flucratcencia de le man-
cha dal sxtracto con la de [as manchas
C, Dy £ de la aolucifn patrén.

15{0).4.6, Confirmecién de la igentidad de la aflatoxina B,

Ipual que en 15{n).5.4.6.
15({b}.5. w
lpgual que en IS(al.5.
15{b). 6, REFERFRCIAS
Séprima Directive de la Comimidin de 1 de marzo de 1976, [76/372/

CEE}. Uisrio Oficial de las Comunidades Europsng nf L 102 de 1% ge abril
de 1376,
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16. IMDICE DE PERONIDOS

serf aplicable m aquéllae grasas Gue Re

Ei procedirciente serd el que figurs en el método n* 21 de los
m!tqdos oficiales de anblisia de Aceitea y Grasas uprobados por Orden de
51 de enera de 1877, (B.0.E. de 14 e julie de 1977).

En el caso de que fuara necesario preparar la muesira, se Begui-
r4 el procedimienty recogide an el método n® 3 de la meacionada Orden,

17. FOSFORD TOTAL
{métoms espactrofotosdirico)

1r.1. PRINCIFIQ

trang

Determinacidn del FSsfore de una ruestra minereslizeda,

medtante 1

formacifn de sup compuestos Tosferades en ortofosforados.

La mineralizacién se realiza por vis seca (calcinacidnl y posterior
disolucibn en dcido, o bien por dipestidn dcida.

Medida

de la absorbancia a 43¢ hm del compleic formeds con el reac—

tive nitro-molibdo-vanadatc,

17.2. NATERIAL Y APARATOS

17.3.

17.2.1.

Ezpegtrofptdeetro, capaz de efectuar lecturas cde 430 e,
con cuoetas de 10 mm de paso de luz.

17.2.2. Criscles de incineraclén de cuarzo o porcelana.
17.2.3. Tubes de ensayo de 25 a 30 mi con boce de vidrio eamarilu=-
do.,
17.2.4. Pipetns d= doble enrsse d& 5, 10, 1%, 20, 2% y 50 nl.,
17.2.5, Matracem Kjimldabl de 250 a 500 1l de capacidad,
17.2.6, Matracee mif'crades de 10G, 24, 500 ¥ 1000 ml.
REACTIVDE
17,3.1, Carbonnsta de emlcio,
17.3.2, Acido clorhidrico de d;n = 1,1% p/mi,
o

- 4
17.3.3. Acido nitrico de dop = 1,38 = 1,42 g/md.
17.3.4, Acide nitrico de d;o = 1,045 g/nl (10% m/v).
17.3.5. Acido sulfiirico de d;o = 1,84 g/ml.
17.3.6. Amcnjuco concentrads de d;ﬂ = G,910 g/mL.
17.2.7. Splucibr. de heptamolibdato amdnica. Diselver &n agua ca-

liente 100 g de heptamolibdato de amenio, tetrahidrato
(WK ) Mo 0., 400, Se afiuden i ml de anonface (17.3.6.),
ae %rgsvnnn A matraz afarado de 1000 ml, ¥ una ver ricv se
corpleta con mgun hasta el ehnrane.

17.3.8.

17.3.9.

17.3.10.

Splucifn de metevenadato anénico. Oiselver 2,3% g de meta-
vanadatc ce amonio (K VDB} an un erlenmeyer de 500 ml con
200 m] de mgua destilaa’a caliente, Afadir lentamente y agi-
tando 20 ml de una Bolucién que cantiens 7 ml de Scido ni-
trico (17.3.3.] ¥ 13 mi de agua destilmda. Llevar a matraz
piorado de 1000 ml ¥, wna vez frio, errasar con agua desti-
lada.

Solucldn de nitro-molikdu-vanadato. En matraz de litro afe—
rads, mezclar 220 ml Ge sclucidr de heptamolibdats de mma-
nie {17.5.%,} con 200 ml de solucidn de metavensdato de
amorino [17,3.6.) ¥ 134 Ml e feido nitrico (17.3.3.). Com-
pletar con agus destilada hasta €l anrade.

Selucabn patrdn de Fiaforo centeniends i mg de fosforo por
mililitro. Disclwver er ratraz pforado de litre 4,387 g de
foefato monopotésico lKH,POni {previamente degecado €0 es-—
Tufa ce 100 °C heste pesc gconstante} en ague destilade y
liever a enrase.

17.4. PRICENTHIENTO

17.4.1.

17.4.2.

17.4.3.

Curva de calibrago. En matrar efprede de 100 ml y 8 partir
de 1a acluecifin patrén de flafora {17.3.10.) preparar solu-
cliones conteniende ©, 5, 10, 20, 0 y 40 microgramos de
fdsfure por mililitro.

Frn sels erlanmeysr o tunoh de ensaye (17.2.3.) tomer con
pipetas de doble enrape 10 nl de rade aclutidn patrén de
fhefore. Abadir & cada uno e elles, tamcien con pipeta de
doble enrase, 10 ml del resctivo de nitro-molibdovanadats
117.3.9.), agaitar peara honopeneizar y dejar en repoco diez
minutes a 20 *C.

Efectumr .as lecturas fotoméiricas & 430 nm, empleande cu-
betas da .0 om de paso de luz, utilizando la solucidn blan—
co g Tésforo come aolucién de referencia.

Revuresentar préficamente lay absorbancias obtenidag frente
a los micrograrpssamililitros o a los miligramps de fésfore
exiatentes mn cade lectura.

Preparacidn de la musstra.
17.£.2.1. Minerajizacidn por caleinacidn (pera muestras que

contienen sustancias orgdnicak librez de fosfatos
Que den producios insolubler &l incinerar;.

Fezar 2.% p de la muestra, con precisibn de 1 og,
e cipaulas de cuarzo o percelans.

Meaclar con 1 g d¢ carbohate de caleie [17.2.1.],
Foner en mufla 2 550 *2 +~ § "C  hecta la obten—
cidn de cenizss bluncas © grises {una pegaehs
parte de carhén no interfiere). Transferir las
cenizal 4 un vasa de 150 ml, Afiedir 10 m] de Bgus
lavande el crisol con éeicdo clorhideiea (17.3.2.}
hasta Gue cesa la efsrvescencia, Afadir otros 10
ml de fcido clorhidrice {17.3.2.}. Evaporar el
Acldo clorhfdrico er bafio de arens & ebullicién
hasta sequedad. Enfriar ¥ disolver el rasiduc con
10 ml de &cide nitrico (17.3.4.), hervir en bafa
de arena durante cinco minutes, sin llegar # se-
quedad. Filtrar a través de papel sobre matrez
afarare de 500 mi, lavar con agusa geatilads el
vaca y enrgsar ura vez fria,
17.£.2.2. Mineralizasidn por digestidn dcida (para compues-
tos minarales y piensos liquides), Pesar 1 g de
muestra, con precisidn de 1 mg, ¥y llevar s matraz
wjeldah) (17.2.5.}, afpdir 20 ml de Scido sulfid-
rico {i7.3.5.), agitar el metraz circularmente
para evitar gue la muestsa $¢ adhiers a 1as pare-
des y hervir durante diez minutos. Dejar enfrier
un poco ¥ afiadir 2 wl de dcido nitrice (17.3.3),
calenter y llevar otra ver ml punto de ebulli-
cidn, PRepetir =ste procedimisnto hests decolora-
cifn de la sgplucidn. Enfriar, efladir un poce de
spue y trasvasar el liguide, filtrande si o8 ne-
cegaric, & matraz aforado de 500 ml, lavar el ma
traz kjeldakl con mgua caliente, y unir los
liguidos del lavado si €6 precisc a travie del
filtro amplagdo inicialmente. Una ver frio, afim-
dir agua haata el snrage.

Desarrolle del color ¥ medide de la absorbaucia. Dilwir unu
alfeuota del filtrada problena, RACA Cobfegulr una concen=
tracidn de fézforo no superior s a0 microgramos/ml.

Transferir 10 ml de esta solucidm & erlenmeyer o tubo de
engayo (17.2.53,) vy efiadir 14 ml del eeactivo niteg-molibdo-
vanadats {17.3.9.). Las doz solucionea tomadas con pipeta
d& dos enrases. Mezclar bien y dejar diez minutos en repo-
0. Transferir una alicucta a la cdlula y medir la abaor—
bancia en el sspectrofotdpetirg a 430 um, uJsando como refw-

rencia una Bolucife de 10 ml de sclucifn blames con 10 nl
del reactive nitro-melibdo-vansdete.
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Efecluar siempre un ensaye «n blanco zen lps reactives uti-
lizados, Eiguiends «1 miemo procedimierntn experinental.
Usar £ate coto refsrencia en cada lecture espectrofotomé—
trice,

17.5. CALCULOS

Determinar la concentrecidn de fésfore mn la poreién alfcuots di-
lufda de .8 golucidn problema o de les microgremoa/mililitros de dicha
Belucidn, por refers#rcia a la curva de calibrado, calculands «) parcenta—
i¢ #n pesc de (Ssfnrc en la muestra.

5 C c PR
. By ox 6y x Cn

A D000 A
x 3 xlxszx‘.kn

Al endn:
G = pesc de lm muestra en gramas,
cl Cz +o = diluciones @ que se llevaron las alfcuctas en mililitros.

'ﬁl A2 ..An = Allcuptar tomndas para las Jilucionms yucesivas =pn milili-
tros.

5 = migrogrames/mililitras de fosforo nedidon de la solucidn
preoblema con relazifn p la curva de calibrada.

17.6. OBRSERVACIOMES

Ly difermncia entre el rpsultads de dos delermineciofcs suceglvas
ne debe exceder de:

2 (valor relative), con contenides de f6:Turc menor del 5% (miml.

0,1% (valor abeoluta) parn contenideos de fésfors Lgual o mayor gque
al 5% {m/m}.

17.7. REFERENCIAS
Segunca Directivae de la Comisidn de 18 de noviembre de 1871, {71/

53/CEE). Diario Oficial de las Comunidades Eurapess nf L 279 de 20 de
diciembre de 1971,

18. FROTEINA BRUTA SOLIMLE EN ACIDQ CLORHIDRICO Y PEPSINA

18,1, PATACIFIO

El métode permite determinar la fraccidn de lea proteinas brutas
sclubilizadan por la pepsina y el Scido clorhidrico en las condiciones
dndes. Bx apliceble a las harinms de origen animal.

La muesira se Bomete s dipestifn durAnte 48 hores a 40 *C por una
2olucidn clorhidrice de pepeina. Lz suspensidn se Tiltra o centrifuga ¥
se detsrmina el contenice en nitrdgenc del Filtrado o del sobrenadante,
aeglin ol métade coficial nimero 3.

18.2, MATERIAL ¥ APARATCS

18.2.1, Fsfc de agum © sstufa de incubaclén regulada a 40 *C + 1
*c. -

18.2,2. Mineralizador y destilador xjeldahl.

18.39. FEACTIVOS

1&,3.1. Acide clorhidrico (4 = 1,1258)
15.3.2. Sclucidn de &eide clorhidrico O,075N,

12.3.3. Pepsina 2,0 Ufmg. L& actividad debe controlmrse ssgin el
mEtods oficial nd 19.

1B.3.4. Splucién preparada recisntemsnte de pepsing 0,02% (p/v) en
1 solucién de &cide clorhfdrice (18,3,2.). Agtividad <0¢
u/l1.

18.3.5. Antlespumante.
14,3.6. Los gue Ciguran en 3.3.
18.4. PROCEQIMIENTG

Pesar, con precizién d2 1 mg, 2 g de muestra. Introducir la mueatra
en matraz aforedc d& 500 ml y efladir 450 nl de solucién clorhidrica de
pepsina (JA.3.4.), previamente llevada a 40 "C. Agitar de forma que se
evite la formscisn dc aglomerades, Comprobar que el pH de Lo sugpensidn
564 inferior a I,7. Llevar el matroz sl bafic de agus o A le estufe de an-
cubarifn [18.2.1.) ¥y mantenerlo durante & horas a &C *C + 3 "C, agitar a
las ocho,  wernticuatro ¥ treinta y dos hores. Después de 48 horas afadic
15 ml de dcido glorhidrico {168.3%,1.], refrigerar hasta 2C *C, snrasar ol
MALTRE CON agoua ¥ Tiltrar. .

Temar 250 ml del filtraoe e introducirlos en el matrar de digastidn
kieldabl y procecer como en el método olicial nf I,

Efectuar una pricka
en blanco.

168.%. CALCULGS

El contenide en protelna scluble en ciprnfdriec ¥ pepsina para 100
& O¢ musstireg vendrd dade por la siguiente férmula:

P ox l.4 % 6,25
Frotefne soluble/100 g muestra 3 ———eemmea———— {UN = Wiy}
[
Siendo:

P = Fewo, en g, dc 1w muestra.

¥ = Volumen, en ml, de Acide sulfGrico.

=
1

Hormalidad del dcido sulfirico.

¥'=z VYolumen, en ml, de midréxido de sodic consunidos en la valoracisn.
K'= Normalidad de 1k solucibn de hidréxide de codio.

1B.6. OBRSERVACIOMES

Los productes cuye contenido er materias grasas exceda del 10%, de~
ben ser previamente desengrasados por extraccifin con &ter de petrdlec.

18.7. REFERENCIAS
Tercern Directiva de lg Comisién de 27 de sarll de 1972, (72/189%/

CEE). Diario Oficial de las Comunidades Europeas mf L, 123 de 23 de maye
de 1972,

19. ACTIVIDAD DE LA PEPSIRA

19.1, PRINCIFIO

El wmEtodo sirve para corprobar la actividad de ls pepsans utilizada
ep la determinacién de la protefna moluble en pepsina y Scide clerhidri-
[~ 2

La hemoglobina =e %rata en las condiciones definidaa con pepsina ¥
ficido clorhfdrice. Le froaccién no hidrolizada d¢ las protelnas ae pre-
cipita por el dcide triclercacdtico, Al filirade se le aiiade solucibn de
hidréxido os spaio ¥ reactive de Folin-Ciocalteu. La absorbancia de esta
salucidn se mide w TS0 Am ¥y la cantided de tirooina correspandiente ne
Jee sobre una curva patcdn.

le unidad de pepeina se define como la cantidad de dicha enzima que
libera por minuto, en las condicloneas de)l métods, una cantidad de com—
puestas hidraxiarilos cuya coloragién par ]l reactivo de Folio-Ciocalteu
tiane una sbacrbancia correapondienta a la de un mgl de tirosina, en laa
mismas condiclones. .

19.2. WATERIAL Y APARATOS

19.2.1. Pafic de agua, regulade a 2% °C + 9,1 *C por el ultratarmos—
tato.

19.2.2. Espectrofotémetro.
19.7.3. Cronfmetrn; precismn:. 1 s=gundo.
15,2.4. pH-metro.
19.3. REACTIVIS
15,3.1., Acide clorhidrice ©,2N.
19.3.2. Acido clorhidrico 0,260,
18,2.3. Acldo <larnfdrico O,0P6NM,
19.3.4. Sclucidn el 5% {pfv) de Acido tricloroacdtico.
18.3.5. Sclucién de hidrdxide de sodio 0,58,

189,.3.6. RAeactivo de Folin-Civcalteu. Introducir 100 g de wolframato
de modio dihidrato {Ha,WO ..’_HZDJ. 25 g de molibdate de mo—
die dihidrato {(Na_MO,. I-J%] ¥ 700 mi de agum en un matraz
de fondo redondo gc ?_' litres de cierre esmerilado. Afladir
52 ml de Acido foafhrige {4 2 1,711 y 100 ml de &cldo cloc-
hidrico concentrads (d a 1,19}, ajustar al matraz un e
trigerante de refiuja, calentar heata ebullicido y mantensr
la solucifin en ebullicidn sumve durante 10 h, Dejar refri-
perar, ceparar el reafriperante de refluja, afadir 175 g de

Bulfato de litic dihidrate [Li S0,.2H,01, 50 ml de agua y 1
m: ¢e bromo. Hacer hervir durante 15 minutoa para aliminar
&L epxceso de bromo.

Sejar refrigerar, trasvaszar la seluclidn en un matraz afora-
do de 1 litro ccoppletar el volumen can sgua, homopansizar ¥
filtrar. El reectivo obtenide no debe presentar coloracidn
verguzcs. Antes de sc amplea, diluir 1 volumen del reactivo
zon dou valimene:n de agua.

1%.3,7, Sclucidn oe nemoglobina: Pasar vne cantldad de hemoglobing,
susteato prateice segdn Anson (2 g aproximpdmmente] corres-
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pordiente a 354 mg ce nitrdgenc e introfdueir en un matraz
de 200 ml ¢= cierre esmeriladc. Determinar =} conteni¢o en
ritrfgeno mediante un semi-microxieldahl lecatenide Tedrt—
em: 17,7% de nitrSgenc}. Afadir algunos ml de Anide elorhi-
drico {18,2.2.) conectar el matrezr & la bombe de vaclc ¥
agiter hasta disclucidn completa de hemoglobine. Dejar de
hacer ¢ wvacia y afsdir, agitandc corstantemente, deide
ciorhidrice (1%,3.2.) parw competar & 10C mi. Preparar
inmediatement= antex de su erples.

19.3,8, &Stlucidn patrén de tirosina: Disolver 181,2 mg de tiresina
en Scido ciorkidrics (1%.9.2.} y completar a @1 litro con al
mismo &ecido clortfdrico.

Soluctén patrén de trabajo: Tomar 20,0 ml de la eoluctén
{19,3.8,) ¥ diluir s 100 rl con  fclde clerhidrico
{19.3,1.}, UYn mi de diche sclucidn contine 0,2 micromoien
de tiroaina.

19.4. PROCEDINIEMNTO
19.4.1, Preparacidn de Ia mclucidn {ver 19.6.1.}

Disglver 15C mg de pepsine ean 100 ml de 4cido clornidrice
[19.3.2.}, Tomar mediante pipmta 2 ml de la salueién, in-—
troducirloe en us metraz aforedo de 50 ml ¥y completar & vo-
iumen medisnte Sclde eiorhidries {12.3.3.). £l pH, contro-
lade por el pHmetro, debe ser de 1,6 + CG,1. Manterer sl ma—
traz es bafio de mgus a 25 °C {18,2.1.7.

19.4,2, RidrSliaia

Intraducir mediante pipeta en tubo de ensayoc 5.0 mil de so-
lueidin de hemoglobins {19,3.7,) llevar a 25 *C en el bafc
de mgua (19.2.1.} afladir 1,0 m} A& lp solucidn de pepsina
obtenida en (19.4.1.) y mezclar, con ayuda de una vartilas
de cristal snsanchade en un extreno, medliante apruximada-
nence 10 movimientos de vaivén. Mentener el tebo de ensayc
e 2} bafic de mgua a 25 °C durente 10 minutes exactaments,
contados degde e] momento cde la adicidn de la solucidn de
pepRina (ls duracifrn y 1w temperswtura deber s perfecta-

mente recpetsdas).  Afadir a continugacidn 10,3 ml de solu-
cifin de Atide triclercecétice (19.3.4.) prevismonte llevads
a Z5 °C, Homopenelzar y filtrar mobre un filtro seeo.

. Dasarrolle de la colocacidn y mediclén de la sbogrbancie.
Tomar mediante pipete 5,0 ml del filerads, introdusirles en
un erleameyer de 50 ml, afadir 10,0 ml de sclucidn de hi-
éréxide de modio {19.3.5.} ¥ agltando contlnuamente, 3,0 ml
de reactivo diluido de Folin-Ciocalteu {13.2.5.). Dewpués
de 5 & 10 minutos, determinar le absorbencia de la Eclucidn
a 7S5C nm en cubetas de 1 cm de espesor,  usando cowo blanco
agua.

9, a,3, Prushe o hlanca

Fare gwla determingcidn, proceder o unu prusba en blaencoe
tal cumg sm incéice & continuacidn.  Introductr mediante piw
petd en un tubn de enzays S0 mi de solucidn gde hemoglobina
(18.%.7.), lleva~ a 25 *C £ el bafio de apus (19.2.1.],
&hipdir 10,0 wb Qe solucidn de  Scide triclorcac#tico
f19,3.4.) zreviemente llevado a 25 "0, homcgensizer v afa—
cir A postinueRtifin 1.7 ml de 1a sclucidn de pepeine abteni-
¢a en 19.4.1. Mezniar cen la ayuda de uno variila de cris-
tal y mant=rar el tubo de emseyp 10 miputes exaclumante er
]l pafic €= &yva (19.2.1.) & 25 °C. Horogensizar y [iftraer
sobre um Tiltro sece.

Continuar et wétodo operstivo tol come se indics en 19.4,3,
19.a.5. Curve de caliurade

Introduciv en erlenmevers de 50 ml veldmenes de 1,05 2.0
Z.0; 4,07 5.0 ml de solucidn patrdn ¢e tirosine :12.3,9.}
carrespondlentes raspectivamente a unas centidades de tire-
sine de 0,2, 0,8 O, %) OB, ¥ 1.0 nicroneles. Tompletor la
serie mediantie un trotipo exento de tirosina. Llevar les
volimenes & 5,0 ml con la ayuda del #cide clovhlorico
(19.3.1.}. Afadiv 10,2 £) de solucidr de hideéxido de sodio
{13.3.5.; ¥y apitendr constantemente, 32,0 ml del reastive
dilufdo de Folin-Tionelteu {19.3.6.}, Medir la absorbancia
tal e¢omp s andice en la ditima frase del punto 19.4.3,
Trazar la curvs de caiibrade 4ituands las concentraciones
de tiroaina frente a las absorbancias obtenidas.

19.5, CALCULES

lerp achre la curve de calibrado la cantaidad de tirosing,
cromoles  eorrespandisnte 3 la  absorhanzia de 1a ealucifn
worregicda de le prueba en blanco.

€ mi=
eoloreada,

Le actividad ge la pepsina, en microencles de tirosing, por mg ¥ par
rinute a PE °C, viene dada por la Fhrmuls sipuientes
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Unidedes por mg (W/mg) = ——— -

e La gue:

R = Centidad de tirosine en wmicromeles lelds sobre la curva pa-
trén,

p = Pesp en mg de la cantided de pepzina afadida en I9.4.2.

i9.6. OBSERVACIONES

19.6.1. La cantidad de peapsine que haym gue ponerse en la solucidn
debe ser tal que puedes obteaper une abworbancis final de
09,35 » 0,005,

12.6.2. Dos unidedes por mg obtenidas por el presente métode co-
rresponden B 3,64 unidades millonéeimas Anseon/mg (micromo—
leg de tirosina/mg por mirute a 35,5 °C), & 36.400 unidades
comercipies/g {micromsl de tirssine/g =n 10 minutes a 3%5,%
.

19.7. REFERENCIAS
Tercera Directive de la CZomisidn de 27 de abril de 1372, {72/189/
CEE). DHaric Oftcial de las Comunidedes Eurcpemay ne L, 123 de 29 de mavo
de 1972,
20. CASEIMA TOTAL
=
20.1. PRIRCIPIO
S¢ baas an precipitsr {deapufs de reconstituides la leche an agua
tibiaj, la caseina & su punloc isoeléctrico. Por lavade ae recoge ls ca-
seina pura eliminandc #1 suerc ¥y las impurezas. Se determina via kjeldanl
su nivel de prateina K x 6,38 y aste velor deducido &1 blanco COrTespon-

diente ae axprasn en caseina,

Este métoda es aplicable a materias primgs lécteas [leche en polve
destremate, sntera o armidescremsdal.

20,2, MATRAIAL Y APARATOS
20.2.1. Material nacesarin pare determinecién de protefna bruta.
20,2,2. Baho de agus con termostate para 40 PC.
20.2.53, Certrifuge capazr de alcanzar 4.005 rpo,

20.3. REACTIVDE
P0.3.1. FeectivoB necesarics pars determinacidn de protefina bruta.
?0,3.2, Acado ecdtico. Dilucidm al 10% {p/v).
20,503, Diluecidn o+ mestato de sodic 1H.

el

d, Papcl de filtre Albat n? 240 o similar.
20,4, PROCEDIMIENTO

Fesar b g d+ muestra, con precisién de I mg. Ui'salver an 10 ml gde
wiva d=eicnaizacdes calentada a 4G-45 "0, Centrifupger A 4,007 rpr dursate 15
rinvton, Tomar 20 mi de la sclusida y calwntar en bufio de agua a 40 ¥C

durgnte 5 5 L0 ninutos, ALad¢ir % ml de Acidue acético (20,%.2.) y dejar
que precipifte durente 17 mInutos,

Afgoir 5wl ge xulueidn de ecetato de sodio (20.2.3.} y esperar i0
mMinutos & gur &l precipltado de caseing evalucione y se aglomere. Filtrar
achre papel de [iltro {20.32.4.).

Levar oon agda atiduleds con unas gotas de Acido andtico para eli-

minar el reatc de protelnss sclubles lGcleas o n2, hacta conseguir une
cuslads de emasing pura.

A continugsidn determinar el contenidn en nttrdgens del prectpi-
tada, stpln el método boeldahl {nftoeda oficial n* 3).

2¢.5%. GALCuLD
E} contenido en Caeelna se dard en porcentaje de peso acgdn:
Capefra X = N x £,33
Siendc:
N = Nitrfigrno total del pracipitado expresedo en % ¢ muestra.
20.6. OBSERVACIONES
Fl lavado de¢ la cuajada debe racerss Enn apus pridelmda ¥y con gren
cufdade, de um iade parw que fc resten ek clia proteloas africas, de atre
pare Que nu pierda cdaselnsg Lor maznipaelacidn indetbida.
201.7. REFENRCIAS

Méviodes Dficiales cde Aniiisin de Leshes. Métndo nv 3.
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21.1. PRINMCIPIC

Defecacién ds Ls muestra y medida de la absorbancia & 420 nn del
compueato formade al afiedir p-dimetilamincbenzaldehide.

21.2. WATERIAL Y APARATIE

21.2.1. Mezciador ¢ agitador capaz de electuar de 235 a 40 vueltas
POr minuto,

21.2.2. Tubom de enSRyo de aproximadaments 160 x 16 mom £on tapones
de roRca.

21.2.3. Eapectrofotdmetro.
21.3. RRACTIVOS

21.3.1, Selueién de p-timetilmsminchanzaldehido (D.M.A.B.). Disolvar
1,6 g de ([.M.A.B.] en 100 ml de slanp] del 96% y adfadir 10
ml de bcido clochideice (d = 1,19 g/ml). Este reactive ae
conserva hasta un mixime de deos semanas.

21.3.2 Solweidn Charrez I.- Dismnlver 24 g de acetatoc d& zine trini-
arato th(CH,]—CDO)pJHzO) ¥ 3 ml de dcido acético glacial
an agus destiladm ¥ completar hasta 100 ml.

21.1.3. Solucisn Carrez I1.- Diealwver 10,6 g de hexacianofercato
{IT} de potasic trihidrato (K‘FGICN}G.:%HZD] 0 Agua demti-
ladu y compleatar haate 100 mi.

21.3.4. Carbvén mctive que ao abacrba urea.
21.2.5. Solucidn patrén de urea al 2,1% {(p/v}.
21.4. FPROCEDINIENTO

24.4,.1. Curva deo calibrado. Llevar volimenss de 1, 2, &4, 5, ¥y 10 m]
de 1p solucién patrdn de ures (P1,%.5.) & matraces aforadoe
de 100 ml y enragar com agua destilada. Tomar $ ml de cada
aolucide, ilevar a los tubos (21.2.2.) y afladir respectiva-
mente 5 ml de le sclucidén DMAB {2..3.1.). Mezclar y poner
los tubos en bafc de agua & 22 °C durante 15 minutos. Medir
la sbsorbancis de cada molucifn a 420 nm frente a un blance
cbtenide ml tomar % ml da agua destilada y Eiguiendo =l
miome procedimiento. Obtener la curva de calibrade.

21.4.2. Preparscifn de la mueatra. Pasar con gproximecion de 1 mg,
2 g de miestra & inteoducirlos en un matroz alforede de P00
wml y aftadir 1 g de carbfn active (21.3.4.], Aladir 400 my
de sgua destilada, © ml de solucién Carres I ¥ & ml de Bo-
luciSn Carrez I1. Poner &! ratraz en el agitador [2l.2.1.)
durante 30 minutom, Enrasar con agua destilada, agitar y
filtrar.

21,4.3, Determinacién. Toemar S ml del filtrade ¥y llevar a los ftubos
T71.2.2.), snadir 5 ol de la solucifn DMAB (21.3.1.] ¥ can-
tinuar come en (21.4.1.}.

21,5, CALCUTOS

Determinar €l contenido de ures al comparar lasx ahsorbanciass ohte—
nidas o4 la musetra frents & las de la curvs de calibrado. Expresar el
repultade en porcentaje de muestra.

21.6. EEFERINCIAS

Primera Dirsctiva o4 1a Comimidn de 15 de junie de 1571, (71/250/
CEE}. Diario Oficial de 1ae Comunidades Eurcpeas nP L 155 de 12 de julic
de 1973.

22. ACIDO CIAMMTDRIOO

22.1. PFRINCIFIO

La muesira ee suspands en agua. El Acide cianhidries se Iikera bajo
la accibdn de fermentos, se arrastra por destllacidn en vapor de agua y me
recoge &0 un volumen deterninade de anluclfn de nitrate de plate acidifi-
cada. El cisnure de plats 6¢ aspara por Tiltracién y el exceso de nitrato
de plata 88 valore mediante una solucién de tiocianats de amonio.

El método permite determinar e contenide en &cido cianbidrice 1i-
bre ¥y combinade an forma de glucdsidos existentes #n determinadas piensas

7y en particular, de los productos de xamillss de lino, de harina de mans
dieca y de determinadas especiee de leguminosas.

22.2. MATERTAL Y APARATOS
27.2.1. Estufs provists de On termostate regulade a 38 *C.

22.2.2. Aparate de dewstilecién en corriente de vaper de agua pro-
visto de un refrigerante con ulargaders curveda,

22.2.3. Matraces de Tonds planc de 10C ml dr tapbr esmerilado.
PA 2.4, Paho de aceite.
22.2.5%. Bureta graduada a 1/20 nml,

22.3. REACTIVOS

22.3.1. Suspensaidn de almendras dulees: triturar 20 almendras cul-
ces paladag ean 10C ml de agua a ung temperastura de 37 a 40
*C. Comprobar la ausencis de Scide cianhidrico sobre 15 ml
de .4 suspensidn, con avudy de un papel picro-sddico @
efectuando une prueba &n blanco como 3e indica, #n el Jdltime
spartado de 22,4,

22.3.2, Solucidn al 10% (p/v] de acetatc de sodilo, meutre a la fe-
nolftaleina,

22.3.3. Emuleidn de antiespuma (silicona, por ejemplal.
22.3.4, Acido nitrico, d « 1,40,

22,3.5, Selucién de nitrate de plata O,02N.

22.3.6. Solucibn de tigrianaio de amanle C,02M,

22.3.7. Salucidn saturada de sulfato férrico amdnico.

22.3.8, amonfaco d = O, 958,

22 ,.4. PROCEDIMTENTO

Pesar, con precisidén de 5 mg, 20 g de la muestra, lntroducirles =n
un matrat de : 1itro de fonde plane y afiadir 50 ml de agua y 13 ml de
auspenaién de almendras dulces {22.3.1.). Tapar al matraz y mantenerlo
durante disziseia horas en la estufa a 38 *C, Enfriar a contivescidn a la
temperaturs ambiente y afladir 8 ml de apua y 10 mi g8 solurido de acetato
de sodio (22.3.2,) ¥ una gota de emulsiSn antisspums {22.3.3.).

Conactar £1 matraz al aparatoc de destilacidn al vaper y situarlo en
un bafio de pcelte previamente llevsdc a una temperztura ligeramsnta sufe=
rior a 100 *C, Destilar de 200 & 300 m) de liquido haciendo pasar en el
mAtsmz una fuerte corrients de vapor y calentando suavamsnte el befic de
acmite, Recoger el deatilado en un erlenmyer smitusdoc £l reaguardo de la
luz y que contenga 50 mi exactamente de seluclén de nitrate de plata
0,028 (22.2,5,) y 1 mi de dcido nitrico {22.3.4,). Asegurarse para que la
elargadera del refrigerante quede sumergida er la solucidn de nitratg de
plata.

Trasvecar el contenido del erlenmeyer s un matraz aforedo de 500
ml, completsr el volumen con agua, aglter y filtrar, Tomar 250 ml del
filtraga, afadicr 1 ml aproximadamente de sclucién de sulfato férrico amé—
niece [27.3.7.) ¥y valerar &rn retroceso £1 excaso de nitrate de plata por
la selucién de tiocisnato de amornio ©,02W (22.3.6.} suministreda por la
burets gradusda = 1/20 nml.

Efartusr en #}! emns sn que Fuera necassrio un enEays 4o blanco
aplicando =1 misme wmétodo cperatorio & 10 ml de suspeneién de almendras
dulces {22,3,1.), en ausencia de la muesira pare analizar.

2Z.5%. CALOULCS

5i la prueba &n blanco indica wun conaume de la solucidn de nitrato
de pleta O,02K, sustraer eate valor del velumern consumids por el deatila—
Yo de la muestra.

l ml de pitrats de pleta 0,02 corresponde a 0,54 de fcido cianni=
driea, Fxpresar sl résultado en porcentaje de la musstra.

22,6, OBSERVACTONES

5i la muestra contiens una cantidad importange de sulfures (judins
por #j}, &e forma un precipitado negro de sulfurc de plata que Be filtra
con #] sedimento d& sianurc de plata. La formacidn de este precipitado
entrafia una pérdida de Bolucidn de RNitrato de plate 9,038 cuyo volumes
debe guatraecae del volumen tamade &n ¢ongideracidn para el chlculo del
contenido en Gcide cianhidrice. Com tal fin, proceder como se indics a
continuacién:

Tratar «1 pedimenta sohre el Tiltro con SO ml de amonfaco (22.3.8.)
parg disolver el clanuro de plata. Laver el residus mediante amonfaco di-
lufde ¥ proceder @ la determinecidn de Su contenido en plata. Convertir
#1 velor obtenido #n ml de solucidn d& nitrato de plate C,0ZN.

El contenide en &cide cianhidrico de la nmuestrs puede determinares
igualmerte mediante titulacifn del riltrade smoniacal acidificado por eb
Arido nitrice.

22,7, REFEREMCIAS
Primera Tirectiva de la Comigidén de 15 de jupio de 1971, {71/290/

CEF). Dimrie Oficial d¢ las Comunidmdes Europeas ni L 155 de 12 de julis
de 1971,
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23. DETERMIRACION DE LAS CENIZAS INSOLUBLES ENM ACTDOCLORMIDRITD

23.1. PRINCIFIO

£l métode permite delermicur al contenido en materias minerales in-
solubles en &cido clorhidricce de los piensvs v sus nat#ryas primas.  3e
prevesn dos procedimientes en funcifn de la naturaleza de la muestre.

23.1.1. PFrogedimjmsnte A: Aplicuble a las materias primas orgdnicas
¥ a la mayor parte de lus piensos Conpuestos.

23.1.2. Procedimiento B: Aplicabie a mezclas mineraies, aal como a
i0B pisnmoy c;;Euestcs suya sontenide en inscluble clorhi-
drice, determinado segin el Procedimiento A, sea bupsrior a
I%.

[

23.1.3. Progedimeento A: Se inciners la ruestra, =se ‘ratan lat ce-
nizas por ebullicidn en 4cide siorhidrice y el rescdus in-
sgoluble se filtra y se pesg.

23.1.4, Provedimiento ¥7 La mezcla ap trate mediants Scide cleor—
hidrico. La sclucifn me filtra, el residuc se incinera y
lasa ceniias opbtenidas S& tratan comu el Prucediniento &,

23.2, MATERIAL ¥ APARATOS

fd.2.1. Placa cajelactora.

23,2.2. Horne elfciricc, con termostats.

?3,7.3, Crincles de incinerscifn de platine o de eisacién de pieti-
no y era {10% Pt, S0% Aul, rectanpulares {60 ¥ &0 x 25 mm)
¢ redondas (didmetro: &C a 7% rm, altura 20 a 2% sm} 6 eri-
aoles de otro material capaces de seportar una temperstura
de TOL 4T,

23.3. REACTIVOS
23.3.1. Aclde clarhideies IN.
25.%,. 2, Solucidn al 20% (pSfv) de Scicdo triclorcacético.
?%.3.3. Selucidén al 1% (p/v) de scido tricloroscético.
23.4. FROCEDINIENTO
23.4,1, Procedimiento A.

Tncinerar la musatra asgin #1 mEtedo oficial descrito para
e determinsciin de las cenizas Brutes. Se podrAn emplear
igualments las cenizas obtenicas al efectuar dicha determi-
nacifin.

Traapaaar jms cenizas & un vaso de PS% a 200 al con 75 ml
de Eeide elorkfdrics 3N (23,3.1.}, Llevar el liquido cuids-
dopamente a ebullicidn suave y mantener SEts dursnte guince
minutas, Filtrar la Gclucidén caliente sobre un papel de
filtro sin canizas 5 lavar el residuc con agua calisnte
hasta la desaparicidn de reaccifn #cida. Secar o1 filtro
que contiens el residua e {acinerus en wn crisol tarado a
una terperatura de 550 °C comg sinimc v de 700 *C como mé—
xime. Refriperar en deserador y peaar.

23.4.7. Procedimients H.

Pesar, con precieidn de 1 mp, S g d= lg musstra & introdu-
cirios en un vasc de 250 2 A00 ml. Afedir sucesivamepts 2%
ml de szum ¥ 25 wm} de Bcide clorhidrico 33X {23.3.1.),
ciar ¥ eaperar al final de la sfervescencia,.

LAl

Afiedir 50 ol de fcido clorhfdrice 3N (23,3,1,). 5i hay wo
rueys descrendimiento de pases, eaperar s an final y cole-
car & continuacidn el vasp en un bafio de agun nirviends y
mantenerle allf durante treinta minutos o mls, si fuers ne-
cegaric, con el fin de hidrelizar completamente wl almidén
Gue puecda €3tar pressnle.  Filtrar en caliente sabre {1ltra
sin cenizas y Javar el filtro mediante 50 rl de ngua ca-
liente (23.7), Colocar el fiitre gue contiene el reziduo en
ur ¢risol de incineracibn, ss=car & incanerar & una tempero-
turz de 530 *C cumn minimo y P00 °0 coms méximo. Contipuar
tal como se indica en 23,4.1. pAireafo segunda,

23.5. CALOULOS

Calcular el peso del reslous deduciendr el peso del crisol wacio.
Expresar ¢l rescltsade en porcentaje de la muestra.
it
23.6, ORSERVACIONES

51 la filtracisn se mostrare dificll, valver m comemzar la deter-
minacidn sustituysnde lns SC ml de Acido clorhidricoe 3 por 50 ml de Sei-
do triclorsacélico sl 20% (25.5.7.) y lavando el filtro cun ayuds de una
aclucife caliente de fcidc triclorcacétice ml 1% {83,740,

23.7. REFERENCIAS

frimera Directiva de la Comisifn de 1S de funic <e 1971. (7i/283/
CEE), Uiaric Oficial de las Comunidades furcpsas n® L 1S5 de 17 ge Iuliv
de 1971,

2a.
‘d.l. PRINCIPIO

La muestra s& pont en suspencidn en apgua.  Lan soencias of mostaza
5e liberan bajo la scpidn de fermentos, se mrrastran por destilacids an
orescntia de etancl v ose recogen er el anonlaco dilufde.  la sulucidn se
Trata e caltente con un volumen determinsds de ssiciadn de Ritrate de
pla~a, refrigerade y filtrade. Bl exaess &r rlfratc fde plata ze titala
mediante una solucidn de tiocianelo de zmonio,

El métode permite determinar el contenids en esencia de mostaza
arrastrable per el vapor de apua, expresade en isotiscisnato de alile, os
iz torta de las especies Braseica y Hinapic ¥y de los piensor covpuestos
aue 1m contienen,

24.7. WATERIAL ¥ APARATOS

74.7.1. Matreces ve L00 ml de fondo plane vy tapdn eseerilado,

24,2,2. Aparatn de destilar proviste de un refrigerante y de un
dizpositivo gue permita evitar el arrastre de liguida.

24.3. REACTIVOS

4.2 1. Mestazn blanca {Sinepis slibal,
FA.3.7. Etansl, del 9o al 6% (viv).
24.2.3. Emulsidn ce antiespuma tsilicona, por ezemplol.

7d.3.4. amonfaco, d - C,958.

P4.35.8, Solucidn de nit-ats de plata 0,1N,

dE.E6. Sulucidn de tiocianato de amonio O,1N,

2&.3.7. Acido nitrize, d - 1,40,

24.5.8. Solucadn saturads de sulfato férrice amdnice.
24.4. PROCRGINIENTO

Pesar, gon preclzifn de I mg, 10 g de la muestra, introducirlos en
un matraz de 500 ml de Tondoe planc ¥ afadir 2 g de mostaza Dlance trai-
turada Tinaimente (fusnte de Fermento) (24.3.1.) ¥ 200G =l d& agua a 20
*C. Tapar e] matraz y mantenerle durante dos horas aproximadamente a ZC
*C agivdndoio frecuentmments. Afiadir 2 continuwacién 40 ml de etanol
1P8.3.2.) ¥ una pota de erulaidn antiespuma (24,.2,3,), Destilar 150 mi
aproximadamente y cecoger 41 destilado en ur rmztrez aforede de 2590 ml gue
contenga 20 wml de arenfnen {74.3,.4} prestando atencifir para que la extre—
midad del refrigerante se sumeria en ¢! 1fgquide. AfMadir a la splucidn

amoniacal 30 ml 4 molucifn de nltrsto de plats O,XK 124.2.5.) {6 mis si
fuera necesarial, énlocar sobre =@ matraz aforado un prguelio embuda y ca-
lentar le mezcle durante una hore en un Sa¥c de agua hirviendo, Dejar en-
friar, completar el volumen con agua, agitar y Tiltear, Tomer 100 ml del
Tiltrads timpido, efiadir S ml de Scido nftrice {24,3,7) y 5 mi Aproxima-
damente de solucifn de sulfate férrice ambrico (24.3.8). YValorar por ree
trocsge el exsess de mitrete de plate con la solucifin Je tiocianate de
amonae 0,1 (24,3,6,).

Efectuar uns prueba en blanco aplicando el miems m&todo a 2 £ de
moStaza blanga triturads finalments,

P45, CALCULDS

Fmslar el volumen de solucifin de nitrats de plata G,IN consumide en
ia prueba #n blenco del consumido por le solucidn de le muestra. El wvalor
obtenida da #l niom=-o de ml de solucifn de nitrato de plata 0,10 conasumi-
dem par Ia esencin de nostaza de la muestira snalizacda. | ml de nitrato de
plata T.lk corrm=pornde & 4,350 mp de isotiocispate de alilo. Expregar el
resultado en porcentaje de ia musatea,

Z4.6. REFERENCIAS

Frimera Diretctiva de ia Comisién de 15 de junis de 1971, [71/750/
CEL), Daario Ofieial de las Comunidedss Zuropess né L 155 de 13 de Julig
de 1971.

25.1. PHERCIFPLID

Ei métoda permite determinar el contenido en lactoss de las Tiensos
tue contenpan méa del §,5% de sste producto.

Las azizares se disuelver en el msgua. Le aolucién se somete a ia
fermentacidn por la levadura Succharomyces cerevisiae, nue deja 1patacta
Iz lactosa Previa defecacidn y filtracidn, el contenide e lactoss del
filtrado se deterrming por el métods de LuffeSchoorl.

25.2. MATERIAL Y APARATOS

Bado de agua proviste de termostale, regulado de 38 a 40 °C,
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2%,1, REACYTTWVES

25.3.1. Sumpenuifn de Snceharomyces cereviriee.

Poner en suspen=ifn 2% g de levadura fresca en 100 nl de
apur, Lo suspensidn se conssCva una serana  come mdxime en
e) refripersdor,

25.3.2, Splucidn Carrez I. Diaplver eh agua 24 £ de acetato de cloc
dihadrate IndCH. COO)_.JH O y 3 m: de Scido acétice glacial.
Completar o 100" ml con gfua.

P5.3.03. Solucibn Carrez 11, Disolver er spua 10,£ i de hexaciano-
ferrato (1T} der potaeio ’(a“(c")o':"‘a”' Campletar a LOD ml
con apua,

25.3.4, Splucidn de Scide oftrico. Disolver 50 g de acido cltrico
(:GHSD?HQO} an 50 mi de apua,

P5.9,%. Solucifin de carboratn de scdio. Disciver 143,8 g de cerbo-
nate de sodie anhldre en 300 mi aproximacanente de agua Ch-
lisnte. Dejar enfriar y snrasar o 300 ml.

25.9.6, Solucién de sulfato de coore. Disulver 25 g de wsulfato de
cobre pentahidrate [Cusoa.sri2m. axents de hierro, en 100
mi de agua.

20,37, Reactivo de Luff-tichoorl. Verter con cuidado la solucidn de
ficido eftricea [975.3.4.) sobre la solucidn de carbonalo de
sodio {25.3.5.). Afiadir a continuacién la sclucién de sul-
fate de cobre (265.3.6.) y complelsr a 1 litro com agua. De-
Jar reposar una noche ¥y Tilirar.  Controlar la normal idud
del reactivo obtenide (Cu ©,1N; Na,CO. 2N). El pH ée la so—
lucidn de=be mar eproxisadasmente 9,%.

25.0,8, Granos e pisdra pémer hervides con fcido clorhfidrico, la-
vadcR Con agus ¥y SRcados.

25.3.9. Solucifm al 0% (pfv) de iodurc de potasio.
75.3.10, Solucidn da Acide sulfirico 6N.
25.3,11, Selucibn de tioBulfzio de sodio O, 1N,

25.3,17. Solucifn de almidén, Mezclar §5 g de almidén con 30 ol de
spua ¥ aitadir 1 litro de apua hirviendo. Hacer hervic gdu—
rante tres minutes, dejar enfriar. afadir 10 og de icduro
de mercurio (II) coms conservador.

25.4. PROCEDLMIENTD

Pesnar, con precizidn de 1 mg, I gramo de muestra =0 un matraz alo—
rado de JOD ml. Afadir de 25 a 30 nl de mpua, Colocar el matraz durante
treintes minotos en un bafic de agux hirviendo ¥ refrigerar hastm 3% °C
aproximadanente, Afndir 5 mi de suspensidén de levadurs {25.3.1.) ¥
homogeneizar. hejar reposar el matrmz durante dos koras en un bado de
ugua, & -a tewperutura de 38 & 40 *J, Refrigerar a continuacifn hasea 70
“C aproxiradamente.

ARedir 2,5 ml de molucifn de Carrez I (P5.3.2.) y agitar durante
treinta zegundns, afiadir 2,5 m) de solucidn Carrezr 17 y agitar, completar
cor @gua a 100 mi, wmezclar y filirar. Tomar con pipets un volumen del
filurads que no exceda 25 ml ¥ que contenga entre 40 a 85 ng de lactusd e
introducir sn un erlenméeyer de 300 ml. 5L fuese necesario completar 8 259
ml con agua.

Efectuar de iguel ferma un ensayc =n blanco con S ml de suspensién
de levmdura.

ABadir 25 ml exactamente, del reactivo Luff-Schoor] {25.3.7.), do=
grénulos de piedra pdmez {25.2.8.). Calentar, agitando manualmente, sobre
ung liama libre de media Bltura v liever el lfiguide a ebullicién duranmte
dos minutos aproximmdamspte. Colocar inmediatamente el eplenmeyer polire
una tela metdlica proviota de une pantalla de amianto ¢on un agujero de &
¢m de didmetroc aproximadamente, hajo la gque =e ha encendide previamente
uné llana, Esta #3& regules de forna gque sfle se caliente ¢l fondo deal er-
lenmeyer. Adapter a continueciSn up refrigerante a reflujo sobre el er-
lenmeayer. A partir de sate nomento, hacer harvir durante diez minutes
exactamente, Refrigerar inmediatamante en ague fria y, después de aproxi—
madamente cinco minutos, valorar tal como ae indiga:

Afadir 10 ml de solucidn d& yodurc de potasic [25.3.9.) ¢ inmedle-
tamerir despufs ¥y conm cuidado (debido al riesge de formacidn de &spuma
abundante ) 25 ml de Acide sulfGrico 6N {25.2.10.]. Velorar » continuacidn
con la molucido de tivaulfato de sodio O,IN (23.3.11.% hasta la wparicién
Ae una coloracidn amarills clare, afadir el indicador (25.3.12,) vy tarmi-
nar la valeoracién.

Efeciyar la miema valoracidn gobre una mezcla medida coo exactitud
dge 25 r)l de reactive Luff-Scheprl {25.3,7.) 7 2% ml de agua, después
de kabar afiadidc 10 ml de golucisn de yodurd de potasic (26.3.9.) y 25 al
de fcado sulflrice &M (25,3.30.) ain llevar o ebulliciéa.

25,5, CALOILOG
Extablecer mediante Iu tabla edjunta la contided da Jeotoza en omg

que curresponde a la diferencla entre los resultados de las dos valora-
ciones expresades 4n nl de tiesulfate o sodic O,1N.

Expresar los resultado:r ern partes de lactosa anhidea por cede ¢ien
de muestra.

2%5.6, CRSERVACLOMES
25.6.1. Para loe productos que contengan mdés del A0 por ciento de
los azicpres fermentndos, emplear mis de 5 nl de suspengich

de levadura (25.3,1,10,

2%.%.2, Efectuar paralelamente un engays €on una canlidad conocida
g lactass monchidrato.

TABLA DE VALDRES PARA 25 m] OF REACTIVD LUFF-SCHOORL

NB"5203 Clucoss [ructosa | Lactosa | Maltuvsa
- azﬁgar‘es invertidos| €, oMoty g I LTI
2,1N My 20

ml g ! diferencia ™ diferencia my . difer.
1 2,4 i 2.4 3.C 3,7 3,9 | 3,8
2 48 ] 2.4 7.3 3,7 | T, L 3G
k] Io%.2 | 2,5 | 11,0 | 3,7 | 11,7 | 3,%
F] 6,7 I 2.5 | 14,7 | 3.7 | 1,6 . 4,0
Y 12,2 t 2.5 I 1b,4 | 3,7 | 19,6 | 3.9
[ 14,7 f 2,8 [ 3,7 [ 23,5 a,0
? Pol7,2 b 2,6 25,8 3,7 | 27,8 | a,0
a | 18,8 ! 2.6 29,5 3,7 | 31,% 4,0
9 22,4 i 2.6 a1,2 3, | 35,5 | 4,0

10 25.0 ! i.6 | sr.0 | 3,6 | 3m.S | 4,0

11 °7.6 a7 an.g | 2,8 43,% | 4,0

tz 0,3 2,7 44,6 3,8 47,5 | 4,1

i3 33,0 2.7 A8 4 3,8 1.6 | 4.1

14 35,7 2.8 52.2 as | 55,7 | 4,1

15 | 38,5 2.8 | 5,0 | 1,9 59,8 | 4,1

18 | a1,2 2,9 an,9 3,9 63,9 | 4,1

17 | aa,2 2,9 63,9 4.9 68,0 | 4,2

18 | a7,1 2,9 B, 4,0 72,2 | 4,5

19 { &0,0 3,0 1 7.7 | 409 | re5 | 4,4

20 | 53,0 3,0 75,7 | 4,1 ac,a | 4,5

21 1 86,0 3,1 79,8 | 4,1 85,4 | 4,6

22 | o%,1 3.1 83,9 | 4.1 0,0 | 4,6

23 | 2.2 | Be, 3 ! 1 sa,6 |

| ! | l |

25.7. EEFOCILS

Primapa Directiva de la Comisién de 15 de junio de 1971 (1/250/
CEE}. Dierio Oficir]l de lag Comunidades Furcpeas n* 1 155 de 12 de julio
de 1971,

o6, POTASIQ
26.1. PRINRCIPIO

La mueatrs se inginera vy las cenizas se recogen en solucidn de dci-
do clerhfdeico, El contenido en potasic de 1k molucibn ee determina por
fotemetrim cde llamm #n presancia ¢e ¢loruro de cesio y de nitrato de alu-—
minio. La adicidn de dichas sustancias elimyna, en una ampl ia medida, la
interferenciaz de elementoa parturbadores.

El métade permite determinar el contenido de potasio en piensos.
26.2. MATERIAL Y APAHATOG

26,7.1. Crisples de incinersacidn de platina, cuarzo o porcelana, en
oy caso proviatos de tapaderas.

<6.2.2. Horno elfctrice, con termostata.
26.2.3. Fotdmetro de llama.

26.3. REACTIVOS
26.3.1. Acido clorhidrico p.a.; ¢ « 1,12,
26.3.2. Cloryro de cesio p.a.

0 guimicamente

26,3,3, Nitreto de aluminio nepa-hidrato II{N03]3.9H2

EWTO.
26.3.4. Clorurc de potasic p.a. anhidra.

26,95, Splucidn tampdn: disolver an agua 50 g de cloruro de cesio
[26.3.2.) ¥y 350 g oe nitrats de aluminio {26.3.2.), comple-
tar A 1 litro con agua y hemogenelzar. Conmervar en frascos
de material pléstica.

26.3.6. Solucibn patrSn de potasie: diselver en ggua 1,507 g de
clorurs de potasio (26.3.4.), Afiediendo 5 ml ds deido
clorhidrico (26.3.1.), completar a 1 litro con Agua y hamo-
geneizar. Conservar en frascos e material pléstico. 1 ml
de dicha eolucidn cantiene 1,00 Mg de potusio.
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26. 4. PROCEGINEEATO

26.4.1, Determinacidn

Pesar con precyeidn ge L0 mg, aproximadanente 10 g de la
musstra &n un eriasl de ingineracifn e incinerar a A4S0 °7
durante tres horas. Despuds de enfriar, trasvassr cumntytba-
tivarante o] rexjidup de incineracidn son la ayads de P30 A
37 ml de agua, ¥ despuds con 50 mi de Acide clorhidrice
{26.3.1,) & un matraz afocfade de 500 ml. Despufs de haber
cesace el pasible desprendimiento de pms carbénics, calen-
tar le eolucidn y mantenerls durante dos horas a una tempe-
rature cercana o 30 "C, agitando de vezr en cuando. Dejar
enfriar & ls temperetura anbiente, enrasar, apitar y fil-
trar. Introducir er up matraz aforade de 10D ml una parte
alicuota del filtrade que contenga como mfrimo 3,3 mp de
potaste,  affiagir 10,0 ml de solucifn tampdn (26.3.%.) enra—
sar con sagua ¥ homogeneizar. Para confenidos mis altos de
potagio, diluir la eslucibn a analizar en Ix proporcién
adecuada, antes de la adicidn de la s=olucidn tampfn, FEl
cuadro siguiente $# da a titeleo indlcutivo para une tome de
mueatras de 10 g aproximadansnts=,

Factor de
dilucidn

Lortenido supuesto
de lp muestra en
potasio (% X)

Parte alicuuie en
ml de la solucidn

1:1C k]

1
5
4]
o] 1:10 10
a
a 1:2C -l

Efectuar la medizidn por lotometria de llama w la lougitud
de conda de 768 nm. Calcular el resultade madiants la cruva
de calibrado,
26.4.2. Curva de calibredo
Introducir 18 ml exactamente de  la
126.3.6,) en un matraz aforade de 260 ml, enrasar con agua
¥ homogenafgzar. Tatrodutir en matraces aforados de 100 ml
sxpctamenter G, &, 10, 15, 20 y 25 ml de dicha solucidn,
oue corresponden respectivamente 8 cantidades de potasio de
Q. 0,2; 0,4, 0,6, OB, y 1,9 mg. ARadir en cada matraz 10,0
ml de selucidn tampln [26.3.5.) enrasar con Ague y homege-
naizar, Efectuar lac medidas como se indica en {(2E.4.1.).
El trazade dJe la curva de calinrade es lineal generslimente

haata una eoneentracidn en potasic de 1 mg en 100 ml de so-
lusiéen.

solucidn patron

26.5. CALOAOS
El contenide en potesic se sxprasard en porventaje de muestra.
26.6. OBSERVACIONES

La sdicidn de salucién tempdn {26.3.5.) para eliminar la interfs—
rencie de elementon perturbadores Ro e gierpre nacesaria,

26.7, REFRERENCIAS

Frimera Directive de la Comisifn de 15 de junto de L971. {17250/
CEE}. Dierie Oricisl de las Comunicades Suropeas nl L 155 de 12 de Julio
de 3971,

27. S0DIO

Z7.1. FHINCIPIO

Le musstra a& incinera y las cenizas as recogen &n aclucifn de &@ci-
do clarkfdrico. E1 rontenide an sadic de la solucién as determina por fo-
tometris de llama en presancis de clorurc de cesic ¥ de nitrate de alu-
winie. La adicibn de estas suatancias eliming, o0 una wrplin medida, la
interferencia de elementos perturbadores.

El mftodo permite determinar el contenido Ge Sodis an piensos.
27.2. WATRRIAL Y APARATUG

27.2.1, €risoies de incineracidn de vlating, cuarze o porselana, en

su casy provistos de tapadapas,

27.2.2. Herno elfctrico, con termostato,
&7,2.3. Fotdmetiro de llama,
| 27.3. REACTIVOS

27.3.1. Aclido clorhidries p.a., 4 = 1,12,

77 3.2. Cloruro de cesio, p.a.

27.3.3, rats de aluenis nonanidrato, Al{ﬂcqlq.gﬂ?o. guimicamente
PUra. o

27.3.4, Ciarure de sodieo p.s., anhidro.

27.3.5. 3o0lucifn tampdn: disolwver en apus B0 g de clorure de cesio
127,3.2.1 ¥ 2680 ¢ de nitrsto de alwmnic £27.3.3.) completuwr
8 1 litre cen agua ¥ homopenelizar. Conservar en frascos de
material pléstien,

27.3.6, Solucifr patrdn de spdic: dirgolver en apua £,242 g de glu-

rure de seodig {27.3%,4.) aladiende S mi de Scido clerhfdrice
(27.3.1.,!, ecompletar a 1 iitro zon agua ¥y homagenetzar.
Conservar en frascoes de materiaml pléstico. 1 mi de= dicha
sxlucidr contiene 1,00 mg de sodia,

27.4, PROCEDIMIENTC
27.4.%, Determinazidn

Pesar, con precisidn de 13 mg, aproxiradumente 10 g de 1s
wuestra en un erisol de incinerscidn (27.2.1.} e incinerar
m a3 °C durerte tres horms. Evikar proyeccibn e intlama-
gifn. Pravic enfriomients, tresvasar cuentitativamsnte =)
regiduo de incinergoifn voen ayudu €e 250 o 300 ml de agua,
y despubs con S0 ml de fcade clerhidrice [27.3.1.) 2 wi ma-
traz afcrado de SO0 mi.

Pespuds de haber cesado el posible desprendimiento de gas
carbénice, calentar la solucidn y mantenerla durante dos
horas m une temperstura cercana & 90 "C, agitando de vez e=n
cuands. Dejar anfriar s témperatura ambiente, enragar con
Bgua, 6Bgitar y filtar. Introducir en un mutraz aforade de
100 sl una alicucta del filtrade, e contenga come mixime
1.0 mg  de sodie, Afadir 10,0 ml se selusldn tamphn
127.3.5.), snrasar ¢on agus y homopeneizar. Para contenidos
rds altes de sedie, diluir 1a sclucidn s anlizar =n la pro-
poreifén adecuada, antes de la adicidn de la solusldn tam-
pbr. Ls tabla siguiente se da @ titule informative, para
una toma de muestras de 10 g aproximadamente.

Contenids supuesto Factor de Parte alicuota
g+ la musstrs en dilucidn &n ML de ia
solucidn (% Na) aolucidns
hasta {1 - 80

2,1 a 0,5 - 10

0,5 a 1,0 - 5

1.08 5.0 1:10 6

5,0 a 10,0 1:40 5

10,0 8 20,0 1:20 5

Efsctuar la medida mediante fotometris de llama e una lon-

gitud d= onda de 582 am,

Calcular &] resuitado mecignte la curva de calibrado.
27.4.2, Curva de calibrada,

Introducir exattamente 10 mt  de la  acluctén  patrdn
{#7.3.6.} en un matraz aforado de 250 ml, enrasAr con agua
¥y homogerizar. En matreces a¥orades de 100 ml, introducir
exactamente O, 5, 13, 15, 20 ¥ 25 ml de dicha solucidn que
corresporndan respectivamente a unas cantidades de gsodic de
0, 0,2; U,4; 0,67 0,8; y 1,0 mg. ARadir en cada matraz 10,0
ml de selucifn tampbn {27.3.5.) enrasar con smgua ¥ homoge-
neizar. Efsctuar las medidas con se indica en 27.4.1, Ei
trazado ds la curva de calibrado es linesl generalmente
haata unR concontracidn en sodio de 1 mg en 100 nl de aolu-
aibrn.

7.5, CALCULOS

El contenida en sadia ae ewpreasrd en parcentaje de muestra.

27.6. (BSERVACIORPS

27.6.1. Fara loE productos cuyn cDitenido wn sodic sea superier al
A%, ac praferibls ingiperar la substencis durante dos horas
en un erisel proviate de una tapsdera.  Despuds de anfriar,

aftadir agua, poner un residuc en svepensidn con eyuda de un

hilc de platinc, secar ¢ incinersr de nuevo durente dog ho-

ras &n el crizol provizto de su tapadera,

27.8.2, 3i la muestra estd constituia dnicamente por materiales mi-

nerales, proceder 3 la diselucifn, sin previa incineracidn.

77.7. REFERENCIAS

Irimera Directiva de la Comisién de 15 de junle de 1971, (71/280/
¢EF}. Diarie Oficial de ias Uomenidades Europeas nd L 155 de 12 de julin
de 187L.
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28. MACHESIC
Z8.1. FHIRCIFIOQ

Incinaracidn de la muestre ¥y tratamienlo ue las cenizas cop acide
slornfdrice diluide. €i ls suestrs no contihe sustancias orgnicas, &¢
disuelve directavente en &cice cisrhidrica. La sclucidn ar diluye ¥ el
contenids &n magnesio se ceterming por especareofotometris de abuorcidn
térace 3 £B5,2 - ~or comparscide con las Boiuciones de callibrado.

Esti eunvcialments indicado pers determinar ias contenidos an mage

nesio 1aferiores al 5% en los piensos,

23.2. MATERIAL ¥ APARATOS
25,2,1. Crisoles de incineracifn de platine, cuarzs & parcelana.
Z8.2.2. Horne ¢ oufla en termositato.

28.3. REACTIVES

28.3.1, Acide clorhidrico de d = 1,16, p.a.

28.3,2, Acido clorhfidrico de d = 1,19, p.a.

26.3.3. Ma.iénesio. en cinte ¢ hile, o< sulfato de mapnesic heptahi-
drate, p.a. (MgSOd‘?HeD! secado en Vacio a temperalura am-

, Liente,

ZA.3.4, Solucién de sal de estroncic (cloruwre o nitrato) poe. el
2,5% tp/v) de sstroncio, p.a. {76,080 g de CJESr 1 {}20_:‘11-
tro, § 60,38 g dm {Nﬂa)z Srflitre}.

28.3.5. Solucién de eelibrade de magnesic: pesar con precisifn de 1
rg, 1 g de magnesic {(28.3.3.), ssparands previements y con
cuidado la pelfculm de Sxico, & una cantidad correppondisn-
te de mulfeto de magneaic {(28.2.3.}. Introdugirie £n un ma-
traz A& 1.000 ml aRadir 83 ml de CIH {28.3.1.} disolver v

completar a 1000 ml con B0 desionizade, 1 =l de dicha so—
lucifn contisne 1.000 mp de magnesio. -

ZA.4,. FROCEDIMIERTO

28.4.1. Preparaciln de la muestra

28.4.1.)1. Pienaca fermados excluaivamente por suetancias
rinerales:

o) Pepar con precisidn 4e 1 mg, S5 g de la muestra
e intreducirics en un natraz aforacdo de 500 mi
con 250-300 ml de gpgua destonizada. Ahadir 40
ml de fcids clerhfdrico (PE.3.1.). Itevar a
#bullicidn lents dJurante 30 minutos. Enfriar,
SNrassar con agua Jesionlzada, homgensizar ¥
filtrar en vaee de precipitade con [iltro de
plieguen. Fliminar los 30 ml primeros del fil-
tredo.

b} En presencia de gilice, trater 5 g de lo muas-
tra con una cantidad sufients (entre 1% y 30
ml} de Sctdo clevhidrice (PB.3.2.) y evaporar
e pequedad sobre un baflo de2 agua. Centinuar
YRl ¥ como se indica #&n (28.4,1.2.) a partir
de la tercera fase.

28.4.1.2. Plensog formados esencilalmente por sustancias mi-
-narales.

Peyar con precisidn de 3 mg, 5 g de la puestra £n
un criscl e incinerar a 550 *C en horno mufla
hasta la obtencidn de cenlzzs exentas de particu-
les cerboncoms.

Fara eliminar la silice afladir a las cenizas una
cantidad suficiente {entre 15 y 30 sl de &cido
clorkidrice (28.3.2.} ¥y evaparar a segquedad sabre
un bafic de agua. Secar a continuacién une hora en
1n estufa & 105 °*C. Pecoger £l rvesiduc con 10 ml
de Aelde closhfdrico {26.3.1.) ¥ transvasar con
la ayuda de nmgua deafionizadas cailente a un matraz
aforads de S00 wl, Llevar a mbullicifn, dejar en-
friar ¥ snrssnr con ague desigrnizada. Homogensai-
zer ¥ filtrar en vaso A ireves de un filtra de
piiegues. Eliminar les 30 mi primeros del filtra-
da,

28.4.1,3. Pienaos formados egencialments por sustancias or-
génicas:

FPagar gon precisidén, de I mg, 5 g d= la musatra
en oriacl (28,7,1.) & incinerar en oun horno sufla
nasta la obtencién de cenizae swentas de particu-
lae carbvonesas. Tratar las cepizes con 5 ml de
fcldo clernideier (25.3.2.), evaporar a sequedsd
en bafic de agus y secar 3 continuacidn Surante
una hora &n esxtufs a 105 °(, perea insalubilizar
la silire.

Recuper ei residuc con & ml de &cido clarhidrica
{28.3.1.] traavasar con eyuds de ague desionizads
callente & un matrazr aforado de 250 mi. Lievar a
ebullicibn, dejar enfriar y enrasar con agua de—
sionizada., Homopenelzar ¥y [iltrar ern uh vaes a
trevés de un Filtes de pliegues. FEliminar los 30
m! primeros del filtrado.

28.4.2., Medidn de la absorcidn atémica.
28.4,2.%, Curva d& callorado.

Preparar, diluyende la solueidn de calibraos
{28.3.5.} con agua cesionizadm, al menca 5 Bolu-
ciones de referencia de coocentraciones crecien—
Tes, eicogidas =n Tuncidn de la zona de medics
Sptimg del espectrofotémetro. ARadir » cade solu-
cidn 10 mI de =plucidn de Bel de estroncio
{28.32.4.) y completar al wvolumen de 130 =l con
spus depionizada.

2A.4.2.2. Preparacidn de la muestra.

Piluir con agua desionizads una parte alicuota
del filtrads ohtsnide en (28.4,1.1.}1, {26.4.1.2.)
¥ (OB.&.1.3.) de forma que a= obtengs una concen—
tracién en magnesio comprendida en log limites de
concentractén de las soluciones de referencia. La
concenteacifn en Scide clorhidrico de dicha aolu-
cifn no Ashe axcader de O, 3N, ARadir 10 =} de ia
aolucibn de sal del estroncic (28.3.5.) y comple-
tar ol volumen de 100 ml con agua desionizaca.

Medir Ia abaorcidn de la sclucidn proclema y Is
de las saluciones de referencia a une loagitud de
vnda de 285,2 om.

8.5, CALRILOS

Calcular la cantidad de magnesic de la muesatra a partir de las so-
luciones de referencia. Expresar el resultede en peorcentajes de la muss-
tra. Lt
26.6. ORSERVACIONES

La diferencls entre los resultados de dos detarminacionss paralslas
afactundas aobre la minme muestra, no dehe de excedar del 5% en valor re-
lativa.

Z8.7. REFERENCIAS
Cyarte Directiva de is Comisldn, de 5 de diciembre de 1372,

(73/46/CEE). Diarie OTiciul de las Comunidedes Europeas nf L B3 de 30 de
marro de 1973,

29, KAXRE0

Z9.1. PRINCIPIO

Determinacidn del oligoslementc hierro &n los plenscs y sus mate—
rins primas. El limite inférior de determinacifn es de 20 mefkg. La Aaues-
tra se disuelve en solucifn ée Scido clorhiédrica, previa destruccidn de
la materia orgénica. El hierrc ac determina, después de dilucidn apropla—
da, por espactrofotometris de sbsorcidn etdémica.
25.2. WATERIAL Y APARATOS

258.2.1. Horno mufia, de temparaturs regulable.

29.2.2. Material de vidrio borosilicate resistente. G5e racomendar’
utilizar un materinl que airva exclusivanente para la doai-
ficecldn del oligo=lemento.

29.2.3. Chpsulas de platine y, eventualmente, de cuarza.

€9.2.4, Fapmctirolotdmetro de absorcidn stfmica, que responda a laa
exigenciag del métode, en lo que concierne a la gengibili-
dad ¥y a la precizién regueridas deptroc de los limites de
utilidad que ar emplea.

Z9.3. REACTIVOS

29.3,1, Acide clornfidrico p.a., 4 = 1,18.

29,3.2, hcido clerhidrica BN,

29.3.3, Acide clornfdrine O,6N.

29.3.4. Aclde fluarhfdrico de 38-40% {v/v), con un contenido de
hkierra inferior a 1 mg/l ¥y cuyo residuc de evaporacifn ses
inferior & i0 mp/l (expresodc en mulfates},

29.3.5. Acids mulfiirice p.a. {4 = 1,B4},

20.3.6, Agua oxigensda de unez M0 woldmenes de oxigenc (30% en pe-
53,
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#9.3.7. Solucidn patrén de hierts (1.000 microgramss de hiesrofmi}:
Dimelver } g de hierrc en kilos p.a., en 7OC 5l de Scice
clorhidrico B8 {29,3.2.) afadir 18 mi de agua oxigenada
129.3.6.) y completar ©on spua hasta 1| litre.

28.2.8, Solucifin patrén de trabejc (100 microgramos de hierca/mlis
Tomer 10 mi de la mclucién patedn (29.3.7.) ¥ llevar a 100
ml ¢on agua.

2%.3.3. Selucidn de clorurc de lantanc: Disclver 12 g de dxido de
lantano en 150 ml1 de agua, afadir 100 mil de &cide clerhi-
drica GN {290,3.2.) v completar con agua hasta 1 litra.

25.4. PROCIDIMIENTC

2%.4.1. MueRTre quUe CONLENgA COMPuestos orgAnicon.
28.4,1.1. Incineracidn ¥ preparacifc de ia muestra a anali-
Tar.

1) cColozer de 5 g 14 gz de ia ouestra pesedos con
ung precisién de $,2 mg, #n una cipsela de
cuarzg o de piatine {29.2.3.) (ver 79.6.6.1,
Becar en =stufa a 105 °C e introducir la cép-
sula en &I horme rufla {29,2,1.} frio, Cerrar
el horno {ver 2B.6.7.) ¥ =levar proaresive—
mente la temperatura psre alcanzar 450 a 475
*C #n 83 minutes aproximadamente. Mantener
éiche temparstura duranle 4 a & hores {por
ejexplo duramts la noche! para slimnar la
materlia carboncsa, abrir luego el horas y de-
Jar enfriar {ver 28.6.8.}.

Humedecer lge cenizms con agus, tLrasvasaries
# un vaso de precipitade de 250 mL.  Enjuagar
la cdpmules con & ml dm Scida clornidrico
{29.3,1.} ¥ trasvasar, LeDntanente y oom pre-
caucidn,  la seluclién de enjuague al vaso de
precipitado (as podré producir unm repccifin
viclente por formacidn de didxido de caphoe
nol.  Afadir luegn pgote a gota dcide alerhf—
drien (29.3.1.), agitendo al mismo tiempo =1
contenido del vaso de precipitedo, haeta Gque
cese la eferyescencia.  Evaporer & aesquedad
agitands periddicamente con una wvarills de
vidria,

Afigdir al residuo 1% ml de dcide clorhidrice
6N (¥9.3.2.) y unoz 120 mi de agua. Mezclar
con ia ayuds de una varilla de widrio, de jar
la misma en el wvasc de precipliage y cubrir
cotl un vidrie de reloj. Poner el liguide an
ebullicidén guave ¥ mentener lg ebullicidn
hasta gue Bparentemente ¥e no Be disuslvan
laz cenizar. Filtrar usando un papel de fil—
o pin cenizas, y racoper 2] Ffiltrads &=n un
matraz aforeds de 230 ml.  Lavar el vaso de
precipitade y el filtro con 5 al ¢e feida
clorhfdrice £ [28.3.2.) caliente y por des
VECES COR fgua hirviendo. Completar con sgua
haata enraéar [(la cancentrecifn &n  &cido
clorhidrico aerd de ©,SN aproximadamente).

ii} 5% el resifug gue 3¢ quedn en e filtro apa-
reclsne nego (carbonoso), colocarle de nueve
en el horne e incinerar de 450 & 475 0, Di-
¢ha incinerac¢idn, que reguerird dnicamente
algunad horas (3 a & horas aproxinsdamente),
ar compietard cuando lan csnizaa AATEZCRE
alanecaz o casi bluncas. Disclver el reafduc
en unos 2 ml ce dcide clarkidrlco {28.3.1.%.
Evaporar a sSegquedad y afadir 5 @l de Acido
elorhidrice 8K (2%,3.2.). Caientar, filtrar
1m melucién en el matraz aforsade y completar
can Agpuk hastes enrasar (la concentracifin en
4cide clorhidrice serd de ©,SN aproximada-
mental,

20.4.1.2. Preparacidn de las soluciones patrdn.

Frogarar una gare d¢ soluciones patrfn a partyr
de la sclucidn patrén de trabefe (2%.3.B) dr For-
ma gue cadm solugidn pairdn Lengm una concentra-
cifn en d2ide clorhideico de 0,54 aproximasametite
¥ ung concentracién de cloruro de lantano gue
torresponde a. 0,1% de lantana ip/v) [29,3,0.),
Las concentraciones sscogidas del cligoelemento
dederdn encontrarss en Ie zone de Eensibilidad
gel espectrofotbmetro utilizads. El cuadro si-
Buiente darf, a titulo de ejamla, los tipos de
composicibn de solucidn patrén; segin el tipe ¥
is senaibilidad del eapectrofotfmetro utilizada,
podri ser necesaric sacoger afras conceEntracio-
nee:

AL e Felmi + 0,5 1 2 3 405

mi de solueidn
patrfn de troba-
to {29,3.8.)

1 mi = 106 Mz Fel G LI 1 2 3 4 5
~ml CiH GNi29.3.2.} 7 ? 7 7 7T 7 7
+ U mi de solucidn de clarure de lantane
124.2.9,). Completar con agua hasta 1D mi.

Sf lp muestra tuviese una relacadn penderal

—————— > 2, %3¢ podri omitir lu adicidn de 1m
solucifn de clorurc de lantane (25.3.9),

28.4.1.2.2. Preparacién de la solucién a anali-
zar.

Introducir con prpeta una alicucts
fe la sclucidn greparada  segln
(28.4.1.1.} en un matraz aforade de
160 ml;  afladir 10 ml de solucidn de
cioruro de lantsra (2%,3.9.}, Com-
pietar con Acido clarhidrice £,58
(?6.3,3,1,

31 la muestra tuviese una relacién
nonderal

Ca + Mg

— 2, se podré omivir la adi-
P

zidn de la solucifin de clorurs de

lantana {26.3.9.).

29.4.1.2,%, Prusba =n blanco:

Realizar una pruska en blanco gue
comprenda todes las elapas preacri-
tay del procedimiento operativo, =in
la presencia de la mueestra. No se
daberf uvtilizar la sslucifn patrén
"I pars la prueba en blanca,

2%,4,1.7.4, Medida por absercifn atdmica:

Medir la absorbancia de las solucio-
res natrdn y de e seluciln a analie
zar, wtilizando una llama oxidante
de aire-acetilenc a la longitud ée
onda de: 248,32 am, Haallzir 4 yeces
cade medida,

20.4.2. Compuestos minargles:

En aueencia de materis orgénicm, aers indtil la incinepa-
€idn previe. Aplicar el procedimients operative & partir
del punto {29.4.1.1.,i} sepunds apartado {ver 23.6.6.),

29.5, CALOULOGS

Calcclar a concentracidn del olipoelements en lz Bolucidn & ana-
Lizar mediante una curva de calibrade v expresar =1 resuliade en mng de
oliposlemento por Kg de musstra {ppml),

La ciferencia entre los resultados de dog determinacionse parelelas
efectuadas sobre la misma muestrs por al mismo analista no deberdn de ao—

brepasar:

50 egfeg,

T omElup en valer mb3oiute, para =1 contenico en el sligoelements hagty

- LO% del resultaco mds slevado para loa conteridas superioras a 50 y
heasta 100 mglug.

- 1D mg/Ka,

hasta 20G mp/ug.

= % del resuvlteds més

maSea.

25.6. DESERVACIONES

4 valor absoluts, npara los contenidos superiores a 100 ¥

elevade para loy contenides supariores a 200

29.C.1, E@ apta empleads para la pregaracidn de reactivos y de las

MLELE.

solucionas
exenta cdel

requeridas durgnte =1 anflisis, ceberd estar
cabidn a determinar. S5e shtendrd, bien por doble

gestilacifn en un aparato de borogilicats o de cuarza, bien
o doble permatmcidn en resina intercabiadora de 1ones.

Leg reactiveos daterdn scc, gl mengs, de la calidad "paras

aniligie"

{#.a.). La auasencin del slementy a determinar,
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daberd controlarse por un ensave en slanco.  S1 fuesac nece-
sario, se¢ someterdr los reactlves a wna purificacidén mas
profunda.

29.6,3. Ye podrin svstituir las solucicnes patrdn descriias por s0—

Fat P

28605,

ML G.G.

29.6.7.

lucienes natrdr comerciales con tal gue Ias misSnas uean ga-
rantizadaz ¥ eentroladas antaz de su oemplec.

Los forrajee veries (frescos 0 deshuidretados) pueden conte-
ner grandes cantidades de sflice vepetal que puedan retener
cl oligvalemente y fues ne debordn eliminar.  Ze anmeterén
las musstram de dichos pienzos al sigulente ‘ratpmiento:
Efectiar la operacidn (29.4,.1.1.) hasta la fase de filtra-
rcifr. Lavar el pepel de Filtro, Jue contsnga €l residuc ik-—
soluble, por dos veces con oagus Misviende ¥ colocarle en
una cdpsule de olatine (20.2.3.). Incinerar en £l horho Fu-
fla [(P9.2.1.) & una tempergtura infecior o« S50 °C hasta gue
=odin la materia carkonosa hoya desaparecida por completa.
Lejar enfriar, afadir alpunac potas de agua y de 10 a 16 ml
de dc190 1luernfdrico {26.2.4.). Evaporar = sequedad a 153
L apreximadamente. Ui o) residoe contiene wln sfilice, di-
solwar  la misma en alpuno® %1 de Acide  fluarhfdrico
{MB.3.4.) ¥ evaporar m ssquecnd.  Afladir © gotas de 4cide
sulfirice [28.3.5.) 5 calentar hasty desaparicifc de los
humes  bleancos. Abadir 5 ml de &cide clorhidrice 63
(P3.3.2.} ¥ 30 wl aproximadanente de agua, calentar, fil-
trar la solucifr en un matraz afaradoe de P50 ml y completar
hasta enrasac [Le concentracién de dcaide clornidrico serd
de C,5N anroximadamente). Prosepuir ! procedimiento a par-
tie del parte (29.4.1.2,.}).

Al determinar el pligoelemento serd oportune llamar le
peencidn en cuante a los risugos gf contaminacién. Por
=lle, los ingirumentos utilizedes paras la preparacisn de
1as muesiras fdrherdn estar exentos de dicho metal.

Para reduclr low riesgos de conleminacién, convendra t-aba-
jnr en atmSaferms exentms de polvo, con un material LEUro—
marente limpio vy aparatos de vidrio cuidedosamente )avados,

Calcular #£1 pese de is numstra en Tuneidn oel contenida
wproximado en el plenso del clipgoelemento a valorar y de Lla
sensibilidad del espectrofotémetro utilizado. Para detarmi-
nadpe pienzos pobres en el sligoelementa, podsd ser necesa-
rio extraer una muestra de 10 & 20 p oy liritar sl volimen
de 1z selucidn final & 100 ml.

Incinerar er un horns cerrado sin
oxigeno.

inyeccidn de oire o de

2%.6.8. La temperatura no debsrd sobrepasar lou 475 *C,

25.7. REFERENCIAS

CEE}.

Oetave Directive d¢e la Conlsifn de 15 de junio de 1978,

(78/633/

Disric Oficial de laa Comunidades Eurdpeas n® L 206 de 23 de julio
de ZG7A,

30.1. FRINCIFID

Neterminac:fin del nligosilemento cobre eon Jos piensos y aus materiam
primas. El limite inferior de determinacisn es de 10 mg/ky. La muentra as
disuelve er solucifn de fclde clorhfdrico, previa destruccidn de la mate—
ria orgénica.
cepectrometrin de sheorciédn atémica.

El cobre me determinm, deapuds de dilucién apropisda, por

30.Z. WATERIAL Y APARATOS

Idem 29.0.

REACTIVOS

Idem 29,0, hesta 29.3.6. inclupive,

12.3.7. Sulucifn patrédn de cobre (1000 micrugramos'de cobresml ).
pisclver 1 g de cobre en polve p.a. en 258 ml de écide
clorhfdrico 6N (29.3.4,), afadir 5 ml de ague oxigenada
{25.3.6.) ¥y completar con agum hasta 1 1.

I0.3.8. Sclucibn patrén de trabaje (10 microgramos de cobre/ml].
Tomar 10 ml de la sclucifn petefn {30.3.7.) v llevar a 1000
ml DR oAgua.

PROCEDINIENTO

Idem P¥.4. harta 28%,.4.1.2.

30.4.1.2. Deterninacidén eapectrofotemdtrica.

30.4.1.2.1. Preparacién de las scluciones patrén.

Freparsr una gama de solucienss patrén a par—
tir de la moalucifn de trabejc {3D.3.8.) de
forma que cada E¢lucidn patrfn tenga unA €On-
cantracidn de Acido clorhidriec de O,S5N apro-

x1mAdamenTe. Las canceatraciones escogidae
dnl aligoelemento deberdn encontrarse en la
zonw de =enslbilidad del espectrafotémeteo
utilizado.

1 cundre siguiente deré, & titule de i1nfor-
macién, los tipos de composicidn de la mclu-
c16n patrdn; aegin £l tipa ¥ la mencibilidad
dal espectrafotometre ulilizado, podréd mer
neceseric escoger otras concentraciones’

CORRE:
Mg Cu/ml 3 0,3 [ [ [ a8 1.0
m) de golucién
patrin de trabaio
(30.3.8.)
(1 ml = 10 mg Cul [ 1 bl 4 & & 10
+ Rl C1H BN (249.3.2]) ] B ] ] =) 8 8

completar con agua hasta 100 ml

30.5 CALCULOS

M6,

) - I

30.4.2. Compuestos minerales.

30.4.1.2.%, Preparacifin de le sclucién e anelizer.

Le Balucifn prepursds aegim (25.4.1.1.), po-
drf, como norma general, utilizarse directa-
neirte. L1 fuess Tecesario llevar su Cconcen-—
trecién a la gama de las concentracicnss de
las acluciones patrén, =se podré introduclie
zon pilpeta una alicusts =0 un matraz alceradc
de 100 ml y compietar con fcido clorhidrico
1,58 {PG.AL3. ) naatp enresgar.,

30.4.1.2.3.

Prueba en blenco. Idem 29.4.1.2.3.

30.4.1.7.4. Medide por abeorcién atdmica.

Medirc la abaorbancia ée lag soluclones palcdn
¥ de .& solucidn B analizar, utlilzzando ura
llama axidapte te aire-acetilenc, COR URE
langitud de andn de 374 B nm, Realizar cuatro
vecer cads medidha.

Idem 29.4.2,

Idem 29.5.

OBSERVACIONES

Idem 9.6,

REFERENCLAS

ldem 23.7,

31. MANGANEST

FRIRCIF1Q

Neterminacidn del oligoelemento mangantsa en los pisngoe y sus ma-
terias primas.
musatra se disueslve en aclucidn de Acido clorhidrico,
de ln materia orghnics.

El limite inferlor de determinacifn serd de 20 mg/kg. La
previe destruccidn

F1 manganesc ae determina, deapuds de Ailucibn

apropinds, por rspectrofotonetris de abrRorcidn atdmica.

31.2. MATERIAL Y APARATIS

31.3.

31.4.

Tder 25%.2.

REACTIVDS

Idem ¥9.3 hasta 29.3.6. inclusive.

31.3.7. Solucién patrén de mangsness [100C mlcrogramos Mo/ml}: Di-
solver 1 g de manganeso polvo p.a. en 2% ml de dcide clor-
hidrics AN (M.3.2.) y completar con ague hasts 1 litre.

31.3.8. Solugidn patrén de trabejo (10 microgramos Mn/mli: Tomer 10
nl de la Bolucidn patrdn (3..3.7.0 ¥y llevar o 1000 ml con
agua.

i1.3.9. Tdem 28.3.5.

PROCEDINI KNTO

Idem 22.4. hkuwsta 29.4.1.2.3. inclus.ve, & excepcidn del cuadro de

los Tipoa de compoSicidn de la solucién patrin-
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MANDANELS O

ME M, m1 [*] 2,1 G, 2 0,4 L,6 0,8 1

ml ge zolucidn patrén
{31.3,8.1 de trabmjo

1
7

4 8
7 7

10
7

{1 ml = 10g Na}

0 2 il
+_ml CiH 64 (29.3.2.]) 7 7 7

+ 18 mI de solucidn de cloruro de lantano (29.3.%.)1, completar con agua
hasts 100 mi.

31.4.1. Medidm por abaorcifn etdmice.

¥edlr la absorbancie de las acluciones patrén y de la roiu-
elén m analizar, utilizande una llema oxidante aire—eceti-

leno con una lohgitud de onde de 27%,5 nm. Realizar 4 veces
cada medida.

Al.4.2. Idem 285.4.2.
31.5. CALCULAS

Idew 23,5.
31.6. OBSERVACIONES

Idem 25.6.
31.7. REFERENCLAS

Idem 2§.7.

3Z. CINC

32.1. PRINCIPIO

Daterminacidn del oligoelemento cinc en low pieneos y aus matsrias
primapa. E! limite inferlor de determinmcién merd de 20 mg/kp. La musstra
e gdicuelve en Bolucién de fclde elerhidricn, previas destruccifn de la
nateria orglrnlca. E1 ¢inc se determing, despuds de diluclfn apropluda,
por eapectrofotometrin de abmarcién atémica.
22.7. MATERIAL Y APARATOS

Tdem 29.2.
32.3. REACYIVIS

Idem 2%.3. hasta 23.3.8. inclusive,

32.3.7. Solucién patrdn de cinc {1000 sicrogremoe Zn/ml}: Oiscliver
1l g € cinc en cinte o place, p.k., =n 25 ml de Acsido
clerhidrien BN (29.2.2.} y completar con agua hasta 1 li-
Lro.

A7.3.B. Soluclén patrén de trabajo (10 microgramos Zn/mll: Tomar 1Q
ml de la molucidn patrén (32.2.7.) y llevar a IDO0 mi con
agud.
A2.3.9. Idem 2%9.3.9.
32.4. PROCEDIMIZNTD

Idem 25.4. hamta 2%.4.1.2.3. inclusive, a4 excepcibfo del cumdro de
log tipos de compoailcifn de la aclucién patrdn.

cCINnc
Ag Znjml 5 05 0,1 4.2 €4 0,6 0,8
ml ge molucién patrdn
¢e trabeic (32.3.8)
{1 mi = 10 ug Inj o 2,05 i3 2 a 6 [}
+ mi ClH 6N {28.3.2.) 7 7 7 ? T F 7

+ 10 ml de anlucidn de clerure de lpntene (29.3.9.}; completur con agua
hasta 100 mi.

32.4.1. ¥edida por sbeorcidn atémica,
Medir la ahsarbancis de lax molucionas patrén ¥y de [& sBolu~
ciSn  analizar, wutilizandc una llame sxifante eire-acefi-
lene c¢on un@ longitud de onda de 219,8 nm, Realizar 4 vecea
cadse medida.

GZ2.4.2. Idem 29.4.2,

32,5, CALCULOS

idem 25.5.

A3.6. REFERERCIAS

de 1973,

32.6. OBSERVACIONES

Idem 29.6.

Ademdie tener =n cuenta {29.6.5.7 que la determipacidn del cinc ea
rapecinlments sensible a I1pe cotaminacionea procedentes de los aparetos
da vidrie, de loe reactives, del polve y de otros slementos parturbado-
res.

32,7, HEFEHENCIAS

Idem 2%.7.

23, HUMEDAD EN LAS GRASAS Y ACEITES ANINALES ¥ VEGKTALES

33.1. PRINCIPID
La muestra se somet= a desecacidn a 103 "0 haste peso constants,

Fate método permite determiner el contenlds en humedad {agus ¥
otras materias volfitiles} de lag grazas y aceites snimales y vegetales.

33.7. RATERIAL Y APARATLS -

33,2.1, Regipisntes de fondo plunc, de waterlal resistente & la co-
rrosidn con difmetro de H-% cr ¥y altura de aproxtmadamente
a em.

33.2.2. Termdmetirc de mercuric, de bulbo reforzade y chmara de di-
iptaelfn en el extreme superior, gradumdo d& 20 a 1310 =C
como minime ¥ de unm Ionpgitud de 10 cm aproximadaments.

33.2.3. Bailc de arene o placa calefactora eléctrica.
23.2.4. Desecagder conteniends un deshidratante aficag.

23,2,%. Belunza analiiica.

33.3. PROCEDINEENTE

Pesar, cof precisién ds 1 mg, 20 g aproximadamente de 1A mueatra
homogerneizada, en 2]l recipients (33.2.1.), secoe y tarado, contenjsndo e}
termbmetre (33.2.7.). Oalentar sobre bafio de arena o placa calsfactora
(33.2.3.7, apitendc conetantemente con la ayuda de! termfmetro, de forma
que la temperatura llugue o 30 C en 7 minutos aproximedamente.

Flavar la temperatura lentamente, sin superar los 109 °C, agitando
con &l termémetro hasta €l cape d4 burbujmm.

Fara garantizar lu complsia elininecidn de la humedad, repetir va-
cias veces &1 calentemjente 8 103 °C » 2 °C, enfrlar a continuacién en
denecador {33.7.4.) haste tempearatura ambiente y pesar, Repetic esta ope—
reciin hasta gue la éiferencia entre dos pesadas sucesivaa no exceda en

mie de 2 mg.

33.4. CALONDES

El contenida en humedad de ta muestrn, =0 %, viene dade por & fér- N
muie: g
150 .E
- ——— L
iPl Pz} x ; 3
Siendo: e

F. = Paso en gremus de Ly muestra.

P, = Peao en gramos d=l! recipiente con au contenido, antes del
calentamiento.

P, = Femo en gramos,
calentmmiento.

del recipiente con su contenido, después del

Los resultudos por debajo del 0,058 deben expresarse como “mencs
dal O,05%".

33.5." ORSEAVACIO

33.%.1. Un incremento del pesc de I& rueestra despufs de un calente-
mients repetide indica una oxidecin ge fa.grase, En eote
cago hacer «] cdleule a partir de la peeada efectusds inme-
dimtamente antes de aparecer epte incrementc de peso,

33.5.2. La diferencia entre los remcltados de dos determinaciones
paralelas efectundss sabre una misma mucatra no debe excos—
der del 0,05% en valer absoluto.

Cuartg Directiva de la Comisifn de 5 de diciemhre de 1972, (73746
FCEE:. Diarip Oficial de lag Comunidedss Furopsas n2 L 83, de 30 de marzo
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34fa). ALKIDOW
{Métode polerimitrice)

3a{a).1. PRINCIPIQ

El métnds comprends una doble determinacifn., Ern la prinecs, L&
muestra se trata en caltente mediante &cide clorhidrice dilulds. Previa
defecacidn ¥y Filtracibn, se medird mecdiante un poisrimetro el poder rota-
torio de la soclucidn.

En el gpegundo, l& muestra se axtras medipnte etancl al A0X. Tras
1s acidificacién dei filtrade por el Acide rlorhidrico, defecacifn y fil-
tracidn, se mice =] poder rotatoria en lasz miemes condiciones que *n la
primers determinacidn.

Ln diferencia entre los dos multipticads por un factor comin dh
coms reaultada el contenide en almidén de la muestra.

El métode permits determinar el contenide en almiddn y sus pro-
ductos de degradacidn de alto pess molecular en los plersoe, excepto de
oguelios jue contienenen peladuras, pulpes, heojas o cuellos zecos de re-
molacha, pulpe de patate, levadure deshidratada, profuctos ricos Bn if-
kina [por ejemplo, peladuras y harina de chuefas! o chicharronss.

- 34(m).2. WATERTAL ¥ APARATOS

34{a).2.1. Erlenmeysr de 250 m! de boca esmerilada, con refri-
gerante ds reflujo.

348{a}.2.2. Polarimetro ¢ sacarimetro.

34{a).3. REACTIVOS
34{a}. 3.1, Acideo clorhidrice a1 25% (p/p}, & = 1,126,
32in}.3.2. Acide clorhidrice el 1,128X {pfv)

Ls concentracidn debs comproburse mediante valoracidn
con 1a ayuda de una molucidén de hidréxide de sodio
0,iK en presencis de rojo de metilo al 9,1% {p/v} en
etancl sl 94% fv/v) (10 ml « 30,94 ml de KalH C,1N).

34{a}.3.3. Solucifn de Carrez I: Disolver =n sgua 21,59 g de ace-
tate de cine dihidrate (2Zni{H, - SO0}, 2M.0) v 3 g
de Acido acéticc gleeiak. C%mﬁlet&rLa 1 mt cen
agua.

3a{e).2.4. Sciveibn de Carres IT: Disalver en agua 10,8 g de fe-
rrocianure de patasic trihidrnto-(“d Fe{CN)s . 3H20}.
Lompletar con Ague.

34{al.3.5. Etancl al 40% {v/v), d= Q,248 a 20 *C.
S4(m).4. PAOCEDIWIENT
34(m).4.1. Freparacifn da la musstra.

Moler la muestrz de [orths Gue pase en mu totalided e
través de un tamir de mallsa de 0,5 mm. .

3ala).4.2. Pererminecidn del poder rotatorie totel (P o 8) (v.
obBervactones (34 {el6.1}).

Peaar, con praciaién de 1 mg, 2,5 g de la muentra mo—
1ida = introducir en un matraz aforede de 100 nl.
Afiadir 25 m} de fcido clorhidrico Jafe).3.2, apitar
para cobtener wh buen reparts de le musatra y afiadirc
de nusve 25 mi de fcido clorhfdrico 34i{e}.3.2. Sumer-
gir el matraz en un badc de ague hirviendo y, durante
los 3 primeros minutos sipuientes agiter snérgicamsn—
te ¥ coo regularidad para evitar la foroecidn de
sglomernadon. Le cantidad de agus del baho debe ser
mufitiente pare permitir mantensr el bailo en ebulli-
c1bn cusnde el mnatraz esté sumergido en &l. Este no
pod-f eer preatirade del bafic » 3o largs d¢ la agita-
¢ifn, Deapufc de 15 minutom exactamente, retirar el
matraz del bafic, afiadir 30 ml de egua fria ¥ enfriar
inmediatamente haste 20 *C.

Afadir & m]l de la aolucién de Carrez T {34(3}.3.3.) ¥
agitsr durante un minuto. Afadir & continuscidn 5 mi
de molucién de Carrez II (3&8{a}.3.4.) y agitar de
nuevo, durants un minuto.  Completer &) valumen con
agum, homogenelzar y filtrar. ©i el filtrade no asts
perfectamente limpido {lo que es poce frecuente],
valvar s comenzar el anflista empleando una cantidad
mayor de lae volucionge de Carrez I y II, por =jemple
10 m1.

Madir & continuacién e! poder rotatorio de la solw-
cidn en un tubo de 200 mm mediante un polarimetrc o
un sacarimstro.

Aa{n).4.3. Determinacidn del poder rotateric (PY o 5} de las
aumtencian salubles en el etancl wl 40%.

Fesar, con precisifn de 1 mg, 5 g de la muestrs, in-
troducirles en un matraz sforads d« 100 ml y afiadir

B ml pproalmadanente de etenol [ia),3.5) {v. ob-
gervaciones Jaia) . £.2). Deiar 41 matraz en repoas du-
raste 1 hora a temperatura ambiente; a lo largo d=
este lapsc de tiempo, progeder T vec#s A unE agita-
cifr endrgicea de forma gue la toma de muestre esté
bier mezzleda cor #1 atanol. Llevar despuds & volmen
can el etanol {34{g).3.5}, homogenelzur y [iltrar.

Introducir medisnte plpetm 50 ml del filtrade {=2,5 g
de la muestra)] en un erlenmeyer de 250 ml. Afiadir 2,1
mi. ARmdir 2,3 ml de Geido clorhfidrico (24(w).2.L) ¥
agitar energicesmente. Ajustar un refrigerants a
reflujo al erlenmeyer y sumergirio en un bafio de agua
hirviendo. Deapuén de 15 minutos exactamente, retirar
¢l srienmeyer del baflg, tresvasar au contenide & un
mairgz sforeado de 100 ml levando con un poco de Agus
fria y eantriar hasta 20 *C. Defecar & continuacidn
crn ayuda de las meluclones de Carrez I (34(al.3.3.)
¥ Carrex I1I i34{al).3.a}, completar B volumen con
agua, horogzenecizar, fillitrar ¥ madir e1 poder rotato-
rio como se indica en 34(a}.4£.2., phrraZos aegundo ¥
tercera-

34(a}.5. CALOULOS

El contenido en almidin &o % de muestra se obilens mediante las
piguiantes fdrmulan:

34lat.5.1, Mediciones s=fectuades ¢em polarimetio.

2000 (P - £
£ de almiddn = ————- -
priekd
(a
4]

slendo:
P = poder rotateris toval en gradoe de arco.

P = poder rotatoric en grados de arco para lae sustencias solu=
bies =r etanal ai A0K.

20
{of i = poder rotatoric especifice del almidén pure. Loa valoras
o convencionales admitidom pare dicho factor won lom si~

gutentes:

+ 185.9%: almidin de arroz.

+ 1B5,4%: almidén de patata.

+ 184 6°: aimidén de mafz.

« 1B7,77: almiddn de trigo.

+ 181,5%; almidén de cebada.

+ 152.3°: almidén de mvena.

+ 3B4,0°: gtros tipes de almidbe, asl como mezclan de al—

midones de log pisnses CoMpULESTOB.
34(a}.5,2. Mediciones efectusdes mediante sacarimelro.

2000 (2K x 0,565} (8-5"} 26,68 (S=5']

% de almidén = . =
20" 100 20 "¢
fof } (ot )
o o
siendo:
5 = poder rotataris total an grados cacarimetrom.

8§ = pcuer rotatoric en gradeos sacarimétricos cade por las ous—
tangius solubles en el stannl al 40%.

M a peso en p de pacarosa en 100 ml de agua dande, bajc un eo-
pesor de 200 mm, un poder rotmtoric de 100® pacarimétricaos.

16,2% para los sacarimetron franceaca.
26,00 pare los sacarimetrop alemenes.
20,00 pars los sacarimetroe mixtos.

200
(st} = poder rotatoriy sepecifice del almiddn purc {3a{a).S5.1}
n

La diferencie entre los reasultades de dop determinacicnes
prralelnn efectusdss anbrs una miEma mueBtra no debe exce-
der d#] 0,4 en wvalor mbeoluto para lop .contenidoa en almi=-
dén inferiores al a0%; 1i,1% en valor relativo para lsa con-
tenidos en almiddn igueles o superiorem al 40%.

34{u}.6. OBSERVACIONES

347m).6.1. Cusnds Ia muentra rontenge man del §% de carbonatos
calruladoa en carbonato de caleie, 4&mtom daben ser
destruidos mediwnte un trotemicnte con avuda de una
canticad exactamente apropimda de¢ fcids aulfirien di-
luido, antes de 1w determinacidn del poder rotatoric
total .
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z4{a}.6.R. En a! case de lpe productos de elevado conlenido en
lactopa, teles comdo el polve de auwero lactico o de
leche descremada, proceder come rigue despuds de la
adicidn de las B8C ml de atancl (347a).3.5). AJuptar
al matraz ur refrigerante de reflujo, sumergir =, ma-
traz durante 30 minutos en un baifo de agea a S0 *C.
Nejar a cantiruacibn enfriar v seguir con el ardlisis
tal coma se indice ern [32(a),3.%9).

34{m).7. REFERENCIAS

Tercera Directiva de l& Comizién de 27 de april de 1572, [72/189
JCEE). piaric Oficial de las Comunidades Europeas ni L 120 ge 28 de mayo

de 1572,

34{h). ALRIDOW
{M&todo de la pancreatina)

34(b).1. PRINCIFIO

.05 azligar#E presentes en la muestra son eliminades por extrac-
c18n con etancl. El almiddr del residuc de extraccidén es sacarifisade por
la pancrentina. Leog aadcares son hldrclizados por el acidy eclorhldrico, ¥
la gluryga formada ¢x valorada por el métods de Luff-Schoarl., ba cantidad
de glucosa obtenica multiplicada por un factor constante di e] contenido
en almidér e 1a musstrs,

El método permite determinar el centenide en alrmidén y productos
de mu degradacifn de slevado peso moiecular en los alimentos que contia—
nef. peladuras, pulpa, hojas © cuellos deascsdos de remglacha, pulpa de
patata, levadures deshidratadas, producteos ricoes =n lnuline {par ejemplo
fracciones ¥ harina de chufee ¢ de patacan). La valorasifin debs ser rea-
lizeda sélamente cusnde el exdnen nicroscépice indice la presencia en la
muestra de cantidades mpreciables de almidén.

F4ib).2. WATERIAL Y APARATDS
34{b).2.1. Extractor (Ver #Figura nd 1) que 8® compone da:

34(b).2.1.1. Matraz erlaneeyer de 500 mi de cuello
large.
34{b}.7.2. 2. Refrigerante de refjuje sdapiadc al ma—
traz erlemmeyer.
A4{bj.2.2.3. Varille corrediza sltusda en el tubo
central del refrigermants popyiata de un
gancho en su extremidad fnferior y una
pinza pareg fijar la varilla.
34(b).2.1.4. Cestillc mathlice, deatinado a ser suys
pendids  del ganche de  la  wvarilla
(34(h}.2.1.3.1 ¥ a moportar el erimcl
Filtrante {34(kB).2.1.5.}.
34{b).2.1.5. Crieel de placa filtrante, dimenmidn
méxima del porc: 90-150 micrometre (por
alemplo G 1}, de wproximadamente 3G mil
de capacidad.

3alki.2,1.6.Flltros de pazpel de formata adecuade al
¢risal riltrente (34({bJ2.1.5.).
34ib], 2.2, Estufa de incubacidn regulada m» 35 "8,
A4(b}.2.3. Matraces aforadas de 200 Al con bocu esmerilads ner—
malizada ¥ refrigerante de reflujc.

34f{b).2.4. Matracep aforadoms 100 ml &0n hoca eemerilads horma))l-
zade y refrigerante de reflujo.
A4ih) .3, REACTTIVOS

34(bk). 3.2, Etancl 90% (¥/V¥) neutro m la fennlftmlefna.

34{b).3.2. Alcohol n-amflico p.a.

34(b}.3.3. Tolueno p.a.

Aa{p).3.4. Solucidn tampSn: Disclver eon agus 9,078 g d¢ foEfato
monopotheics WPO Hz ¥ 11,876 g ae fosfato disddico
dihldrate NazPﬂ;h - ?Hzﬂ. Completar & un litro con
agua. .

34(b}.3.%, Solucién de cleruro de modis: O, 2K.

34{b).3.6. Solucifn de Carrez !: Disslver en agua 21,9 g de ace—
tato de cine dihidrate Zn{CH 60012 . 2H20 ¥ 3 g de
fclde acftico glecinal, Complatar a 100 ml“con agua.

34{b}.3.7. Solucién de Carrez II: Disolver en aghe 10,6 g de fe—
rroclanuro potésice trihidrato K4 {Fe (CNJSJ 3H20.
Completar & 1400 ml £on mgua.

34(b).3.8, Acido elorhfidries IN.

4ib).4.

34701.3.9,

34{B1.3..0, Sclucidn de hidréxidn de acdin p.a.

LETLA - I I

aibya,1E,

34!%).3.13,

pc.de clorhidrico p.a. aproXimadamente BN, (d=1,125},

aproximadamente
iCH (dm 1,33).

Irdicadar. Selucidn de naran’s d¢ metile &l O I%
LT
Pancreatina pulverulenta regpondlende L} las

prescripotiones datlas en (34(b).6.2.).
recipientee cerrados,
humedad,

Cons&rvar en
prategidos de 1z luz ¥ de la

Renctivn de Luff Schoorl: Verter ag!tande culdadesa—
mente la amclucién de Acido citrieo [34(5}.3,13.,2.}
L la Bolucidn L] carbonato de wodia
{24(b!,32.13.3.), AMadir a continuacién la molucién
de mulfmto 4e cobre {34{p).3.13.1.] y completar ham—
ta un litro con ague. Dear reposar une noche y fil-
trar. Controlar ie normalidad del reactiveo wel obte-
nida {0,1N Cu, 2N Naacoai_ El pH sarf ¢s 9,4 aproxis
madamenta.
34ib)1.3.13,). Solucidn de Sulfato dt cobre;

Disclver 25 g de sulfnts de cobre pen-

tahidrato p.a. CuSDn.SHZC er 100 ml de

HFUE
34(b}.3.13.2. Snluclhn de Acido citrice:
Diaclver 50
deats p.a.
AU .

g de Acido citrico monohi-
R 1
Csﬁed?.ﬂzo en 30 mi de

34(b),3.13.3, Solucién de carboneto de sodic:
Disclver 143,68 g de carbenato de acdio

anhidro p.a. =n 300 nl aprowimadamsnte

- de Ague caliente. Dejar enfriar.
34i(b).3.14. Grﬁnhlos de piadra pémer harvidos con hcids clorhi=
drigo lavados con agua ¥ depecados.
A4(k;.3.15. Solucifin el 3% (P/V) de yoduro de potasic p.a.
34{b).3.16. Acido gulfiirice aproximadamente SN (d= 1,18,
24(E1.3.17. Solucifin de tiogulfets de wodic O,1N.

34{6).3.18.50lucibr de almidén: ARadir una mezcla de & g de ale

midén soluble en 30 nl de agoa, & 1 litro de agua
hirviendo. Hecvir durante 3 minutoe ¥ luege d=jar en-
friar. Preparar inmediatemente entez de su eqplec.

FPROCED LKTENTC

34{bl.a.1.

34a(bl.4.2.

3afp).4.3.

Preparacidn de la musstre:

Moler la rueslra de manera que nase totalmente & tra-
véps d« un tamiz de mallae de 0,5 mm.

Extraccidn:

Fegar, con la precieidén de 1 mg, 2 g de ousgtra & in-
troducirles en un crisol filtrante (34(B).2.1.5.],
cuye fonde ha mide previamente recubiertc con papel
de  filten (34(b})2.1.6.) humedecido con  etanol
(34f5).3.1. 0. Introducir en =] matraz erlenmeyer
{34(b).2.1.1.} 55 ml de etancl (35(p).3.1.) y algunos
grinules de piedrn pSmez (34lb).3.14.). Situsr el
crisal filtrante en L3 ceatilla metAlice
[34(B1,2.1.4.], y suspenderlo de! gancho de la vari-
11a t24{b).2.1.3.), S5ituar el refrigerante scbre el
metrag errlenmeyer y bajar ia varille de forma gue el
fonde del ecrisol sobresalga de la Euperficie del

etancl. Filjer lg varille s €5Ta RICUCE COO LB AYUDA
de le pinza. Lievar el etanal & ebullicién y mante-
nerlo durante 2 horas. Dejar eofriar o continuacibn ¥
elevar la varilla {(34{H).2.1.3.) de forma que Be ale-
ve &l eriacl ian alts como oea posible en &l matraz
erienneyer. (estaparle con cuidade y dejar cmer 45 ml
de mgua a lo largo de ls pared del erlemmeyer. Colo-
eat d2 nuevo ¢l refrigerante sobre el ratraz ¥ mante-
rer el griasl filtrante a 10 cm del nivel del liguie
do. Llevar este }ijuide & ehullicidn ¥ mantensrlo ani
3 horas, EInfriar inmediatamente, abrir el matraz ¥
retivar el crisol del ceatillo.

Sacaririceacién o hidréliaie:

Situar el erigol filtrante en un recipisnts vaefc ¥
devecar per aapiracién. Depositar el residuo de ex-
teacciéo en un  morterc y triturar finamente. Trae-
vRaar cuantitativamente ¢) polvo con ayuda de 60 ml
de agusa aproximademente p un matrez redondoe aforado
de 200 ml esmerilade noaramlizads y afindir algunas go-

-y Lame
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34{bj,.4.4,

34{b).4.5.

Ag{n}.5. CALCULOS

tas de alcohal amflice {3a{p).3.2.). Ajustar al reci-
pilents un refriperants de refluio. Calentar & ebulli-
218n ¥y manterer aef dursnte une hera, A guntinuacién
enfriar vy Jesconeciar el refrigerante. Afadir 25 ml
de molurién tampfrn [34ik}.3.2.} ¥ 250 mg da pancreti-
na {(34i{p}.3.12.; 2,5 ml de sclucldn de clorure sddiceo
(2a¢b}.3.5.) de 10 gotas de tolusmo.  Agitar gdurante
dos minutcos, Eituar el recipiente en la estufa de in-
cuome1dn (34fE}.2.2.1 y mantensrle durants 21 horas,
agitands de wez en cuands. A continuecidn dejar en-
friar 8 temperstura umbrjents.

Afadir 5 ml de snlucifin oe Carrez I {A4(b).3.6.) ¥y
agitar durante 1 minutc. Afiedir a continuacifn 5 ml
da golucifn Carrez II {34(b].3.7.] agiter de nusva
durante un minuto, Completar sl voiumen con agua, ho-
mogenefzar ¥ Filtrar. Tomar con pipeta EO ml de Fil-
trode ¥ ilevarlos 8 un recipiente aforado de 100 ml.
Afadir algunes gotas dal indjcador {34{b}.3.1L.) ¥
acidificar con décide clorhidrico BN {34(b}.3.9. hasta
que vire a rojo, ARadir & continuacidn 6,25 ml de
Acido clorhfidrico 8N, en exceso {12,5 ml! si ee actda
sobre 100 ml de filtrado). Acoplar e} refrigerance de
reflujn al recipiente, poner la aplucién a ebullicisn
¥ mantensrla durante cne hora. Dejar enfriar, neutra-
lizar econ  le melucifn de hidréxido addiec 1OW
{34{b}.3.}0.}) hanta gue vire o amarillc el indicedor.
Acidificar a continuacifn ligeraments afiadiendc un
poct de Aside clochidrice IN {3a{h).3.3.}, completar
&l volumen <ok agua ¥ homogenelzar. Determinar &}
contenido en glucose con =1 método de Luff=Schoorl
come Aae indica an [34(h).4.4,}.

Yaloracién segan Luff Schoorl:

Tomar con pipeta, 25 ml de reactivo Luff-Schoorl
(34(k;.3.13.) y llevario s un erlenmeyer de 300 ml;
afiadir 2% ml, exwctamente medides, de lw soluciin ob-
tenlda en {34(k). 4,3, conteniente un mdxine de 60 og
de glucoaa. Afadiy doe trocitom de piedra phmay
{34(b}.2.14.], calentpr, agitandos 2 mang, achra ung
lleme libre de una alture media, hasta que el liquido
eetd scmetido a ebullicidn en dos minutor eproximeda—
mentes, Situar inmediatamsnte &l arleanmeyer mobre una
tela metAlica econ dimco s&n amianta dende ee ha hecho
uns sbartura de aproximedamente 6 cm de didmetro, de-
bajo de la cuxl =e ha encendido previaventis una lla-
na, Fstn ss regule de forma gque aplamentes as calisnte
el fondo del matraz. A continuacldn adaptar un refri-~
gerants de refiuje al matrar. A partir de epte momen-
to someterlo & ebullicidn durante dier minutos =xac-
tamenta. Enfriar inmedistamente &n agua fria y des-
pufs de cinco minutos epraximadamente, valorar como
slguse:

Afindir 10 ml de sciucifn ds yodure de potasic {3a{h)
3.15) e inmedistamente con precsucifn {en rardn del
rigege de formacisn de wsspums abundant=), =afedir 25
ml de Boido mulfdrico &N {34(b).2.16). ¥alorar = con-
tinuacidn con molucidn de tigsulfate de sodic O,LK
{34{p}.3.17), hamta lp sparicidn de ona colormcidn
amarillia sueve; afiadir como indicador la sciucifn de
alnidbn (34{5}.3.18] y reslizar ia valoracldn haste
el finml.

Efectuar le misma valoraciSn mcbre unm mezcla exac-
tamente medids de 25 mi de reactive Luff-Schoorl
£34(b).3.23) ¥ 25 n} de agua, despufs afadir 10 ml de
solucidn de yoduro potésise {34(h}.3.15} y 25 ml ae
&cido sulfidrice BK {34(h}.3.16} ain poner & ebulli-
cibn.

Enzeyo en bBlanco:

Efectuar un ensaye en blanco aplicando el modo
cperative destrito en 34(b).4.3. ¥y 34(b).4.4, en au-
aencia de la mueatra.

Establecer con la ayude de la tabla adjunte la cantidad de glu—

cOMA en mg correppondisnte a la
dom valoracionss (esxpresadas en

diferancis entra los resultados de las
ml de tigsulfate de sodic O.iN) gue se

refieren vantc & 1B muestra como Al sneayo en blanco.

ElI contenide en almidin expremsdoc en porrentaje de la musstra
viene dade por le wiguiente Tormuals:

£n las gue:
a = mg de

b= mg de
34{d).

0,72 {a - b)

glucnss en la muestra.

glucoss en el anpaye
€.2].

en blance (Yer ohasrrvacisn

34(h).6. OBSERVACIONES

Fa{n).6.3.

aath).6.2.

La presencia simultAnen en ta muestra de almidén par—
sialmente dextrinede y de lactosa puwden dar lugar &
ur resultado con un exceso de 0,5 a 3% de almaadn. En
este rcaso, e! cootenide real en almidén se obtiene
come Sigue:

u} Betarminar el contenide en azlicarss ceductores del
sxtracta scmndlico obtenido en {3d{b).4.2) y ex—
presar el rescltade en porcentaje de gluccea.

v

Determinar ¢l contenido en lw musstra de azdcares
reductoras,  salubles an AgUA ¥ eEpresar el reaul-
rado en % de glucoma.

£} Restur el repultade obtenido =n a) del ootenids en
bl y multiplicar la diferencis por 0,9.

4} Reatar =1 valor obtenido en ¢! del contenide en
gimlddn gbtenido por la mplicacifin del método ¥y
caleulario como me indica en [35(B).5).

La cantidad de glucoes en o) ensayc en blance ss noe-
malmente de 0,26 mg ¥ oG puede ser supericr a .50
mg.

34(k}.6.3. Preacripciones concernientes & la Pancreatina.

Aapects fimice: Polve blenco amarille, amerfo.

Contenide er glucose: La cantidad de glucose del ensa-
yo #n blanco {ver 24(b).4.5) normalmente es de 0,25
mg., Un resultado supericr a 0,%0 itndica que la pan-
creatina no se pusde utilizar.

Contral de consimo de iodo: Poner en suapsnzidn 62,5
mp de pantreatine en 50 ml de agua y llavar a 2530
*C. Afiadir 1 ml de solucidn de ioda O,1N. Reravar du—
ragte 2 minutos. Valorar con une sclucidn de tiesulfa-
to de amodio 0,18 {34(L).3.17.]) en prevencia del indi-
cador de almigdn. El consumc de sslucldn de lodo por
Ta pancyeatina no Zdebe pasar de 0.5 mi.

Control de la activided amllelitice; Mezclar 10¢ al de
sclucidn de wimiddn (34({0}1.3.18.1, 5 ml de la splucidn
tarpdr {38{b}.3.4.1, ©,5 ml de la solucidn de clpruro
abdice {(34{b).3.5.} ¥ 62,5 mg dr pancreatinh. LA me2-
¢l se galienta m 2530 *C ¥ se remueve durente 2 mil-
nutos. Luego se afiade 1 ml de aslucidn de iodo O,1IN,
La coloracién arul dabe desaparessr pntes de los 1S
minutes que alguen 8 la mdicidn de la Balucidn de io.
da.

M{n}.7. REFERENCIAS

CEE}.

Quinta Directiva de la Comigin de 25 de marzo de 1974. {7&8/203/

Diario Oficial de les Comunidades Eurcpems n* L 10877 de 22 de
abril de 1974,

‘Tablia de vacres paray 2T m] d& resctive segGn Lufr-Schoorl

=l de n-es 03 0,1¥, 2 minutos de calentamiento, 10 minutom de ebullicién

| anszoa Gluecsaa, fructosa, Lactcan T ¥l toem
[ - E azﬁc;r;n énvertidou CIEHZEOLI E CLZHEZOIl
; 471276
mL i omp [ diferencin ng diferencia mg | difer,
b i 1
1 I 2,4 H 2,4 3.5 Az 3,9 3,9
2 I a,B ! 2.4 7,3 3,7 | 7.8 3,9
3 b7,z | 2,5 11,0 3,7 | 11,7 3,9
4 a7 | z,5 14,7 7 | 15,8 4,0
1) |o1z,2 | 2.5 18,4 3,7 | 18,8 1,9
& }o1a,7 ! 2,5 22,1 3.7 23,5 4,0
7 Foav,2 ! 2,6 | 25.8 3.7 27,5 4,0
a | 19,8 ! 2,6 29,5 3,7 3,5 | 4,0
9 po22,4 ! 2,6 33,z 1,8 25,5 | 4,0
i | 29,0 H 2,6 37,0 EN-J 29,5 4,0
11 I 27,6 ! 2.7 40,8 EW:! 43,5 4,0
iz fo30,3 i 2,7 44,6 3.5 47,5 4,1
13 [ 33,0 : 2,7 | 28,2 3.8 51,6 a,1
12 [ 38,7 i z.8 52,2 2,8 55,7 4,1
| 1% | 3&,% H 2,8 55,0 3,9 59,8 4,1
16 | 41,3 i 2,9 59,3 3,9 | 63,9 4,
17 | 44,2 [ 2.8 63,68 3. | &8,0 £, 2
13 [ 47,1 3 2,9 &7,7 | &0 | Tar 4,3 |
19 50,0 I 3,0 71,7 | &0 | 78,5 4,4 |
20 | ®3.0 1 3,0 75,7 | 4,1 | &O,8 4,5 |
21 | s&,0 b 3,1 79,8 | 4,1 | BS54 4,6
22 | s&,1 3 5,1 a3,z | 4,1 | 90,0 4,5
23 | 6z.2 1 88,0 | P 34,6
| ; ] t |
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Fipura n® 1 {34{k;.2.1)

35. ACTIVIDAD DREASTCA DE PRODUCTOS DERIVAINES DE LA S0JA

A5.1. PRIRCIFID

Lle prusba permite determinar lp actividad de ureass de loe produc—

tos derivados de la aoje y poner en con®scuencia de manifiesto le coccifin
insuficiente de dichos productcs.

La actividad urelelica se determina por la cantlded de nitrdgenc
amonincal liberado por 1 g de prodocte #n un minute, & 30 °C, a partir de
una solucifn de ures,

35.2, RATERIAL Y APARAYOS

35.2.1. Aparato de wvaloracidn potenciométrica o pH-metrs muy sen—
sible (0,02 pH), con agitador magnbtico.

35.%.2. Hafio de Agum proviats de un terwomtato reguledo & 30 °C
exuctansnte,

35.2.3, Tuhos de enaays de 150 x .18 Mm, Con tapones ssmerciladon.
35.3. REACTIVOS

35.3.1. Acido clernidrico O,1N.

35,3.2. Selucifn de hidréxide de modic O, 1N,

35.3.3. Seluciédn tampén de forfatos 0,05 M conteniendo 4.45 g de

hidr&geno fosfatoc de scdio dihidrato (Na HPO AH_ O ¥

3,40 g de AihldrSgens fosfats de potasic (?lt}lzﬁja'} an 1.000
mI.

35.3.4, Bolucién tamponade de uree, preparsds recientemente, con-

teniendo 30,0 gz de urea por 1.060 ml d¢ wolucisn tempdn: pH
5.9 - 7.0,

a5.4. EOC!DIR‘IKII‘I’O

moler 1G g aproximedamente de la muestra, de forma que peee a tra-
vés de un tamiz de mallas de 0,2 mn. En un tubc de ensaya (35,.2.3) pesar,
con precisién de 1 g, 0,2 g de lg musstre molida y piladir 10 mi de la
solucién (35.3.4}. Tapar inmediptamente y agitar vigorosamente. Llever el
tube al bafe de Aagua {(3B.2.7) y dejarlo durante treintn mioutos exactua-
mente. Tnmediatamente despuds, afiadir ¢ ml de dcide clarbidrice 0.1
135 _3.1), enfriar rdpldamente a 20 *C tragvesar cuantitatlivamente el con-
tanido del tube 8 ur recipients de veloraciér, lavando dos vecee con § ml
d¢ mpua. Valorar inmediatamente y cor rapidez por medio de unw wolucldn
de hidréxide de scdic 0,16 {35.3.2} por potencidmetre, utilizands e¢lec-
trode de vidrio hasta pH 4,7. Efegtuar une prusba er hlance, operando <o-—
mo me indice & eontinuacian:

Introducir répide y sucesivamente en un tube (35.2.3.) una alicuota
de la muestra d& €,7 g, pesada con precisidn de 1 mg, 0 ml de dcido
clorhidrica 0,18 (35.3.1.) y 10 ml de =sclucifn temponada de urea
[35,3.4,}. Enfriar inmediatamente =1 “ubo en agua helada y dejarlo trein-
ta minutos. Trasvasar a contiouacién, en las condiclones indicadms ante-—
riormente, el contenido del tubo al recipishte ¥ valorar per medio de la
eclucibdn de hidréxido de sodio 0,1N (35.3.2.1 hasta un pH 4,7,

35.5. CALOULOS

La actividad urtfsica viene dads por la férmula:

mg, N L4 v,V
______ A D ee———————
g minuto 0 . F
Siendo:
V., = Volumen, en ml, de apiucidn de hidrixide de sodic O,1N con-

pumidcs €n 2l anAlisis.

It

Volumen, =n ml, de solucidén de hidrdxide de scdio O,1NW tonb-
suntidon por la prueba en hlanco.

P = Peso d¢ la mueptra en g.
35.6. OHSGEAVACIONES

36.6.1. El método rx adecuada pare una activided urcéelga que pueda
alcanzar 1 g de N/g por minuto a 30 *C, Para productos min
activea, la allcuota de la musstra puede reducirse haata 50
mg.

d%.6.2., LoE productos cuye contenido en mateérlme gragsas brutas so-
brepass 4«1 101 deben haber aide desengrasedos previamente
en fria.

35.7. HEFERENCIAS
Frimern Directiva de 1 Cominién de 15 de junio de 1571, (7172507

CEE). Diaric Oficial de las Comunidadep Europess né L 158 de 12 de julic
de 157].

36. GOSIPOL LIBRE ¥ TUTAL

M.}, PRINCIFIO

El mftodo permite determinar el gosipal libre, el goeipnl tatal y
lae pubstencias de conatitucidn guimicamente parecidas derivadas del go-
Biptl, pressntes #h lag semillase, inss ¥y tortam de algoddn, msf como
en los plenacm que los contengan. E1 limite inferisor de la determinnciin
es de 20 mgfwg.

Fl gosipal ae extraes en presencia de 3-prino-l-propancl, ym ses me—
diante una mezela de lso-propanal y de hexans para la determinacidn del
posipol libre, ya sen por ls dimetilfornanida pars la determinaciéin del
gosipol total. El gomipol se transforma medimnte anilinw en goslpoi-dia-
niline, cuys abrorbancis se mide & 440 nm.

36.2. WATEATAL ¥ APARATOS
36.2.1.

Agitedar (de vaiven): alrededor de 35 gecilaciones por mi-
auto.

A5.2.2. Fapectrofatfmetrg,
36.3. HEACTIVDG

35.3.1. Mezcla imopropancl-hexans: mezclar E0 partsa en volumen de
isopropancl con 490 partea eo volumen de n-hexano,

Disclvente A: Cepositar en un matraz aforadc de 1 litre,
500 wml aproximadamente de la megcla iappropancl-hexanc
(36.3.1.7, » ml de J-amino-l-praopencl], 8 ml de Acido ac&ti-
oo glacial ¥ 5C ml de agua. Completar el velumern mediante
Ja mezrcle de iwopropancl-hexanc (36,3,1.). Dicho reactivo
ed estable durants una semana.

36.3.3. Diselvente B: Deposltar mediante pipeta #n un matrar pfaca-
da &n 100 ml, 2 ml de Famino=l-piropanol y 10 ml de dcidc
wcltico glacial. Enfriar e la tesperaturs ambiente y com-

AT,
[
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3.3.4.

35.3.6.

plerar Bl veolumen mediente ia N, N-dimetiiformamyda. LUichs

reactivo o8 eeteble durante une asmane.

Anllina: 5i ia abaorbencia de la prustha =n blenco excede da
0,032 deatilar la anilina pobre polve de £ine s)liminasds
las fragciones primers ¥y Oltime del 10% del deatilado. Ente
reactivo en frapco tapedc de vidrio topacio ¥ en #] refri-
grrador, 8e CONEETVA VAFIOD meses.

. Swlucién patrdén A de gosipol: Colocer en un matraz aforsdo

de 2530 ml, 27,9 mg de acetato de goBlipol. Dieclver y com—
pietar al volumen por el digpglvente A {30.3.Z2.). Introducir
con pipeta %0 ml de dicha selucidn en un metraz aferado de
250 ml ¥y completar s volumen can el dimolvente A. La con-—
centracidn en goeipol de dicha solucién ep de $,028 mpiml.
Pejur repoeer durante 1 © @ g temperatira mobjente, antes
e au empleo.

Solucidn patrdén B de geaipol: Ceolocar en un metrsz aforade
de 50 ml, 2¥.9 &g ue acetato de gomipol. Disolver y comple—
cer o volumen mediante el disclveate B (36.3.3.). La con-
centrecidn en gosipol da dicha molucién =e de 0,5 mg/mi.

Conaervaden . abrigo de 1a luz las soluciones patrdo A v B
de gostpol se mantlienen eatables durante 24 horas,

3G.4. PROCEDINIINTC

36F.4.1.

3E.4.2.

H.4.3,

Tomn de muestras.

La toma de muestias epil en relacidn con el supuesto conte-
nigde wn gomipol de lu muestra. Es preferibile operar sobre
un& pegusila toma de muestrax y gobre una parte alicucta del
filtrado relativamente importante, de forma que ne obtenga
una cantidad de goalpol sufirisnts pars efectusr uRa Medi-
cidn fotométrica precisa. Pars la determinecidn del gesipol
libre en lam aemiilms, harines y tortme de algedsn, la toma
de mussatrea ne debe exteder de ] g;
puestos podrd mlcanzar los S g, Una parts alfcuots de 10 ml
de Filtrado = auficiente en la mayorfe de loe caecs; debe—
ri contener de 50 a 100 microgramoe de gosipol. Para la de-
terminacién  del gosipol total, la tomsa de muestras  podrd
verigr de 0,5 & 5 g con el fin de gque uns parte elicucta de
2 ml de filtrado contenga de 40 n 200 microgramon de gomi-
pal.

El wndliaie debe ezfectusarse a uns temperatura ambiente cer—
cene & log 20 °C,

Detarmingcldn del gomipol lipre.

Introducir la muesira en um matraz de boca esmerilada de
250 ml, sue fonde eaté recubtiertc de perlam de vidrio.
Aladir con pipete 50 ml de gdigolvente & [36.3.2.}, tapar =1
matraz ¥ mezclar durante 1 h en el agitador, Filtrar en se-
co ¥ recoger =l filtrado en un pequehc matrar de cuello es-
merilado. A lo largo de la filtracién, recubrir el embudo
coh un vidrio de reled. Introduclr con pipata respectiva-
mente en dom matraces aforedos de 25 mi {A y B} unam partes
alicuctas itdéntices. de filtradso gue contengan de SC = 100
microgramne <e gosipol. Completar si fuera neceaario, el
volumen & 10 ml can s ayuda del disolvente A {36.3.2.7
complatar aeguidamente al volumen 21 contenids del matraz
{A} mediante le mezcla isopropancl-hexanc {35.3.1.}. Dicha
rolucién es empleard como golucidn de reaferencia para 1a
medicidén de la malucién de la muestra.

Introducir con plpeta 10 ml del disclvente A (38.3.2.) res-
pectivamante 4 otros dos matraces aforedos de 25 wl (¥
D). Completar m volumen &l contenido del matraz (G} medimn—
te le mazcla ipopropancl-hexenc {(936.2.1.). Dicha aslucién
se empleard como solugifin de referencia para la medicién de
in anluzién de la prueba en blanco.

Afladir 2 ml de anilina {36.3.4.) reapectivacente sn los ma=
traces {B] ¥y (§). Calentar durante 30 minutos seobre un bafio
de agus hirviendo para dessrrollar el coler. Refriperar a
lIn temperaturs embiante, completar a volumen mediante la
mezcla imcpropancl-haxene (356,.3.1.), homogeneizar y dejar
rapogar durante 1 b,

Teterminar mediante ¢l espectrofotdmetro & 449 nm en cube-
tas de ! om la ahsarbancia de la sclucién de la prueba en
blanco (D) en comparacién con i molucidn de referencis (G}
¥ 1lm absorbencia de le solucidn de la muestre (8) en compe—
racibén con le selucidn de peferencia {A).

Reatar el wvalor de¢ la abasrbancie dx le poluclfn de la
pruebe en blanco de la mclucién de la muestra (absorbanciz
corregida), Caleulmr a partir de dicho valor el caontenids
en goeipcl libre tal como s+ tndica an 35.5.

Determinecidn del gosipol total.

Introducir una musdtra que contenga de 1 6 5 mg de gosipol
en un matraz aforado de %0 mi y afiadir 10 ni de digalvente
B (36.3.3.). Preparar simulténeamente una pruebe en blanco
introduciendo 10 ml de disalvente B (36.3.3.} en otro ma-

para loa pienacs cod—

36.5. CALCULOS

traz aforade de S0 ml. Cerlantar ambos matraces Jdurante 30
riputas sobres urn bafic de egua hirviendo, FRefrigerar a la
temperature ambiznte y completar el contenlide de cada ma-
traz & volumen con l& mez:zla isopropancl-hexano {38.3.1.%.
Homageneizar ¥ d&jer reposar durante 10 a 15 minutos; fil-
trar & continuasidn y recoger los filtrmdes en metreces de
boca eamerilada.

Llrvar mediante pipeta 2 ml de filtrado de la muestira res—
pectivamente a dom metraces aforadox de 25wl ¥ 2 mi del
Tiltrado de lz prueba en blanco respectivaments A& otroe dos
oatpaces de 2% ml, Tomar un matraz de ceds merie y comple-
tar loe cantenidom regbectivan & 25 ml sediante lz mezcla
iBopropanal-hexane {(36.3.1.). Estae sclucicenes @»e emplea-
rén comc seluciones de referenciae.

AMmdir 2 ml de amilirs (35.3.4.) respectivamente en lom
otros dos matraces. Calenter durante 30 minutos en bafiv de
ague hirviende pura desarrcliar el color. Refrigersr a tam—
peraturs ambiente, completar a 25 ml mediante le mezela de
ssnpropanal-hexano £35.3,1.}, homogenaizar y dejar reposar
durante t h.

Ueterminar la abeorbencia tel como pe indica en 36.4.2. pa-
& el gostpel libre, Celouler 2 partir de diche velor el
contenido en gokipol total fomo me indica en 3£.5.

El chlculc de los resaltadog puede hacerse & partir de la abeor-

hancia especificn {36.%.1.}

{36.5.2.7.

36.5.1.

o refiridndose & una curve de calibrade

A partir de las absorbancins sspacificas.

En las condiciones descrites, las adbsorbancias enpecifican

80n las siguientes:

1%

goelpol Jibre: El om = 625
1%

goewipol total: 51 _ &0

El contenido en geaipsl libre o total de la muestra estéd
dade por le siguiente férmuia:

A . 1280
gomipol X - —
1%
El cm P8

an in que:

A = phsorbencia corregida, determineda come ee indica en

36.4.2.

p = Pemo de la muestra en g.

8 = Farte alfcuote del filtredo en al,

3.5.2.

& partir de una curva de calibrado.
3.5.2.1. Goeipol libre.

Preparsr 2 meries de 5 matraces aforades de 25
ml.

En cads serie, introduclir medisnte pipeta en las
matreces unos volimenas respeactivee de 2,0 - 4,0
- 6,0~ 8,0y 10,0 mt de la solucidn patrén A de
gosipol {36.3.5), completar a 10 m) ¢on el dimgl-
vente &. Completar cada serie sadiante un blange
conetitulde por un matrar aforedc de 25 ml que
contenga Gnicemente 13 9 ml  de  disclvente A
(96,320,

Completar a 20 ml el volumen de loe matraces de
la primera =erie [inclufdo el blance) mediante la
mezela laspropancl-kexsns (36.3.1) {serie de re—
ferencial.

Afiadir 2 mi de anilina (36.3.4] en cade matras de
in regunda serie {incluyendo el blanco. Calentar
durante 30 minuTos en un baflo de apus hirviendo
para desarrollar s! solar, hRefrigerar a tempera—
tura ambiente, completar el wvalumen mediante lg
mercle isopropanol-hexano (38.3.1), homagensizar
y dejrr raposar durente 1 h (geris patrén).

Determinar en lae candiciones indicadam an 36.4. 3
la absorbancis de las solucionee dr la peris pa-
trér en comparacidn con las moluciones correspon-
disrtes de la asrie de refarencia. Trazar gréfi-
camente Ia curva de calibrade poniendo lam sbsor—
bancies en relacisn con las cantidades G2 gomipel
len microgramos’.

W T
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36.5.2.2. Ggpipal totel

Preparar & matraces aferadeos de 50 ml. Intredea:r
en el primer matrwz 10 ml de éjpulvente B
[3€.2.3) v &n }los otros, respectivamente 2,7 -
4,0= 6.0 - 5,05 17,0 ml 40 Ya anlucifin patron B
¢e gastped 136,3.5}.  Corpictar 1 contenido de
cads matraz heste 10 mi con le arada  del
digclvente B (35.2.3), CUslentar durante 37 minu-
tos #n un bakho de agus hirviendo. Refrigersar a
temparaturg gzblerts, coepletar r o vrlume= wrdis=s—
te la mezclo iacpropancl-hexars [36.3.15 3 homo-
Esneizar.

Intreducyr 2,0 nml de dichas soluciones respecti-
vamente en dog tetiex de & matraces aforados de
2L ml, Completar & 25 ml &) corterido de joF ma-—
trases de ls primers serie medimnte Ie mezola de
isopropancl-hexanc ©356.3.1) ({serie de referen-

clat.

Afimdir 2 ml de anilina (536.3.4] en ceds matraz de
18 segunda serie. Tmientar durante 32 minutos en
un Pafic de pgua hirviende. hReflrigerzr o Lempera-
ture ampiente, completar a volumen medaants s
rezelp igopropanol-texanc (36.3.1:, homogeneizar
¥ dejar repesar durente 1 h {serie pstrénl.

Determiner =n las cendiciones indicadas en J6.4.2
s absarkpancis de les soluciones de la serte pa-
trfn en comparacidn con les soluciones Corresporn-
dientes de la gerie de referencie. Trazar grafi-
cam=nate la curve de calibrado poniendoc las absor-
tencias en relacidn con las cantidades de gosipol
ar. TiCTORTRNLGS.

La diferencia entre Jog resultados de dos deter—
minaciones parzlelms efectumdas achbre una misme
mueatra no dene exceder:

- del 1% %, en valer relstiveo, para loe conteni-
dos #n poeipol infericree & S0C mg/Rg-

- de 75 mg kg en vilor ebsolutc, pare los conte-
nidos comprendldos entre SOC ¥ 750 mpihg.

- del G %, wen vaior relative, para los conteni-
dar supariores 8 750 mg/kg.

3fi.6. EEFEAENCIAS

Tercera Directiva de la Comigisn, de 27 do abril de 1972, {72/15%
FCTEY. Dimrdo Oficial éde las Comunidadee Furopems n¥ L, 123, de 29 de ma-
¥o de 1572,

37. TROBROWMIMA

37.1. PRIKCIF1G

£l método permite determirar =@ contenido ern teotromine de los sub-
productos de transformacidn de sepillas de cacao. La techbromina se extrae
medimnts cloroformc,  El extracto se evppora & sequedad, s pone en aolu-
clén maruoaa y ae trete con un volumen detsarminade de solucidn de nitrate
de plete. £l #cide nitrico liberads a¢ tlitule por una scluciéin de hidrd-
xrde dr Bodio.

37.2. MATERTAL Y APARATOS

¥atraces de 50C ml de fondo piano y Lepén esmerzlado.
A7.3. REACTIVODS

37.3.1. Cierofeormo p.a.

37.5.€. Amonisco, ¢: 0,958,

37.3.3. Sulfate d¢r andic p.s., anhidro.

A7 2.4, Bolucidn de hidrdxido de endio 0,1N,
37.3.5. Satucifn de nitrate de plata D, IH.
37.3.6, EZolucldén etandlica &l 1% {p/v! de roioc de fenol.
37.2.7. Frer Metilica.
2A7.4. PROCEDINIENTD

Pesar, con precisifn de 1 meg, une alicucta de 11 g comc mAxime, gque
no contengn mAs ge &0 mg de teobreminm.  Introduzirls en un metraz de SO0
7] de fonde planc ¥ tapdn eamerilada, aflodir 270 ml de cloraforwe
13%.3.1.) ¥ 10 ml de anonlace (37.3,2.). Tapsr el matrsz y agitar enérgi—
cepmenta durante cince minutos. Adadir B ocontinuacién 12 g de suifato de
aodio anhidro (A7.2.3.], apgitar de pueys ¥ detar reposar hasth el dia aie

guiente, Filtrar en un erlenmeyer de SO0 M1 y laver el residuvo con 100 ml
de clercforre (37.3,1.}). Destilar £l desolvente 3 eliminar loe dltimos

regtos on ane bato de ages nirviende. Aecoper el swxtractc en 50 ml de agus
¥ lievar a epuliicidn.

kefrigerar, neutralizar exgctemente con le solucidn de nadrizide de
Eadre (3Y,3.4,] en prexencts ¢s Q.5 ml de eglugidén de ruze de Fenal
Afadir a contipuacide 2C ml de solucadn de nitrato de plate
. ¥alerar el fBcido nftrice libkerafo con fe sclucifn de hidrfxide
de wodig 137,3,4.7 hacte viraje del indiczadeor (oM 7,4).

37.5. CALCULOS

1 ml de WaDPH ,1N correspende o I8 mg de teobromina.
resultads en porcentais de la muestra.

Expresar el

37.6. OB3SERYACIONES

Los productos cuyo contenido en materiss grasss brutas exceda de 8%
duben zer previamente desgrasados por axtraccién curwnte meis horas con
#ter de petrdlec (b, 40 ).,

37.7. REFERENCIAS

Frimera Directive de ls Comnisidn de 1% de junzo de 1871, (71/250/
CEE}. Lisrio Oficial de les Comunidades Europeas nd L 15% g 12 de Julie
de 1971,

38. RETINGL {VITAMINA A)
38.1, PRINCIEXOQ

£l método permite determiner el contenado en retinol (Vitaming A}
0 piensos, concentradox y premercles. El l1imiete inTerior de deteccifin
g de 10.000 UI/Rg {1 U1 1guml a ©,3 microgramos de retinol) para los
pienacs furrtemente pigmentados ¥ de 4.000 Ul/kp pars loa demie produc-
tos. Los productod Ee clasifican g=gin su contenide supuesto en retinol
&0 dog Frupos:

Grupe A contenideR inferiorss a 2003.000 Ul/fkg,
Grups B: contenides iguales o superiorss s 200,000 Ulfkg.

La muerira 52 hidrcliza ean ealignte mediante hidrdxido de potasto
an medio etanflico ¥ en presencia de un pntioxidante o an satméafare de
nitrigeno. La mezcle se somete a extraccidn con l,2-diclorcetano. E1 ex-
tractoe ¢ evapara s seguedad y se redisuslve en éter de petrflao. La so-
lucidn ar ernmatopraffa en columns de Sxido de mluminis {patre los produc-
tes del Grups B, le crometograf{a sélo es necesnaris en ciertos camom}. El
retincl me determing por especirofotometria a 610 nm después de Isn abten-
cidn de un comiefo colorendc megin la resccitn Carr-Price, en el casc de
loa productos dal Grupe A por eapectrofotometris U.V. 8 325 nm en sl ca-
80 de los productos del Grupe B.

H8.2. MATERIAL ¥ APARATOS
A3.2.1. Bafio de agua.

38.2.2. Evaporador rotetivo s vecic con matraces redondos de dife-
rentea capacidades.

Columnae €ée vidric para cromatografla {long:tud. 300 am;

difmet;e interior: 13 mm aprox. ).

dB.2.4. Espectrofotdisretrs can Cubetas e 10 mm d= egpesor (de cuar-
2o poara medidas an UV, ).

38.2.5, Lémpara U.V. de 365 nr,
38,3, REACTIVOS

%2.3.a) Utilizados para el anfilisin de las productos de lom Grupos

Ay B.

38.3.a.1. Etansl del 96% (v/v).

38.3.2.2. Selucidn al 10% {p/v) d& sacorbats de smodie p.d.
& i38.3.a.3.}.

IB.3.a.5. Nitrfdgeno purificads.

38.3.e.4,. Solucidn al B50% (pfv) de hidréxidec de potasic

n.a.
38.3.6.5. Sclucidn de hidrfxido de potamio IN.

3B.3.8.%. Solucifn de midrdxlde de potecic O,8K.

A8.3.0.7. 1,2-diclorostans poR.

L. S.a. 8. Eter de peirdles, pure, intervalo fde ebullicién
30 = 50 *0. 51 es necepario, purificarlo come Bi-
gl!‘!! '
Agitar L.000 ml de éter de petrdleo con poreinnes

de D mi de &rige sulfGricc comcentradc hastae que
el Scide pearmanezce incolokro.

L3 Dnd
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Eliminmr el &ctde y laver =1 é&ter sucesivarente
con 503 ml de agus, dom veges con 250 ml de una
seiucidon el 10% de hidréxido de podis, ¥y tres ve-
ces con 500 mi de agua. Eliminar ila caps acuosd,
secar el £tar durants una hora sobre carbdn Botie
vo ¥ aulfpto de apdio anhidro, filtrar ¥ deati-
lap.

33.3.a.9. Ovido de aluminic estandarizade segin Brockmann,

Telcinar durente £ hores a 750 *C, enfrzar en de-
secadolr ¥y conserver en frasce de vidrio coler am-
bar, d4e tapdn ge rosce. Antes de cvtilizarlie =n la
cromatogralfie, numedecer como sigue: Intraducir
en un matraz de vidriv color &mbar 10 g de Sxido
de aluminic ¥ 0,7 mi de agum, tapar herméticamen-
te, ealentar 5 minutos en un bafic de Aagua hir-
viundo sgitando endrgicamente. Dejar enfriar agi-
tandc. Comprobar la actividad del Sxido de alumi-
rio am! preparads, analizando segin 38.4.2. ¥y
38.4.3. uma cantidad conocida de ratinel patsdn
{38.3.b6.4.7,

38.3.m.10. Owido de saluminic bieico, greds de actividad I.

38.3.a.11. Eter dietflico puro. Lliminer los perbxidas y lea
trezes de ague por cromatogreafls en columne de
6x1d0 de aluminic bésice [38.3.2.10.) {28 g de
éxtdo de aluminia pare 250 mi de #+er distflica),

3.d.8.12, Solucionsa de &ter de petrSlec (36.3.a.5.) con
4,8,12,168 ¥y 2% (v/v}  de édter dietilice
{38.3.4.11.).

3B.3.a.13. Solucibn de aulfure de sodie 0,5 M wn glicerina
del 70%, preparada & partir de Bulfuro de sodic
oA

38,3.8} Utilizadon exclusivemente para el anSlisis de los productes
del Grupo A.

368.3.b.1. Bencenc p.a., criemtalizable.

38.3.8.2. Clororferme p.2. Eliminar el etancl, el fosgeno y
lps trazas de agua por cromatopratis em coluwmna
de dxide de aluminio biaice [38.2.8.10.} (S50 2 da
Sxlde de aluminic por cada 200 ml de cleroformo};
conviens cromatografiar por segundes vez los 50
primercs ml del alufdo.

38.3.b.3. Heactivo segln Carr—Prive: Agltar 25 g aproxima-—
damante de triclorurc de antimonio p.e. {conser—
vade en demecader) con 100 ml de cloroforme
{238.3.0.2.) hasta eaturecidn de 1a mclusién. Un
pequefic deplaite de triclorurs de antimcnic oo
alters. Afadir £ ml de mnnldride acético p.a.
Conservar en congelador &n un framco de vidrio
Gmbar con tapfn de rosca. Eate reactive aaf con-
aervado es pateabie duranie varias semanes.

38.3.b.4. Aetinol petrén controlmdo par espectrafotomeiria.

3B.3.c) Utilizados exclusivamente para el andliszis de lon producton
del UGrupo B.

3#.3.c.1. leapropancl para cromatografia.
3A.4. FROCEDINIINTO
38.4,1, Hidrfliais y extraccidn.

Tomer una porcidn de ko musatre {inamente dividida, propor-
cional al contenido supuesto de vitamine A:

~ 0.1 a 1,0 g para loa concentrados (contenides supericrss
a 20.0060 Ui/jgl.

2,08 5,0 g pare 1pa premetclas {contenidos comprendidos
entre 400 y 20.000 UT/g).

- 10 m Z0 g para las wmezcles mineralen.
— 30 g para loe productes del Grupg A,

Introducirla inmediavamente en un matrar de SO0 ml de tapén
esmertlade,

Afiadir pucesivamente 40 ml Ae¢ etanol {38.2.a.1.)!, 2 ml d=
solucién de ascorbato de aodic (38.3.a.2.) 10 ml de Bo—
lugifin de hidréxido de potasic al SO% {38.3.8.4.) ¥y 2 ml de
solucifn de Bulfurc de eodic 0,5 ¥ {38.3.8.13.), Calentar
durante 30 minutos e 70-8D °C bajo refrigerante de refluje
¥ enfriar Al grifo. ARedir 50 ml de stannl {38.3.s.1.0 y
100 ml [ tomadon can pipeta) de 1,2-dicloroetanc
{30.3.a2.7.},

Agitar enfrgicamente y decantar =) liquido eobrenadante en
enbudo de decantpcldn y aRadir 150 ml de sclucifn de hidrde

xidg de potasie 1IN {38.3.a.%.), egitar dyrante lU segunnos
¥ dejiar reposar hasta la geparacidn de tas famas.  Recoger
la faae inferior de dicloroetans an ctro embudc de decantae-—
gidn, shadir 40 ml de selucidn de hidrfxide de potas:o O,5N
(33.3.4.6.), aglitar durante 10 sepgundos y dejar reposar
hasata la separasidn e ims Famen, Recoger Ia Tase de dicle—
rostann en otro spebudo de decantocidn y levar 6 u 8 veces
cen porciones de 40 ml de sgua hastz lw susencia de Sleali
en el agua de lavado (ensays con Fenalftaleina). Recoger la
fase de diclorgrtanc y eliminar laa dltimaz trazac de agua
mediante bandes de peapel de filtro,

Fvaporar a sequedad a vacio y en bafio de agus a a0 "0, una
alicuota de le eeiucifn. FRedisclvear rdpidamente el residuc
con A ml de £ter de petrélec [38.3.a.8.5.

Fara los productos del Grupo A, eromatograliar Comc se in-
dica en 38.4.2.1. .

Fara los productoe del Grupe B, transferis la solucidén a un
ratraz aforado de S0 ml, completar a volumer ¢on Eter de
petrdles [(3B8.3.a.8.}, homogensizar ¥ medir la atwerbaneia
coms ae tndies en 35.4.3.

35.4.2. Cromatografia.
3E.4.2.1. Productom del Grupo A.

Llenar la ceolumna parm crometograffs {38,.2.3,]
nasts ure Alturs de 200 mm de Sxideo de saluwnia
{38.3.a.%.}, previamente impregnade de é&ter de
petrdlec £38.3.8.9.}. Introdutir en la columna la
solucidn obtenida en 32.4.1. 7 sfadir inmediate-
mente 20 ml de d#ter de petrélec [38.3.a.8.).
Elutly sucenivamente con porciones de 10 ml de laa
asluciones de &ter de petrSlec con 4, B, 12, & ¥
20% de dter dietflico {(3B.3.a.12.} a vecio par-
cial o m prasibn; la velocidad de eluclfn dehe
mer de 2 &2 3 gotas por segundo,

£l carotenc e8 elufdc =n primer lugar. (El conte-
nido en carctenc de =ata rraccidn puede asr de-
tzrmiTido por la medidm de¢ la absorbancia a &5
nm; Zl e} " 2.800}).

38.4.2.2. Productos del Grupe 8.

Le crasatograf{s no debe ser sfsctuada o mens
que las medidas de ia sbaorhancin ohtenidas en
38.4,3.2. ne estin conformes con las prescripeio—
nea indicadas en 38.5.3.Z2.

51 la crometografis fuera necesaria, intpraducir
en la columna crormatogra&fica una alicuota de la
xslucién en fter de petrélec cbtenids en 38.4.1.
que contenpa sproximedamente SO0 UL de retinol y
erematograflar coms ae indice an 38,4.2.1,

38.4.3. Medida fe abaorbancis,

38.4,3.1. Eveporar & sequeded, e vacic, la fraccldn croma-
togrélica gque contiens el retinel obtenida sn
38.4.2.1. Redisplver el residuc con 2 ml de ben—
conp (38.3.6.1,0. Tomar 0,2 nl de snta aclucién ¥
efadir 3 ml del reactive de Carr-Price
(308.3.b.3.). ©Se desarrolla una colgracidn szul.
¥edir le absorbancia #n el sspactrafotémetro a
GIC nm exactamente 8 los 30 asgundos del conienzo
de la remccifn.

Lezerminar el contenide #n retinol medignts una
curva patrdn obtenida o partir ds las soluclonea
bhencénices d¢ concuntracionen crecientes an reti-
nol patrén tretadas por el reactivo de Carr-Price
{de 2 & 15 I de vitamina A patrén) (38.3.b.4.}
con 0,3 ml de bencene (35.3.b.1.) mis 2 ml del
reactive de Care-Prics (38.3.5.3.1).

Le curva patrdn debe ser comprobada regulamente
¥ en breves intervalos de tiempo megiants une so-
lucidn reclentemente preparadas del reactive de
Carr-Frice.

3E.4.3.2. Proguctos del Grupoe B,

Tomar une alicucta de la solucidin en fter de pe~
tréles obtenida en 38.4.1., que contengs aproxi-
moadamente 200 U1 de retinel. Evaporar a seguedad
en vacio ¥ radisoiver =! residuo con 25 ml de
1sapropanol (38.3%.c.1) Medirc la abeorbancia an el
expectrafotédmetre a 334, 325 y 310 nm, El mlAximo
de abapreifin eatd Aaituadns & 375 nm. Fl contenids
en retincl de lm solucidn se caleula como sigue:

& » 16,30 » ULl de retinal

325
He abatante, Iaa relacicnes entre absorbancias
*310’“3?5 ¥ Ag3.fByoc deten smar de 6/7 = 0,AR7.

T
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51 una de eatae releclones se mepara sensilile-
mente e este valor (menor de 0,830 & mayor de
C,880), 1la medida de las abgorbancias debe per
precedide de una cromatografia segin el procedi-
niento indicade en 38.4.2. 51 la medida ae las
abgorbarcias =fectundag despufa de la cromatogra-
Tia indica gue las relaciones antes mencionedns
ze gdeparan todavia aensiblemente del valor 0,857
[mener de 0,830 & mayor de 0,850], la determina-
cifn deba per afectuada segin el procadimienta
inticade para los productos del Crupo A.

38.5, CALCULOS

38.7,

Calenlar 2l centenide en retincl de la muestra teniendo =n

cuenta

el peso de pArtida vy las cdilucicnes efectuadas a 1o largo del ané-

ligis.

Expresar el resultado en UT de retinol por kg. Le diferencia entre

lce resultades de dop determinaciones paralezslas sfectuadas aabre la
migms Muesira no debe pasar de:

- 20% en valor relativo pare los contenidos nn reting?! inferiovres
r 75.000 UIfkg.

- 15.300 Ur

para loa contenidom en retinel comprendidos entre

75.000 y 150.000 U fkg.

- 1% #n valor relative para ios contenidos comprendidoa entre
160,000 y 250.000 DI/kg.

= 25.000 para los contenidos comprendidos entre 250.000 y 500.000

OI/kg.
- BX en velor relative para los contenidor superiores a S00.000
YIfkg.

OBSERYACTONES

3u.6.1. Todaw las manipwlacinnce deben hacerae en avasncla de luz
directa ¥y ai es posible =n material de vidrio de color Am-
har.

a

38.6.2. La adicidn de sscorbatc no ez necesaria ai la hidrélieia se
Tenlize en corriente ge nitrégens (98,a1,1],

38.6.3. PFara loo pitnsoe de lactencia y los productes con %tendencie
a hincharee, doblar la cantidad de los reactivos indicedos
en 38.4.1,, etanol {36.3.m.1), solucién de oncorbate de ao—
dlo (38.3.w.2), soluclén de hidréxido de potesioc (3B.3.a.4)
¥ molucifn de anlfure de sodic {3B.3.a,13.).

38.5.4, Guardar lae precauclones Jdebidas a le peligrosidad de los
renctivos (eEpecialmenté bencenc).

REFERENCIAS

Cuartm Directiva de 1a Comiml&n ¢e 5 de diciembre da 1972,

rilas/

CEE. Dimrio Oficial de las Comunidade® Furapeas n® L B3/21 de 30 de marzo
de 1973,

39. YIAMINA
{ANFURINA, Vitamina E }

39.1. PRINCIFIOC

Le musotra se trata eén callente con &cide aulffirico dilufde y ae
hideoliza a continuacién por vie enzimbtica.

Le golucidn obtenide ne smomete a oxidaclén alcalina.

El tiocromo

formads se extrae con iscbutmrol ¥ se determina por fluorinetria.

El mitcdo permite determinar la tismina {aneurins,

vitamina B_) en

plencos, concantradeoe y premezelee. E1l 1imite de deteccién ee de S ppm.

39,2,

MATKRIAL Y APARAYCS

39.2.1. tafic de agua.

39.2.7. Centrifuga (3,500 rpm) cor tubns de 30 a 50 ml, provistos
de tapfin de rosca.

39.2.3. Fluoripetro.

BEACTTVOS

39.3.1. Solucibn patrdn de timmina de 100 microgramos/ml.
Dimclver 112,3 mg de clorhidratc de tlamina, celidad pa-
trén, previasente demecado & vacic hasta pesc constante, en
1000 wl de fcideo pulfiirice O,2N {39.,3.2). En fria ¥ en os-
turidad esta aclucién e eftable durante on mes.

33,3.2. Acide selfGrice 0,2N,

39.3.58.

AS_3. €.

29.3.7.

39.34.8,

39.3.9.

. Metabisulfito de sodia, NQ?SPOQ purra.

Solucifin al 20% (p/v) .de hexaciancferratc (II1] de potasio
p.a.

Balucién al 25% (p/v) de hidréxide de potasio p.a.

Mezels axidante: mezelar 2 ml de solucidn de hexaciancfe—
Frate {III) de potasio (39.3.4) con 48 nl de soluclfn de
hidréxido de potasic (3%.3.%]. Esta mezcla no =¢ conserva
mis de 4 h.

Iacbutanal p.a.

Solucién de mcetato de sodio 2,5N.

Preparacifn multienzimétics conteniendo proteaga, fosfatana
¥ smilasa (por ejemplo clarasal,

79.3.1¢0. Estancl del 96X (v/v}.

Ag.4.1.

3%.4.2,

35.4.3.

PHOCELIMIENTO

Hidrdlisle enzimdtica,

Introducir en des matraces aforados A y B de 25C ml, canti-
dedes idéntices de muestra finame=nte molida, contenaendo
1000 microgrames de tiamine ¢ 125 =l de Acide sulfirico
{39,3,2). Afiadir esclamente 5l matrar A 1.0 m! de molucidn
patrén (32.3.1) (patrén interna).

Agitar vigorossmente, llevar los metraces a un bafio de ague
hirviendo y mantenerlos dureante 15 minutos eagitands de vez
en cumnda. UDejar enfrisar hasta 45 °C sproximadamente., Afia~
dir a cade matraz 20 ml de soluclén de acetato de medio
(39.3.8] v 0,5 g de preparacidn multienzim&tica (39.3.9),
dejar repopar a continuacifn durante 20 minutos a tempera—
tura arbiente. Afadir 20 ml d¢ solucidn de acatato de sodle
¥ completar o volumen con Agus, homogernelzar y filtrar. Re-
coger los flltrades A y E deapuée de haver eliminade los 15
primeros ml. Preparsr las Boluciones aiguientes:

39.4.1.1. Solucisn testiga I.

Introducir en un tuha de centrifugs [(29.2.2}, 5
ml del filtrade A y 10 mg aproximademente de me—
tabisulfito de godio (39.3.3.}. Sumergir el tubo
durente 1% minutos en un bafio de agus hirvienda y
dejar enfriar A continuacidn hasta temperatura
amblente.

35.4.1.2, Solucidn 4 {patrfn internc)] y B (muestra).
Introducir & ml de filtrado A en un tubo de cen-
trifuga (32.2.2.) ¥ 5 ml del! filtrado F e&n &tro
tubo de centrifuga {(39.2.2.]).

Oxidacisn

Afiadir e las solutclone= T, A y B, 5 m)] de la mezcla oxidan—
te (38.3.0.)} y deapués de un minuto, 10 ml d&e¢ imobutsnal
139.3.7.). Tapar log tubsz vy agltar vigorceamente durante S
segundosy. Defer reposar durante un minvto ¥ centrifugar pa-
ra geparar las Yeses. Tomar, de ¢rde tubo, 5 ml de la fase
isobutenslice sebYrenadante, intraducirlee respectivemente
ern ioe wmatraces aforades de 25 ml, completar a valumen con
etanc] {3%.3.1C.) ¥ homogeneizar. Eate da lugar a los ex-—
tractos T, A y B.

Medida de la {luorescencia-

Efectunr les medidas ma la longitud de onda a lm cuml el
fluarimetro da una respuests Gptime para la fluorascencia
del tioercme. Irradiar a 365 nm aproxlmadamente.

Atustar el inpirumente a cero con el extracte T. pedir Ja
intenaidad de Tlucrescencia de los extractos A y B,

39.5. CALCULDS

El conte#nide en microgramoe de tismina par kg de musatra viene dade
por la Térmula:

Siendo:

dxb

(m - bl =«

Intencided de la Fluorescencia del extracto A {patrfin interno.-

Intensidad de la rlucreacencin de] extracto B {muestra).

Feso, en gramos, de 1a muestra.

Cantidod de tiamina

terng ).

#n ricrogrames afisdida a la muestes {(patrén in—

3

LR
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La giferencin sntre los respltadjos de doe determinacicnes paralelas
efectuadae mobre le misma ouestra no debe ser superior a:

= I0% er: valor relative para 1os contenidoR inferiores & 00 ppw ¥y

~ 5X en valor relative para los contenidos iguslee o zuperloress a 5OC
[

39.6. REFERENCIAS
Cumrta Directive de la Comisién de 5 ge dicienbre de 1972, 73/467

CRE. Piario Oficial de las Comunidaden Europsas nf9 L A3/F1 de 30 de marzo
de 1973,

4. ACIO0 ASCOREICO Y ACIDG DEMIDRCASCORBICG (VITAMINA C)

40.1. PRINCIPIO

El método permite determinar ls mume de los Gcldes mecdrbice ¥
centdrosscérbiico {¥itaming C) an pilanmes, concentrados y premezclas.’ El
linite de detescilin as da S ppm.  Loa productos mon clpsificadon en dom
grupoe megin su contenidc supusstoc en Yitamina C:

Grupe A: Contenldes inferjores n 1O g/kg.
Grupo B: Contenidos lgueles © supsriocres a 10 g/kg.

Le muestrs, pueata en suspaneibn en une solucién dilufda < Acide
merafoafiricn, se aomete & axtracolén con cloroforma, La Tage acuona ae
trata con unz Bolucién de 2,6—diclorofencl-indofenc]l parse trensformar el
&cido mecdrvico en fcide dehidromscdrbice, y 8 continuacién por une wolu-
cifn de 2, 4—dinitrofenilhidrazina. La hidrazones formada se sxtree medipn-
te une mezela de acethta de etiln, Acldo mcético glaclal y acetona. La
sclucifn se cromatografis en columna de gel de ailice, el elufdo se eva—
pors & sequedad ¥ el residuv pe disuelve eon Acido sulfirice dilulde. La
ehaortancia de la golucidn e mide en el empactrofotémetroe a 509 nm.

Para lem preductos del gurpe A, €l elufdo procedents de la croma-
tografla en folumna me somets 3 una cromatografie en capa fina para ais-
lar la hidratona,

A0, 2. MATERJAL ¥ AFARATOE

£).2.1. Baflc de agua reguladc a la temperatura de 20 "C mediants
termeatateo.

40.2.2. Centrifuga (3,%00 r.p.p.)} con tubos de 40 & 50 ml provistos
de tapones de roscs.

40.2.3. Evaparador rotaterio a vacic con matraces de 250 mi.

40.2.4. Columnas de vidrip para croratografia {longitud: 100 mm
dikmetre interiocr: 20 sm)] con placa de videto fritade {por
ejemplo tubos de Alliknl.

40,2.5, Espectrofotimetro o colorimetrop de [iltros con cubetas de
10 ma de espesor.

40,2.6, Material parm cromatogreff{s en capa fina con places de gel
de Bflice H (40.2.12.), sepsgor de caps: 4,5 & 0,6 mm. Se=
car Ias plucaz de¢ 2 horaz 30 pinutos & 3 horas en satuls &
120=-130 *C. Dejar enfriar ¥ consevar en desecador durante
24 haras antes de Bu empleo.

4G.2.7. Estufn reguisds a 120-130 *C,

&0,3%. REACYIVNOS

40.3.1. Sclucidn patrén del 0,05% de ficido L-sscsSrhico: disolver 50
ng de Acide L-apsbrbice p.a.  en 20 ml sproximadamente de
Acido metefoxférico {40.3.2,) y completar m 100 ml con
agua. FPreparar inmediatanente antes de pu sopisc.

40,3.2, Salucién sl 10% de ficido megafoaffrico: dimolver #n agua
200 g de fcido metafoaférice poa, triturados en mortero, ¥
completer a 2.900 ml con agua. Conmervar a 4 °C. Rencvar al
cabg de una Bemana.

403.3.3. Cloroformo p.m.

40,3.4, Solucidn al £,9% ipsv] de 2,8-diclorcfenci-indofensl p.s&.
Preparpr inmeclptemante anter de 34 ampleo.

40.3.5. Auxiliiar de filtracidn (S y § ni 121 o eguivalsnta].

A0.3.6. Solucidn Acide 2l 2% lp/vide 2, A dinitrofenilhidrazine: di=-
golver 2 g de¢ Z, 4=dinivrofenilhidrezina en 100 gl de Acide
aulfirica Jdflufde {25 ml de Keido sulfirice p.a. d=1,B4,
dilufdes haste 100 ml con aguaj. En frin eata polucibn se
conBerve durante une wenana.

an.3.7. Nitrégeno £ {46.3.8.).

40.3.8. Anhidrido carbénico.

40.3.9. Wezcla de amcetato de etile p.a.fécido acktico glmecial/fmce—
tora p.a.: §5/2/2 er velumen.

43.3.1C. Mezela de diclerometant p,a./8cido acético gluciai: 9772 en
volumen.

40.3.11, Ge] de sillice, grenclomestrie: 0,05 « C,2 mam.

40.3.12. Gel de aflice H segdin Stahl, pura cromatografia en caps fi-
an. .

40.3,13, Acido aulfirico diloide: introducir 105 ml de agua en un
matraz aforads de 200 ml, completar a volumen con éc_ida
5uifirice p.a., o= 1,84,

40.3,14. Disclvente de slucidn para la cromatografisa eu ceps [ine:
Mezclar 75 ml de drer dietflico p.a., 25 ml ge aceteto de
et1lo p.a., ¥ 4.0 mi de fcido acftico del 96% p/v, p.a. Fe—
nover después de dos o tres cromatpgrailae.

40.4. PROCEDINIINTO
40.4.L. Extraccisn

Introducir en dos matraces aforados A ¥y B, e 250 ml, cen-
tidaden idénticas de la wuesatra  Finamente molida, gue Sone
tengen 200 wmicrogramos aproximadamente de vitamina . Afa-
dir sflamsnte el metraz &, O,4 nl de selucifin patrin
(40,3, 1.7 v homogsneizar agitando suavemente {patrdn inter-
nol.  Afadir A& cada mateaz 30 m] de cloroformo (S0.3.3.) y
25 ml de solucifn de Gcido metafosffrife (4D.3.2.} a 4 *C,
Agitar ligeramente y dejar reposar de 10 a 15 minutos. Afla-
dir 2% ml de ague, tapar Ios matraces, AgLtAr vigorosamente
durante 12 megundos y dejar reponar de 10 B 15 aiautes en
bafle de Bgua (40.2.1.). Centrifugar para saeparar ia Taae
arvors de 13 fase clorelfbrmica. Realizar las operecionas
sigutentss sfrmultdéncamente sobre Ios sxtractos ACUOBCE A
[patrén internc) y B.

40.4.2. Oxidecifn.

Tomar mediante pipeta 40 nl de la aclucifén mcuces sobrens-
dante (ligeramente turbia) obtenids sn (£0.4.3.), introdu-
cirle en un tubo de reaccifin de tapén de roace, afiadir de
3,5 & I ml de smolucifn de 2,S-diclorofencl-indofencl
f43.3.4.} y homogeneizar. Se forea una celorscisn gue depe
peraistic 15 minutos sl mencs. AfRdir a continuecifn 300 pg
apreximadamente de auxiliar de filtracidn (40.3.5.), agitar
¥ filtrar sobre un Filtreo de plisgues seco., £i flltrade no
detre mer necemariamsnte transparents,

40.4.3. feacsifn con la Z2,4-dinltrofenilhidrazine y extraccidn de
ia hidreazons, :

Tomar mediante pipeta 18 ml del filtrads cbtenido en
(40.4,2.), introducirlos en un tuba de centrffuga (40.2.2),
afiadir 2 w]l d=+ smolucidn de 2, d-dinitrofentl-hidrazipe
{40.3.6.) v homogensizar. Hacer peasr répidamente por el
tubo une corriente de nitrégenc {4G,3.7.} 4 de anhidrido
curbdnico (4G.3.8.}, tapar ¢! tubc y sumergirlo durmnte 15
horae aproximadamente {una noche)] en el baks de agun
(40.2.1.). ARadir & continuacifn 3 mi de agua, 20 ml de 1p
mezcle de peetato de etilofécido acftico glacial/meetona
{40.3.9.) y B00 mg sproximadmmente de suxliliar de filtra-
cifn {40.3.5.). Tapar ¢l tubo, agitar vigerosamente durante
30 argundos y centrifugar. Introducir 15 ml de la fame mo—
brenadante =n un matraz cde evaporacifin ¥ evapurer a presidn
reducida en ¢l eveporader rotativo (40.2.3.) neate la ob-
tencidn de un reaiduo olecso., ODlsolver el reafdun 2n 2 ml
de 1l mezcla de acetato de etila/Scido mcetice glacial/mce—
tona {40.2.5.) calentando a 50 *C, dejar enfriar, sKadir 10
ml  de la mercla dicicromctanoflcldo  acétice glmelal
{46.3.10) y homageneizar,

4G. 4.4, Cromatografis en columna.

Llsnar ta ¢olumne crometografica (40.2.4.) hasta una alturs
de A0 mm ocon la mercla diclorometanc/dcidc acético glmcial
{40.2,10.). FPoner an suspensifn (agitande vigorosamente) 5
g de gel de aflice {40.3.11.F &n 30 m1 de 18 mezela Afcio—
rometans/icido acético glarial (d40.2.10.) y vertsr la sus-
penslidn en lg columra. Dejar depoeitar y comprimir bajo dé-
hil presiér ge nitrégenc {40.2.7.).

Tragvesar & le columna cromatogrfitica la solucidn obtenida
en 4C,4,3%,, lavar el matraz cor una pequefa cantidad ds
mezcln diclorometanc/écido acético glacial (40.3.10.) ¥y
trasvasar a la colusng, lienar con le mezcla (40.3,10.) y
gontinuar el laveds de ls columna con la mioma mezcla (3 &
4 porciones de 5 ml aproximedmmente), hasta la obtencidn da
un elufde ipecloro. Elimicar la fraccisn elufda coloreada
de amarillio.

Eluir im zona rojize &n la cabeza de la columne mediante la
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mezclas  acetato dJde  etilo/écide  acético glaclal/ecetona
lac.3.49,), recoger &l eluido y evaparsr s asquedad_

40.4,4.1. Para los productos del grupo A (contenidos en vi-
tamina C infericres 2 10 pfkg) disclver el resi-
duo en 2,0 ml de 1a mezcla acetate de et!loféecide
Acetico glacial/mcetona (40.3.9.) vy proceder in-
mediatamente n la cromatogralle en capa Tina camd
e indica en 40.4.5.

40.4.4.2. Para loe productoR del grupo B (contenideos =n wi-

temina C igumles o superlores m 10 /g, redi-

solver & regiduo clecan en 4,0 ml de fcida aul-
firice diloefdo (40.3.13.), agitar vigarosamente
para disolver completamente &l regiduc y proceder

a ln medids de l# mbhsorbancis come ge indice en

a0.4.6.

4C. 4.5, Lromptografia en cape fine.

Efectuar Iam aperscicnes indicades a partir de aguf por du-

plicado.

Caycaitar or forma de bande sobre la placs de cromatografias
en capa fina [A0,.Z2.6.) 0,5 ml 4 1m #olucidn obtenide en
40.4,4,1. Desarrollar durante 20 minutcs por lo menos me-
diante el eluyente (40,3,14.) en cémara zaturada bhasta me-
paraciir clara de In zona de lp hidrazena, coloreada de ro-
sa. Dejar secer al aire. Delimitar 18 2oma rosas, rasparla
con una esplitula y treneferir cuantitativamente le mass
pulverulenta & una columne de cromatografis {(40.2.4.).

Elufr.gucesivamente unm vez cor 2 ml y das vecea con 1,5 ml
de 1a mezcia acetato de etilo/dcide medtico glaclal/acetona
(40.3.9.). kecoger el =lufdo ern un matraz pequefo {1a dlti-
ma fraccifn debe ser tncolors), Evaporar a sequadad, redi-
polver wul regifus olecsac an 4.0 m! cde doide sulfdrice
dilufds {a0.3.13.), agitar vigorceamente para disolver com-
plezamente #1 residuc y proceder a la medida de le absor-
bancie.

40,4.6. Meadida de la abaorbancia.

Medir la absorbencia en yn espectrofotdémetro a 50% nm de 20

s 30 minutos deade la pusata en dimglucidn del resfdun en

feldo sulfiiries dilufdo (40.32.13.}.

Efectuar lase medidss por comparacién ¢on fcide aulfiriecs
dilufdo {40.3.13.).
40.4.7. Prusba en bhlanco.

Efectuar paralelamente un enmayo «n Dlance aplicands el
tigmo métode operativa,

40. 5. CALCULOS

. El contenide en g de vitamina € par kg de myuesntra viene dado por la
rormula:

fc - a] 2
[ ® 10 &

donde;

& = Absorbancis del blanca.

b = Absorbancia de la sclucidn de patrdn interno.

¢ » Abaorbencia de la molucidn de moestra,

d = Pesc, en g, de la muestra.

La diferencia entre los resultados de dos determinacionss paralelas
rfectuadas sobre la Misma mueetrs no debs pasar del I0% en valor relativo
para l6A contenidos en witamina € ipferiores a 10 gfxg y de 5X en valer
relative para los contenideos igualem ¢ eupsricres a 1C g/kg.

40.6, REFEAENCIAS

CTuarta Directiva de la Comiaién de & de diclembre de 1972, (73746

FCEE}. Diamrio Oflclal de las Comunidades Eurcpeas n¥ [ 853/21, de 30 de
- mArzo de 1973,
4. MENADIONA (Vitemina K,J
41.1. PRIMCIPIO
lLa muastra se Bomste B extraceién mediante etanol dilufdo. L& mez-

cla pe defecé con solucién de tenipe y ae centrifuge. Fl extracto ae¢ tra=
ta con eclucidén de carbenate de sodic. La menadicna literade se extrae
eon 1, 2-diclorortano. El extracto en dicloroetanc se trata, segdn Su €on-
tenida en menadicns, directemente o previa evaporacién, con 2,4-dinitro-
fenilhidrazine en solucidn en etanol acidificado por &cide clorhidrico.
La hidraguna obtenida ¢a lugar, al afadirie un excess de amoniacod, a un

[l £
wodo

wrados vy prerezcias. EF] Jimite irferaor de deteccf%n es de 1 ppm.

41.2.

41.3.

41.4,

Fic de collr ATUL-verdaSc cuya absorbancis se mide a 3% nr.
permite determirar la menadioha (vitam:ina K_} an pienacs,

El mé-
CONC&nh=

RATERIAL ¥ APARATOS

£]1.2.1. kgitador mecénica.

Centrifuge (3.000 a 5.000 rpml.

Embudog de decantmcidn de 100 y 258 ml, con tupdn eemerila—
de.

Evaporador retalive a vazlo con matraces de 250 ml.

4.2 .5, Bafa de sgua.

4..2.6. Espectirafotdmetro con cubetas de 10 mm de espesor.

REACT IVOS

4:.3.1. Etanol al 96% (v/iv).

41.3.7. Ftannl [41.3.1) dilufde al 40X con Agua.

£]1.3.3. Sclucito al 10% {p/vi de tanino, obtenids B partir de tari-
ne Purc en polve.

41.3.4. :,2, éiclerastant p.a.

al. 3., Selucidn al 10% (p/v) de carbuneto de sodic anhidre p.a.

41.3.6. aclde clarhfidrice el 3% [(p/p), de- 1,15.

£1.3.7. Etangl abeoluta.

41.3.8. Reactive de 2, 4-dinatrofenilnidrazina: disolver a0 mg de
2,4-dinitrofenilhidrazina p.a. en 40 ml aproximademente de
etarsl abgo.luta [41.3.7) kirviendo. Dejar enfriar y trasva-
mar & un matrar aforado de 50 wl. Afladir 1 ml de Acjdo cle-
hidriea (£1.3.6} y completar a volumer con etancl abaoluto
{41.3.7}, Freparar inmediataments antes de au emplea.

41.3%.9, Hidrbxin de amonia al 25% {(p/pl, d= D,9l.

41.%.10. Solucifn arcniacal de etonal: mezelar un volumen de =tanol
{41.3.7} y un voiumen de hidrézide de amonio (41.3.9),
41.3.12. Sgluciconea patrfn ds menadionm: disalver 20 mg de menmdiona
fvitamina K, ) en =l 1,2-diclorcoetane (4i.3.4) ¥ conpletar w
200 ml. Diiuir partes a.icuotas de esta solucidn madiante
el 1,2~dicloroetans [41.3.4) para obtener una serie de so-
lucionea petrén cuyas corcentraciones &n menadiona eBtén
comprendidas entre 2 ¥ 10 microgrames por mililitro, Frepaw
Tar inmediatamernte antes de su emples.

1

i

T
i
1
-
Y
i
fer
&

PROCEDIMIENTC

dal.4.1. Extraccidn.
Tonar une percifin d4 muestra finamente molida ¥ proporcio-
nal al contenido supursata de menadiona:

- de 0,1 5,0 g para lus coheenlrados y premerclas,

- 4% 20 a 30 g pary los pienscs.

Introduciela inmediatamente en un matraz de 250 ml con ta-
pén esmerilode. Afedir 96 nl sxactamente de etanol dilufda
{41.3.2] y apitur mechricamente durante 15 minutas a la
temperaturs ambisnte. Afladic 4,0 ml de wolucién de tanino
{41.3.37, meztlar, trasvassr el extracio a un tuvo de cen-
trifugs, centrifuga» [2.000 a S.C00 rpm) ¥ decantar.

Lntroduczr 20 a2 43 ml excatamente medidos del extractc en
un erhuda de decantacidn de 50 nl, afiadic mediante plLpeta
50 ml de 1,2-dicloroetang (41.3.4), wmezelar ¥ ofadir ce—
dianle pipeza 2C ml de solucidn de carbonmto de sodio
(41.2.%). Agitar enérgicamente durante 30 segundos y Téco-
ger a rantinuacidn la fege de dicloroetanc en ur ambudc de
gecantacidn de 10 ml. Afadir 20 ml de agua, egitar durante
15 eegundos, recoper la fase del dicloroetanc y eliminar
las trazas de agua mediante Tiras de paptl de filtra,

Para eoncentradns y premezclas,  toumar une alicuota de ex-
tracto ¥y diluir con 1,2-dicloroetanc (41.3.4) para obtener
una concerntracifn en menadiona de 2 a 10 wi¢rogrames per
mililitro. Para 1o plenses, evapnrar 8 sequedad a 40 °C,
bajo presidn reducida y en &tmSufera de nitrégeno, une alf-
cuota del extracto. Hedisolver 2] residuc en la cantidad
adecuada de L,P-dicloreetanc (41.3.4] pars obtens=r uné so—
iucibr gue contenga de 2 a 10 rmicrogramos de renadiona por
ml.

4).4.2, Furrmacidn de la hidrazona.

Lievar 2,0 ml
4l.4.1 A

ael
un fatraz=

extracto en dicloroetens obtenide en
aforadn d+ 10 rl v adadir 3,0 ml del
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reactive de 2, 4-dinltrofenilhidrazina (31.3.B). Tapar e}
matraz herméticamente de forma gue ae evite toda cwyapora—
£idr y calentar durante 2 haores B 70 °C scobre bafio de agus.
Duipgr enfriar, afiadic- 2,0 ol de solucifn emoniacal de ete-
nol (41,3.10}, mezclar, compietar R volumen con stanol ab—
salute {&1,3.7) ¥ merclar de nuevo.

4l1.4.3. Medide de la abeorbanciae.

Medir la absorbancia del eomplejo coloreado szul verdoso en
espectrofotdmetro 8 §35 nm por comparacibn con un blango de
reactivos obtenide tratande 2,C m@ de 1,2-diclorgetanc
181.3.4) como me indica arn 4}.4.7. Dererminar la cartidad
de menadiona mediante ia curva de calibrado establecida pa-
re cadn perie de anflisis.

£1.4.4, Curva de calibrade.

Tratar 2,0 ml d= cada solucidn patrdr  de  menadiona
{61.2.11} come se tndica en 41.4.2. Medir 1a abmorbancia
como ge indica en 41.4.3. Trazar la curva de calibrado 1le-
vando B ordenadas lom valores de lu ebeorbancia y en aboi-—
BaE las cantidades correspondientee de menedions en micro-
Zrumos.

4L.5. CALOVLOS
Caleular el contenide en mensdione de lg muestra tenidc en cuents
el pesc de la muemtra ¥ las diluciones efectundas =n el curap del anili-

81E. Expresar el resuitado #n mg de menadionm por Xg.

La diferencia entre log resultados dr doy determineciones parzlelam
efectundan anbre la miama mueatrs na debe pasar de:

= 20% #n valor relative pare loe contenidos en menediona inferiores
a 10 mpikg.

— 2 mg &n wvalor sabsoluto parz lox contenides &n menadiona compren-—
didos entre 10 y 12 mg/kg.

- 15% en valor reletive pars loe contenidos comprendidos entre 14 y
100 mg/ikg.

- 15 mg/kg en valor abaoluto para 1os contenidos comprendidos entre
100 ¥ 150 mgfig.

iO% en veior reletive para loe contenldos supericres a 150 mg/kg.

Al.6. CHSEAVACIONES

Todas las manipulecicnes deber hacerde en pusencia J¢ luz directa ¥
&i es pomible en materiml de vidrio color Ambaer,

41.7. REFEAERCIAS

Juinte Directiva de la Comiaidn de 25 de marze de 1974. 74/203/CEE.
Diario Oficiel de laa Comunidedes Furopean n¢ 108/7 de 22 de mbril de
1974,

42, VIRGINLAMICINA
{por difustsn en agar}
A2.1. PRINCIPIO

Ei mitodo permite daterminar lp virginiamicina en pienmsos y en las
premezcias, El limite inferior de la deterwminacidn es de 2 mp/hg. 1 mg de
virginiamicina sguivels a 1000 unidades UK.

Se somets la muestra a axtreccidn mediante galucidén metandlica de
Tween 80. El extracte ae decanta o centrifuga, y se diluye despufs. Su
activided antlbidtice se determine por mediclidn de la difueién d& la vir-
giniemicina én un medic de agar gembredc Con Microtocus lutsus. LA difu-
6ifn me manifiests por la forwmacidn de zonas de inhibicidén de microorga—
nisma. El didmetra de dichas zpohas xe considera directamente propercional
al logaritmc de la concentracién de antibifilco para le gama de concen—
tracionae utilizadas.

A2 2. AEACYTVOS
"Micrococus buteas” ATIC 9321 (NCTC B340,

42.2.1. Microorganiemo:
NCIB BSS3).

42.2.1.1. Mantenimisnto de 1a cepa.- Sembrar al medio de
cultive {42.2.2.1} en tubos inclinadeos, con Wi-
grococus  luteus. Incubar Ccurante 24 horas A
30 °C, conservar #n friporifico a unce 4 °C ¥ re-—
nover ie aiembra cads 1S dfae.

42,2.1.2, Preparacién de la puspenszidn bacterizna. HRecogsr
los gérmenes de un tubo de agar (42.2.1.1) de
prepuractén reciente, con syude de Z & 3 ml de
solucién de clorure de modio {42.2.2.3). Sembrar
con esta guapensifn 250 ml del medio de cultive
(42.2.2.1) ¢n un frasce d= Koux e incubar durante

18 » 2C horae a 3C *C, Recoger los gérmenes en 25
mi de solucién de clorure de sodip (42.2.2.3} ¥
horogeneizar.

Eiluipr le puspeneidn sl 1710 com ayuda de la eo—
lucién de clorure ge sodie (42.2.2.3). L& trane-
riglidn luminoss de ia aumpenkibn, medide a 650 nr
bajo un #spmsor de 1 cm, por comparacidn son le
solucibr de cierurc de sodic {42,2,.2.31, debe ser
de alirededor del 75%. Esta suspensiSn puede con-
EETVBIEE UN3 E&MAnA & uhoe 4 *C, Pueden utiliger-
s= otrgs mbétodos, slempre que esté demeostrade que
producen suspensionee bBacterianas sndlogas.

42,2.2. Medics de cultivo y reactives.

4z2,2.2.1. Fedio de mantenimientc de 1e ceps ¥y de base pera
la determinacifn. Puede utilizmrse cualquier me-
dic de cultive comercial de composiridn anSloge ¥
que & los mismo resultados.

Feptona de carne 5,0 g
Triptone 4,0 g
Extragto de levadura 3,0 g
Extracte de carae 1,5 g
Glucosa 1.0k
Agar 16,0 & 20,0 g
Agua 1000 w1
pH 6.9 (trus esterilizecidnl

42.2.2.2, Tarpdn foefato pH &
Hiarigenofoafate de potasio
K HPO, )
D?bidr&genﬁ foafate de potasic
KHEPO 8 g
Agua ﬁnsta 1000 ml

42,2.2.53. Selucibn al O,B% (p/v} de ¢lorurc de sodio:

Tisoiver en agua 8 g de clorurc de modio, diluir
hasta 1.9000 ml y esterilizar

42.2.2.4, ¥etancl.

42.2.2.5. Mezcls de tampin fosfate (42.2.2.2) y de metanol
(42,2,2.4): BO/20 [vivi,

£2,2.2.6. Solucibn en metanol al 0,5 (pfv} de Twesn AD:
dleclvar 5 g de Tween B0 en metanal (42.2.2.4) ¥
dilulr haste 1.000 ml con matancl.

42.2.2.7. Sustancis de referencis;  virginiamicina de acti-
vidad conocida.

42.3. PROCEDIMIENTO

42.3.1. Seluciones da refesrencis.- Uimolver una cantidad peasada
expctanente de 1m sustancia de referencia (42.2.2.7) an me—
tanol [42.2.22) y diluir con metanal {42,2.2.4) para cbte—
ner una golucidn medrs de 1000 microgramos de virginiamicls=
ne/ml. Conservada eon freacoe Tapndo, a 4 °C, ests molucidn
=s estable durante $ dims. Preparar a partir d¢ esta molu—
cifn ¥ rmediante dilucionss suscasivae con  la mercla
(42,.2.2.5), lan soluclones siguientesa:

Sa H microgramo/ml
s, 0.5 microgremofml
52 0,25  pterogeamos/mi
S1 2,125 microgramo/m}

4z.3,2, Preparacién del sxtrmctc y de lag soluciones.

42.3.2.1. Extraceidn.

42,3.2.1.1. Productos cuyoe contenide en virginim-
micina no axcede de 100 meg/kg.

Fesar una cantidad de musatra as 50
- Afisdir 200 nml de soluclfn
{42.2,2,6}, agitar durante 30 minutos
¥ dejar luegn setlimentar o csneri—
fugar. Recoger 20 m! ds la walucibn
sobrenadante ¥ evaporar haeta 5 mi en
un evaporador retativo a una tempera=
Turs gus no exceda de 4D *C, Disslwver
i resifduo con ayuda de la mazela
{42.2.2.5} para ahtaner Una CORGEn-
tracidn supueste de virginiemicina de
1 ricrogramafml f= UB}.

42.3.2.1.2. Produsrar suye contenide en virginia-
ricina es BUPErior a 190 eg/kp.

Fegpr una cBntidad de musstirs gue No
exceds de 0,0 g y' gue contenga de 1
A GG mg de virginisamicins. sBadir 100

;
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ml de melucidn {42.2.2.67, agitar du-
rante 30 minutos, y dejar sedimentar
lumge o certrifugar. Diluir lue solu-
£idn gebrecadants con ayuda de  la
mezcle £42,2.7.5) para obtensr une
voncentrecibn de virginiamicine de 1
oicrogramo/ml = USJ'

42.3.2.2. Soluciones del extracto.- Preparar, a pastir de
la poluclén Yy por diluciones Bucesives (1 « 1}
con ayude de ?a mazcla (42.2.2.5}, las molugiones
U, lconcentracidn supuesta = U, micrograme/mll,
U2 (concentracifn supuesta o 0,75 micrograma/ml}l
¥ Ll1 {concentrecidn supusete = 3,125 mdcropramo/
[

&7.3%.%, Mndalidades de la daterminecifn.

42.3,3,1. Iroculmcifn del medic de cultivo.- Sembrer a unes

¢ *C el medic de dane de 1la determinecifn
(az.2.2.1} con le suspenalfn  bacteriane
£42,2,1,2), Mediante eneayos prelirinares sohre

placas con el medic (42.2.2.1), determiner la
cantidad de aumpennidr bacteriana gue permite ob-—
tener pare lap diferentes concentraciones de vir=
ginlamicing zonas inhibicidn lo mam amplime posi-
blas sin dejar 9= ser nitidas.

42.3.3.2, Preparacifin de lam cajas.- Le éifusién en =mgar me
efectin en cajss cor las cudiro concentraclionss
de 1w molucién de referencia (3., 5., 5. ¥ Sl} ¥
ies cumntrc concentracionen del Extracto TU,, Uys
U,y U }. Cade caja dehe recibkir necesar?amen:e
iEB cuatro concentreciones de referencia y del
extrasto. A tal fin, hey gue elegir las dimensioc-
nea de las tajen de forme que s+ puedan excavar
ern wl] medic de agar por lo aenas 8 cavidades de
1¢ a2 13 mn de didmetro, cuyos ceniros no disten
menoe de 30 mm. Pusden emplewrse comc cajas pla-
cas da vidris planam, coronadas por un anillo de
aluminia ¢ de materia pléetica de 200 mm de did-
metro ¥ 20 mm A& alturs.

Introducir en las cajur una cantidad dal medis
fa2.2.2.1), membrado tal come ke indica en
{42.3.3.11, que permita chtener una cApa de URos
2 nm de grosor (60 ml para upa caja de 200 mm de
didmetrol. Dejar soclidtificar, sxcavar les cavida-
dea ¥y depositar &n ellms volimenea exactamente
medidoa de las molucienes de referencia y del ex—
tracte (0,10 a 0,15 ml por cavided segin difrwe-
trol. Repetir por 1o mencos 4 vecew cada concen-
tracifn, de forma que cada determinacién compren-—
de la wvaleraridn de 32 zonae de inhibicifin.

47.3.3.3. Incubacifn.- Incubar iags cajas durante diecisefis
& dlecicche horas & 30 *°C « 2 <0,

AZ. 4. CALCULODS

Medir el dilmetre de las zonas de inhibiciép con ur error na Bupa-
rior & ¢,1 mm, PFara ceds concwntraczidn, registrar lae medidas mediae =n
papel semilogarftmice, trasladande sl logaritmo de las concentrecionss en
relecidn con los difmatroa ds lan zonae de inhibicifn. “Trazer ias rectas
més afustadas psre le sclucidn de referencia y para el extracts, por
sjemplo, medisnte el procedimlents siguiente:

Determiner &1 punto mée aprapiado del nivel més bafo de la molucidn
de referencia {5L) con ayuda de 1a fé&rmula:

78, « 45, + 3, - 25
(m) 5L = l 2 4 &

pRe]

beterminar el punto méa apreopisde del nivel mée alto de la solucién
ge refersncia (SH) con eyuda de la fSrmula:

T3, + 45, + §

& - 25

4 2 1
10

{b] SH =

Detarminas del niamo moda loa puntesa més apropiados del extracto
pere ¢l nivel m&s bajto (UL} ¥ el nivel més elto (UK} sustituyendeo Sl' 52,
54 ¥y Sa en laa fHrmuplas anteriores por Ul' Uz. Un ¥ ua.

Conalgnar los valores SL oy 38 en lo misma grdfiea. A1 unir los dos
puntog, =& obtiene la rectn més ajustada para la solucide de referencia.
Se¢ migue al mimmp método parm UL y UH, ¥ e ohtiene la recta mée ajustada
para &l exTracto.

5i no hubriers ninguna intsrferencia, las rectas me conslderan pare—
lelmm cumndn [Eii=SLT y (UB=UL] no difieren en mir de un 10% de su media.

3: lms rectas no =on paralelas, pusden eliminarae %A v 5. o UB ¥
£ . Los valores 3L, SH, UL ¥ ' que permiten obfener lae rectas mis jum—-
thdas er celcul@n eatonces con myuda de ima férmulas sigulentes:

85, » 25, - 5, 85, + 25, - 5y
{at)sL = 5 —
] G
121 -
5Sd - 2S? - Sl 5*8 + ZS‘ 52
(b*}5H = 4§ —
[ &

¥ da f&rpulee anfilogas para UL y UH. La utilizacidn de ests alternativa
nbliga & respetar los miamgs criterios de paraleliafe.

En e! beletfr analitico debe mengionarse la obtencién de un resul-
+ade procedsnte de tres niveles.

Cuando las rectas sm consideren paralelas, hey gus caloular el lo-
garitmo 4+ la Actividad relative {log £, mediante une de jas fhrmulas
siguientes, segdn =1 ndmere de niveles (4 § 3} utilizados pars !s velora-
ctdn del paralelismo.

Para 4 nivelen:

{u1 . UE s, U8 - s1 - 52 - 54 - 58} » 0,602
ic! log & =
Ld + U\q + Sa + SB - 01 - 02 - Sl - 5z
Para 3 nivelea: s

0, +U, +8, =8 =5,-85,7 x 0,40

(4} log A = 1 2 4 T Fd LS &
Ud .8, - Ul - Sl
tuz‘ud.ua-se-s‘—sa) % 0,40

[d*} log A =

u - U, = 5
I Bl

Activifiad del sxtracte de 1la mueste = actividad de 1a referencia
correspondiente x A, es decir = 5, x A

5i la sctividad relativa no s¢ sncuentra en la gama de valeres com-
prendides entre O0,% y 2.0, he de vepetirse lo determinacidh procedienda 8
ljos ajustes apropiados de las concentracicnes del extracto o, en su caso,
de laa soluciones de referencia. Cuunde esta actividad no pueda Encus=
¢rarse =0 la gama de los valores exigidos, el resultadc ee congiderard
sproximedn y psl me heard conetar =n £} boletfn de andlisis.

Cuands las rectas no se consideren parelelas, se repetirfi ls detsr-
minacifn. Si tampoco ahora e€ leogra el paralielismo, la deterwminacifn ee
coneiderari ineatisfactoria.

Expiresar &l resuitado en miligramos de virginiamicina por kilegrameo
de pie=neo.

La difep#ncip entre los resultados de dos determineciones efectus-—
dag ren 1a misma muestra por el misme analiste no deben exceder de:

2 mgﬁkg, 21 valor abeolutc, para los contenidos de virginiamlcina
inferiores & 10 ma/ka.

20 por 100 del repultado mée altoc, pars loe contenidos de 10 a 26

mg kg .
5 mp/Kg, =n walar pbacluto, para los contenides de 25 a 59 mg/Rg.

1¢ por 100 del resultado mbe altce, pera los contenidos supericores &
50 mg/kg.

42.5. REFEREWN{IAS

Directive de la Comlsidn de 20 de diciembre de 1983, que modifica
lag Mrectivaz T1/3%3, 72/19% y 76/633, (B4/4/CEE). Diario Cficial de lax
Comunidades Europees de J8 de eperc de 1984, nd L }5/28, Anexa I,

43. RACITRACTNA —CINC
({Por difumién en Bgar)
43.1. PRINCIPIO

El métods permite deverminar la bacitracina — cinc en low plenaos ¥
pramezclax. 71 limite inferior de la detsrmiracién es de b mg/kg. 1 Mg de
hacitracine cine (calidad pare piensos) eguivale a 42 vnidades [nterna—
cionalee (Uli.

f¢ extrae la mueatra a pd 2 mediante upa mezcla de etanol, BAguA ¥
Actdo clorhidrico ¥ ura solucidn de sulfuro de sodie. El sulfure de mcdio
permite precipitar las smles de cobre solubles que pudieran ohataculizar
la determiracifn, E£1 extracto, llevado & pH 6,% Az concentra (en oasc he-
ceperio! y diluye. Su actividad antibifStica se determine por medio de 1a
Zifusidr de ls bacitracina cinc en un medic de agar, sembrade con Micro—
facus luteus (flmves). La difusidn se mamifiests mediante rormacidn de

P
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2onas de thhihicldn del microcrganismo. El didgretro de dichas zonas se
congidera proporcionel directamente al logaritmo de la concentracién de
antibiftico para la gams de goncentraciones utiiizadas.

43.2. REACYIVOS
43,2.1. ¥icroorganisme: Microgoccus iuteus (flavua) ATOC 102480,

d43.2.1.1. Mantenimiento de la cepa.- Senbrar el medic de
cultive (43.2.2.1) en tubes inclinmdos, con Mi-
crococcus luteus {flavue}., Incubar durante 24 ho-
ras a 30 "C, conservar er frigorifico @ unpe 4 °C
¥ rencver l1a aiembra cada 15 gfas.

43.2.1,2, Preparecifn de 18 suspensifn bacteriana.- kecoger
178 gérmenes de un tubo de agar (43.2,1.1) de
preparacifn raciente con la ayuce de 2 8 3 ml de
la solucifn de clorurc de =odic {43.2.2,3), Sem—
brar con ests suspensidn 250 ml del medio de cul-
%ivo {43.2.2.1) en un frueco de Foux e incubar
durante diesiozho & veinte horae a 30 °C. flecoger
lor gérmenes en 25 ml de zolucifin de clorurs de
sodic {43.2.2.3) ¥ homogeneizar.

Diluir 1a Auspensidn al 1/L0 con ayude de la Bo—
lugibn de clorure de sodic {43.2.2.3}. La trans-
migifn luminoea de la moiucifn, medidn a A50 nm
bajo un eapesor de 1 om por comparacifén con la
eolucidn de ¢loruro de sodic (43.2.2.3), debe mer
alrededor del 75%. Eata muapensific puede cunser-
YATES UNd AeTATA & unos 4 *C.  Pueden utilizarse
otroe métodos siempre que esté demostrado que
produsen suspenmiones bacterianas andlogaes.

43,%,2, Medics de cultive y reactivos.—
£2.2.2.1. Medic de mantenimiento de la ceps.

Feptona de carns 6,0 g
Triptona 4,0 g
Extracto de levadure 3.0
Extrarto de carne .5
Glucona 1.0 g
Agar - 10,

Agus b3
pH 6,% a 6,6 [tras epterilizacién}

Puede utilizarse cualgquier medio de cultive co=

mercial de composiclfn andloga, que 44 los mismos
resultados,

43.2.2.2. Medio de baze de la determinacidm.

Trip%una

0.0 ¢
Extracto de levadura 3,0g
Extractc de carne 1,5g
Cluconn 1,0 g
Agar 10,0 8 20,0 5
Tween 80 Iml
Agua 1000 mb

tH 5,5 (trae snterilizacidn)

Puede utilizerse cuslquier medic de cultive oo
merctal de compomicifin andloge, que dé los mismoe
resultedon.

43.2.2.3. Sclucifin al 0.8% p/v de ciorurc de sodlo: disel-
ver B g df clorure de sodic en agus, diluir a
1000 ml y sterilizar.

43.3.2.4. Mezcla -1 metanol/agus/dcido clohidrico
(43.2.2.8}: BCS17,5/2,6 (viviv).

43.2.2.5. Tampdn fosfato pH £,5

HidrSgeno fonfatoe de potastio K HPO 22,15 g
Dihtdrigena forfato de potasip tzﬁOA 27,85 g
Agua haste 100G ml

43.2.2.6, hetdo clohidrigo, d= 1,18 - 1,19
43.2.2.7. Acide clohidrice, ©€,1 M.
53.2.2.8, Salucidn de hidréxide ge sodic 1 M.

43.2.7.9. Solueifn de Aulfure de acdic 0,5 M aproximadamen—
te.

43.2.2.10. Solueifn de pdrpura de bromocresol al 0,04% (p/v)
Bisolver 0.1 g de plrpura de bromocrasel en 18,5
ml de Bolucidn O,0l M de nidréride de modia. Com-
pletar haste 250 ml cor sgus ¥y homogeneizar.

43,2.2.11, Sustancia de referencim: bacitracina cinc de ac-
tividad conncida {ep BT

43.3. PROCEDIMIENTO

AT 3.1,

43.3.2,

falutiones de referencia.- Pesar una cantidad de sustancia
de referencie (43.7.7.11) correspondiente a 10%0 Ul {segin
la actividad indicadal. Afiadir § =] de fcide clorhidrico
C.i ¥ (43.2.2.7) vy dejar reposar 15 minutos. Afiadir 30 w1
de agua, Ajustar el pH & 4,.% ton tampén fosfato (43,.2.2.5)
{upns 4 ml}, completar hasta 50 ml con mgus ¥ homcgansizer
I oml o= Z1OUL), :

Preparar a partir de esta solucifn y mediante Jdiluciones
sutesivas con ayude de tampdn foafate pH £,5 (83,.2.2.5),
las sviuciones siguienten:

Sg  0.48 UI/m:
i 0,21 Ul/ml
s, 0,165 Ui/ml
5] 0,0525 Ul/ml

Preparacifn de] extoacto.
43,3.2,:, Extreccidn,
43.3.2.1.1. Premezclam ¥y correctore=sd minerales.-—

Ffesar una cantidad de musatra de 2,0
a 5,0 g, afsdir 29,0 ml de la mezcin
(43.2.2.4) ¥ 0,1 ml de lg solucitén de
gulfure de modio (d43.2.2.9]; agitar
brevemente. Comprotar que el pH o es
apronimedamente 2. Agitar durante 10
minutoa, afedir 30 ml de tampdn fos—
feto (43.2.2.5), agitar durantea 1%
minutam § centyd fugAr. TOMAT URA DAr-
te alicucte de Ia molucién achrens.
dante y giustar =l pH & 6,5 con molu-
cifn de hidrdxido de sodic 1 M
[43,2.2.8} uiilizands un pHemetro o
le aolucién de pirpura de bromocrempi
come indicedor {(43.2.2.10).

Dilufr con tampén foafmto (43.2.2.5)
para obtener una concentracidn su-
puesats en bacitracine cinc de 0,42
LI/ml {=Ug).

43.3.2.1,2. Concentradoa proteicom.- Pesar una
cantidad de muesatra de 10,0 g, ahadir
49,0 ml de mezcle (43.2.2.4) y 1,0 mi
ds 1m solucién de sulfurc de sodin
{43.2.2.58}; agitar bhrevemente, Com-
probar qus el pH s aproximadamente
2. Aglitar duraEnte 10 minutom, afimdir
50 mi de tampdn fosfato {43,2.2.%),
agitar durante 15 minutos y centrifu—
gar. Tosar une parte alfcuota de 1n
solucidn aobrenadante y ajuster &l ph
A 6,5 con la sclucidn de hidroxide de
bromocresol COmO indtoador
[43.2.2.10].

Eveporar sproximadaments lm mitad de}l
voiumen en un evaporador rotative
une  tampergtiure gus ne  excada  da
as g, Diluir ecob  tampdn  foalato
(43.2.2.8) para obtener una concen—
tracibn eupuesta de bacitraciom de
cinc de 0,42 UIfml {= Ua}.

43.3.2.1.3. (Otros plenmom.-

Pegar una cantidad da mueatrs de 10 g
{20,0 o para una concentracidn Bu-
puesta d¢ bacltracina cine de &
mE/KE), Afladgir 24,0 ml de mezcla
(43.2.2.4] ¥ 1,0 ml d& }lz polucisn de
Bulfure de acdic (43.2.2.%); homoge-
neizpr durante 10 minutos, Afiedir 28
ml &= tampén fosfatc {43.2.2.5], agi-
tar durente 15 minutom, ¥y centrifu-
gar. Tomar 20 ml de la salucidn sp—
brecadante y ajustar ¢ pH & 6,5 can
solucidn  de hidrSxido de sodin
(a3.2.2.68), utilizando un pH neutre o
Ia anlucidn de plrpura de hromocreasc]
[43.2,2.10} come indieador, Fyvaporar
hagta 4 ml aproximadamente en un eva-
perador  rotative & una temperatura
fgue o excedm de 35 °C, DHMluir el re-
siduc con tampdn fosfato (43.2.2.5)
para cbiener una concentracifn au-
puesta &e pacitracing cince de 0,42
BI/ml (= 8,0,

43.3.2.2. Boluciones del extracts.

Freparar, & partir de la solucifin IJ8 ¥ por dilu-
ciopes aucenivas (1 + 1) con  tampSn  foefato
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{eonecentracidn Bu—
tconcentracidn supuesta
ifoncentracibdn supuesta -

(8%.7,2.5) 1ms solucicnes U
‘puesta « G,21 UIrml), ¥
= 4,108 UL/ml} » v
0,0525% UI/mll,

43.3.3. Modalidades de determinacifin.-

43.3.3.1.

43.3.3.2.

42.3.3.3.

Incoculacifin del medio de gultivn, -

Sembrar a4 unos 50 *C el medic de Dase Jd& le de—
terminacidn {43.2.2.Z7) zon la suspensifin bacte-
riene (43.2.1.2). Mediante ensayas preliminares
#n placas con e! medic (43,2,2.2}, determinar la
centidad de suepensidn DRcteriana que permite nb-—
tener para laz diferentes cancentraciones d= ba-
citracine cine zonas de inhibicidn lo miz amplies
pogibles gin dejiar ce ser nitidus.

Preparacidn de las cajas.-

La difusidn en ARAr ¢ electi(a en c¢ajok con l&s
custro concentraciones dr lan sclucidn de rafe—
rencia (S_, S5,, 5, ¥ 5.) ¥ lIme cuatro concentre-—
ciones de? extracts (L., U,, &, ¥ G}, Cada caje
debe recibir neceserfsmente las custic concentra-—
ciones de refersncia y del extractc. A tal fin
hay que elegir le Aimennién de las cajas de tal
Torma gue se puedsn excabar e=n el medic de agar
par lo menos B cavidades de 10 @ 13 mm de didme—
tro, cuyes centros no disten menos ée 30 mm. Pus-
den emplearme como calas, placae de vidrio pia—
naa, coronadae por un anillo de aluminic o de ma—
teria pléetica d¢ 200 mr de dlfmetrc y 20 mm de
wltura.

Introducir en
{43.2.2.23,

las cajes una cantidad del medio
sembrade tal como se indica en
43,3.3.1, que permita chtener una capa de unox 2
mm de prosor [60 =) para una caja de 200 mm de
didmetro}, Dejer solidificar, excavar lae cavida-
das, y depositar e=n elles volimenes exactamente
medidos de lam moluciones de referencia y dzl ex-
tracts (0,10 & 4,15 x) por cavidad, segin el dilA-
metrn}, Hepetir por lor menca cuatro vecss rade
concentracién, de forma gue cade determinecidn
sea la svaluacifn ¢e 22 zonas de inhibicldn.

Inguhacibr, -

y de fSrmulam anélogas pars Ul y UH. La vtilizacifn de esta mlternatlve
oblige a reaseciar les miemoe criterics de pauralelismo. En el belatin
enelftico debe mencianarse 1m obtencifin de un resultads procagente de
tres niveles.

Suands lap recias se consideren paraitelas, hay que caloulur el lo=
garitmo de la ectividad reletive (log Al madiente una de las férmulan al-
guientes, =egin =1 nimero de niveles {4 & 3; utilizmdos para la valora—
cibn de! paralelimmo.

Para 4 mivelss:

‘el iog AL (U e Uy »d,+ Ug - 5y - 5,35, - 55} x 0802
Fara 3 niveles: bgrlgeByeB -l - -5 -5
id) loz A - e+ U, + U, -8 -5, -5, x 0.401
U‘ + S‘ - ul - 31
(g} fog & — 6y v My + Uy - B, -5, - Bg) x 0,401

. s
LB + SB - L2 - 52

Actividud del extractc de¢ la muestra = activiéad de la reflerencia
= 3

correspondiente x A, es dAecir us a * A

8t la actividacd relativa no e encuentra en la gama de velores com-
prendidoae entre C,5 ¥ 2,7, na dé repetires Ja detarmingcidn procediends a
loe &justes apropizdes de lax cencentraciones del extracts o, en mue CABG,
de lam mcluciones de referencia.  Cuando eata activided no pusds encua—
drarae «n la pama de los valores exigidom, el resultadoc se conslderard
aproximade y =Bl e2 hars conster en el boletin cde an&lisin.

Cuands las rectas no ae considersn poralslas, oe repetird la deter-
minaciée. 8: tAmpocoe ahorn Be lograse ¢l paraleliemo, la determinacifin pe
congiderari insatisfactoria.

Expresar & resuitads e#n miligremos de bacitracine cinc por kile-
gramn de pienas.

La diferencis entre log resultados de dos determinacionss sfectua=
das con la misma muesirs por el mismo analiste no deben sxceder de:
- 2 mg/kg, en valor sbsoluto, parn los contenidom de bacitracina cinc in-
feriorea a 10 mg/ihg.

Incubar las cajag durante diecigals o dieciocho
horas a 30 *C + 2 *O.

43,4, CALCULOS

Medir el dikmetro de ias zonas d#¢ inhiblcidn con un erTor no Bupe-—
rier & 0,1 mm. Para cade concentracifn, réglatrar las madidas medins en
papel semilogarimmico, tresladende #1 legaritme de las concentracionss en
relacién con loa didmetros de las zonas de inhibicidn, Trazar las rectes
mhd ajustadas pare la solugifin de referencia y para =l extracte, por
eterpla, mediante el procadimiento sigulente:

beterminar el punte més apropiado del nivel més batlc de ia solucidn
de raferencis (SL) con ayude de lp férmuls:

2 * S4 - 253

10

75, + 48
fa) SL = =

Beterminar el punto mAs apropiadc del nivel més alto de la splucidn
de referancim (SH) con myude de im férmuia:

?Sa * !lS4 - 52 - 251

jEd

- {h) SH =

Determinar d=l misme modoc los puntos mAs apropiados del extracto
para el nivel mfe bajo (UL} ¥y =l nival mhs alts {(UH)] sustituyendo 5. 82,
54 ¥ Ss er lan fédrmuilae anteriorea por Ul. Uz, Ud ¥ UB'

Conalgnar los valoras SL y SH en l& miema gréfica. Al unir los dos
puntos, == obiisne Ia rectw mAn ajustade para la solucidn de referencia.
Si se plgue #] mimmo métode para UL y UH aer abtisne la rects mis &iustada
para el extracto. :

51 ne hubisre ninguoa interferencia, las rectas aerfan paralelas,
En la pridctica ar considerdn paralelas suande (SH-SL) y (UH=UL] no difie-
ren wia de un 10% ds mu media.

51 les rectme no eon paralelaz, pueden eliminerse U, ¥ 5. o U ¥
S5,- Lom walorss 5L, SH, UL y UH gue Darmiten obtener rectas més ajuu%a-
dhs, Be ecalsulan entoncem con ayuda de les férmuias aiguientes:

55, + 25, - 8
(m*' 15, = b 2 4 &

7] ]

S5, + 28, - S8

68, + 25, - Sl

& b

(b jEH -

- 20X de! resultado mAm alto, para los contentdos
- 5 mg/hg, en valor abscluto, para les contenidos

- % del regultado miém alto, parsa los contenidos

da 10 a 25 mgikg-
de 26 a8 50 mg/kg.

superiores & S0 mgfkg.

43.%. REFERENCIAS

Directiva e lz Comisidn de 20 de diciembre de 13B3, medificendo
Iag Directivam 717393, 7271949 y 78/633, (Dirsctive BAS&/CEE]. Diarioc Dfi-
c1al de las Comunldedea European de 18 de enero de 1984, n% L 15/28, Ane-
xo III.

44, FLAVOFOSFOLIPCL
{por difumidn »n agur}
£4.1. PRINCIPID

El métodt permite dosificar el flavofosfalipol en loa piensas, los
concentrades y las premezclar. T 1fmits infarior de doaificacifn ee de

1 org/kg.

Se aomete la muektirs a extraccifin por metanol dilufdo, mediante ca-
lentamiento & reafluie. El axtracto as centrifuga, se purifica, 51 es ne-
cenario, en resinas intercambiadoran de fones, y ae diluye. Se determina
1a artivided antihidtics por medida de le difusidén del flavofoafolinol en
un medin de agar, smembrade con Stephylococcus eureus. La difusifin ee pone
de manifiesto por la formacidn de zonae de inhibicisn de micreorgenisme.
EI difimetro de dichas zonms ne considera directamente proporcional al io-
garitms de lax concentraciones ctilizadas,

44.2. REACTIVOS
44,21 . Microarganismo: Staphylocaccua sureus ATCC 6838 P.

A4.2.1,1. Mantenimiento de la geps,.- Sambrar el medio de
cultivo (44.2.2.1) =0 tubog inclinadss, con Sta-
phylococeus  aureus, Incubar dursnte 24 horas a
37 ¢, conservaer er refrigerador a 4 °C aproxima-
gamente, y renovar la giembra cada maea.

44.7.1.2. Preparacibfn de ia suspenzifin hacteriang.-

Tomar dos *tubos nQue contengarn el cultivomadre
‘4.2.2.1)1 v renovar la Brerbra Cada HEmATIA. Treu—
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bar 24 horas & 37 *C y conmervar en refrigerador 44,3, M

o & *7 mproximadamente. )
44.%,1. Tubo pars cromatogralis, de vidrio, didmetro interlor: %

mm, longitud 150 m 20C mm, provisto de llave en & estre-
chamiente infericr y de esmerilade normalizads. {para empal-
me del embude) en la parte Buperior.

28 horas antes de la domificacidén, sembrar me-
dimnte dichos cultivom, de doa a cuatro tubas in-
clinadoe que contengan  medio  de cultiva

44.2.2.%).
t 2.1 44,3.2, Embudc con depémito de PS50 mi, con llave esnerilada, normes

Incubear de 15 a 18 hores a 37 °C. Foner luego los tizado.

gérmenes en suepenaidin en ia mclucién de clorurc
de modio (44.2.2.3). Lla Sransmisidn lumincsa de
la suspensidn, medide & 78 nm bajo.un espesor d«
.1 em, por comparacifn con lm sclucifn de clorure
de Bedic, deberi mer de 40% aproximedamerte. Se
pedrin utilizer otroe métodos el demuestran que
producen pna puspeneidn bacterians andloge.

44 3.3, Frlenmeyer ds 250 ml, ¢= esmerilads normalizado.
44.3.4, Refrigerante de refluje, de eameriladn normalizado.
Ad_ 4. PROCEDINIENTO

44.4.), Selucicnes patrdn. Disclver uns cantided exactamente pesads
de austancia patySn  {44,.72,2.14) en metancl  al  50%

44.2.2. Medlos de cultivo y reactivos.

44,2,2.1, Medio de mantenimientc dée la cepa.

Peptone de carne €.0 g
~riptons 4,0 g8
Extracto de levedura 3,08
Extracto de cmrne 1.5 g
Glucosa 1,28
Agar 15.0 g
Agua 1000 ml

pH e 6,5 despufe de 1z esterilizactén

S& podré utilizer cuslguier #&dio e cultivo co-
mercial de compoziclibn endloge ¥ que d€ lom mis-
mos resultedos, por elemplo Oxoid Antibiotic Me-
dium (CM 327) agrepadc a agar Oxold nt 3 (L 132},

44,2,2.2, Medic de base da la doaificacifin,

44.2,2.2.1. Tepa inferior,

Feptona de carns 5,0 g
Extracto de levadura 3,0 g
Extractc de carne 1,5 g
Agar . 12,0 g
Ague - 1600 ml

pH = &,5 después de la seterilizacién

S¢ podrd utilizer cuslgquier medio de
cultive comercial de compoaicién anf-
Ioga ¥ qQue dé lop mimmos resultadonm,
por elemplo Cxeid Antibictic Medium
2(Ck 335) agregadc m agar Ozoid n? 3
(L 13).

44.2.7.2.2. Oapa A membrar.- Medir (4.2.2.1] con
2 g de emuisidn antisapumente de #l-
licona. Por ejemple SE 2 d& Wacker
Chemis Gmor, Munich.

44.2.2.3. Solucifn Bl 0,4% (p/v)] d& clorurc de sodio:

isolver en agus 4 g de clorurc de medic p.a.,
dijuir kasts 1000 ml y esterilizar.

44.2.2.4, Netanol pure.

a4,2,2,58. Metancl al 50X (v/v). Dilulr 500 ml de metanol
con 500 ml de agum.

48.2.2.6. Metennl al E0% (lv/v}. Diluir BOG m) de metanol
(44,2,2.4) con 200 ml de agua

44,2.2.7. Trip lhidroximetil) aminometans p.a,

42.2,2.8. Solucldn metanblica al 1,5% [(p/v) #& clorurc de
potasic. Displver 1,5 g de clorure de potasino
p.a. en 20 ml de agua, completar hasta 100 ml con
metannl {44.2,.2.4,1. )

44.2.2.9, Intercambiador de cationes: Dowex 50 wXg, 20-25
mesh, Corme Ng {cat. Ssrva nf 41600) o egquivalen-
te.

44, 2.2.10, Intercambiadar de anionsa: Dowex 1X2, RO 100
mesh, forma {l/cat. Serve nt 41010} o eguivelen-
te. Antes de utilizarlo, mantenar el producto du-
rante 12 & 14 horas en metanol sl H0% (44.2.2.6),

44.2.2.11. Lans de vidrio.

44_.2.2.12. Papel indicador de pH (pH 6,8, - E,l}.

A4,2,2.10. Actdo macdrbice.

A%,2,2.14, Susatancim patefrn.  Flavefoafolipel de ectividad
conacida.

(&44.2.2.5) y dilulr para obtener una solucifSn madre de flo-
vofoafelipal de 100 microgramoadml. Conservads en frasco
tapado, a 4 *C, dicha solucifn &8 sstrble dursnte dos me=
wes,

Frepprar o pertir de diche solucifn, y por dilucione=s Buce—
alvag, mediarte metansi sl S50% (44.2.2.5) las goluciones
siguienten;

58 0,2 microgramo/ml
S-t a,1 micrograms/ml
S? 0,08 miarograms/ml
51 0,025 microgramc/ml

Preparacitin de! extracto.
44.4.2.1. Extraccidn,

48.4.7.1.1. Concentradoa, premezélas y correacto-
res mineralen.

Fesar una centidad de muestra de 2 a
5 g ¥ sfadir unom 150 mg de dcido am-
chrhico (44.7.2.13). Mezcler con 150
mi de metanel al 50% {44.2.2.5) ¢n un
erienmeyer (44.2.3.3) y ajustar wi pit
a8 B,1-8,2 mediante unos 400 mg de

=rim {hidresimetil} aminometano
(44.2.2,7}. Controlar el pH medianta
papel indicader {42.2.2.12). Dejar

macerar 15 minutos, ajustar de npuevo
¢l pE » 2,1-8,2, aediante tris (hi-
droximetil] aminoometans (24.2.2.7), ¥
luege hervir durente 10 minutos zon
refrigerante = reflojo  {44.2.3.4),
agitendo constantemente. Cajar en-
frier, centrifugar y decantar el sx-
trecto.

4d4.4.2.1.2,. {(tro= plenmcs.

Fagar ura cantidad de muestra de 5 a
30 g que contengm Al menpe 30 micro-
gramon de flavofopfolipol. Mezclar m
150 ml de matancl al S50% (44.2.2.5}
en un erlenmeyer (44.7,3,2} y ajustar
ol gH a B8,1-8,2 con 400 mg aproxima-
danente de trim (hidroximetil} amino-
metano (4.2.2.7}, Controlar el pH me-
dlarte papel indicador, Dejar maceras
1% minutos, ajuatar de npsve €l pH oA
&,1-8.2 con trie [hidroximetil]
aminometane y luego hervir durente 10
minutos con refrigerante de rsflujo
{4d.2.3.4} nagitando conmtantemente.
Dejar enfriar, centrifugar y decantar
el wxITEcto.

44.4,2.2, Purificacisn.

(8¢ podrk omitir dicha modalidad pars los coneen—
trades, lma premezclas ¥ lo8 correctores minera—
les.

Mazolar 116G ml del axwtracto con il g de intercam-
biador de cationes (44.2.2.9), hervir durante un
mtnuto con refrigsrante a reflujo {44.2.3.4) agi-
tando constantemente. Sepsrar el lhtercamblador
de cationex por centrifugacidén o flltracibn, Mer—
clar 100 ml Ael extracto con 150 ml de metancl
(42.2.2.4) y delsar reposar la solucidn de 12 a 15
horet a4 *C. Elilminar la meterie floculade por
filtracién en fria,

Faner en #1 extrema cwnferisr de un tubo
{44,2.3.1) 4n tapén  de  lena  de  vidrio
{44,.2.2.11), wverter en el tubo 5 ml de intercam-
bimdar de apiones [44.7.2.107 y lavar la columna
eon 00 ml o de metpnol al 80K (4a.2.2.6).  Lusgo
trasvacar a la cclumna a  través del embudo

AT N

ol

b AT Y
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[44.2.3.2) un volumen de filtrado de 10D ml gque
ae gupone contisne por lo manos 16 microgramos de
flavofoafelipnl {20C ml para una ruestra de 20 g
de plenso e 1 ppri. Si fusre necesario, diluir el

' filtrado antes de tresvaswrle 3 la coluwine con
metano! ml B0% {44.2.2.6} para obtener unpg pre—
punta concentracidén en flavofoafolipal de 16 mi-
crogrames wn 109 ml.  Eegular e] caudal de salida
del lfguide & 2 =] sproximadamente por minuso.
Eliminar la totalidad del Filtrado. Lavar luege
tz columna con 50 ml de metancl al A0% {(44.202.6)
¥ eliminar =] filtrado.

Filuir el flavofoafolipol mediante Iz molucién me-
tenblice de nlorurs de potanin {44.2.2.B) mante-
nisndo 2] caudel d&¢ goteo aproximadamente de 2 ml
por minuto. Recoger 50 ml de lg =lucidn en un ma-
traz aforade, afimdir 30 mi de agus ¥y homogenei—
zar. Esta disolucién debe terer un contenide en
flavofeafelipol de 4,2 microgramo/ml (= UBI.

a4.4.2.3. Seluciones del extracto.

51 fuera necesaric, {en perticular en los casca
en que s& hubisra omitido ls purificacifn) diluir
#1 extracto cbtenido en (44.4.2.1.1) con metancl
al 50% (44.2.7.5} para obtener una Aupusets &on-
centracidn en flavofeosfolipol de £,2 microgra-
moe/al (= Ua}.

Freparar a partir de la solusifn U, par dilucio—
nae gucesivas {1 + 1] mecdimnte metanol al 50%
{44.2.2.5) las anlucionsa U, {concentracidn msu—
puasta = 0,1 microgramosmll, U {concentracién
supuesta = I,08 mierogramo/ml} . (eonesntra—
¢idén supuesta = 0,025 microgramo/ml

44,4,3, Modalidadey de¢ la domificacidn.
£d.4.3.1. Inoculacién dsl medin de cultiva.

Sembrar a S0 " aproximadamente 21 medio de base
de im domificmcibn (44.2.2.2.2} con la suspenaidn
bacteriana {44.2.1.2). Mediantes enmaycs prelimi-
nares en capas con el medin (44,.2.2,2.2) dstermi-
nar la cantidad de pumpensidn becterians que per—
mita obtener para las distintas concentraciones
en flavofoafolipel zones d& inbhibicién tan sxten—
gas coms pen poslble ¥ que permenszcan aun oftle
das {unow 30 ml por litro}.

44.4.3.2. Preperacidn de la cajae.

La fifusifn en mgar se realiza en cajam <on las
cuatro concentraciones de la anlucidn patrén (5
ar ¥ S } ¥ lam cuatro concentrecionas del ox-
tractg H} . Ugr Uy ¥ U, }. Cada caja deberi reci-
bir necesarlmnente lan cuatm contentraciones oel
patrdn y dal extracto. A tal Fin, easoger Ja di—
mensifin @& las cajan de Torma tal gque se puedan
ahuscar en e! medic de agar al mencs 8 cavidades
de 10 a 13 mp de dikmetro, cuyos centros no estén
peparados por menca de 30 mm, Se podrd utilizer
como cafms, placss de vidrio planam, coronadas
por un anille de sluminic o de materia pléstica
de 200 mm da difmetro ¥ 20 mm de alturs.

Introdueir en las cajes une cantided del medin
{44.2.2.2.1) que permita obtener una capa de [,5
mr aproximed te d= espesor (45 ml para una cA-
i de 200 mm de didmetro}. Depar solidificar y
afiadir une cantidad del medio {44.2.2.2.2}, sew-
hrads come ae indiem en el punto 44.3.3.1, gue
permita ocbtener une cepa ds 1 mm de espesor (30
ml para uns cajs de 200 mm de dilmetro). ODejar
soli1dificar, ahuscar lae cavidades y depositar en
lan mismkas loa vollmenss exactamente medidos de
les Boluciones patrén y del extracto (0,10 m Q,15
m! per cavidad, segin di&metro).

Hece al menos cumire repetitiones de cada concen—
tracifn, de mndo que ceda detarminacifn sea ob-
Jeto dm una evaluactidn de 32 zonas de inhlbicisdn.

43,4,%.3, Incubeelfin,-

Incubar lam cajae de 16 a 18 horaz B 26 - 30 *C.

44.5 CALCULOS

¥rdir el difimetro de las zonas de iphiticién con una Aproximacidn
des 0,1 mm. Pars cede concentracifn, registrar las medidas en papel semi-
logar{tmico anciande =@ legaritme 4o las concsniraclonesa frente a lom
dlametron de las zonas gde inhibicibn. Trazar las rectas mejor ajustadas
pera la solucién patrdn y pers el extracto procediends, por ejemplo, de
1a siguiente marera:

Determinar el puntc mén aprepiado del nivel mie bajc de la Bolucifn
patrie (5L} mediante la férmala:

781“52"56-258

10

(a} 5L =

Determinar &)1 puntn mix aproplade del nivel mds elevads de la salu-
cién patrdn {SH) mediante la THrmula:

TS, + 43, + 5, = 25
te} SM = L a2 t

3n

Determinar del miame mods loa puntox mAE epropilados del sxtracto
para &l nivel mAs bajo (1L} ¥ el nivel mis elevado (UHJ austituyends 5
5?, . ¥ S en las férmulan arribe mencionadas por U}.’ P U ¥ UB

Aepresentar lgs valores SL y S =n a4l mimmo gréfico. Uniendo loa
des puntos, ae cbtendrf le recta mfs ajusteds para la sclucidn patrén.
Frocediendos del mieme modo para UL y UH, Be conseguird la recta ofs ajus-
tada paru el extragto.

En susencis de comlquisr intecferencia, Ias rectas deperian ser pa-
ralelas. En la préctica, =& Iza cansiderard coms a1 fueran paralelas
cuandn {SH-5L) y (UH-UL} no difieran en ms de! 0% de Bu media.

S5i Ias pectas no fuepan parslelas, se podrln efiminar o blesn U, ¥
S, ol ¥ 5. Las valaras 8L, SH, UL ¥y UH gua permitan abtensr lag rec
mbs n_]uat.adaa Be calcularin entonces mediante lap férmulae siguientes:

S5, « 28, - 5 9S, « 28

fa'}8L & oot B T4 4 g .8
s 6

55+ 25, = 5 55, o+ 25, -5

1B = 4 2”5, T %
B -]

¥ Tormules sndloges para UL y UH. Le utilizecifén de dicha alternativa de-
ber& igualmente ser objets de una verlficacifin en cuanto =l parslelison
de las rectas indicade mis arriba Se deberd mencionar en al bolatin de
anhtizis la ohtencifn de un resultado procedente de tres niveles.

Cuands ge consideren las rectas ¢omp paralelas, Re caleulinrd al lo-
garitme de la nctividad relstiva {1og A}, mediante slguna de lam fdrmules
siguienten:

Fare 4 nivelsa:

(Ul+U2oi}d+Ua-Sl-sz.34_sa}

U‘+UE+S&+38—U1—L’2-51-SE

x 0,502
{c} log. A = :

Fara 3 niveles:

¥, #+ U+ 0D, =5 =5 =5 x 0,401
(d} log. A = 1 2 L] 1 2 4
Udfs‘—Ul—Sl

Wy + Uy » Ug = 5, =5, « 558 x Q.40

(d') log. & =
UB ‘8- U, - SZ

Actividad real -~ actividad supuests x sctivided relative.

Cuande lam rectas na se considersn como no paralelas, repstir 1a
detervinacidn. 31 la miems continuara sin permitic alcanzar el paralelie-
mo, caleular sl logaritmo de ls activided relativa (log. &) msdiante la
rérmuls (e}, 3in smbarge s+ deberd conelderar el resultade obtenide como
aproximadn y serf procedente mencionarlo en =1 boletin de anAlisis.

La difsrencia entre loe resultados de dos detarminacionas realiza-
dax sn la misme muestra por ¢] mismo araliste ne debers sobrepaser:

- 0.5 mg/kg, er veler abseoluto, para los contenidea en flavelfeosfolipol de
e 2 mgikg.

- 25% del resultade mia elevads pasa los contenidof supericres 8 2 mg/hg
¥ hasta 10 mg/kg.

- 20% el resultads mis elevado,
wg /g ¥ hasts 25 mgfkg.

para los contenidoe supericres a 10
— 5 mg/kg, en valor abaclute, para loa contenidos superiores & 25 mg/keg ¥
hasta 50 mg/kg.

~ 1% del reaultads més elevados,
mg/Hg.

para los contenidos superiores s 50

44,6, REFERENCIAS

Qctava Directiva de ia Cemisidn, de IS de  tunig de 1378
(78/633/CEE}. Diarice Oficial de lam Comunidades Europran N9 L 205, de 2%
de julie de I97Y, pag. 43, pag. % & % gdel Anexo.
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45. TI.IRSI_N!
{por difusién én agnr}
45.1. PRINCIPIO

21 método permite determinmr la tilomine en los pienscs, los con-
centradoa ¥ en las premezclas, EL limite Znferior de la determinacidn ec
de 2 mg/kg.

Lo muentrs 82 trata mediante sclucidn tampSn foefato de pH 8, pre-
viamante llevada & #0 °C, ¥ me somete a continclén a extraccidn por meta—
nol. Frevis centrifugacidn, el extracto e diluye ¥ eu mctividad anti—
biftice s¢ deiermina por la medida de la difusifn de la tilosmina en me—
die d* mpar sembrado con Sarcina lutea. La difusién queds indicads por lem
formacién de zomme de Iohibicido en prepencia del microorganismo. El dif-

metre de diches zonas es directamente proporcional al logeritmo de la
concentracién del antibiéticn.

- REACTIVOS
45.2.1. Microorganiama: Sarcina lutea ATCS nt 93431,
£5.2.1.1. Mantenimiento de ls cepa.-

Serbrar Sarcine lutea en tube de agear inclinads
con el medio de cultivo (45.2.2.1} mjustadc a pH
7.0.  lncubar durante uro noche a 35 *7 aproxitma-
damente. Conservar ¢l cultivo en refrigerador y
reagnbrar todoa loa mexes Babre agar inclinadg.

45.2.1.2. Preparacién de la guspenzifin de gérmanca.-

Recoger 1om gérmenss de up tubo de ager inclinade
(45.2.1.1) de reciente preparacidn, con 2 a 3 ml
de puero fiaioldglco (45.2.2.4). Sembrar con di-
tha auspensifn un fresco de Roux que contengm 250
ml del medic de cultive (45.2.2.1), ajustads & pH
7.0. TIncubar durante 24 horas & 35 °C, recoger
loe gérmenes con 25 ml de wuere fleiclSgles
(45.2.2.4). Homogenetzar y d1lufr dichs suspsn-
3ién pAra obtepner unm trensmisiSn luminoma del
75X sproximadamente & A50 na.

Conmervada un refrigerador,
utilirable durante wia acmana.

diche Buspensién e

Mediante wncm ensaysa preliminares sohpe placas
com el medic de base de la  determinscisn
(45.2.2.1), determinar la cantidad de inScule gque
permita obtener, para las difercntes conceptra-
ciones de tilosine empleadas, romas de inhiblcibn
ten extentas como Bem poaible que ademks estén
nitides. La inocylacidn del medio de cultive se
hece o 48-50 o,

45.2.2. Medioa de cultive ¥ reactivos.
d5.2.2.1. Medio de bams pars 1a determinaciéin.

lucona

1,0 g
Peptoaa tripsica 10,0 g
Extracts de carne 1,5 g
Extracta de levadura 3,0 g
Agar segin calidad 10,0 & 20,0 1
Agua deatiiada hanta 1000 ml

Afuatsr en el momepto de empleo a pH 7,0 para el
mantenimisnte de la cepa y la preparacién de ln
suspensitn de gérmenes ¥ o pH 2.0 para la deter—
minnclsn.

Cualquier medic de cultivg comercial de composi-
cibn andlogr ¥ que dé loe mismos repultados, pus-
de per empleado.

T 45.2,2.2, YampSn fosfato pH B.

Dihidrdgene fosfatc de potasic

KK PO p.a. 0,523 g
ﬁrﬁgeno foglfate de POLAS1Q
K HPFO, p.m. 16,730 g
agua é:ntilada harta 1000 ml
45.2.2.3. Tempén fosfatoc pK 7.
thidragena fonfato de potamio
H,PO, p.a, 5,5 g
Higrégeno foafaty da pot.aelo
8] HPD Dol 13,6 g
Agl.u aeutiludn hesta 1002 ml

45.2.2:4. Suerc fisiclégice eatéril,
45,2.2.5. Metansl puro.

45.2.2.5. Metanal al LO% [v/v).

25.2,2.7. Kezcla de tampdn fusfato {45.2.2.2)/metancl pubo

(60/40 wiv).

a45.2,2.8. Sumtancia de referencla: Tilosina canecida.

45.3. PROCEDINIENTY

45.3.2.

45.3.3.

Ssluciones de referencia.-

Secar ia molucifn de referencia {45.2.2.8} durante 3 horas
a 60 °C en unn estufa de vacfo (S mx de mercuric). Pasar 10
a S0 mg B un matraz &fprado, disclverlos eu % ml de wetanol
[A5.2.2.%) ¥ diluir la solucién mediante el tampdn fosfate
pH 7 {AS.2.2.3) para obtener una concentracidn en tllosine

baae de 1.C00 microgramoa/ml.

A partir de dicha eclucifn-madre, preaparar diluyendeo me-
diante la mezela (45.2.2.7) una Eolucién de trabajo da re—
ferencia gue rontenga 2 microgramaz de tlloaina baee por
ml.

freparar & contlnuacidn por diluciones sucesivas {1 « 1}
con ayuda de la mezcla [45,7.7.7), las cobcentracioches gi-

puientes:
Sy 1 microgramo/ml
5o 0,5 micragrama/ml
S1 q,25 l\icmgramn,:‘ml
Extraccifin.

Tomar para les productos muy concentrados en tilosina una
porcién de murstra de 10 g; para las premezclas y plenacs
una porsién de mueetrs de 20 g. Afladir 60 ml de tampén foa—
fato pH 8 (45,2 2.2), previamente calentado a BO *C, ¥ ho-
mogeneizar durante 2 minutos (electradomdsticos Ultra-tu-
rrax ete.)

Dejar repesar durante 10 minutos, wiadic 2C ml de metancl
{4%5.2.2.5) ¥ homogeneizar gupante 5 minutes. Centrifugar,
tomer una parts alicuotm de extracte y dilulr mediante lm
aclucitn [45.2.2.7) para cbtencr una concmtraczidn supues-~
ta en tilesina de 2 microgramos/ml {= U, ). Preparar a con-
tinuacién lam concentraciones U u ¥ U, per diluciones
sucesivas {1 + 1] eon ayuda de 1% sordcisn Yas.2.2.7).

Parp los contenidaa inferiorse a 1C mpfkg evaporar el ex-
traclo en g2co en un evaporador rotatilve a 35 °C y recoger
el residuc mediante metanol al 40% (45.2.2.8).

Medalidades de la determinacida.
45.3.3.1. Slembra del medic de cultivo.-

Sembrar a 48 -~ 50 °C el pedic de base de la de-
terminacidn (45,2,.2,1), ajustade a pH 8, con le
puspeneifn de gérmenes (45.2.1.2).

45,3.3.2. Preparaclién de lan cajam.-

La difusifin mohre agir ee efectla en unam cajas
zon las £ concentracliones de la moluclén e refe—
reacie (5, 3, ¥ S ] ¥ lam 4 concentraclones
del e:n:rartn (ﬁ El ¥ U,). Cada caja deberd
rezibir necesar].amen%e ? 4" cangentraciones de
referencis y del sxtracto.

A& tal fin, escoger lam dimensiones de lam omjun
de ta] forma gua ze puedsn practicar er 21 media
de mgar ml nencc 8 cavidadem ge 10 a 13 mn de
difmetro. Caicular la centided del medic de cul-
tive sembrade [45.32.3.1) gque hebri de emplearae
de modo que se pruede obhtensr o recubrimtento
unjforme dea 2 mp aproximadamente de espemor. Es
preferible emplear como cajas, pleces de vidriao
plunas, provistas de un anillo de aluminio o de
material plistico perfectamente planc de 200 me
diémetro ¥y 20 nm de alturs.

Irtroducir en las cavidades medliante pipeta can-
tidaden exactamerte medidas de aplucifin de anti-
bidtice comprendidas entre €,10 y ©,15 nl, segin
difmetro,

Parn cads muesira, hkecer al menos 4 repeticicnes
de d.fuBiéin con cadae concentracidn, de formm que
cada determinactdn sea objeto de une evaluacién
de 37 zonaa de 1nhibleifn.

45.3.3.3. Iacubpeidn.-

Incubar las cajas durante une noche & 35 + 37 °C.

AL 4, CALCULOS

Medir
proyeccifn,

e¢: didmetra de las zonas de inhibleildrn, preferentemente por
Hepresentar las redidas sobre papel semilogaritmico, llevande
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el logaritme de les sconcentracionss cont relacidn sz les didmetros de las
zones de Inhibicidn.  Trazar I1as rectas de aoiucidm de refereancia y del
extrecto. En pusencia de tnterfarencias, les dos rectas deberén ser pars—
lelap,

E} Jogeritmo de 1la mctividmd relative estd caleoulades por la si-
gulente férmulna:

0y + 8y + Uy + Ug -8y - 55— 8 - )

{U‘+UB+S‘+SB—U:—92—51—52}

-5 x {,602

Actividad reel = activided supuesta x mctividad ralativa.

Lan difersncin entre lus resultados de dom determinacioner paralelac

rfectuadas sobre la mipme mueatra, no debe sobrepasar o] 10%, en valor
relative.
45,5, RAEFEREMCIAS

Tercera Oirective de 1a Comlsién de 27 de pbril de 1972,
172/1997CEE), Diaric Oficis: de lam Comunidades Eurapeaz nt L 123/8, d=

28 de nayc de 1972,

4. ISPIRARICINA
{(Método por difusifo ncbre agur)
#6.1. PRINCIFIC

El métode permite determiner la espiramicina en pienmos y premez—
cles., El limite Infarior de deteccidn e de 1 ppm {1 mg de espiremicina
equivale a 3200 unidades internscicnales). La musatra se somets & extrac—
cifdn con unm mezcla de metuncl y de tampSn foafato—hidrogencearbonato a
pH B. B swtracto se decunta o centrifuge, ¥ despude me Ailuye. La ac-
tividad antibidtica del extracts as determina midiendo la difusién de la
eBpiremicing en un medic de agar, senbrado con Kicrococus luteus. La
difusifn ae renifisstz por la formacién de zonas de inhibicidn del mi-
croorganisme. EI difmetro de diches zongs se conglders diractamente pro—
porcional al logaritmo de la concentracién de antibiftico para la gama de
concentracliones utilizadas.

452, HEACTIVOS

45.2.1. Micreorganisma:
NCIE E553).

“Migrococus lutsua® ATCC 9341 [NCOTC 8340,

46.2.2, Wantenimientc de le cepa.- Sembrar el omdic de cultivo
(46.2.4} en tubos inclinados, con Micrococus luteus. Incu=
bhar durmnte 24 horas s 30 °C, conmerver £n refrigersdor a

4 °C aproximafamente y renovar la siembra cada 15 dfas.

46.2.3. Preparecidn de la suapensién becteriana (45.5.1). Fkecoger
los gErmenss =n un tubo d¢ egar {45.2.2) de reclente prepa-
racifn, con ayuda de 2 2 3 ml de aclucido de cloture de so-
416 {45.2.6}. Sembrar con esta auspensldn 250 ml de medio
de cultive {86.2.4) en un metraz de Roux e incubar durante
18 & 20 horas & 30 *C, Recoger lom gérmenes en 25 ml de sow-
Iucidn de clorurc de apdic (46.2.6) ¥ homogenelzar. DMluir
la spuspensifin hasta 1/10 con ayuda de la solucidn de cloru-
ro de padie (46.2.6). La transmisifn luminosn de Ia suspen-
sifn, medide a 85T nm, bajo un espsocr de 1 om por compara-
ci6n con la sulucifn de clorurc & sodic {46.2.6€], daberd
mer de 75% aproximadamente. Esta suxpanaién pusde conser—
YArse una saemmena A 4 °C apraximadamente.

46.2.4, ¥edios de cultivoe de mantemimiento de la cepa (46.5.2%.
feptona de carne 6,0 g
Triptons 4,0 g
Extracto de levadura 3,0 g
Extracto de cetne 1.5 g
Glucoem 1,0 g
Agar 11,0 a 20,0 g
Agua 1000 mi
pH 6,5 - 6,6 {despufs de la spterilizacién}
46.2.5. Madia de cultive de hase de la delerminecibn (46.5.2),
Triptona 5.C g
Extracto de levadura 4,0 9
Extracte de carne 2,C g
Agar 16,CG & 20,0 g
Agua 1000 mi
pH 2,0 (deaputm de la eaterilizacién)
46.2.6. Selucidn al 8% {pfv] de clorure de sodic.

Disclver en ague 2 g de clovuro de sodie, diluir en 1200 ml
Yy enterilizar.

46.2.7. Tamphr fosfate-hidrogenccarbonate, pH B, 0.

Hidrigenofoslato de potasic

X HPO 16,7 g
n%hldrbgero‘osfato de potesic
KH,FO G5
ngrégeno carbontato de sodio
NaMCO 20,0 g
Agua Raste 1900 =l

A5.2.8. Mezcla de metancl y de tampén fosfate—hicarbonate (45.2.7).
50/50 (wiv).
45,2.%, Sustancis patron. Espiramicine de actividad conocids {UI}.
45,2.10. Solueifn patrbn. Disclver uns cantidad exartamentes posada
de la sustancila patedn (36.2.9) en la mezcla {46.2.8) y di-
ijuir gon la misma mezcla pere oblensr una eoluclén madre de
1000 Ul de eapiramicinaiml.
Conmervada #n frasco con tapén esmeriladc s 4 °C, esta Bo—
lucifn 25 esteble durante © dias.

PrepArar a partir de esata sclucidén ¥ por dilutlones suce-
aivas con ayuda de 1a mezole {46.2.8; las soluciones si-
guienten:

YI/ml
UIiml
Ui/ml
S YIfml

1 tn ta 03
(ARt

46.3. FPROCEDINIENTO - 2
46.3.1, Extraccibfn. Feasr una cantidad de muestra de 20,0 g para
los piensor ¥ d= 1,0 & 20,0 g para las premezcliaes. Almdir
100 mi de mezcla [46.2.8), y agitmr durante 30 minutos.

Ceptrifugar o decantar, diluir despufs la solucidn gue Tle—
ta =n la auperficie con ayuds de lIa mezcla {[46.2.8) para
obtonsr una concentracifn  aupuesta en  eapiramicina de
1 3I/ml (0 ].

para low contenidos en espiramicing inferiores a 2.5 mg/kg
de pienso, efectusr la extraccidn como migue., Pesar una
centidad de mueatra de 20,0 g.  Afiadir 100 ml de mezcla
(45,2.8), agitar durante 30 minutos, centrifugar después
durante unos minutos. Tomar 50 ml de Ia snlucifn sobrena=
dante y s#vaporar hasta 4 ml aproximadamente bejo premidén
reducides en un rotavepor & unm tamperstura que no sohrepasas
iog 40 *C.  Diluir el resfduo con ayuda de la mezcla
{46,2.8), para cbiener una concentracifn supuesta en eEpi=
rapicing 1 U1/mi (Uaj.

Partiende de !p solucifn U preparar por dilucionse suce—
sives {1 + 1}, con eyuda de la mezcla [46.2.8}, las sclu-
ciones cuyas concentraclonee supuestias Bean: U4 [0,5 UI/ml}
U, (0,25 VI/RI} ¥ Ly {0,325 UI/m1),
46.3.2. Inoculacidn del medic de cultive. Sembrar a unce S0 *C
aproximadamente el medic de base de le determinacifm
(46,2 . 5) con la suapsneidn bacteriana (46.2.3). Mediants
enamyca preliminares =n placas con el medio {46,2.5}, de—
terminar la cantidad de suspensidn bacterisna que permita
oblener para las diferentes concentracicnes de espiramici-
na, zonas de inhibicidn lo mE&p extensas poulbles y gque e
tén tedavia limpies.

45.3%.3. Preparacién de las piacas. La 2ifunifn en apgar se efectin
&n unas placau ccn cuatre concentraciones de 1z soluclén
petrén (3 N 2 ¥ S,. ¥ las cumstro concentracionss del
extracto ?U ﬁ . 2 ¥ U,). Cada placa debe recibip necesa-
riamsnte Iaa ruatro contentracionss del patrén y del ex-
tractc. A tal efecta, hay gue elagir las dimsnaicnea de las
placas de formeé gue se puedan efectuar en =1 agar por lo
menes ocho cavitades de 10 4 13 mm de didmetra, cuyod cEn—
tras e hallen & unm Aistancie de por ko menpos 30 mm.  Como
rlacas pueden utilizarss places ne vidrio planas, coronadas
per un anillo de aluminio o de& materin plisties de 200 om
de difmetro y 20 mm de altura. :

Introcucit e=n les places uns cantidad de) medic {46.2.5}),
sembrsde tal come Ae indice &n (46.3.7), gque permita ohte—
ner una cape de £ mm de eapesar {60 ml pars una place de
200 mm de dlfmatro)., Dejar solidificar, efectusr las ca-
vidades ¥y depositer volimenes sxectamsnte medidos de aolu-
clenes del patrén y del sxtracte {C,10 & O.1% ml por cavi-
dad, sepdn difresral. fealizae por 1o menos £ repeticiones
de cada concentracifn, de modo que ecoda determinacién aea
phiets de une svaluscidn de 32 ponms de inkibicién, Incubar
lag placrag d# 1£ a I8 horas s 30 *2 + 2"

AL, 4. CALQULOS

Medir =] difimetro de 1AE zonas de inhibiclén con une precisién  de
4,t mm. Para cada careentracifn, tregiatrar lon waleres medioa en papel
nemilogarftmics, llevando los logaritmos de las concentracinnes sohre los
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difmetros de les czonas de inhibicidn, frazar las rectas mie ajustedas pa-
ra'la sclucidn patrén y para el extracts procediendo, por ejemplo,  come
aigue:

Determinar el punto mie mpropisde del nivel mis bajo de la eolucidn
de patrén 15L] con ayuds de la Frmuls:

791 + 432 + B, = Zla

i3

fa} SL =

Determinar el puntc més wpropigdo del nivel més alto de la solucidn
de patrén [(3H) con ayuds de 1s CSrmulae:

'?!B + 434 “ B, - 2:1

ig

(b} SR a

Determinar de la misme manerz los puntoe mis epreplades del extrac-
ta para el nivel mis bejo (UL) 7 =l nivel mke altg (U] sustituyends 5.,
S.; B, ¥ 8, =n las fdrmulse antes cltsdag por u,, uz, . ¥ u_. Siendo lEs
15tras mindscuise "B" ¥ "u" leoa dlénetros de lab sofias Se LnRibiczén:

Lievar los valores 5L y SH a le mloma gr&fica. Uniando lom dos pun-
tos e obtisne la recta mée ajustada pera la sslucifn patrén. Procediendo
del mismo modo para UL y UH me chtiene 1m recte més ajustads pace el ex-
tracto.

51 ne hey interferencia, las rectas merdn paraleles. En la pricti-
ca, ee LeB coneidera peralelas cuando {58-5L) y {IH-UL] no difieren en
mhs de un 10% de au medio.

5i laa rectas no eon paralelaa, we pusden eliminar ye asa My ¥ oE
"ug ¥ S Los valores SL, SH, UL ¥ W gue permiten ohtener lan Fectaa
mhg ajus%adna pe calculan entoncem con ayuda de las férmules siguientes:

%A, + P8, - B 5E. + 2B, = &
2 4 a
fadsl e —b 24 4
& &
Em, + 2B, - & CE, + 285, - ®
- T 4 2 1 & B 4 2
£ 5

y fépmulas anflogaer para UL y UM, La utilizacién <¢ esta alvernativa
cblign a que sean respetados los mismos criteriom de paralelismo. La ob-
tencién de un resultsdo procedente da tres nivelea debe mencicnarse en ol
boletin de ankliaia.

Cusndo leam rectas se conmideran paralelas, calcular el logeritmo de
1a attividad relativa (log. A} pedimnte una de las férmules gue siguen,
megiin el nimerc de niveles (¢ & 3} utilizados para la evaluacién del pa-
ralellamo, .

Para 4 nivelen:

(01 Uyt U, 4 ug -8y - By -9, an x 0,602

{c) log. & =
U, + Uz + 8, v By =l =U, -8, -&
2 1 2

Para 2 niveles: 4 8 4 8 :

{u1 R u‘} x O,a01

(d) log. A =

u4+l4-\11-81

- - - 0,401
{u2 +uy e oug = By — By la) x 0,

(d') log. A =

ug * 8y -~ Uy = 9

Aetividad del extracts de lm muestra = Actividaé del patrdn corres-
pondiente x A

{UB-S x A)

a8

5i 1a actividad relativa no se encuentra en ia gams de valores cob—
prendldes entre 0,5 y 2,0 repstir la detaroinacidn procediende s loa
ajustes apropiados de laa concentracionss del ewtracto o, eventusimente,
de las solucionea patrdn. Cuando eata actividad no pueda trasladarss a la
gAma A loa valorea requeridna, el resultade deberf considerarse wproxi-
mads y ests indicaciém habr§ de anctarse en el beletin de anflisin.

fuando las recteaa me coneiceren no paraleles, repetir la determina-—
cibn. 51 el paralelimmo no me alcanza funea, la determinacidn daberd con-
siderane inanctipfactoria.

Expresar al resultado en mg de espiramicina bane por kg de plenso.

Las diferencias de 1os resultados de dos determinaciones perslelas
efectuadaE con la miema cuentra por la misma persona no debe superar:

— 2 mg/kg, en valor sbeoluto, pars contenidos de espirariecins base infe-
Ticres & 10 mp/lhg.

~ el P(% del rssultade mAs alte para contenides de L0 e 25 mg/kg.
- £ mg/kg, en velor absclute, para log contenides de 26 e 5O mg/kg.

- e} 1% de% rerulteds mAs alts pars los contenides euperiorss a 50
g,

46,5, OBSERVACIONES

46,5.1, Pusden utilizarse otros métodos, siempre que eaté demontra—
do que producen puspensicnes bacterianas sndloges.

4G.5.2. Puege utilizarse cualquier medic de cultive comercial de
compoEicifén anfloga ques df lom mismps resultados.

46.5. REFERENCIAS

Tirective Comunitartsa nf 10, B84/42%, de 25 de Jelip 1984, Dipric
Oficial de lan Comunidedes Europeas n¥ L 238/34 de 6 de septiembra de
1954,

47. MONMENSINA S{mICA
{Método por difunién mobre ngar)
47.1. PRINCIFIO

El métode permite determinar monansina addiza en piengsos ¥ pramaz—
clas, El 1fmite inferior de geteccifn es de 19 mg/kg 11 mg d= monensins
eddica equivale a 1000 U, "UE“).

La mueratra ae extrae con metanol sl 30%. Al extrpsto as e splica
los tretamientos apropiades segin e contenido de monenainza mddica de la
muestra. Su actividad antibidtica se determinag por medide de le difusidn
de monensine sédica en medio de sagar sembrade cop Bacillus wubtilip. La
difueifn me manifiente poar la formacidn de zonam de inhibicidn de micro-
prganismo. E1 difmetro Ge eatas zonas se considera diractamente propor—
cicnal al logaritmo de la concentracién en antitidtice para la gama Jde
cencentracicnes otilizadas, La wensibilidad de este aétodo ee reduce en
presencin de lones sodio.

47.2. KATERIAL Y APARATOS
47.2.1, Evaporedor rotative, con matraz de fondc redonde de 250 ml.

47.7.2. Columnes de vidrio para cromatografis, dJdifimetro interior:
25 mu, longitud: 400 mo, con un dideetro de 2 mm oen 2l ex-
tremd inferior.

47.2.3. Columne de vidric pare ctomatografia, difmetro intepior: 11
mn, leooglitud: 300 mn aproximadamente, con un difmstro de 2
mm an &l extremc inferior,

47.3. REACTIVOS
A7.3.%, Microorgsnismo: Bacillua subtilia ATCC 6633 {NCIE 8054).

47.3.2. Conservacién de la cspa.=
Sembrar el medls de cultive {47.3.48}, en tubos inclinados ¥
con Baciilue subtilis. Incubar durante una noche g 30 L,
conBarvar en frigorifico a 4 *C y rencvar la mlemtra todos
las megses,

47.3%.3, Preparacién de la suspensidn de esparns [(47.5.1). Recoger
los gérmenss de un tubo de agar (47.3.2) de reclentes prepa-
ractdn, con syuda de 2 & 3 ml de agua metéril, Sembrer con
eata suspenelfn 300 ml de medio de cultive (47,.3.4) en um
freace de Roux e incubar de 3 a 5 dfam & 30 °C, Deapubs de
controlar la esporulacién al misroscoplo,. recoger Las sapo~
ras #n 15 ml de etanel (47,3.6.) y homogenelzar. Eata aus-
penaidn puede conservarze 5 meses a 4 O aprosimadaments.

47.3.4, Medic de cultivo de manteninientc de la cepa [47.5.2).

Triptana 10,0 g
Extracto de levadurs 3,0 ¢
Extracto de carns .,.5 e
Glucoss 1,0 g
Agar (aegin calided! 16,08 20,0 g
Aguna 1000 ml

pH &,5 {deapuéa de la ssterilizacifn}

47.3.%. Medio de cultivo base pars ia determinacién.

Glucoaa ic,0 g
Extracto de levadura 2.5 8
Hidrégenofoslato de potanio

(K HPO 3 0,85 g
Dlgidrggenofosratc de potasio

{(EH, PG, ) .45 g

Agar (8egan calidad) 10,8 a 20,0 g

Agas 1000 ml
pH 6,0 [después de la esterilizacifnd

T 47.3.6, Etanol sl 20% iv/v). Dilulr 200 ml de etansl cen 800 mi de
TP
47.3.%. Metanal pnhidro.

47.3.8, Metancl al 0% (v/vi. Dilufr 900 ml de metancl {47.3.7) con
1G0 1l de agup.

wrd
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47.3.4.

AF . 3.10.

a7.3.12.

Metanol al 0% fv/v). Diluir $90 ml de metanol (47.3.7} con
5603 ml de agua.

Lxids de mluminis granuiade (alcoa F,20 mesh: Activated
Aluminag UGI:F' lancester and Co,, v eyuivalente].

Sustancia petrdn: monensinm addica de activided consoida
[diaponible en  Internactonal Laborasery feor Birologicel
Standards, Central Veterinary Laboratory, Weybridge, Surrey
FtL% 2 WA, Gran Bretafial.

Soluciones de patrfSn. Dilsclver una centidad exactamente pe-
gada ¢éer 1a suptancis petron (47.3.11) en metansl {47.3.7],
diluir para obtener uneé Bolucisn madre de monensina addica
de BOO miercgramos/ml. C- nservar en frasco tapade a 4 °C,
esta molucién ea eatable durante dor Semanae.

Freparar 8 partir 4= ests sclucifn v por dilucienes suace-—
sivas con metancs al SO% (47.3.8}, lae siguientes solucio—
LN

B microgramos/mi
4 microgramon/ml
2 microgramon/ml
1 microgramo/ml

Attt
L )

47 .4, PROCEDINIENTC

47.4.1.

47.4.2.

47.4.3.

a7.48.4,

Extraccifin. Premezclan.

Pepar 2.0 g de muestra, ofiadir 160 ml de metanal al 90%
(47.%,8}, hamogensizar y centrifugar B continuncidn durants
algungs minutea. Diluir la seclucibn scbrenadante con meta-
nol al E0% {(47.3,9) para cbtenar ung concerntracifn aproxi-
medp En monensina sédica de £ microgramos/ml {Ua:.

Extraccibn. Piensoa en los que el contenido en monensing
sfdica no aea inferior a 50 mg/kg.

Fesar de 13,0 & 20,0 g de mueatra, afiadir 100 ml de metan'c'ﬁ
al 9% {47.3.8), homopeneizar durante 15 minutos y dejar
repoRar .

Introduciy un tapdn de algoddn an el extremo inferior de le
colurne de vidrio (47.2.2), afiadir o1 &xido de gluminio
(47.3,107, dando liperas sacudidaa a la zolumna, haata que
el rellenc tenge de 75 o 80 mm de alturas.

Decantar =1 extracto en la calumna ée Sxido de aluminio ¥
recogar al filtrado. Diluir 3C ml del filtrado a 50 @l con
agua.

Olluir snseguids con metannl al S0% {47.3.9} para obhtensr
une concentrecidén aproximade en monensine sfdica de 8 mi-
crogramoa/ml (Ua].

Extraccisn, Plensos er loe gue el contenido =n monensina
abdica e inferier ® 50 mg/kg (hasts =1 limite de 10
ng/hets

Feaar de 10,0 a 20,0 g de roestra, afiadic 100 ml de metanol
al 90% {47.3.8}, homopgeneizar durante 1% minutom. Centrifu-
gar pera cbtensr un extracto limpio.

Tomwr a0 ml de 1fquido sobrenadante para una muestra cuyo
contenido en monenmina gddice sea de 20 mg/kg 80 ml pace
una muestra cuyo eontenido sea d& I0 mg/kg. Fyaporar al va-
cic con rotevapor hagte aequedad [47.2.1} a una temperatura
no esupericor & 40 *C, Dieclver el residuc con 10 ml de mete-
nel a) %0% (47.%.8]),

Intreducic un tepsn de algodén en el extremn infarior ds la
columng ¢ vidrio {47.2.3), afedir el &xido de aluminio
{47.3.10), dande ligeras swcudides & la columna, hasta que
el relleno tenga de 75 a 8C mm de alturs,

Decantar 1= soiucidn metandiics del regfiduc sobre la colum-—
na de &wido de aluminie ¥ recoger el filtrado. Lavar la co-
lumns con 19 ml de metancl al $0% (47.3.8) ¥ unir al fil-
trade eantericr.

Evaporar 1lm sclutibn sl vacfo en retavapor a sequedad
(47.2.1} una temperatura inferior a 40 *C. Disolver el re-
sfdun con 10 ml de metenol anhidro (47,3.7) y completar a
20 ml con egua.

fentrifugar a 4.000 rpm durante S simitos come minimo. DHM-
luir & continuarién con metanct al S0% (47,3.9) pars obte—
ner unz concentracidn aproximade en monensina eSdice de
B microgramos/ml {UB].

Snluciones del extrecto.

Ereparar, & partir de la solucidn U, y por diluciones sace-
sivas (2 + 1] con metens]l ml SD% ?4?.3.9) Iax moluciones
cuyam concentrecicones supusstms gean U, {4 microgramos/mi),
L-‘z 12 migrogramoa/mt} y U {1 micrograma/nll.

A7.4.%. Mcdal:gades de la determinasitn.
Sembrar & S0-£0 °7 el medio de cultivo base para la deters
minacién {47.3.5) con la  suspenaiin  de  las  esporas
147.3.3).  Hediante #ngayos prelimineres acbre placas cop el
media 47.3.8), determinar la cantidad de indsulo gue per-
mite obiener las zonas Ge inhiblcifn mde ampliss ¥ qQue ade-—
m&E sean nitidas pars lag diferentes foncentracioness de mo—
nensina sfdtes.
47.4.%, Preparacific de laa olarcse.
Le difusifin sobre agar se efectfin en lms plecEs con las
ruatro concentraciones de le solucibn petrén (5., 54. 52 ¥
5,] ¥ las custro concentracjiones del extracto {g P Uy Vo ¥
U-). Cada place cdebe negcesariamente recibir las cuatro con-
centracioneas de patrén ¥ de éxtracto. A tal sfecto, es ne-
resaric escoger la dimensidn de las placae para gus e pue—
dan practicar en el medic de agar por lo mence 5 cavidades
de 10 & 13 mr de difmetro, cuyos centrom no disten sntre af
menes de 30 mem. Pueden utilizar=e como placas, léminas pla—
. nas de vidrin, coronadas por un anillo de aluminio o de
pifictico de 200 mm, de difinetro y 20 mm de aliure.

Introducir en las placea una cmntidad del medio (47.3.%),
membrado como indica (47.4,.%), de farma que ae obtenga una
caps de unom 2 mm de espeser (S0 ml para una plece de 200
mm de difmetre). Dejlar molldificar, abrir lea cavidades y
depositar volumenes exactamente medidos de golucionss pa-
trfin ¥y extracto {3,iC & 0,15 ml por cavifdad, saegin didms.
ro k.

Efectuar coma minimo cuatrn repeticlones d& ceda concen—
tracidn, de modo que cada determinecién eea abjeta de una
zvaluacién de 32 zones de inhibiclén.

47.4.7, Incubacifn.~ ILncubar
Aaproximadamente a 35 -

Tas rnueve placas durante 1B horas
37 VL.

A7 5. CALOULLRS

Medir el diémetro de las zonad de inhibicién con una precisidn de
0,1 mm., Para cadn concentracifn, anotar los valorss madios en papel semi-
logeritnice representandc el logaritmo d¢ las congentracionea frente gl
difimetro de las zoneas ¢e inhihicidn. Trazar lan rectas mis ajustadas para
la solucibn patrén y para al sxtracte grocediende, por ejemplc, como mi-
gue:

Teterminar el punto mis eproplade del nivel mAs baje de la selucifn

paetrdn (SL} medienle 1w fErmula:

a2z
751 - 5

10

+ 5, - E5

4 8

fa} SL =

Determinar el punto mis apropiado del nivel nls alto de lan aolucidn
patrén (SH) mediante La fSrmuls: .

+Sz-2$1

10 -

TSE + 484

(b} SH =

Determinar igualments loB puntos mém apropiades del extracte para
el nivel mfe bajo {UL) y el nivel més alte (UH) muetituysnde 3, 8., 5 ¥
\ PR A
SB por Ul, L-Z, U.ﬂ ¥ Ua en lag férmulas anterliorss.

Inscribir los valores S5 y S agbre LA misma gréfica, Unisndo los
dos puntos as obtiene la recta més ajustada para le scliucidn patrén. Pro—
cediendn de la miama forma para UL y UH me abtiene la recta més ajuntads
para &l extracto.

En mumenciz de interferencime, las rectan debrrian ser paralelns.
£n la prictica ae lap nonsidern paralelas ruando {SH-5L} y (UH-UL} no di-
fieren mis del 10% de su media.

§i lay rectss no son peralelss, puede eliminarse U, y
Los valorea SL, 5H, UL y UH que permiten obtener lma re:%aa
ae caleulan mediante las siputentes fdrmulan:

5, 860U, ¥ 5.
nﬁau_je.ltnds

5%, v 28, - 5, 8%, + 35, - §

{&*JEL = & 8
6 &

(b 1sH = 55_,. * 252 - 51 s ssﬁ + 254 - 52
[ 3

¥ con formules enfloges pars UL y UK. Lp utilizacidn de =sta alternative
impone que 864 respeten 1o mismod criterice de paraleliamo. Le obtencidn
de un resultads procadante de tres niveles debe asy mencionada en =l bow
Tetin A& anAliaisx.

Una ver congideradas las rectas paraielas, calicular el logaritmo de
la mctividad relutiva {log. A) mediarte una de las sipguientes férmulas:
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Para 4 niveles:

{0« U

Lt Ug e Uy % U= 8y - Sy ~ 5, ~ Spb K £,602

fel log., A = -
s - - — -

) Uyt Vg e Sy v -l Uy -85 -5

Para 3 niveles:

4] +L'2+U44$1-52—54? x U401

(d} log. 4 = ! &
Uy + By - b - 5
o+ Yy, + 40 - B, -8, ~ 5,1} x C.401
a 2
fd'} log., A m z 4 d 2
Us * SB - UE - 52

Le actividad real = actividad supuestu x actividad relativa.

5! la setividad relativa es inferlor n loa valores comprendidoa en-
tre §,5 ¥ 2,0, repetir le determinaciSn efectunnds loe ajustes apropladon
4= las concentraciones dal extracto o =i ez neceserio, de lag aoluciones
patrén. 51 1s actividad no puesds llevaree entre los dos valnres anteric—
ree, e} resulisdo debs conoideraree aproximado ¥ este debe de nefizlarse
en el beletin d= wnlitsia.

51 1mm rectas Be conpidere Que no Bof pPAralelas, repetir la deter—
minsclén., $Si ne s= conslgus =l parsleliema, la determinacifr debe const-—
deraree inextiefactorie.

La diferenciz entre resultados de doe determinaciones efectuadans
nobre la misme muestrs por 1& misma persond no debs exceder de:

- 20% del reaultedo m&s elevmado para contsnidos en moneneina pédica entre
10 y 25 mgikg.

- & mg/kg, en valor absoluto, para los contenidos entre 55 y 50 mgikg.

— 1D del resultadsc mAn elevado pare contenldos wvuperiores & SO0 mg/kz.

47 .6. OBEERVACI(NES

A7.6.1. Pusden utilizares otros métodoBs en la medida que esté pro-
bado gue producen suspensicnes de esporas andlogas.

47.6.2. Puede utijizaree todo medic de cultivo comercial de compo-
eicifn purecida y que d# los miamon resultedos. :

47.7. REFEREMCIAS

Hevene Directiva e la Comisién de 3l 8+ Julie de 1981. B1/7I5/CEE.
Diarioc Oficial de les Comunidades Eurcpeas nt L 257/5 del 10 da xeptiem—
bre %e 1981.

AR, AVOPARCINA
{Por difusifc sobre sgar)
df.t. PRINCIFIO

El mEtode permite la determinecidn de avoparcina en piensos ¥y pre—
mezclas. El limite inferier de deteccidn es de 2 mg/kg. Lom mntibiSticos
polietersa interfieren #n la determinacifn-

La muestre me somete a una extraccidn con una mezcla de acetona/
agus/dcide clorhidrico. Le actividad antibifitice del sxtracto se determi-
ng midiendo la difusifin da 1 avopsrcina en un medic de agar, sesbrado
con Bacillue saubtllis, Le diTumidn sa= manifiesta por la formacidn de zo-
naa de inhipicifn de microorganiama. E} difimetro de sctas zonas ae consi—
dera dirsctamente proporcicnal al logaritme de la concentracién de anti-
bidtico para ls gama de concentraciones utilizadas.

48,2, REACTIVOS
48.2.1., Microorganiamo.
Bacillus aubtilis ATCC 6633 {NCIE 6054i.
. Conservacitn de lx cepa.
Sembrar el medio de'cultivn {46.2.4}, en tubos inclinadas,
con Bacillue mubtilis. Incubar durente una nochs a 20 °f,

congervar an refrigerador a 4 *C aproxi te ¥ r A
ia giembra todos los menes.

48.2.3. Freparacién de la suspensidn de eaporas. (Ver 48.5.1). Re-
coger los gérmenss 4f un tubs Jde agar {46.2.2) de recisnte
preparecidn, con ayuda de 2 & 3 mi de agus estéril. Sem—
Brar con ssta -suspsnaiSn 300 ml del medie de oultive
(48.2.4) en un {rasco de Roud & dncober de 2 2 & dfae
A *C. Despule de contrelar le esporulacisdn sl microscople,
recoger les eapurae con 15 ml de etanel (48.2.5.] y homoge—
neitar. Esta suapensifn puede conaervarse haste cinco meses
a 4 "C aproximadaments,

45.2.4.

43.2.9.

48.2.10.

48,2.11.

48.2.12.

48.2.13.

16069

Medio de pentenimiento de la rcepn (48,5 2.}

Feptona

Triptona

Extracte de levadure

Extractic de carne

Glucosa

Agar

Agun

pft 6,5 {después de esterilizar}

[
§U||-|-uh0!

QOMma D
ImPeEEmMR

Etancl a)} 20% {v/v].
REua-

Diluir 700 ml de etansl con 800 ml de

Azido Clohfdrico, d = 31,18 - 1,18,
Soluctdn de hidréxige de wodio 2 M,

Tampdn fosfate 0,1 M.  Peear 13,6 g de dihidrégenc fosrfato
de potasio (¥H P04) ¥y dilufr hasta 1,000 ml con ague ¥
ajustar a pH 4.;.

Mezcle mostona/agusféride clerhfdrico {48.2.8):
65/32,5/2,5 {v/v/v),

Suptancisx patrén.
clda.

Eulfaty de avoparcina de ectivided cono—

Solucidn patrSn. Disclver 17 mg, sxectaments pesadom, de
gustancis patrén {48.2.10) en taspdn fosfeto (46,7.8) y di-
lulr con eate +tampdn parm obitner una molusifn patrén de
avoparcine de 100 microgramos/ml. Conaervar en frasce tapd-
do @ 4 *C come miximo 7 dfase.

Saluciones patrdn parn las premezclan. FPreparsr p partir de
la aolucidn (48.2.11) y por diluciones suceaivas con tampln
fosfato {4B.2.B) las siguientes soluciones:

microgramos/ml

microgremos /ml

microgramo/mi
5 micrngremo/ml

[ )
LB O
O R e

Spluclenes patrones para los piensos. FPrepara a partir de
la wolucién {42.2.31) y por diluciones mucesivas con tampdn
foafatn (4R.27.A} las siguientes msaluciones:

| o 2 nicrogramos/el
5, 1 microgramo/ml
5, 4,5 mnicrogramo/mi
5y 0,25 microgramo/ol

48.3. PROCEDINIENTC

4B8.3.1.

bFreparacidn del extracto y de las solucionss. Premezclas.

Fesar, con precisién de 10 mg, una cantidad de muestra gue
contenge de 10 & 100 mg de avoparcina, transferir « aatrar
afgrade de 100G mi, safiedir 60 ml de mezcla (45.2.9) y agitar
durante 15 minuton con agitedor metdnicn. Verificar el pH ¥
ajustaric a pH = 2, 81 es necesmaric, con &cids clohidrico
(48,2.€). Completar al volumen coen 1a mercla (48.2.%) ¥ ho
mogensigar. Filtrer une parte Bobre papel Whatman nd 1 &
atmiiar ¥ #livinar lom primercs 5 x]l, Tomar une alicucta ¥
ajustar e1 pH & 4,5 gon solucién de hideSxido de sodio
f48.2.7). Diluir esta solucién con tempén feefato (48,2.8)
pare cbtemer una concentraclén presumible de 4 nicrogramce/
ml (UB) de avoparcina.

P'reparar a partir de sate solucidn y por dilucionss suceai-
vaa (1 « 1} con tampén fosfato (46,2.8), lae soluriones au-
pueatas U (2 mieragramom/ml}, U, {1 microgramc/ml} y U
{0,5 microgramo/mb). 2 i

. Preparacifn del sxtracto y de lms solucionee. Pienmon.

Fenar une cantidad de muestre de 50 g. aftadir 100 ml de
mezcle [48.2.9) y agitar durante 30 minutom con agttador
meclnics. Clarificar por centrifugacién el extracte {an tu-
bos tapadns), tommr unk alicucte del eatracto limpic {ver
tabla) y Bjustar a pH 4,5 con solucidn de hidréxide de o=
dic {46.2.7}, ©Diluir esta molucidn con tampsn foafate
{4, 4.8} para obtensr le solucifn . (ver tablaj.

Freparar a partir de gsta solucifn y por diluciones sucemi=-
vas {1 + 1} con tampfn feafeto (48.2.8) las solucicnes su-
pusztas U, (1,0 microgramo/ml), b, 10,5 microgramo/mi} y U
(0,25 microgramo,/ml}.

PR ¥

s

SprEr
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TAELLA
r ] |
Contenido pupusste en avoparcine 5 7.5 | 10 15 ;¢ 20 40
(mg/kg) ! I
i
Peoo de mumstra en g 50 50 1 %0 50 50 =0 |
{x 0.1 g) i I |
] !
| I
Yolumen de mezcle (ml) 100 | 100 | 1@ | 100 | 00 | 100
{a8.2.8} 1 i
| :
| i
Volumen de extrecto limpio 20 5 | 20 15 ] 2o 10
{ml) | |
Volumen fipal 25 2% ; B0 50 ] 100 | 100
fml): Uy
E
i Concentracidn supueata Ug | 2 2 2 2 4 2|
i en microgremos/ml | Bprox improx I
; | [ i |

48.3.3. Neterminacidn. Inoculpcidn del medio de cultivo.

Sambrar & 50-80 °C el mnedic base de la determinacifn
{48.2.4) ¢on 1a suapenaién de eaporam {£8.7.3). Madiante
ensAyos preliminaren aohres placas con el medio (48.2.43,
determinar la cantidad de indculc gue permits obtaner las
zones inhibicidn més amplime ¥ que ademis sean nitidas, pe-—
& lam difarentes concentraclonas de avoparcinba.

. Daterminarién. Preparacrifin de las placas.

La difusidn sobre agar se efectin an placas con lms cuatro
concentraciones de la aclucibn patrdn (5., $,, 52 ¥ 51‘1 ¥
tan cuatre concentracionss del extracto ?UB' &4' U,y Wl

Cada plega deha necanarizmwente recibic iam cumtré
concentraciones de Ntl‘én ¥ sxtracto. A tal efacto, eBCOZer
las dimenaiones de lea piacan de Forma que se puedan prac—
ticar en el medio eger por lo menos & csvidades de 10 & 13
me de difmetro, cuyos centros no disten entre al menos de
3G mm. Pusden utilizarse como placas, liminas planas de vi-
dric, coronadas de un anillc de eluminic o de materls plis—
tica de 200 mp de difmetro y de 20 mm de altura.

introducir en las plates una centidad del medio (48.2.4),
sembredo come indica en {48,.3.3), que permite cbtensr una
ceps aproxisademente de 2 mrm de espesor {60 ml pare una
place de 200 mm de difmetro}l, Dejar solidificer, abrir las
cavidader y depomitar volGmenes sxactaments medidos de so-
lucionen patrdn y extracts (0,10 & J,1% £l por cavidad, se-
gin el difmetro}. Efectuar como minimoe 4 repeticionse de
cads concentracidn, de modo que cade determinecidn wes Ob-
feto de una evaluacidn de 32 zonae de inkibhicifn,

43.2.5. Incubmcidén.
Incubar lax placas entre 18 y 16 horas u 30 "C
AB .4, CALDULOS

Madir sl dilmetro de las zonas de inhibicidn con unm precieidn da
£,1 mm, Pars cade concentracifn, registoar las wedidaw medias pohre papel
weml-loguritmice, representandc el logaritmo de les concentracionss fren-
te a loa difimetros de !am zonmm de inhibieldn. Trazar las rectas nés
ejuntadey para la solucidn patrdn y pera el extracte procediende, por
elempla, como EBlgue:

Determinar e! punto mém apropiade G2l nivel mbs bajo de la soluclén
patrdn (51 mediante la formula:

?SI¢452+S4-2SS

10

{a) 5L =

Determinar el punto mis aproplado del nivel mén alto de la solucidn
patrfn (EH} mediante la férmulms

- 25

75 +4S‘+S‘? 1

{6} SH =
10

Determinar de igpue]l forma los puntos wmhs apropladoa del extracto

pare. ¢l nivel pém bajo {UL} ¥ el nivel mia alto (UH} sumtituyends S, 5_,
1 F4

54 ¥ Sy an lax férmulaa por Uys Uyy Uy Uy

Lievar [os valorss SL y 5H mobre la mikme gréfice. Unjendo los dom
puntes me shtiens g recta més sjustada pere le sclucién patrén. Procs-
diendc del miemce modo para UL ¥y UH se obtisne la recta mds ajustada pars
el extracto.

En ausencia de tods intarferencia, las rectas deberian ser para-
ielam cuando {BR-EL! y (UH-UL} no difieren méa del 10K de su medin,

Si lme rectas ng eon paraielas, g€ puede eliminar blen U) ¥ 5, 0
bien [ ¥ 5. . Lom valores 3L, HH, UL y UH Gue permiten obtener las rtchu;
min ajontadie Ae calcularn segfin:

55, + 35, - §
{B'IEL = = 2 Gl &
& &

55, - 25, - §

55, « 25

r

P s 585 ¢ 25, -~ 5,

{p')SH =

& L]

¥ las férmulme anfilopas para UL y UM, Le utilizacifin de eata alternativa
lmpone que se reampeten loz mismor criterios de paralelismo. L& obtenclén
de un resulzado procedente de treas niveles debe Aer mencionada er el bo-
letln de mndlinis.

Cuande las rectas se consideran parglelas, caicular el logaritmo de
la actividad relmtive [log. A} como migue:

Fara custrg nivelas:

{UlQUE&wab‘a-Sl-Sa—SA-Sa} x 0,602

fc] log. A =

W oslU, +5, «+5 —U U ~8§ =-8§
Fara tres nivelws: a 8 4 8 i 2 1 e

U + U, +b, -8 -5, ~51 x 0,401
td) log, A w 2. 24 2 4
U‘fsﬂ—l.l}—fv1

M, «+ 04, + U0 -8, -8 « 5.1 x 0,401

{d') log, A = .z 4 a Z 4 8
J +SS-U - &

8 2 4

La activided real = actividad supuests x activided relstiva. 51 la
actividad relstiva se encuentra por debaio de los valorer comprendidos
entre 0,5 y 2,0, reapetir la datermiracién procediends a los ajustes Apro-—
piados de las concentraciones del extracto o, evantualimante, de laz solu-
ciénes pEtrones. Si esta zctividad no puede incluirse entre sstos valos
res, el rasultads debe considerarse aproximade ¥ et debe figurer en el
bolenin de andliais.

Cusndc laa rectas no se congideran parelelas, repstir la determina-
cibn. &1 no s= consigue el paraleiisme, la determinaclfn debe conwiderars
e come inpatiefectoris.

Ls diferencia entre los resultadoa de doe determinaciones electua-
dan sobr= Ix misma mueatra por Ia miEmm parsons noe debs eaxceder de:

- 2 mg/kg, =n valor sbeolute, pera los contenldos de pvopercina de 2 m 10
g kg,

_ 20% del reasltade més elte para contenides entre 10 7 25 mg/kg.

- 5 mg/kg en valor abmeluts, parm cont=midos mnire 25 y SO mg/kg.

10% del repultassc mie alto para contenides supsriores a2 50 mg/kg.
48.5. OBSERVACTONES

4B.5.1, Pueden utilizarse otros métodos an la msdida que estén com—
probedes que producen andlogse suspenslones de oporas.

48.5.2. Puede utilizarae cotre medio de cultive comercial que tenga
una composiclin andloga ¥ dé los miamos resultadoe.

AH.5. REKFEREMUIAS
Movena Directiva de la Comisibn de 31 de julic de 1981, 81/715/CEE.

Diario Offiecial de laa Comurnidwdes Furopesg n® L Z57/35 de IC de asptlem—
bre de 1.%881.

43, ANTEBECTICOS DEL GRUFO DE LAS TETRACICLINWAS

439.1. BETRECCION X TOEWTIFICACION,

49.1.1. PRINCIPIO.

EI método parmite detectmr e identificar loa sntibidticoa del
grupe de las tetraciclinam en los plennsos gue contengan al menos 0,1
mg/kg de =l]lam, er ¢oncentrados ¥ en premezclas.

L& musstra e somete & sxtraccidén msdimnbe une mezcle de= metancl
¥ de Seidn clorhfdrico. El extracto me cromatografie ssbre papel por via
apcendente comparativaments & tug soluclones de refarencia. Loa antibid-
ticos s& detectan & identificen en comparacidn con sus valores R con lom
fe lar sustancise patrdn, sea por fluorsscencla de Iuz UV [elevados con—
tenidox an antihiftirze), va mes por medic de bloastografia sobre medio de
agar aemhrandn con B, cereum.
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49.1.2. REACTIVDS.

49.1.3.

49.1.4.

ag.1.2.5.

49.1.7.7.

49,125,

49.1.2.4.

49.1.2.5.

A%.1.2.5.
45,1,2,7.

45.1.2,.8.

49.1.2.5.

4%.1.2.10.

49.1.2.11.

WATERIAL -

49.1.5.1-

A5.1.3.2.
49,1.3.3.
49.1.3. 4.

49.1.3.5,

Tempdin, pH 3,5

Aride citrico monchidreto p-a. 10,29 g
Monohidrogenofosfato de acdie

dihidrato (NnZHPG_{.EﬂzD) p.a. 7,45 @
Acetona p.a. 3o wml
Agyua destilada hesta 1000 ml
Tarpén fesfate, pH 5,5

Lihidrogencfosfatc de potasic

(KH_TFO_ ] p.a. 130,86 g
Wonfhifdroganarosfate de sodio

dikidratc (NazH?Oé.EHZO} p-B. &,047 g
Ague deetilada hasts 1400 ml

Eluyente I: Mezela nitrometane p.a./cloroformo ../
alfa diclorhidrine: 24/10/1,5 en volumen. Preparar en
el momento de su empleo.

Eluyents II: Mezcle nitrometrane p.a./cloroforme p.a./
alfa picelinie [20/1G6/3 en volumen). Preparar ep &l mo—
mente de su emplec.

Mezrcla netanol p.a./Aeide clohfdraco {d = 1,98/2 en vo—
lumen)].

Avido clorhidrico O,1NH.

Améniaco, de 0,61

Sustanciag patrén: clortetrecieling, oxitetrmciclina,
tetraciclina, cuya actividad me expressa en clorhidrato.

Microorganiomo: B. Cereus ATOC n# 11.778.

Mantenimiente de 1la cepe, preparacidn de la puspensidn
de eaparan s thoculacién del medio de cultiva. Aplicer
las disposiciones (49.2.2.1) ¥ (A9.2.2.2] de]l oftodo de
determinacifn 4« la clorotetraciclina, de ls oxitetra-
ciclina ¥ de ln tetraciclina, por difusifin sabre agar,
ohisteo de la parte (43.2).

Medio o cultivo. [ver 41.1%.1)
Gluroaa 1g
Peptona tripaica 10 g
Extrucie de carne 1,5
Extracto de levadura g

Agar 20 g
Agun destilads hasta 1000 ml
Ajustar el pH a 5,8 #n el momento de Bu emplea

Solucifn a) 2,1% [(p/v} da cloruro de 2,3,5trifenilte-
trazolio ¥ 5% (p/v) d¢ glucoes.

Equipo para crovatografie sscendente sobre papel, (al-
tura del papel 25 ¢m). Papeles Schleicher y Schilll
20040 b & 20043 b o equivalente,

Centrifuge.

Estufa de tncubacifn, regulada & 30 *C.

Limpara [V para deteccisn de la flucresacencis.

Plecas de vidrio de 20 x 30 cm aproximodamente que per—

mitan el montaje de una cals plana pare la bicautobio-
graffa.

PROCEDINIEZNTU.

43.1.4.1.

Salucionse de calibrado.

45.1.4.1.1. Scluciones pmtrén. FPreparar @ partir de laa
apatancias de calibrado (A%.1.2.8) y cob
ayuda de Aclde clorhidrice (49.1.2.8) unas
selucionen cuym trecifn correspond
reapectivamente a 500 microgramos de <lor-
tetraciclina-HCI o éde pxitetraciclinagHCl o©
de tetraciclina-HC1 por ml.

A49.1.4.1.2. Soluclones de refarencia pars la detecclén
en luz . Mlufr lag soluclones
[a9.1.4.1.1) con tampin de fonfato
(49,1.2.2.) pars obtener unas saluciones
Cuys tracién corr de a 100 micro—
gramee de clortetracicline-HZl o de oxite~
tracirlina~HCl o de tetrmcliclina-HC]l por
ml,

49.1.4.1.3, Soluclanes de referencis para la deleccidn
por bisaytografiam. Piluir las soluciones

a5.1.4.2.

a9.1.4.3,

49,..5.1.

{49.1.2.1.1) con tampdn fosfato {49.1.2.2.]
pare ohtensr unas socluclanes cuya concen-
traciéh corresponds a 5 alcrogramos  de
clortetracicling~HCI, o de oxitetracfecli-
na-}Cl o de tetraciclina—HCl por ml.

Extraccifn.

Cuando el contenide supuesle cel antibidtlico wem infe-
rior & 10 mg/kg, s podrf emplear ia mueslra homogenei-
zada o la fraccibdn més fina separade mediante tanmizado,
dado que los antibiftices se encontrarfn preferentemen—
te= en dicha fraccléo.

Poner la muestrs en suspenfién en la mezcle (49.1.2.5)
¥y centrifugar. Fecoger wl liquido achranadente para em-
plearls ts]l como esté o diluirlo, e8i fuera necesario,
por medic de la mezcle (49.1.2.5.) para obtener imas
concentraciones de antibibtice de 100 microgramos/ml
(49.1.4.2.1) y de 5 microgramos/ml (49.1.4.2.2) aproxi-
madamente.

Detecclén o identificacidn.

43.1.4.3,1. Cromatografia. Sumerglr &l papel en la g0~
lucifn tampbn, pH 3.% {45.1.2.1). Eliminar
el excean de liguida comprimienda el papel
entre urnaa holam de papel des filiro seco.
Depomitar & coOnRtinuacidn sacbre el papel
unos voldmenes de €,01 nl de las scluclones
de referencia (49.1.4,1.2 y 49.1.4.1.3) ¥
del extracto {4%9.1.4.2 y 48.1.4,72.2). Fara
abtenepr una buena separaciin, &1 cohtenldo
apropiado en humedad del papel es determi-
nante; en su case, deilar secar ligaramsnte.

Oessrrollar por cromatografia aseendente.
Emplear el eluyente I {48.1.2.3.] para la
detepcifn por bicautograria, el sluyente 1I
149.1.2.4,; pers la deteccidn en luz UV,
Cuando el frente del disclvente alcance de
15 a 20 cw de alte {aproximademente 1 h 30
minutos) interrumpir le cromatografis y e~
car =1 papel.

49.1.4,3.2. Deteccitn de luz uwltravicleta.— Coando =1
contenide en fntihldtico sas superior e 1
micregrama/cm”, 8¢  pueden percibir manchas
flucreascentes amaciliae o por irradiacidn
bajo le lampara de UV {4%,1.3.4]) previc
tratamientc del cramatograms mediante vapo—
ren amonimcales (49.1.2.7).

49.1.4.3.3. Oetwuccifin por bloautegrafin.- Verter ol me—
dio de cultivo (49,1.2.10) previamente mom-
brade con B, cereus (49.1.2.9) sobre unas
placas de widric (49,1.3.5) ¥ colocar el
papel pobre el medig de cultive. Tras cinco
ninutos de contacto, apartar =1 papel y co—
locarle mobre un lugar distinto del media
de cultivo donfe s le mantendrf durante el
periodo de imrubacidn, incubar durante une
nochse en egtufa a 30 ?C. La pressncia de un
antibidtico del grupo de lamn tetraciclinas
4 marce por ronas de inhibicién claras en
el medls de cultive turbio.

Fare Tijar el cromatogramm, wvaporizer la
golucifn (49.1.2.11) sobre el papel, pravia
incubacidn.

49.1.4.3,4. Identificacidn.- Los valores RF relativos a
los antibibticos del grupo de tetraciclinms
de dar, a ¢ontinuaszibn.,  Dichos valores po—
drén varlar ligeramente segin la calidad
del papel y su contenidc en humeded.

Clortetraciclinae ({TC) 0,680
Tetraciclina (TC) 0,40
Oxitetraciclina [OTC) 0,20
4 - epi - GIC .15
¢ -~ =pl - TC 0,13
4 — epl - OTC 0,10

Los compuestoe "epl” tienen whm sctivigad
artibiStira inferior a la de los compuestios
normales.

49.1.5. OBSERVACIOWESD

Fodrd ner smpleade cualquier msdio dr cultive conerciml
de compomicifn andlogn ¥y que dé los miamos repul tados.
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49,2, CLORTETRACICLINA, OXITETRACICLIMA T TETRACICLINA

A3 2_A. Por difunién sobre agar.

4%.2.A,1. FRENCIFID

A9.2. 5.2

El métode permite determinar la clortetraciclina,

{CIC).  la

oxitetraciclina {OIC) y le tetraciclina {TC] en los plensos,

concentrados ¥ premezcles.
Lor contenldos infericores s 5 mg/ikg pueden

cidn en de 5 mg/Kg.

El limite infarior ds Ia determina-

estimarae por interpolacldn gréfica.

Para [os contenidos Igusles o inferiores & 5C mg/ky, la muastra
ne someterd & extraccidn por formanida d¢ilufde. Para loa conte-

nides superioras s 50 mg/kg,
de agua y de Scide clorhidrico para la

una mezcle de acetona,

ee somete A extraccidn mediante

detearminacidn de la CTC, ¥ por una mezcla de metancl ¥y de Acido
clorhidrice pars la determinacifn de la OTC ¥ de la TC.

Lo extzactos ae diluiran s contilnuaciln y eu mctiividad antl-
bifitica e detsrminard por la medicda d¢ le difusidn de la CIT o
de la OTC o de la TC #n medic a agar sembrade con D. cereus. L&
difumién se indice por ls farmacién de zonam de inhibicifn en

presencie del microorganlsmo.
directamante proporcional al

antibistico.

REACTIVOS

El difmetiro de dichas zonas es
logaritme de la concentracidn de

49.2.4.2.1. Wicroorganismos: B. cereus ATCC ni 11.778.

45.2.4.2.1.1.

49,2 . A.2.5.2,

Mantenimientio de la cepa.- Sembrer B.
cereus en tobo de ager  inclinedo
conntitulde por el medio de cultive
145.2,4.2.1) exento de arul de meti-
leno ¥y de fcido birice. Incubar du-
rants una noshe a 30 °C aproximada-
mente, Conservar el cultive en refri-
garadsr y resembrar cads 14 dfas sc—
bre pgar inclinado.

FPreparacién &¢ la suspensidn de espo—
ram.- Recoger lom férmensa da un tubs
d« agar inclinade (49,72.A.2.1.1} con
syuds de 2 8 3 ml de suere fipioldgi-
co {49.2.4.2.2.5.}. Sembrar con dicha
munpensidn un frasce de Bouxr que cone
tenga 30C ml del medic de cultivo
(43.2.8.2.2.1}. exanto de azul de me—
tileno y de Acido hérico, cuym ron-
cantracidn en agar aea del 3 al 2%,
Ingubar 3 a 5 dies &8 2637 *£, reco-
EnT A continuacifin laes esporae en 15
ml de stanol (49.2.A.Z.2.6), trae ha-
her cosprobado la saporvlacidn baje
el mitcroscopin, ¥ homogentizar. Dicha
suepensidn puede consevvarns en rea—
frigerador £ mepes al mence.

For unos ensayos preliminkres sobre
placas ¢on el medio de base de In de-
terminecién {45,2.A.2.2.1}, determi-
nar lg cantidad ge indoulc que permi-
8 oblepner para las difersntes con-
cettraciones de antibidtico emplea-
dar, unas zonas é= inhibicién tan =x-—
tensAs come Bza poalble, ¥ que pean
¢leras, Dicha cantidad es generalmen-
te d= 0,2 & 0,3 11000 nl. La sism—
bra del amadic de cultive ss realiza
entre 50 y 50 <,

49, 2, A.7.2, Mediom de cultivo y resactives.

4%,2.4.2.2.1.

49.2.0.2,8.2,

¥edic de btese de la determinecidn
{ver 43.2.4.5.1),

Glucoan

1ig
Peptona tripeica 10 g
Extracto de carne 1,5 g
Extracte de levadurae 3g
Agar, megxin calidsd 0w 20 g
Twaen B0 I ml
Tampdn fosfato, pH 5,5
{49.2.4.2.2.2] 10 ml
Sclucién al % (pfv)
de Aside bérico 15 ml
Sclucibn etanflica =l
¢.5% cde axul de metilenc 4 ml
Apue Jestilanda hasts 100G ml

Ajuster m pH 5,8 gntes de au smplen
Tampdn foefato pd 5,5.

Dihidrdgeno-Tostato ds

potasis (KHEP!‘}‘] P8 133,86 g

4%.2.A.2.2.3.

49.2.8.2.2.4,

4%.2.A.2.2.5.
45.2.A4.2.2.6.
49.2.4.2.2.7.

45.2.A.2.2.48.

48.2.A.2.2.8.

AG.Z2.A 22,10,

d9.7.4.2.2.11,

A0.2. 4.3, PROCEDIMIENTD

Monohidrogeno-foafato de
sodie dihidrato

(Ka md.m ] p.B. 5,047 g
Agui destllada hasta 1000 el
tempdn fosfato, pH 5,5, diluide al
118,

Tampdn fowfata, pH 8.
nNihidrégenc-fosfats de

potasie (KK _#0 1 p.a. 1,407 g
Monohi drégeho—Yopfato de

sodic dihidrate

(anm’cd.ZHaO} Pk, £7,538 g
Agus deatilsda hasta 1000 ml

Suerc Tistolbgico eatéril.
Eeanol a 20% {v/v)
Actdo clorhidrico Q,1N

Formamida al 70% (v/v}. Preparar en
freacc anten del emplec ¥y ajustar el
pH 4,5 con eyudsa de Acido sulflrico 2
N aproximadeaments,

M¥excla acetons p.a./mgua/écido clor-
hidrieo, f(de 1,19) {65/33/2 &n volu-
men|.

Mezcls metancl poB./dcide clahidricsn,
fg= 1,18} (98/2 wiv),

Sustancies petrones: CIC, O1C, TC cu=-
¥e actividad e sxpress en clorhidra-
to.

49.2,.4.5.1, Sclurviones petroaen.

45 2. A3, 1.1,

49.2.4.3.1.2.

49.2.4.3.1.3,

flortetraciclina. Fraparar a partir
de la mumtancia patrén (49.2.A.2.2.
11} ¥ ean ia ayuds de fcido clorhi-
drico {42.2.A.2.2.7), una molucidn
patsin suve concentracidn corrasponda
& 50C mlcrogramoa/ml de clortetra—
ciclina~HCl. Dicha mslucién ae con—
gserva una pemana en refrigerador.

& partir de d£icha aoclutifn patrdn
preparar una soiucién de calitpade de
trabajo £, cuye concentracién correa-
ponda B 9,2 ricrogramos/ml de clorte—
tracicline=HCI, La dilocién ee hace
cen le ayuds del tampSn foafats, pH
5,5 ¢llulde el 1710 {49.2.4.2.2.3.],
con adlccidén del 0,01% &+ negro amide
{ver 49.2.4,.5.7,0.

Preparer a continuacifn pear aucesivas
diluciones (141} com aruda del tamphn
{45.2.4.2,2.3.), Ias concentracicnes
Riguienten:

1 ricreogramos /ml
05 microgrance/ml
025 mirrogramos/ml

Il

&
2

]
E
s1

43
<,
a,
Oxitetracicling. Frocediendo como as
ingdiem en (49.2.4,3.1.1.) preparer, a
partir de una molucién patrén cuya
concentrac14n corresponde B 400 mi-~
crogramoe,/ml de oxitetraciclina-HCl,
una Bolucibn patrén de trabajo 5, de
1,6 microgramoe/ml de oxitetracifli-
ra-HC} y las concentraciones siguien—
tes:

54 3,8 microgramoasml
52 0,4 microgramon,/ml
5, 0.2 ricrogramon/ml

Tetrecicline. Procediendo tal coma es
indice en (49.2.A.3.1.1.;, preparar,
& partir de una solucidén patrén cuye
comceniracidn  enrrespords a SO0 miae
crogramos/ml de tetraciclina-HCl, una
salucidn pat;dn de trabajo S de 1,0
riarogramoa/ml de tetrscilcine-HCI y
las siguisntea concentraciones:

54 C,5  mlcrogremos/ml
.‘12 0,26 microgramos/ml
51 0,175 mlcrogramsa/ml
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48.2.A.3.2. Extraccildn.

A3.7.A.3.2.1. Conteniéon iguales o inferiores u 50
mg/kg - Tratar la nuestra por la for-
mamida (4%.2.A.2.2.8.), segin las in-
dicaciones que se& Aan a cantinuecidn
en el cuadro. Agitar durantes 30 minu-
tor en agitader. Dilulr inmedistamen—
te duapuée con ayude del tampdn foa-
fato {49.7.A.7.3.], Aegin lac imndica-
¢iones dodes & continuacifn en el
cuadm. para obtener la concentrecidn

La concentrecidn de formamida en
d?cha sclucidin no debe exceder del
40%. Centrifugar o dejar decantar de
manera Tue = obtenga una eBoiucién
lfmpida.
Freparar a coentinuacidn las concens
traciones U U y U.. por dllucisnea
puceaivas (?.-1! con “ayuda del tampén
fosfeto [49.2.K.2.3.}.
: Antiblético LTC oTeC TC |
: |
| Contenids supuesto |
i en mg/kg 10 50 ¢ 5 10 50 |
L ]
] |
Muestrs an g 10 10 24 2,6 20 10
ml de formemide H
(42,2 KA. 2.2.8.) 160 100 &0 100 ag 103
m] de tampbn Tom- 4il dil | i dil
feto (48.2.4.2.2.3.} | 1/5 /25 ] 70 200 To1ew /5
ta) {b) ] (n) |
i ! !
1
| Concentraclén U
{ #n microgramos/ml 0,2 .24 1,6 1,8 1.2 1,0
! !

{m) Tomar 20 m! de extracto y completar m 100 mi con el tampén
en un zatraz aforade.

(b} Toemar 4 ml de extrecto ¥y completar & 100 ml con el tampbn
en un matraz aforadec.

43.2.4,3.2.2, Contenidor supericores a 50 mg/kg.

49.2.A.3.2.2.1. Clertetracicliina. Tratar, seglin
el contenido supuesto de antibif—
tico de la suesira o su garantias
de fahrieacidty, unk suemtira de 1
a 10 gramece, por 20 vecaa s vo—
lumen corn la mezcla (49.2.A.2.
2.9.). Agitar durante 30 minutos
con agitador.

Comprobar que =i pH permsnece por
debajo d¢ 3 A 1o large de la ex-
tracclén; Bl fuera necesaric
ajustar & pH 3 (para loB compuss—
tom minerales, con ayuds de Acido
acétice al 10X}, fTomar una parte

. alfcucte del extracte y ajustar
el pE A 5,5 con ayuda del tampdn
Fosfato, pH B (49,2.A.2.2.4.), en
pressncia del verde de bromocre—
gol  (viraje del amarille al
pzuli. Dilluir con ayuds del tam—
pon fosfato, pH 5,5, Ailufde a
110 (43.2.A.2.2.3.) para obtener
la concentraciln U, [40.2.A4.3,
2.1.7. 8

Praparar Beguidmnte lam congan-
traclones por dilu=
cianan sucps‘;vns 2(11-1):l con ayuda
del tampén Tfomfata {49.2.A.2.
2.3.}. :

49.2.4,3.2,.2.2. Oxitetracicling ¥ tetreaciclina.
Proceder como ge Irdilca en {49.2.
ALS.2.2.2.) muatituyenda la mez-
cla {49.2.4.2.2.9.) por la mezcla
{45.2. 8, 2,210, ).

49.2.A.3.3. Modalidades de Jp determinscidn.
49.2.4.3.3,1, Sienbra del medic de cultiva, Senbrar

a S0=560 =C ¢l medic de base pars la
determinacifn (4%.7 A.2.2.1.7 con 1a

EUEpensifn de (AR.2.h.E.

.2, 0.

EEQOTRE

4% 2. 8.3.3.2. Preparucién de las cejes. Le cifusidn
sobre agar sr =fectis er cajes, <€OL
lar  cuatrc concentraciones pattfn
{&.,, S5,, S, ¥ 5,) ¥ las custre con-
centraclones del wxtracte tU_.. U, U
¥ U i. Tada caja aebe reclbir necesa-—
rigfente lam cuatro concentraciones
de patrfn ¥ del extracto.

& tal fin, escoger las dimensiones de
tan cajes de tal formm que me pusda
practicar en £1 medis gelosado &l me—
nos B ruvidades de 10 a 13 mm de dis-
metro. Cealcular la cantided de medio
de cultive inoculade {49.2,4.3.3.1.)

que habr§ de util:zarse de forma que
e pusda  obtener un  recubrimisnto
uniferme de 2 mm Aproximadamente de
zapesor. Es preferible smplear romc
cajas unas placas de vidric planas
provigtas de un enilic de aluminic o
de material pifstico perfectamente
plang, de 200 mm de didmetrs y 20 mm
de alturs.

Intreoducir mediante 1& pipeta on las
cavidades unae cantidaden de molucidn
de antibidético, exactamentes medidan,
comprendides entre 0,10 y 0,15 nl,
seglin ¢l difmetro.

FPara cada muestra hacer al menos cus—
tre repeticiones da Jdifusién con ceda
concentracidn, de forma gque cada da-
termingeién aea objeto de une =valua-
£idn de 32 zonax de innibicién.

4%.2,2.3.3.3, Incubacidn. Incubar lmn £ajes durante

18 herge eproximedasente a 28-30 *C.

49.2.4.4. CALCULDS

Medir «l difmetro de las zonas de inhibicién, preferentemente
por proyeccidn. Repistrar lag oedidas mobre papel semilogarftmico, repre-
sentando el logaritmo de lam c¢concentraclones frente x lom dlfmetros de
las zonae de inhibicidén., Trazar las rectas de 1la molucidn de calibrado ¥
del extracto. A falta de inteprferencias, las doe rectea deberdn ser para—
lelpn.

El logaritmo de la sctivided relativa se calcula por la ai=
gulente flrmulu:

H - - 8. -
ul.uz4u4.u8 s1 5, 54

U‘o{}aosdq-sﬁ-ul-uz-sl_sz

- Sg} x 0,602

Acrividad reals potividad supueata x mctividsd relatava.

La diferencia entre loc resultadoe de dos detarminacionss para-—
lelgs #fectuades Bobre la miema musstra no debe exceder del 10% en valor
relativa, .

45.2.4.5. OBSERVACIONES

49.2.2.5.1. Podr& emplesrme cualquier medie de cultivo comer=
cial de anfloga composicibn ¥ gue d€ log mimmog re-—
aultadon.

49.2.4.5.2. Fl negro aride sirve pars carscterizar las zonas de
inhificién de Ias soluciones de callbrodo {enilica
ezules).

4%.2.B. Por turbidimetris,
49.2.8.1. PRINCIPID

El mitods permite deterwinar la clortetracficeline (CIC), Ia oxi-
tetracicling {OTC)} ¥ Y™ tetrmcicling (TC! en lam concentraciones superio-
ree a 1 g/kg, en 1a medida en gue ninguna otra sustancia interfisra, dan-
do lugar a unca extractor turbios. Dicho rétodo =5 miés raplido gque el mé—
todo por difusién esobre agar.

La mueatra se saomete a extrag¢cidn por mezcle de acetona, sgua ¥
Acido elornfdrice PErE la determinacifin de l& CTC, ¥ por una mezcla de
metancl ¥ de felde clorhidriecs para la determinscifn de ls OTC y de la
TC.

Las extracton a¢ diluyen a continuacifn y Bu efecto antikhistico
e determina por la medida Jde la transamisidn luminosa de un medic de cul-
tive pembrede cen 3taphvlocosceus murrus y con antibiético afudido. La
tranamisién luminoma € funclén de la concentracifin del antibifitice.

[3
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49 .2.6.2. REACTIVOS

4%,2.%.2.1. Microovrganiems: Staphylotuccus aureas ¥ 141.  Ver

{43.2.8.5.1

Sh

49.2.08.2.1.1. Mantenlmiento de ia cepa. Sembrar 5.

aupeus Robre tubs de agar irclinade
conabitufde por =1 medio de cultive
{43.2.E.2.2.1.), adicionado ge 1,% a
3% de azar (pegin la calidad!. Incu-
gar durante una noche a 37 °0,  Con-
servar el cultive en refrlgerador y
resembrar cade cualro semanas Sobre
agar inclinadce. Preparar simulténea-
mente URos gubculiivos parsa el enpleo
dr laboratorie.

49.2.B.2,1.2. Freparacidn del inScuo. 24 horas mn-

ter de su emples, reasmbrar un aub-
tultivo sobre agar inclinade & inco-
ber durante una noche a 37 °0,  Poner
en guUepensidn le totalidgad del culti-
va de un tubo de agar en 2 ml aproxi-
madamente del medin de bane
(45.2.8.2.2.1.) ¥ trasvapar a conti-
nuacibn le suspers=ibn en unes condi-
ciones estériles en 100 ml apraxi-
rRdamente del! mismo medic de  base
(49.2.B.2.¢.1.}. Incubar en bafo de
agua & 37 °C haste que el crecimiento
de In cepa entre en su lase logarit—
miza (2 h 30 minutss & 2 Wi,

49.2.F.2.2, Medies de coltive y reactivos.

48.2.B.2.3,

49.2.B.2.2.1, Nedin de base de la determinacidn

43.2.8.2.2.2.

49.2.8.2,2.3.

45.2.R.2.2.4.,

43.2.p.2.2. %,

43,.2.3.2,2.6.

4% .2.B.2.2.7,

(Ver 49.2.B.5.2.],

Teptane

Sg
Exzracto de lewadura 1,5 g
Extracto de carne 1.5 g
Cloruro de sodic 3,5 p
Cluceoma g
Dihidrégeno-foafato

de potasic{KH PO ip.m, 1,32 g
Monohidrégeno~rosfatn

de potasic (K HPO Jp.a. 3,68 g
Agua daatilads hasata  LOOC ml

pE tras esterilizar 6.8 a7

Tampdn fosfato pH 4,5.
DikiArégenn—fonfato de

potasia (KH,PO, Jp.a. 13,6 §
Apun destilada hastn 1.000 ml
Acide clerhidrics 0,13,

Me2:]la acetona p.e./aguafAcide clor-
hidrier (d= 1,19} ({65/33/2 er volu—

men ).

Mezcla metancl p.e./Acide clarhidrico
(d= 1,19) (9&/2 en volumen).

Selucidn al 10% aproximecamente (pfv)
de formaldehido.

Sustancias patrén: OTC, CTC, CT, cuysm
actividad s¢ express en clorhidrato.

Snlucién pmtr&n, Preparer, s partir de lu pustAncia
patrén [89.2.1.2.2.7.) ¥ con wyuda de fcido clarhi-

drico {49.2.8

L2} unR selucifn patrSn cuya con-

cantracién tenge 400 a 500 microgramos/ml de
CTC-HCL, OTC-MC1 5 IC-HC1. Diche solucidn se con-
Berva uns t-vana en refrigerador.,

49.2.8.3. PROCEDINTENTO

A8.7,8.3.1.

Extraceidn.

45.2.8.,3.1.,1.

49.2.B.3,1 .7,

Clortetraciclina. Introgucir en un
matraz aforado de 200 & Z50 ml, wuna
muestrs de 1 a 2 gramom., ARadir 100
nl  aproximadamente de  le  mezcla
f45.2.B.2.2.4.) y agitar durente 30
minutes coh agitader. Completar el
volumer. con el tampdn foRfato, pH 4,4
{45.2.5.2,7.2.). Honogeneizar y deiar
Qus se deposits,

Oxitetraciclina y tetraciclinm. In-
Iroducir en un matraz aforado de 200
a 250 ml unea mueatra de % a 2 Rramos .

Afiadir 100 ]l aproximadamente de la

rezeia [45.2.8.2.2.5.) y agitar du-

rante 30 minutos con agitader. Com-—
pletar el volumen por el tampfn de
fosfato, pH 4,5 (4%,2,8,2.2.2). Homo—
geneizar ¥ dejar gque se deposite-

49.2.5.3.2. Medalidadens de determinacidn.

49,7,B.3.2.1. Preparacién de series patrin v del

mutractc.

Tilufr de formo apropiada

con auyuds del tampSn de fosefata, pH
4,5 [(49.2.B.2.2.2.) .5 solucién pa-
trén (A9.2.B.2.5.) ¥y #l extreactd
fd9.2.B.3.1.}, de forme que se abten-
gan una Berie de coocentraciones gue
peErmitan estaplecer, para cada deter-

minacifr,

una curva de calibrado, ¥

la interpclacién aobre dicha curve de
al meros doe valores relativos al ex-
tracte. Les diluaciones deben macoger—
ae en funcibn de las condiciores de
crecimiento de la tepa, que pueden
veriar de un laberatorie a otro. Se
pracede generalmente de la =iguiente

Tormu:

45.2.p.3.7.1.1. Clortetraciclina. D2ijuir la aolu-
cifr patodn (A9.2.B.2.3.) econ ayuda
Jdel tampdr fosfato (45.2.B.2.2.2.)
para obténer una solucifm patrdn

cuya

ceneentracidn  corresponde B

€,2 microgramos/m] de CTC-HCI, Pre-
parar & cortinuacidn eon wyuda de
un tampfn  de foelata {49.2.B.2.

2.2.h
clén,

camo 86 indica & continus-
¥ en unos tubas destinadoe a

la deterninacifn, & dlluciones con
una repetizifn de cada dilucisn.

[m1 d& asiucibn de

patrén de trabajo

ml de tarptn foe- Concentracidn =n |

i
!
|
i
[
|
i
|
1

u}
o
0.5%
0,4t
8]

¢}

fato (49.2.B.7.8.2.} CTC=HCL | Am’nl}!

0,14

O‘OO
=4

I
|
I
|
|
|
|
|

HMlulr el extracte (49.2.83.3.1.2.)
car. ayudn del tampdn de fosfato
(4%.2.8.2.2.2.) para obtener una
corcantracidn supuesta en CTC-HE]
de 0,12 ricrogramas/rl. Introducir
1 ml de dicha rolucifn en das tubos
¥ 0,75 ml {= €,08 microgramos! en
otrog doe tubes. Completar el volu—
men de loa dom dltismes tubos w 1 ml

oo

=amphn de rfosfate

(44.2.8.2.2.2,},

29.7.E.3.2.1.2. Oxitetracicling y tetraciclina. Di-

luic

sclucin  de  calibrade

[42.2,8,2.3,) con ayuda del tompdn
de foefato {(49.2.8.2.2.2,) para ab-
tener una gclucién patrén de traba-
Jo cuya concentraciin correspenda a
0,6 microgramos/ml de OTC-HGL o de
TC-HC]. PFreparar a continuacifn con

ayutda

del tampfin fozfato

{249.2.8.2.2.2.) coro se iodics a
continuacitn y en los tubus desti-
rador A ls determinacién, 7 dilu-
ciones con una repeticién de coda

dilucidr.

["mt de solucién
| patrfn de trans’o

ml ¢ tampdn foB-
fato [45,.7.h.2.2.2.}

Concentracién en OTC-HCL .
o CT-HC1 {microgramas/ml;]’

e v o . o . e —

T
|
|
|
|
|
{
i
|
1

[ e e B e |
O~ O b ] ho e

0,54
0,48
0,45
0,36
0,24
0,18
0,12

Diluir el eatracta (49.2.B.3.1.Z2.)
can €l tampdn de fosiate [49.2.8.

2.2.2.)
tracifin

para ohtener une concen—
SupuEest en  OTT-HC1 o

TC-HC1 de 0,48 microgramoa/ml, In-
troducair 1 mi de dicha soluclén en
dos tubee ¥ C.% al [ 0,24 microgra—

A

L
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mog} en otroa dos tubos. Completar
el volumen de los das Gltimos tubog
B 1 ml por e! tempdn de fosfato
(48,2.8.5.2.2.].

49.2.8.3.2.2. Inpoulacifr del medio de  cultive.
Senbprar ol medio de base de la deter-
minacisn (49.B.2.2.1.) con el inbculo
(49.2.B.2.1.2.) de forma Que me puede
abtener mediente el fotSmetro a 590
pM ount trAnemi=iSn luminoas del BSX
en una cubetn de 5 om o del 92X en
una cubete de 2 om, estand; &l spara-
to regulado al 100% de transmiaidn
aobre &l medio de bame (49.2.8.
2.2.1.) ne inoculada.

45.2.8.3.2.3. Sismbra. Introdugir en cada tubo
(89.2.0.3,2.1.1.} & (49.2.B.3.2.1.2,]
@ ml del medio de pultive inoculado
(49.2.B.3.2.2.), La operacién de re-
lleno ¢ los tuboe deherd hacerse de
rode stecuade, pero no necémprimmente
en condicionea aatériles.

45.2.8.3.2.4. Ingubacifm. La incubacién debe hacer—
ae obligatoriamentsa en un bafic de
Agua CuyAa TemDeraturh st mantengm ho—
mogfnea a 37 *C + 0,1 *C por agita-—
¢ién, El tiempo de incubmclin debe
asr escogido de forms qus me puedan
trazar. UnaB curvag de tranamisiSn cu-
ya Inclinecién aes apropiada B unss
medidas precisas (generalmente 2 h 30
wminutos & 2 h). Bloguear a continua-
¢16n el crecimiento introducierde ri-
pidamente 1 ml de eslucidn de formal-
dehido (49.2,8.2.2.6.) en cada tuba.

4%.2.8.3.2.5, Medida del crecimiento. Medir lar
tranamisicnes medisnte el fotdmetro a
590 nm, regulando el aparato sl 100%
de tranemislfr sobrs la eolucidn de
calibrade mis 1impida {la que corres—
ponda 2l sontenidc min elevedo da an-
tibidtice]. Dabide a lae pequeflas ¢i-
ferencian de turbledad pressntades
por lom dimtintos tubos, =& recomien-
da utilizar cubetas de 2 <m al menes,
¥ preferiblemente de 5 com.

49.2.8.4.~ CALCULOS

Trazar gréftcaments la curva de calibrads sobre papel nilime-
trado, peniendo lae transmizioneas fotomftricas en relacién con las com—
centraciones de antibidtics. Interpolar sobre le curve las transmisiones
relativas &l extracts, Caleular el contenido en mntibiSties Ade 1o musa-
i N )

La diferescle entre los renultador de dos determinaciones pare—
lelus efectusdaa mobre la miama muestra ne debe sxceder de] 19%, en valor
relativo.

49,.2.8.5.— OBSIAVACTONES

49.2,B6.5,1, Exta Capa, mismlada por la LUFA en Eiel, nacuse un
ecrecimiento més répldo que el 5. aureus ATCC €538
P.

49.2,8.5,2, Fuede emplearse cualquier media de cultive comere
cinl de composicién anflopa ¥ que 9 loa mismoe re-
aultados.

49.2.8.6. RRFERENCLAS

Tercera Llrectiva de la ComizsiSn de 27 de abril de 1872
72/199/CEE, Diario Oficial de¢ las Comunidadep Eurcpeas nf L, 123/6, de 29
de mayg de 1972,

50, OLEARDOMICINA
(por difusifn gobre agur)

50.1. PRINCIPID

El métode permite datsrminar la olemndomicine en lom piensos,
concentradon ¥ premszcias, inclume en preasncis de tetraclelinas. E1 11—
mite inferiocr de le deterwinecién e=e 0,5 mg/kg.

La muestrs me somete a extracclén por una soluclfn metandlice
2ilulds de tris {hidroximatil) aminomatans. Frevia centrifugacidn, el ex-
tracto se diluye ¥ su actividad antibiética sz detarmine por la medids de
la difusifn de la oleandomicina en un medic de Bger sembrado de B.cereus.
La ¢ifuxidn estard indiceda por la formacién de zonas de inhibiclén en
pressncia del microorganisme. Bl difmetro de dichas zonas 8 directamente
proporcional al Jogaritme de la cencentracidn del entibidtice.

50,7, REACTIVOS
5C.2.1. MNicroorganisme: B. cersus F 205 TR [(Ver &3.6.1.} (reais-
tante A lar tetraciclinas).

SC.2.1.1. Martenimiento de la cepa.

Sembrar B. cereun sobre agar en tubc inclinado
con e! medio de cultive (50.2.2.2.1.) con I
ndicifn dge 100 microgramos de oxitetraciclina
por & wl, 1hcubar durante una naoche a 30 *C
aproximedamente. Conmervar el cultive en el re-
frigerador ¥ resembrar ceds 4 semanas sobre agar
inclinade.

 50.2.1.2. Preparaciin de 1a suepensifn de esporas.

Recoger los gérmenes de un tubo de agar inclona-
de {50.2.1.1.} #on ayudm de 3 0l apraximadamente
de guerc Tislolfgico {50.2.2.3.). Sembrar con
dicha auspenaidm un frasco de Roux que contengs
300 ml del medio de cultive (B0.2.2.1.) cuys
poncentraclén de agar =a del 3 ol 4X. Incubar 3
r S dias n 2B - 30 °C, recoger a continuacibn
las eaporas en 15 ml de etanol (50,2.2.4.), dee=
pufe de haber comprobado la ewporulacién baje 2]
micr io, ¥ he izar. TDHehe suspensidn
puede conservaras en el refrigerador al menos
durante 5 menes.

Medignte enasyos nrevios sobire placas con el me-
diac de base para la determinacifn (50.2.2.2.)
deterwminar la cantidad de indcule que permita
ohtener para las distintaes concentracionss de
aleandemicina enpleadss, unas ronas de inhibi-
clén tan extensag come sea pomible y gue asan
¢luras., Dicha cantidead ea gensralments de 0,1 a
0,2 ml/1000 mi. La sismbra del medic de cultive
Be hard a 60 °C,

50.2.2. Medios de cultive y reactives.

50.2.2.1. Nedie de mantenimientc de 1 cepn {(¥er 50.5.2.).

Glucosa lg
Peptonn tripaice 10 g
Extracto de carne 1,5 g
Extracto de levedura 3 g
Agar, segin la cmlidad 10 =2 20 g
Agua destilads hasta 1900 ml

Ajustar ¢l pH B 6,5 2o £l moeento de su empleo.

50.2.2.2. Medio de bame de la determinacibn (Yer 50.5.2.).
Medic {S0.2.2.1.) ajustedc a pH 8,8

%0,.2.2.3, Suesrc fimloldgpice estédril.
50.2.2.4. Etannl al 20% [v/v).
=0.2.2.5, Metanol p.a.

50.2.2.6. Seluciér al 0,5% {p/v) de trie (hidroximetil)
amitic metano p.a.

55.2.2.7. Solucifn de extraccldn.

Matangl puro 50 ml
Agun deatilmdn 50 ml
Tria{hidroxinetil)
aming metanc p.a. o5
£0.2.2.8. Sustancia patrdn: cleaandomicina de actividad
conosida.

S0.3.- FROCEDIMIENTO
50.3.1. Splucidn patrén.

Disclver mumtancim patrdn {50.2,.2.8.) &n 5 m)l de metanal
{50.2.2.5.) y diluir ¢on le soluclén (50.2.2.6.) perra ob-
tener una concentracifSn en oleandomicine de 100 wicrogra-
mos/ml,

A partir de dicha aolucién patrén, preparar diluysndo me-
diante la solucidn (59.2.2.6,) una solucldn patcfm de tra—
bajo Sa Gue contenga 0,1 microgramos/mi de oleandomicina.

Preparar a continuacidn por diluciones sucesivas 1+1) con
ayuda de le solucibn (50.2.2.6.] lae siguientes concentra—

clones:
S, 4,05  nmicrogramos/ml
S? 0,025 mlcrogramos/ml
Sl £,012% microgramas/ml
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50.3.2. Extraccién.

Tomar eegin el contanido supuests de sleandomicine de le
muestra, -‘uns centided de 2 o i€ gramoo, afadir 100 ml de
la polucifn (50.2.2.7.) y agiter durante 30 winutoe <on
agitador.

Contrifugar, tomar una zlicucts del extrecte y dilulr me-
disnte 1s askucién (90.2.2.6.) pare ootener una concentra-
cién mupuests #0 sleandomicina de 0,1 microgramos/ml {Uaﬁ.
Freparar a continuacién las cencentracieneas O, U ¥ o
por diiuciones sucesivas {1+L) con amyude dm 9a su%.ucibn
[5G.2.2.6.).

5. 3.3, ¥odalidader de la determinacidn.
50.3.3.1. Siemdrs del medic de cultive.

Sembrar & 6C *C e]1 medio é¢ bass de 1o deteroi-
nagidn (50,2.2.2.0 con la suspenaién de esporas
[50,2,1.2. ).

%0.3,3.2, Preparacidr de loa cajas.u

La difusiém sobre agar Be verifics er unas cajas
con lam custro concentraciones de la aslucidn ds
calibrade (5., S, 5, ¥ Sli ¥ las cuatro concen-
traciones de? exirac%o Gy, U,, U,y E ). Cada
cata deberf recibir necesariament# lug cuatro
cancantraciones de caliibrade y del extracto.

A tal fin, escoper las dimensicnes de las cajae
de txl forme gue Be puedan sfectuar en #] medio
pelasads al mencs ocho cavidades de 10 & 13 mm
de difmetro. Caleular la asntided de medio de
cultive sambrade (50.3,3.1.) gue debes emplearee
para ocbtener up recubrimiente unlforme de 2 mmm
apraximad te A pesor. Ea preferible em-
plear como cejan unea pleces deé vidrio planaa
provistas de un anillo de aluminiao o de material
pléatiro perfectamente plane de 200 mm de difime-
tro y de 20 mr ode alturas.

Introdusir con le pipeta en las coavidades unas
cantidades exactamente medidas de solucidn anti-
bidtice comprendldas entrs 0,12 y 0,15 ml megdn
£l diAmatrn,

fara cads muestra, hacer por 1o mencs cuatro re-
peticignes de difusidén con cade concentragidn,
de forma que tade determinacifn msa abjato de
unz evaluacifn 4+ 32 zonas de inhibicisn.

50.3.3.3. Incubscidm.

Incubar las cejxs durante 18 horae sproximada-
mente & 28 - 30 *C.

50.4,- TALCULOS

Medir ¢l difmetro de lae zomae de inhidbicidn, preferentemente
por proyeccifin, Regimtrar Ias medicas sobre pepel eermilogarftmico, repre—
sentandy el logaritme ds las cencentraciones frete a los difmetros de lea
zenes de tnhibicifn., Treear las rectes de la solucifin de calibrado y del
extracte. A falta de intarferenclas, las dos rectas deben de ser paralee
laa.

El lpgaritmo de a actividad relativa me calculars por medic de
is mlguiente rérmula:

(U1+Uz+ua+us-51-32~54—58}x0.602

U4+08954+Sa—U:-U2-51-$2

Actividad real = Aactivided supuswets x ectividad relative.
i@ diferencia entre loa rescltados de doa determinecionas para-

lelam efectuadas sobre la misma muestra no dabe exceder del 10K en velor
relative.

50 .5.~ OBEERYACIONKS
" $0.5.1. Cepe nislada por Is LUFA en kiel.
%0.5.2. Puede asr empleado cualguier medic de cultivo comerciml de
compoeicifin andloge ¥y que 3& lom miames resultados.
50.6.— REFEEXNCIAS
Tercern Jirectiva de la Comlaifn de 27 d# abril de 1572,

TEF199/CEE. Diarie OFficial de las Comunidaces Eurepeas nd L 173/6, de 25
de maye de 1677, Ansxo IT.

%1.- ANPROLIO

El.1.- PRIRCIPIG

I métedo permite determinar el amoralic en los pienecs, con—
centrados y premezclas. E! limite inferior de ln deteccide em de 40

mgfhg.

La muestra ue somrte @ extraccién mediante metamcl diluide, EL
EXtracto se purifics Bobre columca de Sxldo de aluminic ¥ ae trata fe—
diante ura solucién metansSiica de 2,7=dihidroxiraltalenc, hexaciano fe-
rrato {ITI) de potmsis, cianurc de potasio e nidréxids de sotfic, Se desa—
rrella une coloracisn pirpura, El srprolio se determing por sapectrofuto—
metria a 530 nm.

51.2.- MATERIAL ¥ AFPARATOS
51.2.1. Erienmeyer da 50, 250 y SO0 ml de taptn de prozce,
i.2.2. Agitador.
51.2.3. Crizal filtrante, porosidad G 3, dilmetro: 0 mm.

2i.4.4. Columna de vidric para cromatografis {difmetro interior: &
mm, longitud: 400 & S0 mmi.

61.2.5. Centrifuga, com tubse de PS5 ml de tapdn de rosca.

BI.2.6. Espectrofotimatro ,. con gubetas de 10 mm de sspesor.

51.3.- REACTIVOS

El.3.1. Metpnol poa.
51.3.2. Metancl diluida. Mezclar ? volimenes de matensl {S1.3.1.)
y un volfimen & Bgua.

5:.3.3. Solucitn =l G,?% (p/v) de hexmcimnoferrato {1[1) de pota=

B Bin (K. Fei{CN}_) p.a. Dicha salucidn as mantiens satahle
-dur-&ntg don Ae At

5L.3.4, Solucisn el 1% (p/v) de clanurec de potasio p.a. Diche Eo-

lucafn s mantiens sstable duranta dos gemanan.

1.3.5. Sclucidrn el 1,125¥ (p/v} de hidréxido de sodic p.a.

51.3.6. Bolucién metandlica de hicrSxide d¢ sodio, Tomar 15 ml de
la solucibn {51.3.5.) y completar a 220 ml mediante mete-
nol {5:.3.1.0,

51.2.7. Soclucién el 0,0025% (p/v} de 2,7-dihidroxinaftalens. [i-
Balver 2% mg de 2,7-dihidroxinaftaleno p.a. en metancl
(51.3.3.) oy 1,000 mi mediante meganol
(51.3.51.1,

completar a

Eeastivo de coloracibn. Introducir 90 ml de sclucidn de
2,7-g¢ikidroxinaftalenc (51.3,7.) ¢n un arlenneyer de 250
ml (5:,2.1.}, afndir 6§ sl de aolucidn de hexancetancferra-
to (11T} oe potesic (51.3.3.) y homogeneizar. AHNadir a
contituaciin S ml de sclucldn de cianure de potesis
{51.3.4.), tmpar y hompgeneizar. Defar reposar durante 30
£ 35 minutoa, afiedir 100 mi de soluciédn metandlica de hi—
derfrnids de podio {51.3.6.), homogeneizar y riltrar scbre
un criwel filtrante (61.2.3.}. Otilizar diche reactive an
lps 75 minutos que miguen s la filtracifn.

51.3.9. Oxide de miuminio para cromategrafis de columma, Antes de
Ia utilizacidn, azitar Surante 30 ninutos, 100 g de Sxide
de aluminin con 500 ml de agua, filtrar, laver tres veces
el sediments eobre ¢1 filtro conm 50 ml de metancl
£51.2.1.] cada vez, BecAr por ASplracisn, dAelar CepORAR
una noche v serar durarnte 2 h s 100 *C en una estufa ds
vacio. Dejar enfriar sn desecador. Controlar la actividaed
analizandc, a partir del punto {51.4.2.}, una cantidad de-
terminada de solucifn patrén (B1.3.11.). El1 {ndice de re=
cuparacidn del amprolic debe ser del 100% T

51.3.10. Sustancie patrén. Amprolilc purc gque reaponde a lam carac—
teristicas definidan & continuacién.

= Punte de fusién (descompueiclifin): 248 °0.

= Coeficientes de extincidn ?alecular & Z2E% y 235 nm en &)
egua destilada: 11,0 x 107.

£1.3.1t. Solucifn patrdn. Pesar, con precisibn de 0,1 mg, S50 mg de
sustancia patrén (B1.3.10). Disalver con metancl diluide
[21.3.2.) ar un matrzz aforado de 500 ml, complatear a vo—
jumen por el mismo disolvente y homogeneizar. Tomar 16,0
ml zempletar m 57 ml medimnte matanol dilufdo {S1.2.2.) =n
ut  matraz aforade y hamopeneizar 1 ml de diche solucién
contiene 20 microgeamos de amprolio.
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51.4.- PROCEDINIENTD

fl.4.1. Extraccifn ¥ purificacisn.

51.4.2.

51.4.3.

51.4.1.1. Piensoa y premezclas.

Fesar., con precisién de 1 mg, 10 g de musstra
finamentes dividida y homogensizaga, Parn las
premezelapg, pesar de 3 p 6 g, con precimién de 1
mg. Introducir I8 muestra #0 un erlenmeywr de
250 ml {51.2,1.) ¥ afiadir 100 ml exactamente de
metanal dilufde (51.3.2.). Agitar durante 50 mi-
nutos ¥y filtrar. Diluir, et fuera necesaric me—
diante metanol dilufdo (51.3.2.) para obtener
ung xplucidn gue contenga de % a 15 microgramos
de amproiia por mi. Intraducic en wne columne
pers cromatografia (51.2.4.) previamente provia-
ta en su extremidad inferior de un tapén de al-
goddn, 5 g de Sxwide de mlominic (51,3.9.) y a
continuacifin 25,0 ml del extracto. [ejar pasac
=l liguide, eliminar los & primeros ml y recoger
lgs 12 ml eiguientes en una probeta graduada.

Concentrados.

£1.4.1.2.

Pewar, con precigién de 1 mg, ©.5 g de wuestra
finamente dividida y homogeneizads, introducir-
lom en unm arlenmeysr de 500 ml (S1.2.1.). afladir
250 ml de metanol dilufde {51.3.2.), agitar du-
rante 60 minotos ¥ filtrar. Tomar 5,0 ml dsl
tiltrade y completar a 200 ol mediante metancl
diluida (51.3.2.) er un matraz aforado,

Desarrsllo de la coloracibn ¥ medida de la abscrbancia.

Temar 5,0 m)l de la selucidén obtenida en (51.4.1.1.) &
(51.4.1.2.) en introducirlea en up tubo de centrifuga A
(51.2.5.). Introducir 5.0 ml de metannl dilufde (51.3,2.)
=n un tubo de centrifuge B (51.2.5.). Afsdir en cada tubo
10,0 ml1 del reactive de colpracifn (51.3.8.), tapar loe
tubea, homogeneirar y dejar reposar durante 168 minutos.
Centrifupar & continuacifn durante 3 minutos para sbtener
molucionss limpidas y decantar- laer soluciones A ¥ 8 en loa
erienmeyer de 50 ml [Bl.2.1.).

Medir inmediatamente en el eapectrefotSmetrc a S2A0 nm la
absorbancin de la xolucidén A, utilizando como blanca ia
solucidh B. Determinar la centidad de amprollo refiriéndo-
ae & la curve de calibrede (51.4.3.0.

Curva de calibrado,

Introducir en los tubes de centrifuga (51.2.5.) volimenes
reapectivor de 1,0 - 2,0 — 3,0 = 4,0 y 5,0 ml de solucifn
patrdn {51.3.11.). Complatar el volumen de loe custro pri-
meros tubos  hasta 5,0 ml con metamol ¢illufde {51.3.2.).
Afiadir en los cinco tubom 10,0 ml de reactive de colora-
cifn (81.3.8.), tepar loa tubos, homegeneizar y dejar re-
posar durante 18 minutea. Cenrifugar a continuacién du=
rante 3 minutoe ¥y decantar las sclucionea en erlenmeyer de
50 ml (Bl.2.1).

Hedir inmediatements en sl espectrofotSmetro a 530 nm ia
abaorbancis de laz soluciones, utilizmnde come hlance una
mexcla de 5 ml de metannl dilufde. (51.3.2.)1 ¥ 10 mnl del
reactivo de coloracibn (51.3.8.). Trazar la curva de cali-
tredo llevandc a lu ordenads los valcree de las absorban-
cimg ¥ & ln shacise las chntidades correspondientes de am-
prolic en mg.

51.5.— CALOULOS

51.5.1.

51.8.2.

Fienmor ¥ premezclas.

El contenidc en mg de amprolic por kg de mueatra esth dado
par la firmule:

A
— x F x 20.000
P

Sfendo!

A = Coapntidad, en mg, de smprolic determinida mediante lm
mediclén eapectrafotométricn,

P = Feng, #n g, de la muestira,.

F = Coeficiente de dilucidn (efectundo mi me diera el caso
en 51.4.1.1.7.

Concentrados.

El contenido en amprolio en porcentmje de muestra astf
dado por 1w fHrmola:

—_— 20D

Slendor

A = Cantidad, en mg, de amprolio determinada por la medi-
clén eapectrofotométrica.

F = Peso, en g, de la tOMs de muegtras.

Le diferencip entre los resultados de doa determinacicnes pars-
leler efegtuadas socbre la misma muestrs no debe exceder de:

~ 0 mg/Kg =n valor absoluto,
rnferiores a 200 mg/kg.

para los contenidea en arprolia
- 10%, =&n valor relntiva, para loe conténidoa comprendidos en—
tre 100 y 5.000 mg/kg.

- 50C rg/kg, en valor mbmoluto, para loa contenidos comprendi-
dog entre 5.000 y 16,000 mg/kg.

- 5%, en wvaler relativo,
10,000 mg g,

para los contenjdos AuperioPas &

51.6,—~ REFERENCIAS

Quirta Directiva de la Conlsién de 25 de marze de 1974,
{74/203/CEE). Maric Oficial de las Comumidedes Iuropeas n* L 106/7 de 22
de mbril de 1974,

52.- ETOPABATO
(Moril-4 ido-2-et

52.1.- PAINCIFTO

El métode parmite determinar el etopabmto &n loa plenscs, con-
centrados ¥ premexcles, Fl limite inferior de deteccldn en de 2 ngfeg.

La muestra se momete n extraceldn por metanol dilulds, La wolu—
cifn e acidifices ¥y se extrms con cloroformp, Bl extracto cloroffrmice ae
lave primere con una aclucidn elcaline y deapuds coan agua. El extracts
purificado me concentra, el etopzbato se hidroliza wmediante &) Acido
clorhidrice dilufdo. El derivadeo aminadc asf formede ms diazots ¥y Be coe
pula con la N-{l-naftil) etilendiamina. El complejo coloreado se sxtrae
mediante el butancl ¥ le sbosrbancis de la solucisn aes mide & 555 nm.

52.2.~ MATERTAL Y AFPARATOS
32.2.1. Erelenmeyer de 250 ml, con tapfn de rosca.

&2.2.2. Embudes de decantscidn de 100 ml, con tapdn cemerilsdo.

52.2.3., Agitador.

S2.2.4, Evaporador rotativo & vacio con matraces de 250 ml.

52.2.5. Rafic de agua,

52.2.6, Centrifugm,

¢on tubos de 15 y S0 ml, de esmerilado norma-
lizads. )

52.2,7, Refrigerants de aire, con hoca eameriladp,

52.2.68. Esapectrofotdédmetra, con cubetas de 10 mm de eRpEALE,
52.3..— REACTIVDS
52.3,1, Metanol p.a.

S2.3.2. Metancl a1 SOX (w/v). Megcler volimenes iguales de meta—
nol (52.3.1.) y de agua.

52.3.3. Arldo c¢lerhidrice p.s., [dw 1,19).

52.3.4. Acido clerhfdrico d1lufdo a 1/10. Tomar 10,0 ol de Scido
€lorhidrico (52.3.%.}, completar a4 100 ml con agus.

52.3.5. Acide clorhidrico 0,38 apraximadamente. Tomar 25,0 ml de
Acide clorhfdrice (52.3.3.), completar a 1000 ml con
agus.

52.3.6, CTloraformo p.a.
52.3.7. Sclucidn al 4% (p/v} de carbonata de modio, Dimclwer 40 g
de carbonate de sodic anhidro p.a. en Bgua ¥ completar a
1000 ml con agua.

52.3.6, Solucidn al O0,2% (p/v} de nitrito de modia.
Disclver en agua 10C mg de nitrito de eodio p.a.
pletar 4 50 sl con agua en un matraz aforado.
inmediatamente antes de su empleo.

¥ com—
Freparar

52.3.9. Solucién al 1,08 [p/v) de sulfamato de amonia,
Lieclver en agus SO0 mp de sulfamato de amonio p.&. ¥

completar n B0 ml con agum en un matraz aforado. Prepavat
inmediatamente antes d= su emplea.
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57.3.10. Solucién el O.2% {(p/v. de N-(I-naftiljettlendiamina.

Jlsvlver en agus 100 mp de K-{l-naftilietilendiamina p.a.
¥ completar a S0 ml con agus ¢n un matraz aforade. Prepa-—
rar inmedisatamente antes de gL emplec.

02.3,11. Clorure de sodic enhidro, p.a.

52.3.12. N-butencl p.a.

>Z.3.13, Sustancia patrén. Etcpabatc purs.

52.3.1&. Belucidin patrdn.

52.2.14.1. lucidn de 0,040 mg de etopabato por ml.
Panpr con precisidn de 0,1 mg, 40 g de sustan-
cia patrdn (52.3.13.). Disclver con metancl
ditufdo {52.3.2.) en matraz aforadc de 100 mi.
Completar a volumen madiante ¢l wmisms displ-
vente y nomogenelzar. Tomar 10,0 ml, conpletar
a 0 ml con metansl (52.3.2.) en un matraz
alfarado y homogenaizar. Dicha woluclin ge man-
tisne estable duprants un mesg,

52.3.14.2. Sciucibn de 0,016 mg de etopabstc en 20 ml.

Temar 5,0 ml de la molucidn (S52.3.14.1.) com—
pletar & 250 el con metanol dilufdo {52.3.2.}
en un matraz aforadc y homogeneizar. Preparar
antes de pu smpleo.

62.4.— PROCETIMIENTO

S£2.4.L.

52.4.3.

EF.4.4.

Extraccidn.

Pegar, con precisidn de I mg, une centidad de muestra Ti-
namente dividida ¥ homogeneizadas que contenga 8D microgra-
mos apraximadamente de etepabato. Intradueirc a mueetra en
uf erlenmeyer da 250 mb (52.2.1.) y sfladir 100,0 ml de me-
tancl dilufdo (52.3.2.)}. Mezclar, cerrar £l erlenmeyer ¥
agitar durmntes 1 hora mediante =) agitador (S2.3.4.). De=
Jar decanter, filtrar y eliminar los primerss m del fil-
trade.

Purificacién.

Todas lae cperacicnea descritas en este puntc deben efec-
tuarae rapidamante,.

Introducir 30,0 ml del extracto 1impidc &n urn embuds de
decantacidn de 100 ml (52,2.2.), wufudir 5,0 m} de &cide
clork{drice #ilulds al 1710 (52.3.4.} y 20,0 ml de cloros
farme (52.3.6.). Ltar primerce con prusdencia y deapundn
vigoroszamente durante 3 minutos. [Dejar reposar hasta la
separacifn de las fases y recoger le faee cloroférmice sn
un segunde embudo de decantacidn de 100 mi (52.2.2).

Extraer ia feae Scida dop vecss sucesivas mediante 20,0 ml
de cleroformo (52,3.6.; cada vez. HReunir loa extractos
clorofirmicos en el segunde =mbude de Jecantacidn y eliml-
nar & fase dicida. Abadir a la eclucidn clorofdrmica 10 ml
de solucibn de carbonats de asdie (52.3.7.}, mgitar duran-
te 7 pminutos y dejar reposar hasta la asparacién de las
fapes. Recogar la fase cloroffrmice =n un tercer embudo de
decantacidn de 100 mi (52.2.2.) y eliminar la fase ROUOB&E.
Afindir & la solucién cleroférmicm 10 ml de solucién de
carboneto de modio (82.3.7.), agithr durante 2 minutos ¥
dajar reposar hesta lz eeparacifn de lae feoes.

Fecoger la fase cloroférmice en un cuarto embude de decan-
tacién de 100 Bl (52.2.2.), lavar dos veces mucealvamente
canr 25 ml de agus cada vez, acparar les fases acucresx y
recoger cuantitativamente el extracto clorofdrmico en un
matraz de 250 ml (52.2.4.}. HAeunir lag fames acuosad, la-
var lom smbudos de decantarisn vecfios mediante alguncs mi
de clercforme (52.3.6.} lavar & continuacidén la fase acuo-
=3 mediante dicho cloroformo. Separnr la fane clorofSrmica
¥ sfediria al extracto recogido =n un oatraz.

Hidrélisis.

Evaporar el Extracte clorofSrmico heste 2 ml aproximade-
ments ashre un baflo de agua & 50 °C en el avapopador rota-
tive sl wvecle {52.2.4.). Utwalver ¢l residuc con 2 & 3 mbL
de metancsl [52.3.1.). Traavassr cuantitativamsnts la molu-
cifn 8 un tubc de centrifugs de 50 ml (S2.7,E.) con dop
parciones de 10 mi ¥ tme porcidn de 5 gl de Gcldo clorhi-
drico 0,3N [62.3.5.]. Afadir slgunos fregrentos de pledra
phmez, homogeneizer y acoplar al tube un refrigerante de
aire (52.2.7.}. Sumergir sl tubo en un bafio de agua hir-
viendo y mantensrle durante 45 minutos. Dejar enfriar s
centiruacidn baja une cnrriente de mpua frim.

Oesarrollo d& lg coloracidn y medida de la ahmarbancia.

Afiadir 1,0 ml e actustifn de nizrite de aodie [52.3.8.)},
agitar y dear repenas 2 minutes. Afadir 1.0 ml de solu-

c18n de sulfametc de amonio {52.3.3,), agitar y dejar re—
poBAr 2 minutos. ARadir 1,0 ml de Asiucidn de K-{l-naftil)
stiiendiamina (S2.%.10.), agitar y dejar reposar LU minu-
toa. Afmdir 5,0 g de clorure de sodie {52.3.1L.F v 10,0 mi
de n-butenvi (52.3.12.), egitar vigorosamente hamta la di-
goluclién completa del clorure de sodic.

Trasvaaar 1o cape butandlice sobrsnadante con ayuda de una
pipets, = un tubo de centrifuga de 15 ml (52.2.6.) ¥ cen-
trifugar. Medir a continuacibe le absorbancia A en espec-
tofotémetre n S55 nm por comparkcldn con eIA n=butanol
(B2.3.12.).

52,4.5. Frueba en blancs.

Efectuar una prusha en blance wsplicands <1 mismc métode
cperatorio, a partir del punte 52.4.2. ¢on 20,0 ml de me—
tancl dilufda {52.3.2.). #edir 18 abscrbencie AB & 555 nm
por comparacidn conm el n-butamel [52.3.12.3.

52.4.6. Pruebs patrén.

Efectuar uma prueca aplicands =1 misme métedo eperatoric,
8 partir del punte 52.4.2., con 20,0 ml de selucién patrdn
(52.3.14.2.). Medir le absorbancla A, a 555 nm por compa=-
ractén con el n-butanol {52.3.12.}.

52, 0.= CALCULOS

£l contenids en mg dw etopabatos por kg de mueatra esth dado por
la f&rmulas

A - ﬁn .4

K m——

AC - An 13

Elendo:
A = Abeorbenclas ds& la solucidn procedente de Ix musatra.

RB ~ Abmorbancis ds la soiucidn resultante de la prusha en blanca.

A = Absorbancie de la selucifin ~esultante de le prusbe patrdn.
F = Pesxs an gramos de 1la muesstra.

La diferencia enire los resultados de dos determinaclonss para-
lelas sfacluades sobre la miems muesstre no debs sxcedsr:

. gel 20%, en valor relative, para Loe contenidos en etopabato
inferior a 7,5 mag/Kg.

— dm! 1,% mgftg, =n valor abmoluto,
prendidos entres 7,5 y 10 mg'hg-

pare los contenidos com-

~ del 15%,
10 mg/kg-

«n valor relative, pare low contenidea superiores a

£2.6.~ REFERENCIAS

Ghiinta Directiva de Ia Comisidn de 25 de marze de 1974,
{74/203/CEE]. Piario Oficinl d& laa Comunidades Eurcpeas n¥ L 108/7 de 22
de abril de 1974.

53.- DINITOLXIDA (DPOT & ZOALXNK)
{3,5dinitro— o —toluamida)

53.1.~ PRINCIFID

El mftodo permite determiner la dinttnlmida (DOT) en los plen—
son, concentrados y premezclas. Los derivados del nitrofuranc interfis-
ren. El limite inferior de deteccifin es de 340 mg/hkg.

LA musptra me aomete A extraceifin con acetomitrilo. El extracto
8¢ purifica sobre &xido de aluminio y me Filtra. LUna parte alfcuots del
fiitrado se evapora a eEsguedad. EL residun ee recoge mediante dimetilfor-
memida ¥ s¢ trata cop etllendisnmina. Se desarrollis une coloracidn plirpu=
ra. La dinltoimide se determina por espectrofotometria a 560 nm.

53.2.~ MATERIAL Y APARATOS
33.2.1. Erlenmeysr de 250 mi, de eamerilade normalizeds.

£3.7.2. Refrigerante ade reflujo, de eameriladc nermalizedo.

93.2.3. Criscl fTiltrante, porceldad G 3, difmetro 60 mm.

£3.2.4. Aparato de riltrecidn a vasio
witt).

({par ejemplc aparetc de

53.2.5. Fafe de agua, regulade a S0 *0,

53.2.6. Espectrofotémetro, con cubetas de 10 mm de aspesor.
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53.3.= REALTIVDS

53.3.1. Acetonltrile al 85% (viv). Mezelar 850 ml de acatonitrils
purc ¥ 150 ml de agua, dJdestiler lan mezcla antes de su em—
pien; recoger la Tracolén que destlla entre 75 ¥ 77 °C.

53.3.2. Oxida de aluminioc para crometografia ef columna. Calcinar
durants 2 horas al menoa & 750 *C, enfriar en desecador y
eohpervar en frasco de vidrico topacic de tepdn eamerilado.
Antes de su vtillzasidn, humedscer tal comc se {ndica: in—
troduclir en un frasco de vidrio topacio 1C g de Sxido de
aluminio ¥ 0,7 ml de agua, tepar hermfticaments y calentar
durmnte & minutos en un befc de ague hirvienda, agitando
durante todo ¢! tiempo con energia. Dejar enfrzar mgitén-
delo,  Controlar le actividad aometliends al andilisig, a
partir del punte (£3.4.1.), una rantidad determinada de
solucién patrtn (53.3,6,). La recuperacitn de la dlnitel—
mida debe ast del 100K + %

$3.3.3. N N-dimetilformamida al 95% (v/vi: mezclar 95,0 ml de
N,N-dimetilformamida p.a. ¥ 5,0 ml de agua.

53.3.4, Etilendiaming p.&., contenide méximz = agua 2,0%.

53.3.5. Sustancia patrdm: 3,5 dinltro—o—toluamidu pure que respon-
da a lum sigulsrtes caracteriaticas:
Punta de fusidn: 177 *C
Coeficiente d% #xTincibn molecylar & 248 om en ecetonitri-
lo: 13,1 x 19,
Coeficiente de sxtined molecular & 266 nm en N N-dime—
tilformamida: 10,1 x 10%.

653.3.5. Solucién patrdn. Peaar, con precieifn de 0,1 mg, 40 ng de

austancis patrén {53.3.5.). Disolver con acstatitrilo
{53.3.1.) en un matraz aforado de 200 ml. Completar a vo—
lumen enn 41 mipme dimslvente y homogeneizar. Tomar 20,0
ml, completar a 100 ml ton acetonitrile (53.3.1.} en un

trar aforado y homogeneizar, 1 ml de dicha solucifn com

tiene 40 microgramos de dinitolmida. .

£3.4,~ PROCEDINIENTD
53.4,1, Extraccidn y purificactin.

con precisitn de 1 mg, 10 g de muestra finsmsote
dividida y homogeneizedn., Para loe concentrados ¥ preémeis
clas, pesar ¢oh precimidn de 1 mg, 1 g. Introducir la
tueatra en un erlenmeyer de 250 ml (53.2.1.]) y afadir &5
ml de acetopitrile (53,3,1.). Mezolar, eocplar al erlenme-
ver el refrigerante de reflujo (53.2.2.) ¥ calentar en el
bafic de agus (53.2.5.) durante 30 minutos mglténdolo con-
tinuamente. Dejar enfrier con corriente de mgum frie. Afa-
dir 20 g de &xido de mluminia (53.3.2.)], #agitar durante 2
minutos y dejar decantar.

Penar,

Colocar wy matraz aferade de 100 ml wp el aparatc d& fil-
tracién (53.2.4.), ajustur el crisol riltrante {53.2.3.) ¥
filtrar &1 1fguido mepirands. Tragvasar a continuecién el
sedimento el criscl con unos ml de acetonitrils {53.3.1.)
¥ aspirar. Cortar el wacf{o, volvar a poner al asdimanto en
AuApenaidn con unos ml de acetonitrilo (53.3.1.} y aspirer

da nuevo, Repatir satas OGltimes speracionea hasta que el
volfimen del filtredo alcance 35 ml aproximadamente. Com-
pletar el volimen a 100 m] mediante el acetonitrile

(53.3.1.) y homogeneizar,

$i fuera necsasrio, tomar una parte alicuota y dilulr me-

diante acatanitrilo [53,3.1.) para obtener una solucidn

que contenga de 5 8 15 microgranos de dinitclmida por ml.
53.4,2, Desarrclic de la ebloracidn y medids de ln abacrbancia.
Introducir respectivamente =n tres vamars de S0 ml, A, B ¥
T, 4.0 ml de la solucidn obtenida en (53.4.1.). Afadir so—
lamente al wvaez C, 1,0 ml de sclucisn patrdn (53.2.6.).
Llevar los tres vasca achre el befo de sgus (53.2.5.] ai=
tuado bajo una campana de gases bisn ventilada y evaporar
A sequeded bajo cerriente de aire. Dejar enfriar hasta la
tenperaturs ambiente.

Afadir 10,0 ml de N, N-demet.2formamida (55.3.3.) al wamo A
¥ 2,0 m) reppectivamentes a los vasos B y £. Dejar en con—
tacts durante algunos manutor agitando ligeramente husta
la completa disclueisn del residun. Afadir- a continuacidn
8,2 nl de etilendiamina {53.3.4) en lo5 vamos H y £ ¥
homogensizar, Medir, cinecc minutcea exactaments después de
la adici&n de etilengiamine, la absorbancias, de las tres
eclizripnes mediants el espectrafutfmetra (53,2.6) & S60
e, empleando  coma  klance | le N, N-cimetilformamida
{53.3.3).

8% 5.—

por 1a

Siando:

Aﬁe

AB=
,'C

-

lelas efectundnan achre la miama muertrs no debe axceder:

53, 6.— REFERENCIAS

[7#/#03/CEE). Diario Oficis]l de las Comunidades Eurcpeas nf [ I08/7 de 22
de Rbri:

54.1.—

trados

derivadons

El limite de deteccifn sa de 20 mg/kg.

La muestra s¢ somste a extraccién con N, N-dimetilforwamida. El ex-
tracts ae purifica en columna cromatogréfica de Sxide de aluminio: le ni-
carbazina sae eluye con etanol. El eluato se trata con und wolucidn etand—

lica de hidrfxido de sodio:
carbazina ae determinz espectrofotométricamente a 430 nmm.

54.2.- WATERTAL Y APARAYOS

4. F .-

Abaorbancia de
Absorbancia de
= Ahmorbanciae de
= Pead =T Froamos

Coeficimmte de

CALIULOS

El centenido en mg de dinitelmida por kg d¢ muestra esth dade
f&rmula:

£
o

t
o

-
W

h

RV

la Bolucidn A {testigo)
1a solycidn B (muestra)
le aclucidn C (patrén interno)

de la muestra.

dilucién (efectumdo ni pe diera e} camso (53.4.1.). '

La diferencisa entre los resultajoa de dos determinaciones para-

- de 10 mg/kg, en valor abeoluto, para los contenidea en dins—
talmida inferiores 8 190 mg/hg.

- del 10%, en valpr relative, para lom contenidom comprendidos
entre 100 y 5.000 mg/kg.

~ de 500 mg/kg, en valor absolutd, pars los contenidos compren—
didos entre 5.000 y 10.00C mg/kp. v

Sl

= del 5%, en wvalor relativo,
10,000 mgkg.

para’ los contenidos puperiores a

Quinta Directiva de la Comisidn de 25 de marze de 1574,

de 1974,
54, NICARBATZINA
(Mexcle squimclwcular de 4,4=dinitTocmbeanilida
¥ 7-Mdroxy—4,6—dimetil pirimidins)
PRINCIPIO

El méteds permite determinar nlcarbazine en lom plenmom, concen-
¥ premezclas que no contengan més de 5% de harinas forrajerms. Low
dal nitrefurmns, el scetilepheptine y el carbadex interfieren.

pe desarrolla une coleracidn amarilla. La ni-

B.2.1. Erienmeyer de 250 ml eon beca normalizads.

54.7.2. Hefriperante da reflujo, con boca normalizada,

54.2,3. Bafio de ague hirvianda,

54.2.4. Centrifuge cvon tubos de 120 ml,

54.2.5. Columna cromatogréfics de vidric (didmetre interior: 25
mm, longitud AD0 mm}.

54.2.6. Espectrofotémetro con cubetas de 192 mm de espesor.

54.2.7. Buretas graduadag & 1/10 ml.

REACTIVOS

£4,3.1. N,N-dimetilformanida p.a,

54.3.2, Oxido de aluminic para cromatografia de columne. Calcinar
Jurante 2 horas al mencs a 750 *C, enfriar en desecador y
conservar en fraesce de vidrio topacio con tapén. Antes de
utilizarle, contraler su activided sometiendo s snflisis a
partir del punto (54.8.2), una cantiged determineda de pa-
trdn (54.3.8.3). La recuperacidn de nicartarina debs nar
de 100% + 2%,

54.3.3, Aleokol etflico de 95% (v/v).

$.3.4, Aleohol etflico de BOY (v/iv).

54.3.5. Solucidn =l 50% (p/v} de hidréxide de madio p.a.
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54.3.6.

54.3.5.

Selueibr etenélica al 1% {p/v) de hidréxido de sodia. To—
mar 1 mli de la solucidn {54.3.5) en un watrez aforado de
53 ml ¥y enrasar con etanol oe: BOE (54.3.4). Preéparar en
el momente de empleo.

Sustancia patrén. Nicarbacina pura, coeficiente de extine
citn, moleculnr B 352 nm en N N-dimetilformamida e5 de 57,B

x 103.

Selucidn patrén.
55.3.6.0, Belucidn de 1,25 mg de nicarbazina por rl. Pesar
con una precipidn de ©,1 rg, 125 mg de sustancia
petedn 54,373, Digplver am 75 mi  de
N, h-dimetilformamide {%4.3.4.) =3 un matraz afo-
roade de 100 £]1 calentandn ligeramente. Dejar en—
friar, completar a volimen com el mismo solvente
¥y homogeneizar. Conserver sl abrigo de la luz.

Sd4.3.B.7. Soluvcién de 0,124 mg de nicarbazina por mi. To—
mar 13 ml de la sglucidn (54.3.6.1.) y completar
a 10¢ ml con ,N-dimetilformamida {(54.3.1.} en
40 matraz aforadg y homggeneizer.

Spluctén de C,02% mg de nicarkazina por ml. To-
mar 20 ml de la sclucidén {54.3.8.2.), completar
& D0 ml con M M-dimetilformemid= (54.3.1.) an
uft matraz aforedo y hamogeneizer.

54.4.- PROCEDIMIENTO

L -

H4.4.2.

-

Extraceidn.

Pesar, con precisidn de 1 mg, 10 g de muestra finamente
dividide y homogénea. Feara concentrados y premezcles peser
T g con le precisifn de 1 mg, fintroducir la muestre ¢n un
erlenmeyer de 250 ml (54.2.1.} y afadir 140 ml exactamente
de K, N-dimetilformamide (54,3,1.}. Mezclar, acoplar a un
refrigerante de reflujo {54.2.2.} y calentar en bafc de
ague {54.2.3.} durante 15 minutcm mgitando de vez en Suan—
do. Dejar anfriar bajo corriente de aguun fria.

Trasvasar & continuacidn el 1fquido sabrenadante a un tubo
de centrifuga (54.2.4.) ¥ centrifugar durante tres minutos
aproximademente,

31 fuera necesario pipetear 75 ml del scbrenadante y di-
luir con N.F—dimetilformamida {54.2.1.) para obtener uns
solucidn oue contenge de 2 e 10 microgremce de nicerbazins
por mi.

Cromatoprafia.

Introduclr en una columna cromatogréficm (S4.2.5.) 30 g de
&xide de aluminie (54.3.2)) en muspernsifén en N N-dimetil-
formamida {S4,3.1.}. Dejar deacender el 1fquido hamts 1 em
par encime de la columna de Sxide de sluminic e introducir
en Aaeguida en ie columna, 25 ml del extracto ¢btenido en
{53.4.1.). DLejar pasar &1 lfgquido avitande defar la co—
lumna seca y lavar tres yeces la ¢olumna con 10 ml de
N N-dimetitformemide {54.3.1.} cada vez. Elulr enseguida
con 70 el de etencl sl 95% (%4.3.3.). Eliminar leoa 19 pri-
meres ml del eluato y recoger el resto =n fraceicnes como
sigue:

- una fracci8n =] de S ml.
- una fraccién b} de 50 sl =a un matraz aforado.
- une Traccllén ¢) de 5 ml.

Controlar que las fraccionss a) ¥ c©) no preasnten colora-
eifn amarilis por la adieiSn de solocidn etandilies de hi-
dréxido de sodic (54,3,6,). Preaeguir les operaciones so—
hre ia fraceidn b) como se indics #n {54.4.3.).

Oemparroliln da s calarasifn y medida de la absasrbancia.

Introdusir respectivamente 20 ml de le fraccién b) en dea
matraces aforados A y B de 25 ml, Afiadir al matrez A 5,0
rl 3= aclucidén etandlica de nidrdxide de aadin {54.3.6.) ¥y
al matraz B 5,0 ml de ctancl de 95% (%4,.3.3.). Homogenai-—
ZAar.

#¥edir &n los primeros cinco minutos la absorbancia de las
solugionen a 430 nm utilizande come bience una mezcla de
20,0 ml de etancl del 95% (54.3.3.) y S ml de mAclueién
estanflice de hidréxide de podio (S54.3.6.0.

La ¢iferencia de las mhmorbancias entre la molucién B y &
re intsrpnla en Ia curva de calibrade (S524.4.4.) pare ohte—
ner la cantidad de rnicarcazina.

Curve de calibrado.

Tratar 25 ml de In eolucibn patrén (54.3.8.3.) por crama—
tograffa como ae indica =n (84.4.2.). Trasvasar 8 une bu-
reta gradusda {54.2.7.} la fraccién b} del elvato y plpe-
TeAT Ah mAtYAces ascom fe 25 ] respectivaments los mni-
gutenten vallmensa: 2.0 - 4,0 - 6,0 - B0y 10,0 ml (co-

BOE num. 12§

rrespondiendy & 9,025 ~ 0,050 - 0,075 - 0,100 y 0,175 mg
de nicarbazing). Afiadir a ceda metraz 5,0 ml de eolucisn
etandlica de hidréxide de sodic {54.3.6.) enrTeEear con eta
rol ge S5% (54.3.3.) ¥ homogeneizar.

Megir =0 los primeros 5 minutos Ia shasrbancin de las wo—
luciones & 430 nm, utlilizando como blanco unz mezcla de 20
ml de etznol del 95% (%4.3.3,] ¥ 5,0 ml de sclucidn =tand-
lica de klidrfaidg de sodic. Trazar [e turva patrdn repre—
seapiando en grosnadas ¢1 valor de la absortancia ¥ en abe-
tigms lax cEntidades correspondientes de nicerbazine en

me.
54.5.- CALCULOS

Le cantidad de nicarbazina en mg por kg de muestra viene dade por
la fhrmuls:

L
_—— x F x I0.(X0
E
Siendo:

A - Tantittad, en og, d¢ nicarbazing determinada por medida espectrefote—

métrica.
F - Pepo, =n 3, de la muestra.
F = Loeficiente de 2¢luctdn (efectuado eventuslmente en 54,4.1.}.
Lm difersncia entre los repvltados ¢e dos determinsclones parale-

1 efectundns Bchre la miamm muestra no dabe sobrepasar los siguientes
valoares:

- 10 mg/kg, en valor abeoiuto, pers contenlios en nicarbazina inferiores
& 100 mg kg,
- 1%, en valor relativo, para rontenides comprendidos entre 100 y 5,000

LTS

- 500 mg/kp. €0 valor sbeoluts, pers contanidea comprendidos sntrs 5,000
¥ 10.0030 mg/kg-

- 5%, =0 valor ralativo, pera contenidoe superiores s 10.000 mg/kg.
5d. 5.~ REFERFNCIAS

Suinta [irectiva de 1a Comisidn de 25 de marzo de 1974,
{74/203/CEE). Diario Oficial de las Comunidades Eurcpses n® L 108/7 de 22
de abrii de 15974,

55.- BIQUINOLATO
{Carbartlate de stil—4 hidroxit,7 diisc-butowi-3—quinolelnal

56.1.— PRIRCIFIO

El método permite la determinatidn de buquinolata en los piensca,
concertrados ¥ premezclas.  El lfmite inferior de deteccifin se de 10
mp/kg. El decoguinate interfiere en lu Josificacidn.

El buguinclatc s= sxtras de la muestre con aloraformo. £l extracto
se evapore m seguedad, el Tesiduc se recoge con cloroformo y la aelucidn
ae cromatoprafia en capa fina. E1 buginolate es sluide por etanol y de-
terminado espectrofliucrimétricamente por comparacifn con selucicnes pa-
trén,.

55.2.~ RATERIAL Y APARATOS

§5.2.1, Erlenmeyers de 50 y 250 ml con tapén de rosca.
55,27, Agitador.
£5.2.3. Centrifuge con tuboce de 15 ml con tapsn de robce-

%5, 2.4. Bafla de mgua termprragulade s S0 *C.

5%.2.%. Equipe para craomatografis en capa fine.

55.2.6. Placas ie vidrip para cromatcgrafim en capa fina de 200 x
200 mm, preparsdes como Bigue: axtender uniformemsnte so—
br= law placas una capa de 0,5 mn de eapesor gel de slilice
G (%9.3.5.) (SB.6.1.). Se dejan secar durants 15 minutos
el aire. Despuls se introducsen durante 2 horas m 110 *C en
ia estufa {55.2.11.}. Se enirian en deasscador gue contengm
gel de sflice como deshidratante.

Se poeden emplenr placas eguivalentes ye preparadas.

55.2.7. Micropipetas de 0,50 mk.

E5.7.8. Colector de zonaz pars cromatografia en capa fina.

LAmpara de qltruviaolets de onda corth.

Fepectreflusrimetro aguipada cor una l1&mpara de xenon y de
dnr manacramadoares.

i,
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55,212,

5.2.12.

Ertufe 4¢ airs ferende y temperatura regulnble de 0* a 150
“C.

Aparato rotativo de svaporncién al vacfo con matraz de 250
ml.

E3.3.— REACTIVOS

55.3.1.
B5.3.2.

55.3.3.

55.3.4.
55.3.5.
55.3.€.

5%.3.7.

Zloroformo p.e.
Etanal 96% {v/v) p.n.

Mezcla cloroformo=etancl, MWerclar 10 voldmenes de cloro—
formp {55.3.1.} ¥ un volumen de etansl {(55.3.2.).

Etanol BOX [vw/v) p.s.

Gel de plliice G para cromatopratfa en capa fina.
Buquinoleto calided petrén.

Solucionen patrdn.

55.3.7.1. Soclucicnea patrfa 0,2 mg/ml de buguinolato.

Pesar S0 mg de sustancis patrdén (55.3.6.) con la
precinidn de 0,1 mg. Dixplver en claroformo
(55.2.1.) ¥ en callents, en un baflc de agua n 50
"C. Trasvasar cumntitativemenie a un matrar afo-—
rada de 250 ml. Dejnr enfriars s temperaturs s
biente. Completar con cloroforma (55.3.1.] hasta
el aforo y homogeneizar.

£5.3,7.2- Soluciones patrdn de trabajo. Plpetesr en matra=
can aforades de 25 ml; 5,0 - 10,0 - 15,0 - 20,0
¥ 25,0 ml de l» aclucidn patrdn (55.3.7.1.}.
Completar hasta el afore ©on clorcforwo
[55.3.2.) ¥ homogeneizar. Freparar en «1 momento
de au utilizacién, Eetas sclucionsa contlenen
reppactivamante 0,04 - 0,08 - Q,12 - 0,26 ¥y ©,20
mg/ml de buguinolato.

55.4,= PROCECINIENTO

SE.4.1.

S5.4.2.

55.4.,13,

LS a4,

Praparacidr de la muestrs.

Moler lo musatra de tal marera qQue pase o través de un ta-
riz de 1 mm {conforme a lam recomendwcionss IEC R 555},

Extraceibn.

Peswr con precisifm de 1 mg una cantidad nuestra preparads
megiin [55.4.1.} fue contenga aproximadamente 1,25 mg de
bufuinolate e intreducirle cuantitativameste en un erlen—
meyer de 250 ml (55.2.1.). Afiadir 10C,0 ml de clercformo
(55.3.1.). Mexzclmr, tapar ¥ agitar durante una hara en 2l
agitador {55.2.2). Dejer decantar, filtrar y desprecimr
los primercg m) del Filtrado.

Introducir 80 ml del filtrade 1fmpido en el ortrezr del ro—
tavapor (55.2.12.}, Evaoporar cast hastn mequedad mobre un
bahe de Agus [55.2.4,). Treasvasar guantitativemente el re—
siduo olecBo a un metraz de 10 ml con myuds de cloroforme
¥ 8 iravie de un emhude de véstaps emtrecho. Completar el
velumen oon ¢lorofeorme {£5.3.1.) ¥ i la aclucidén no e=
1impidm, tentrigugar durante 3 minutos & 3.000 rpm en tubo
cerradn,

Cromatogralis en cape fino.

Depositar puntualmente meobre una pleca de cropatografia
(55.2,6.) cun Byuds de uns micropipets (55.2.7.) ¥ & une
distancia respectiva de 2 om, volGmenes de 0,25 ml del ex-
tracto obtenids en (55.4,2.1 ¥ de 1es ® solucionea de pa—
trén (S5.3.7.2.).

Eluir el cronatograms en ia cAmara de desarrollo utilizen-
¢c cloroferme (5%,3.1.) cowv eluyente hasta que el Frente
del aolvente llegue al borde superior de 1z place.  Secar
con ayuda de une corriente de mire. Volver a cclocar la
pleca en la cémara de deaarreollo, utilizande como eluyente
la mezclé de cloroformo/etansl {55.3.3.) hasta que el
frente del Eclvente hays avenzado unce 17 cm.  Sacar ia
ploea de 1a cémara, Dejar eveporsr el solvente. Examippr
iz plecn bele la Jur ultraviclieta de onda corte (55.2.9,)
v delimiter lag meanchas de buquinclete (valor de Rf 0,4 &
9,5) con im ayuda de una aguia.

Elucidn.

Recoger ls xilice de cade zonm delimitade con ila syude de
un colector de zonam [55.2.8.) en un tubo de centrifuge
158.2.3.). AMadir & cada tubc 10 ml de etancl {55.3.4.),
sgltar durante 20 minutes ¥y despuds centrifugdr durante §
rinutos & 2.000 rpm. Decentar lae sacluciones limpldas en
loa erlenmeyer de 50 ml (£5.2.1.).

§5.4.%. Medida de 1la flucrescencia.

Ajustar & 100 la eacale del espectrofluoriastro (55.2.10.}
con la ayude del sluato {(S5.4.4.) obtenids de ls solucibn
patrém mis concentrada. Utilizar para la excitacifin la
longitud de onda comprendide entre 200 y 280 ne que dé la
flucreacencia mhs intenss v para la emisidén la longitud de
onda de 375,

Medir en estas condiciones la intsnsidad dr fluoreacencia
de los otros eluatey ($5.4.4.). Determiner a pertir de low

valoree encontrados 1& cantidad () de buquinclmto en g
contenidn £n loa 10 ml del elumto de la Bushtra.

55.5.- CALCTLO DE RESULTALOS

El centenido en mg de buguinalats per kg d¢ musstra esatd dade per
la rérmula:

x 50,000

Silendo:

C = Cantidnd en ng de Buquinolete determinade por ls medids sepactrofluo-
rim&trica.

P = Pesso on graxos de 1k mueatra tomadm para 4! andlisis.

La diferencia entre los resultades de dos deteratnaciconas parale-
lag wfectuadmas sobre la mimea muestra no deban de diferir de:

= 50K del resultado mis elevadc para los valerss d¢ buquinclato COmEren=
didos eptre 10 ¥y 20 mg/kg.

19 mgrkg en valor ebecluto para los veloren cosprendidos sntre 20 y 100
L

- 10% del reaultad: min elavade pars lom valores comprendidos entra 100 ¥
5.000 og/kg.

~ 500 mg/kg en valor abmoluto para los valores comprendidos entre 5.000 y
10,000 Bg/Kg.

- 5% del resultedc més elevade para los valeres Buperioras a 10.000
L2

55.6.— OBSERVACIORES

55.6,1. La preparacibn de las placas os como migue: MNezclar 80 g
ds gel de gflice G {55.3.5.} con 120 ml de agus deatilada,
en un erlenmeyer de 250 @l con tapfn, agitendo vigorosa-
menie durante 30 a 4% ssgundos. L& Suapensidn unm ver blasn
hemogeneizada, e= vuzlca répidamente en el aplicadsar y ae
extiende uniformemsrie Aobre lea placas, une capa de 0,5
mm de emperacr. Se dejan secar durante 15 minutos al aire;
deapués me introduten an la estufm (55.2.11.) durante 2
horas B 110 *C, Se enfrian on deascador que contenga gel
de gllice como deshidratante.

55,7.— REFERENCLAS =

G Diractiva de la Comiplén de 20-diciembre-1974 (/% B8/CEE).=
Dimrlo Oficlal n® L 32/26 de § de Tebreroc de 1975,

55, ~ BULFAS
(2 Sulfanilessidogquinozalios)

55.1.= PRIACIFIO

E} métods permlite la determinacaidn de sulfaquinoxaiina em low
pigtrsoe compueatos, concenlrados ¥ prenezclas. El limite infarior de la
determinacifn ea de 20 mg/kg. Interfieren gtras sulfonasidae y el Gcido
arsanf{lice.

La sulfaquinozeline =e extrae de la mueatra con dimet?]Tormamide ¥
cloreforwmo. Se hidrcliza en medic alcelino. Despuls da la neutralizeglén
]l derivagn aminodc ee diarcts y copula con la N-(l-naftiljetilendigmine.
La abaorbencia de le eoluciédn pe mide a 545 nm,

56.2 .~ APARATOS

%6.2.1. Erlenmeysrsy de 250 m! ¢on boca normalizads y tapsn de vi-
ariao.

£6.2.2. Agltador.

56,.2,3. Crimclers filtrantea de poroaidad 3, difmetro &0 wme, con

kitanmtos.
56.2,4, Embudor de decantacién de 250 ml.

56,2.5. Metraces nfarmdos de BG, 104, 250 y 500 el
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BE.7.6. Tubos de ensayo de 150 mm x 25 mm.

56.2.7. Bafic de agua hirviente.

65.2.8. Empectrofotémetro con cubetam de 20 mn de ¢amino dptica.
56.3.- EEACTIVOS

56i.3.1. Kk, N. Dimetilformamida p.a,

56.3.2. Cloraforme p.a.

56.3.3. Evanal absoluto.

56.3.4. Selucidn alcelina. Dieolver en agua destilads 10 g de hi-
drfxido de sodic p.a. ¥ 25 g de clorurc d« aodic p.a, Cowm-
rletar hasts SO0 ml cor BEus destilede ¥ homogen#izar.

56.3.%. fcide clorhidrico concentreds p.oa. (4 = 1,187,

54.3.€. Belucifn C,1% {p/v) de nitritc de so.ip. Diaclver sn agua
destilada 100 mg de nitrits de sodio p.a., completar con
ague destilads hasta 100 ml y homogeneizar. Preparar inme
diatamente antes de usar.

6,3.7. Solucifn 0,5% (p/v) de pulfmmato amfnico. Disolver en egus
destileda 500 mg de sulfameto andnico p.a. completar hasta
100 ml con agua destilada y homogeneizar. Freperar inmes
diataments antea de paar.

.38, Solucitn §,1% (p/v} de diciorhidrato de M-{i-naftil) eti—
Iendiamina. Disglver en fcido clorhidrico p.a. 2,1% (v/v}
100 mg de dictorhiérato de N-{l-raftil) estilendiamina p.a.
completar haegte 10D ml con ¢l mismp Scide y homogenelzar.
Preparar inmedistamente antes de usar.

B6.3.9. Suatancia patrdn. Sulfagquinoxalins purs.

56.3.10. Solucién patrén. Pesar con precisién de O,1 mg, 250 mg de
zustancia patrén {(56.3.5.}, Disclver en unce 50 ml da una
snlucibn de hidréxido de modic (25 ml de una solucidn de
hidrfxido de apdio C,1 K + 25 ml de mgua), completmr hastm
500 ml con ngus destliliada. Tomar 5 ml de eata aolucifin y
diluir a 102 ml con agus deetilada. I ml de epta soclucidn
contiene 25 mirrogrameon de pulfaguinoxalina.

6.4, - PROCEIFIMIENTD
55.4,1. Preparacidn de Ja muestrs,
Moler 1o musstra de tal menera gque paEs en By totalidad e
trovie de una malle d¢ 1 mm {Conforme = la recomendacién
IS0 R, ©65).

56.4.2, Extraccifn.

Fapar con le exactitud de mg una cantidad de muestrs gue

contesnga sntre 0,25 a 1,25 mg de aulfaquinowalina.  Tatro—
dueir  cusntitativarente en un erlenmeyer de 250 ml
{B6.2.1.) ¥ ukndir 20 ml de N, N, dimetilformamide

(S6.3.1.}. Mezclar y calentar durentse 20 minutos sobrs be—
fic de ague {56.2.7.), Dejar enfriar bajo corriente de agua
fris. Afadir 60 ml de cloroforme {56.3.2.) tapar €1 erlen—
meyer ¥ agitar durante 30 minutos con syuda del sgitader
(56.2.2.}.

Filtrar el liguide eobre el crianl $1ltrante {56.2.3.} oo—
locado #n un kitasstos y aspirar ligeremente. Lavar el er-
lenmeyer con cupatre porcicoes de 5 mi de ¢loroformo
166.3.2.) y tracvamar sucesivaments loa lfiquides el ori-
sel. Trasvesar rapidamente a rontinuacidn e filtrado a un
embudo de decantacidn {56.2,4,1, lavar el kitesatoe con la
ayude de aproximedmmente 15 ml de cioroformo {56.3.2.) ¥
trasvasar el liguido al ambude ge decantacidn.

5€.4.3, Hidréliais.

Afiadir nl embuds de decentacisn S0 ml de solucidn alcalina
{%6.3.4.) ¥y & ml de estancl (56.3.3.;. ¥=zclar bien evitan—
do Ia formecifin de emuisidn, bien ses invirtisndo el embu-
da unaa 20 vecea o hisn agitands korizontalmente.  Dejar
reposar hasta la aeparacifn de las dos frass {la aspara-
cidn me complete genecralmente alrededor de los 15 minu-
toal.

Traavasar ia fasme auperisr (fase arvoam) a on matraz afe-
ruda de 250 ml [86.2.5.}. Extrasr 4 noeve de la Faae clo-
reformice con tres porcionen de la eoiucién alealine
[S6.3.4.} ¥y trasvasas e! exiractv acuoee cespufe de cada
extraceidn, al metraz aforede [96.2.5.). Completer hasta
€l aforo con agua deetilaca y homogeneizar.

Introducir 25,0 ml de le sclycidn en un matrez aforede de
RO mi {5A.7.5.), atadir S.0 ml de dcido clorhiérice
‘68.3.5.). Completar hasta el aforo con agus demtilada y
humogenelzar, Flitrar, si fuear neeecansio ¥ eliminar los
primeros 15 ml del filtrade, Intrcducir 10 mi de ia solu-

cifn, en doz tubos de =nEeyc (96.2.6.) A y B respectiva-

mente.
56.4.4. Desarrgllo de color y medids de la abeorbancia.

Afad:ir & cada tube 2.0 ml de aclucién de nitrito de sodio
[86.2.6.} agitar y deiar reposar 3 miutes. Afladir 2,0 ml
de polucidn de pulfamato aminice (56.3.7.), agitar y dejar
reposar ° minutos. Afladir e continuacidén 1,0 mi de moju-
cy1dn de girlorhidrato de E{l-naftiljetilendiamina
(86.3.8.) en 8l tubo A y 1,0 ml de ague destileds o=n =l
tube H. Mezcliar bien el coantenide de cads tubo. Conwciar
los tubow a una trompe de agus con la ayude de funtas ge
Foma y aplicer un pequefs vacfo parm sliminer #l nitrégenc
dinuelte.

Medir deppufe de 10 minutos lm wbmorbancia ka y Ab, de jas
soluciones en el espectrofotémetro (56.2.68.) a 545 nm tow
mando &1 agra destilada como blanco. Determinar & partir
de! valar Aa - Ab la cantidad (T} de sulfequinocxzlina pre-
wente en la solucidén de le mueatra refiriféndoee & la curve
patprsn (56.4.5.) hecha previaments.

E6.4.5. Curve patrén.

Introducir en los matraces aforados d¢ 100 ml {56.2.%9,),
voldmenes de 2,0 - 4,0 « 6,0 « 8,0 ¥ 10,0 mni de 1n solu-
cifn patrén [56.3.1C.) correspondientss a 50, 100, 150,
200 y 250 microgremoe de sulfaguinaxalina. Afadir 8 ml de
4cido clorhidrice (56.3.5.7 =0 cada matraz completando el
valumen con agus destiluda y homogensizando.

Tomar 10 ml de cada mslucién, cue corresponcen rEApecti-
vamente 8 5, 10, 15, 20, ¥ 25 microgramoe dv sulfaguinoxa-
lina, e trtrpducirloe en tubos de en=ayc {(56.2.5.). Desa-
rrotlar el ccler como e indtce en {56.4.4. primer pirra—
fa}, Medir » continyacidn la abeorbancia a 545 nm emplean-
do agus destilads comt blanco, Trazar la curva patrén po-
niends en ordenadam €3 valor de la abmorbancia y en abaci-
san la eantidad correspondiente de nulfaquinoxalina expre-
sada en micrograrcs.

56.5.— CALCULOS -

la cantidad en mg ¢e sulfeguinoxaling por kg de muesira viene dada
por la miguiente férmula:
c
x 50

Sulfaquinoxaline og/kg =

Siendu:

€ = Cantidnd ¢e sylfaguinoxalina en migcrogramoa deteminada por medida ea—

peetrafotomftrica. +
F = Fapoc #n gramos ds la muegtra tomada pars ¢l ensayso.

L& #diferencia entre los resultadas de dos detemrinaciones parale-
lag efectuadas mobhra 1a misma muestra no deben ser mayors=s de:

- 10 mg/ug en velor sbsoluto pars contenidos de sulfagquinoxaling COMEren—
dide entre 20 y 100 mg/kg-

— 1% del resultads mde elevade para contenidos comprendidus entre 100 ¥
5,000 mg/hg.

- 500 mg/kg =0 wvalor absoluto para les contenidos camprandidos entre
5.000 ¥ 10.000 mg/%g-

- 5% del resultadsc nfhs slevado para los contenides suparicres a 10000
Ra/RE.

56.6.- REFLRENCIAS

6% Directive de Ja Jomisién de 20 de diciembrs de 1874 {75/B4/
CEE). Dieric Oficial ne L 32/26 de 5 de Fabrera de 1875,

57.~ FURAZQLIDOWA .
{MN—{Smaii tro=Z—furfurliiden) —3-amino—2—oxxecl 1 doos )

§7.1.- PRINCIPIO

£]1 métode permite la determinacifn de furaralidons en los piensea,
concentrades ¥ premezclems. E1 lfmite inferior de lw determinacifin ea de

10 mgfkg.

La furazolidone es sxtralids con acetona deapuéa de gue la muestra
ha aido previamerite dasengrasada con éfer de petrdleo. El extracte es pu—
rificade &n una columna cromatogr&fica de Sxildo de aluminic ¥ 1a furaze-
lidone se miuye con ls mcetona, E1 sluato se evapora & mequedad, y £l re—
siduo 8¢ recoge ¢n zlcohol amfliice. La furazolidena es extrafda con una
molucién de ures y la absorbancis  del extracto &5 medida & 375 oo

e
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57.2.— MATERIAL ¥ APARATOS
57.2.1. Hatracea Aforados de vidrio color topacin de 100 y 250 ml.
57.2.2., Embudos de daecantacifin de vidrio ¢olor topacio de 100 ml.
57.2.3. Aparto de extraccifn Soxhlet o Twisaelman.
57.2.4. Cartuchos de extraccifn 25 x BO & 2B x 100 ma.

57.2.5. Columna d¢ vidrip pere cromatograffia, de didmetro interior
10 mm y longitud 300 mm.

H7.2.6. Bafio de agua termorregulmdo hasta 150 *C.

E7.2.7. Eapectrofotfmetrs con cubetan de 10 sm de espesor.
57.3.—~ REACTIVDS

57.3.1, Acateine p.a.

57.3.2. Oxidc de alusinic neutro pura cromatogralfia. Granulometria
100 a 240 m#ah preparada como sigue. Mezclar 500 g de fxi-
do de aluminie con 1000 ml de agua destilads caliante ¥
decantar 8 continuacidn el liguido sobrenadante. Repetir
dos veces onta operacifin ¥ flltrar seguldamente a atravée
de un filtro Bichner. Secar el &xido de mlumnic m 105 *C
hasta pesAt conmtante.

57.3.3. Acetato de amllo p.m.
57.3.4. Alcohpl emilica. Conviens mezcle de iwdmeros.
B7.3.56. Eter de potrdlec, p. eb 40-80 *C.

57.3.6. Solucifn de urea. Merclar 20 g de urea p.a. con 100 ml de
agua destilada, calentar ligeramente para facilitar la 41-
wxlucidn.

S7.3.7. Suatencia patrén. Furarolidons purw.

57.3.8. Scluciones patron. Pesar ¢on preclsisn de 2,1 mg unos 25
mg de mustencim petrdn (57.3.7.). Introducirla cuantitati-
vamente en Un matrar afordo de 250 ml {57.2.1.) completar
hesta &1 aforc con mcetoma {57.3.1.) y homogeneizar {1 ml
de esta Bolucidn contiene 100 microgrames de furaszclide-
nal.

57.4.— PROCIDINTENTO
Todan las mardpulscicnes deben efectusrss evitando Im Juz directa:
57.4.1. Fraparacifn de 1la muentra.

Mpler la muesmtra de teal manera gus pame s través de un ta—
miz de mallas de L mm, conforme & )a recopendaciln IS0 R
555,

57.4.2. Extraccifn.

Feaar con eaxactitud de 1 mg, de S a 20 g d¢ ousstra bien
homogeneizadn (conteniendo cobo méximo 1 mg de furazolido-
nal en un certucho de axtraccldn {57.2.4.). Colocarle en
¢l aparato de extraccibn (57.2.3.}) y extraer con dter de
petrélse [57.2.5.). Para *l apwrto Soxhslt son neceparios
de 13 a 17 ciclos d¢ solvente, para otroe aparatos la du—
recifn de la extraccién no debe ser inferior a 30 winutos,
Retirar a continuacidén &! cartuchs dal aparets, eliminar
¢l sclvente residunl aecando el cartuche y su contanide
con myudm de una corriente de aire caliente, -

Pare la extraccifn, propimmente dicha, colocar de nuwvo el
cartuche en ol mparate de extracciédn ¥y sxtrasr con le sce—
tona {57,3.1.7. Para el aparate Soxhlet al mencs son nece—
earioe 25 ciclos de molvente; pars oiroe sparatos, lao
condiciones necesmrias para la obtencidn de uha sxtracgidn
completa deberfn asr determinadas previamente. Evaporar el
extrectc scetdnico seobre el bafin de agua (57.2.6.) hanta
un veliwen de & & 10 ml ¥y dejar enfrinr hasts temperatura
ambiente,

57.4,3, Cromatogrufinm.

Introdugir un peguefic tapbn de lana de vigrio en el sxtTe—
mo inferior de la columa cromatogréfice (57.2.5.) ¥ apre-
tar ¢) tapfn con la myuda de una varills,” para obtener un
eapesor d¢ 2 n 3 mm. Preparar una auapensidn de Sxido de
aluaninic (57.2.2.) en mcetoma {57.3.1.). Introducir la
suspenelfn en la coluone cropatogrifice (57.2.5.) ¥ dejar
reponar, La cclumne asi cbtenida debe de tener una altura
de 200 sm aproximadsmente. Dejar descender la acetons
{57.3.1.) haste la auperficie nuperior de la columns.

Trasvaaar el extracte obtenido en (57.2.2.} mohre la co—
lumna, laver el satrez varias veaces con acetons (57.3,.1.)
y trasvasar los l1f{guidos sobrs lm colusns, Colocar un wa-—
trazr spropiade debaje de 1a columna ¥ eluir la furazolie
danmn con la mcetona (S7.3.1.}.

El volumen total de la acetona usada, inclufds el usads
para #] lavado, no debe arr superior & 150 ml.

§7.4.4. Extraccidn y wadida de la mbeorbancis.

Evaporar el elufds obtenids an (57.4.3.) hasta seguadad en
baflo de agum {57.2.6.) (Ver S7.6.1.). Disolver &l residus
en 10 ml de alecohol smilico {57.3.4.} ¥ trasvesar la aclu—
c56n & un embudc de decantacifn {(57.2.2.). Lavar sl matraz
con porclenea aucesivas de 10 ml de acetato de amile
M (57.3.3.) ¥ 10 ml de .Is soluciSn de urea {57.3.6.). Tras-
VRAAT  estau  mejycloner & un embudc  de  decantacidn
(57.2.2,) y agitar vigorossmente durante Z minutoa.

Delar reposar durante 3 p 4 hinutod ¥ recoger ln Tase
actOSh ¢n up uatrez aforado de 100 ml (57.2.1.). Hepstir
€]l lavado ¥ la extraccidn con la ayuda de cuatro porciones
de 10 ml de solucisn.de urse (57.3,6.] ¥ recoger cada vez
la Tase acuoes en el matraz aforado. Uocmpletar ol conte—
nido del matraz hasta 100 m@l com la moluclén de urea
(57.3.6.) ¥ homogenelzar. MWedir la abeorbancin ds la solu-
clfin en ¢! espectrofotémetro {57.2,7.) a 375 ne tomando
como blanco la solucisn de urem (57,3.6.). Determinar la
:E:a.ntidad} de furatalidona refiridndose a la curve patrdn
57.4,5.}.

£7.4.5. Curva patrédn.

Preparar cuatro columnas cromatogréficas (57.2.5.} megin
el modelo cperatorie ingicado {57.4.3. primer phrrafo).
Intraducis en la columna volimenws de 2,5 - 5,0 - 7,5 y 10
ml ¢e solucidn patrén (57.3.8.).

Elufr cada columna con 150 ml de acetona (57,3.1.] ¥ coh-
tinuar el mode cperateric como pe indica en (57.4.4.)0.
Trezar la curva petrdn potlends en crdenadas la sbmorban—
clm ¥ en abgciamx lan cantidades corrssponsientes de Tura-
zolidons on micrograsos.

57.5,—~ GALCULOS

El valer en niligramoa de furazolidonm por kg -de musstes entd dads
por Im miguiente fdrsula:

¢
—_—

Siendo:

€ = Cantidad en microgramos de furazolidons determinadm por la madida fo—
tométrica.

P = Fesc an gramcs de la mueatrs tomada pars ¢l wnflisie,

La difsrencia esntre los resultados de dos determinaciomss hachas
en parglalo y efectuadan sobre la mimma muestra, no deben diferir de:

=~ S0% del resultadc mhe elevado para los valores de furazclidona cospren-
didoa entre 10 ¥ 20 mg/kg.

= 10 mg/hg m valor abacluto para los velorss comprendides entre 20 y 100
ng /g,

- 10X del resultmde mis elevads para los velores comprondidos entre 100 ¥
5.000 mg/kg.

- 500 ag/wg an valor abeslutc para les valores comprendidos antrs 5.000 y
10.000 mg/kg.

= 5% del resultado mlin wlevado para lax valores superiores a 10.000

mg kg

57.6.~ QBIERVACIOREE

57.8.1. Oesnionalmwente se obtisne una pequefia cantided de diaceto-
na — alcohol, producida por condenamcisn de la scetons mo—
bre el 6xide de aluminie, que no obmtaculiye les extrac—
ciones posteriorss.

57.7.~ KFEEENCIAS

Sexta Directiva de ls Comisiéfn de 20 de dicisebrs Je 1974,
75/84/CEE. Diario Oficial de las Comunidades Europeanm n% L 32/28 de S de
Tebrero de 1975,
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