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detalles de empleo y carrera admirıistrativa. eco
n6mico-financiero. da.tos de transacciones. 

7. Cesiones de datos que se preven: Instituta 
Nacional de la Seguridad SociaL. a efectos de su 
propia gesti6n; Agencia Estatal Tributaria. a efectos 
fiscales. y entidades bancarias colaboradoras. a 
efectos de hacer efectivo el pago de la n6mina. 

8. Servicio 0 unidad ante el que pueden ejer
citarse los derechos de acceso. rectificaci6n y can
celaci6n. cuando proceda: Centro de Proceso de 
Datos. 

9. Plazo para rectificar 0 cancelar datos: EI esta
blecido reglamentariamente. 

10. Disposiciones que amparan el fichero auto
matizado: Real Decreto 2352/1986. de 7 de 
noviembre. sobre estructura organica basica del 
Ministerio de Educaci6n y Ciencia. Leyes de Pre
supuestos Generales del Estado.» 

((Numero 5 ı. Fichero automatizado de suscriptores 
de la revista "Politica Cientifica" 

1. Responsable: Comisi6n Interministerial de 
Ciencia y Tecnologia, . 

2. Finalidad: Envio de la revista "Politica Cien
tflicə" a las personas suscritas a la misma. 

3. Uso: Erivio de la revista "Polftica Cientifica". 
4. Personas 0 colectivos sobre los que se pre

tende obtener datos de caracter personal 0 que 
resulten obligados a suministrarlos: Personas inte
resadas en la materia que trata la revista. 

5. Procedimiento de recogida de datos de 
caracter personal: DeCıaracion del interesado en 
soporte papet 

6. Estructura basica del fichero automatizado 
y descripci6n de los datos de caracter personat 
Tipos de datos: De caracter identificativo. y de deta
lIes empleo y carrera administrativa. 

7. Cesi6n de datos que se preven: A la entidad 
colaboradora que ejecuta los envios. 

8. Unipad 0 servicio ante el que pueden ejer
citarse los derechos de acceso. rectificaci6n y can
celaci6n cuando proceda: Gabinete de la Secretaria 
de Estado de Universidades e Investigaci6n., 

9. Disposiciones que amparan la creaci6n del 
fichero: Ley 13/1986. de 14 de abril. de Fomento 
y Coordinaci6n General de la Investigaci6n Cien
tifica y Tecnica: 

Numero' 52. Fichero automatizado de ayudas 
de educaci6n especial 

1. Responsable: Direcci6n General de Forma
eion Profesional Reglada y Promoci6n Educativa. 

2. Finalidad: Gesti6n del concurso de adjudi
caci6n de estas ayudas. 

3. Uso: Informaci6n sobre solicitudes. gesti6n 
administrativa y estadistica interna. 

4. Persona 0 colectivos sobre los que pretende 
obtener datos de caracter personal 0 que resulten 
obligados a suministrarlos: Estudiantes de ensenan
zas medias que sean beneficiarios de becas de edu
caci6n especial del Ministerio de Educaci6n y Cien
cia .. 

5. Procedimiento de recogida de datos de 
caracter pı;ırsonal: DeCıaraciones a formularios. 
. 6. . Estructuras basicas del fichero automatizado 

y descripci6n də .105 datos de caracter personal 
inCıuidos ən əl m(smo. Tipos de datos: De caracter 
identificativo. de caracterfsticas personales. econ6-
mico~financiero. • 

7. Cesiones de datos que se preven: Entidad 
bancaria colaboradora. a efectos de abono de las 
becas correspondientes. 

8. Servicio 0 unidad ante el que pueden ejer
citarse los derechos de acceso. rectificaci6n y can
celaci6n cuando proceda: Subdirecci6n General de 
Becas y Ayudas al Estudio. . 

9. Disposiciones que amparan el fichero auto
matizado: Real Decreto 2298/1983. de 28 de julio. 
por el que se regula el sistema de becas y otras 
ayudas al estudio de caracter personalizado.» 

Quinto.-La presente Orden entrara en vigor el dia 
siguiente al de su publicaci6n en el «Boletin Oficial del 
Estado». 

Madrid. 20 de febrero de 1995. 

SUAREZ PERTIERRA 

Excm05. Sres. Secretarios de Estado e IImo. Sr. Sub
secretario. 

MINISTERIO DE LA PRESIDENCIA 

5541 REAL DECRETO 2257/1994. de 25 de 
noviembre. por el que se aprueba los metodo!> 
oficiales de analisis de piensos 0 alimentos 
para animales y sus primeras materias. 

Como consecuencia de la plena integraci6n de Espa
na en la Comunidact Europea. y de la consiguiente nece
sidad de armonizar la legislaci6n espanola con la nor
mativa comunitaria, se public6 la Orden de 23 de mayo 
de 1989. por la que se aprueba los metodos oficiales 
de analisi5 de piensos 0 alimentos para animales y sus 
primeras materias. 

La posterior promulgaci6n de la Directiva 92/89/CEE. 
de la Comisi6n. de 3 de noviembre. por la que se modifica 
el anexo I de la cuarta Directiva 73/46/CEE. por la que 
se determina metodos de analisis comunitarios para əl 
control oficial de los alimentos para animales; de las 
Directivas de la Comisi6n 92/95/CEE. de 9 de noviem
bre. y 94/ 14/CE. de 29 de ma rza. por las que se modifica 
el anexo \Le la septima Directiva 76/372/CEE. que esta
blece metodos. de analisis comunitarios para el control 
oficial de piensos; y de las Directivas 93/70/CEE~ de 
la Comisi6n. de 28 de julio. 93/117 /CEE. de la Comisi6n 
de 17 de diciembre. por las que se fijan metodos de 
analisis comunitarios para el control oficial .de los ali
mentos para animales. y 93/28/CEE. de la ·Comisi6n. 
de 4 de junio. por la que se modifica el anexo I de 
la tercera Directiva 72/199/CEE. por la que se determina 
metodos de analisis comunitarios para el control oficial 
de los alimentos para animales. hacen necesaria la apro
baci6n en el ambito interno de la c6rrespondiente norma 
de transposici6n a fin de incorporar los metodos de ana
lisis comunitarios en aquellas previstos. 'modificando en 
10 que es preciso los metodos de analisis inicialmente 
recogidos en la Orden de 23 de mayo de 1989. ya citada. 
o anadiendo otros que no estan contemplados en ella. 

EI presente Real Decreto se dicta al amparo de 10 
dispuesto en el artfculo 40.2 de la Ley 14/1986. de 
25 de abri!. General de Sanidad. y del articulo 149.1.16.a 

de la Constituci6n. 
En la tramitaci6n del presente Real Decreto han sido 

consultadas las entidades y organizaciones del sector 
afectadas por el mismo. 
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En su virtud. a propuesta de los Ministros de Agri
cultura. Pesca y Alimentaci6n. de Sanidad y Consumo. 
de Economia y Hacienda y de Industria y Energia. previo 
informe de la Comisi6n Interministerial para la Ordena
ci6n Alimentaria. de acuerdo con el Consejo de Estado 
y previa deliberaci6n del Consejo de Ministros en su 
reuni6n del dia 25 de noviembre de 1994. 

DISPONGO: 

Articulo 1. Objeto. 

Se aprueban como oficiales los metodosde analisis 
de piensos 0 alimentos para animales y sus primeras 
materias que se detallan en el anexo. 

Articulo 2. Supuesto de inexistencia de metodos ofi
ciales. 

Cuando no existan metodos oficiales para determi
nados analisis de piensos 0 alimentos para animales y 
sus primeras materias. y hasta que sean aprobados. 
podran ser utilizados los establecidos en normas nacio
nales vigentes 0 aquellos metodos internacionales de 
reconocida solvencia. 

Disposici6n adicional unica. Caracter basico. 

Lo dispuesto en el presente Real Decreto tiene el 
caracter de normativa basica estatal en materia de bases 
y coordinaci6n de la planificaci6n general de la actividad 
econ6mica 'y de la sanidad. contenidas en el articulo 
149.1.16." de la Constituci6n. 

Disposici6n derogatoria unica. Derogaci6n normativa. 

Quedan derogadas las disposiciones de igual 0 infe
rior rango que se opongan aL. presente Real Decreto y. 
en particular. la Orden de 23 de mayo de 1989. por 
la que se aprueba los metodos oficiales de analisis de 
piensos 0 alimentos para animales y sus primeras mate
rias. 

Disposici6n final primera. Facultades de desarrol/o. 

Se faculta a los Ministros de Agricultura. Pesca y Ali
mentaci6rı. de Sanidad y Consumo. de Economia y 
Hacienda y de Industria y Energia. para dictar. en el ambi
to de sus respectivas competencias. las disposiciones 
necesarias para el cumplimiento y aplicaci6n de 10 dis
puesto en el presente Real Decreto. 

Disposiı;i6n final segunda. Entrada en vigor. 

EI presente Real Decreto entrara en vigor el dia 
siguiente al de su publicaci6n en el «Soletin Oficial del 
Estado». 

Dado en Madrid a 25 de noviembre de 1994. . . 
eı Ministro de la Presidencia. 
ALFREDO PEREZ RUBALCABA 

AN EXO 

JUAN CARLOS R. 

Metodos oficiales de analisis de piensos 
y sus primeras materias 

1. Preparaci6n de la muestra para analisis 
y disposiciones generales 

1.1 Principio. La preparaci6n de las muestras para 
el analisis debe conseguir que sean 10 mas homogeneas 
y representativas posibles. . 

En general. los metodos de analisis son aplicables 
a todo tipo de piensos y sus materıas prımas. Deter
minados piensos requieren modalidades analiticas par
ticulares. que se preven en Ta descripci6n de 105 metodos 
correspondientes. 

Cuando esten indicados dos 0 mas metodos para 
la determinaci6n de un mismo componente de un pienso. 
la elecci6n del metodo aplicable. salvo indicaci6n en con
trario. correspondera al laboratorio de control; no obs
tante. se indicara el'1 el boletin de analisis. 

1.2 Material y aparatos. En la descripci6n de los 
metodos de analisis unicamente se indıcan los ınstru
mentos 0 aparatos especiales 0 que exigen normas espe
ciales. Se considera superfluo mencionar todos los apa
ratos 0 utensilios que forman parte de la instrumentaci6n 
corriente de los laboratorios de contro!. 

Por 10 demas. cuando se haga referencia a agua para 
las diluciones 0 lavados. se entendera siempre que se 
trata de agua destilada. Analoganıente. cuando se haga 
referencia a una soluci6n. sin mas indicaciones. se enten
dera que se trata de una soluci6n enagua destilada. 

1.3 Reactivos. Todos los reactivos deben ser de cali
dad contrastada para el metodo de analisis (p.a.). Para 
el analisis de oligoelementos la pureza de los reactivos 
debe ser controlada por una prueba en blanco. Segun 
el resultado se puede requerir un1! purificaci6n suple
mentariə. 

1 A Preparaci6n de la muestra-procedimiento. EI 
analisis quimico debe hacerse necesariamente sobre una 
muestra homogenea. Por el contrario. ciertas determi
naciones macrosc6picas. asi comi> la determinaci6n de 
la humedad. deben hacerse sobre la muestra en el esta
do en que se encuentre al lIegar al laboratorio. Para 
tener en cuenta esta doble exigencia. se dividira la mues
tra en dos partes. Una de ellas sera apartada en el estado 
en que se encuentra; la otra se preparara para el anaTisis 
quimico del modo que se indica seguidamente: 

'Dividir la muestra con ayuda de un aparato mecanico 
o manualmente. despues de haber mezCıado cuidado
samente la totalidad en una .superficie limpia y seca. 
En el ultimo caso. es conveniente aplicar el metodo· de 
los cuartos. que consiste en tomar sucesivamente mues
tras en dos sectores opuestos. Por ultimo. tomar para 
el analisis una porci6n de 100 9 aproximadamente y 
triturar. si es preciso. para que la totalidad pase por un 
tamizde luz de malla de 1 mm. 

Introducir inmediatamente esta muestra en un reci
piente seco provisto de cierre hermetico y tapar. 

Si la 'tnuestra esta humeda. hay que proceder a una 
predesecaci6n. para que el grado de huniedad se situe 
en un valor comprendido entre el 8 y eT 12 por 100. 
Con este fin. desecar la muestra a una temperatura ade
cuada en el tieınpo preciso. 

1.5 Resultados. EI resultado que se mencionanı an 
el boletin de analisis sera əl valor medio obtenido a partir 
de dos determinaciones por 10 menos. Salvo disposici6n 
en contrario. se expresara en porcentaje de la muestra 
original" tal como hava lIegado allaboratorio. EI resultado 
no debe inCıuir m~s cifras significativas que 10 que per
mita la precisi6n del metodo de analisis. 

1.6 Referencias. Primera Directiva Comunitaria de 
15 de junio de 1971. J7 /250/CEE. «Diario Oficial de 
las Comunidades Europeas» numero L 155. de 12 de 
julio de 1971.· . 

. 2. Alcaloides en altramuC'es 

2.1 Principio. Los alcaloides ~on puestos en soluci6n 
en una mezCıa de eter dietilico y de cloroformo. extra
yendose por acido clorhi~rico. Los alcaloides son pre-
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cipitados por el acido sflico-tungstico. incinerados y pesa
dos. 

2.2 Material yaparatos. 
2.2.1 Agitador mecanico. 
2.2.2 Capsula de incineraci6n de platino. cuarzo 0 

porcelana. 
2.2.3 Horno de mufla eıectrico. 

2.3 Reactivos. 

2.3.1 Eter dietflico. 
2.3.2 Cloroformo. 
2.3.3 Soluci6n de hidr6xido s6dico 4N. 
2.3.4 Acido clorhfdrico O.3N. 
2.3.5 Cloruro de sodio. 
2.3.6 Soluci6n al 10 por 100 (p/v) de acido sfli

co-tungstico (Si0212W02. 26 H20). 

2.4 Procedimiento. Pesar. con aproximaci6n de 5 
mg. 15 9 de la muestra e introducirla en un recipiente 
de unos 200 ml provisto de tap6n esmerilado. Ai'iadir 
100 ml de eter dietflico y 50 ml de cloroformo exac
tamente medidos e inmediatamente y con la ayuda ae 
una bureta graduada. 10 ml de la soluci6n de hidr6xido 
s6dico. Agitar vigorosamente al principio para evitar la 
formaci6n de grumos. continuando .Ia agitaci6n a inter
valos: dejar reposar hasta el dfa siguiente. Si el Ifquido 
sobrenadante no esta totalmente limpio ai'iadir algunas 
gotas de agua: filtrar la capa de eter-cloroformo. Recoger 
50 ml del filtrado en un matraz aforado de 50 ml y 
traspasarlos cuantitativamente con la ayuda de 50 ml 
de eter dietflico a una ampolla de decantaci6n de 150 
ml. Extraer tres veces sucesivas con 20 ml de acido 
clorhfdrico. dejar decantar y recoger el extracto acido 
despues de cada extracci6n. Reunir los extractos acidos 
en un matraz de 250 ml y eliminar las ultimas trazas 
de eter y del cloroformo calentado ligeramente. Ai'iadir 
alrededor de 1 9 de cloruro de sodio. dııjar enfriar y 
precipitar los alcaloides mediante la soluci6n del acido 
sflico-tungstico (2.6.1). Agitar mecanicamente durante 
30 minutos. dejar reposar durante una noche. filtrar 
sobre filtro de cenizas conocidas y lavar el precipitado 
sucesivamente por dos veces con 10 ml y dos veces 
con 5 ml de acido clorhfdrico. 

Situar el filtro que contiene el precipitado en una cap
sula de incineraci6n e incinerar a 900 DC. Dejar enfriar 
y pesar. 

2.5 Caıculos. Porcentaje de alcaloides ~ 0.2P. 

Siendo: 

P ~ Peso de las cenizas. 

Expresar los resultados en porcentaje de la muestra. 

2.6 Observaciones. Ai'iadir soluci6n sflico-tungstica 
hasta que se vea que no se forma mas precipitado blanco 
lechoso del alcaloide. 

2.7 Referencias. Primera Directiva Comunitaria de 
15 de junio de 1971 (71/250/CEE). Diario Oficial de 
las Comunidades Europeas numero L 155. de 12 de 
julio de 197L. 

3. Protefna bruta (protefna total) 

3.1 Principio. La muestra se mineraliza con acido 
sulfurico en presencia de un catalizador. La soluci6n aci
da se alcaliniza mediante una soluci6n de hidr6xido s6di
co. EI amonfaco es destilado y recogido en una cantidad 
medida de acido sulfurico. cuyo exceso es titulado por 
una soluci6n valorada de hidr6xido de sodio. 

Este metodo permite determinar el contenido en pro
tefnas brutas de los piensos a partir del contenido en 
nitr6geno. determinado segun el metodo de Kjeldahl. 

3.2 Material y aparatos. Aparatos ·adecuados para 
mineralizar. destilar y titular segun el procedimiento de 
Kjeldahl. 

3.3 Reactivos. 

3.3.1 Sulfato potasico. 
3.3.2 Catalizador: Oxido cuprico. CuO. 0 sulfato 

cuprico cristalizado pentahidratado. CuS04.5H20. 
3.3.3 Zinc granulado. 
3.3.4 Acido sulfurico P20 ~ 1.84 giL. 
3.3.5 Acido sulfurico C ('12 H2S04) ~ 0.5 moVI. 
3.3.6 Acido sulfurico C ('12 H2S04) = 0.1 moVI. 
3.3.7 Indicador de rojo de metilo: Disolver 300 mg 

de rojo de metilo en 100 ml de etanol. E = 95-96 por 
100 (v/v). 

3.3.8 Seluci6n de hidr6xido de sodio (puede utili
zarse el grado tecnico) 0 = 40 g/100 ml (m/v: 40 por 
100). 

3.3.9 Soluci6n de hidr6xido de sodio. c = 0.25 
moVI. 

3.3.10 Soluci6n de hidr6xido de sodio. c = 0.1 
moVI. 

3.3.11 Piedra p6mez en granulos. lavada con acido 
clorhfdrico y calcinada. 

3.3.12 Acetanilida (punto de fusi6n = 114 DC. nitr6-
genc = 10.36 por 100) 

3.3.13 Sacarosa (Iibre de compuestos nitrogena
dos). 

3.4 Procedimiento. 
3.4.1 Mineralizaci6n. Pesar 1 9 de muestra con una 

precisi6n de 0.001 9 Y transferir dicha cantidad al matraz 
del aparato mineralizador. Ai'iadir 15 9 de sulfato pota
sico (3.3.1). una cantidad apropiada de catalizador 
(3.3.2) (0.3 a 0,4 9 de 6xido cuprico 0 0.9 a 1.2 9 
de sulfato cuprico pentahidratado). 25 ml de acido sul
furico (3.3.4) y algunos gramılos de piedra p6mez 
(3.3.11). Homogeneizar. Calentar el matraz primero con 
moderaci6n y agitando de vez en cuando. si es necesario. 
hasta la carbonizaci6n de la masa y la desaparici6n de 
la espuma: despues. mas intensamente hasta la ebu
lIici6n regular del Ifquido. EI calentamiento es adecuado 
cuando el acido en ebullici6n se condensa en las paredes 
del matraz. Evitar el recalentamiento de las paredes y 
la adhesi6n sobre ellas de partfculas organicaş. Cuando 
la soluci6n se vuelva transparente. de colar verde claro. 
mantener la ebullici6n durante otras dos horas. Despues 
dejar enfriar. 

3.4.2 Destilaci6n. Ai'iadir con precauci6n agua sufi
ciente para disolvet cQ.mpletamente los sulfatos. Dejar 
enfriar y ai'iadir a continuaci6n algunos granulos de 
zinc (3.3.3). 

Introducir en el matraz colector del aparato destilador 
25 ml. medidos con exactitud. de acido sulfurico (3.3.5 
6 3.3.6). segun el contenido supuesto de nitr6geno y 
algunas gotas del indicador rojo de metilo (3.3.7). 

Conectar el matraz de mineralizaci6n al refrigerante 
del aparato destilador y sumergir la extremidad del refri
gerante en el Ifquido del matraz colector a una profun
didad mfnima de 1 cm (vease la observaci6n 3.7.3). Intro
ducir lentamente en el matraz de digesti6n 100 ml de 
soluci6n de hidr6xido de sodio (3.3.8) sin perdida de 
amonfaco (3.7.1). 

Calentar el matraz hasta la destilaci6n completa del 
amonfaco. 

3.4.3· Titulaci6n. Titular el exceso de acido sulfurico 
del frasco colector mediante la soluci6n de hidr6xido 
de sodio (3.3.9 6 3.3.10). segun la concentraci6n del 
aci do sulfurico utilizado. hasta alcanzar el punto finaL. 

3.4.4 Prueba en blanco. Para confirmar que los reac
tivos estan exentos de nitr6geno. efectuar una prueba 
en blanco (mineralizaci6n. destilaci6n y titulaci6n) uti
lizando 1 9 de sacarosa (3.3.13) en lugar de la muestra. 
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3.5 Calculo de 108 re8ultadOs. EI contenido en pro
teina bruta 8e calcula con arreglo a la siguiente f6rmula: 

(Va- V,) x C x 0,014 x 100 x 6,25 
m 

Siendo: 
Va = Volumen (ml) de NaOH (3.3.9 6 3.3.10) uti

lizados en la prueba en blanco. 
V, =Volumen (ml) de NaOH (3.3.9 6 3.3.10) utili

zados en la titulaci6n de la muestra. 
c = Concentraci6n (mol/I) de hidr6xido de sodio 

(3.3.963.3.10). 
m = Masa (g) de la muestra. 

3.6 Comprobaci6n del metodo. • 

3.6.1 Repetibilidad. La diferencia entre 108 re8ulta
dos de dos determinaciones paralelas efectuadas con 
una misma muestra no debe sobrepasar: 

- 0,2 por 100 en valor absoluto, para los contenidos 
en proteina bruta inferior al 20 por 100. . 

- 1,0 por 100 en valor relativo sobre el valor mas 
alto, para los contenidos en proteina entre el 20 y el 
40 por 100. 

- 0,4 por 100 en valor absoluto, para los contenidos 
superiores al 40 por 100. 

3.6.2 Exactitud. Efectuar el analisis (mineralizaci6n, 
destilaci6n y titulaci6n) en 1,5 a 2,0 9 de acetanilida 
(3.3.12)en presencia de 1 9 de sacarosa (3.3.13); 1 
9 de acetanilida consume 14,80 ml de acido sulfurico 
(3.3.5). La recuperaci6n debe ser del 99 por 100, como 
mlnimo. 

3.7 Observaciones. 
3.7.1 EI aparato p'uede ser manual, .semiautomatico 

o automatico. Si el aparato exige un trasvase entre mine
ralizaci6n y destilaci6n, dicho trasvase debe realizarse 
sin perdida.Si el matraz del aparato de destilaci6n no 
esta provisto de un embudo con lIave, aıiadir la soluci6n 
de hidr6xido inmediatamente antes de .conectar el 
matraz al refrigerante, dejando resbalar el liquido len
tamente por las paredes. 

3.7.2 'Si el producto de la mineralizaci6n se soli
difica, empezar de nuevo la determinaci6n utilizando una 
cantidad de acido sulfurico (3.3.4) mayor que la espe
cificada anteriormente. 

3.7.3 Para los productos con un contenido bajo en 
nitr6geno, el volumen de acido sulfurico (3.3.6) que ha 
de introducirse .en el frasco ccılector podra reducirse, 
si fuera necesario, a 106 15 ml y completarse con 

. agua hasta 25 ml. 

3.8 Referencias. Oirectiva 93/28/CEE. «Oiario Ofi
cial de las Comunidades Europeas» L 179, de 4 de junio 
de 1993. 

4(a) Grasa bruta (sin hidr6lisis previa) 

4(a).1 Principio. La muestra se extrae con Əter de 
petr6leo. EI solvente se destila y el residuo se seca y 
se pesa. 

EI metodo permite determinar el contenido en mate
rias grasas brutas en piensos. No es aplicable al analisis 
de semillas y frutos oleaginosos definidos en el Regla
mento numero 136/66/CEE, del Consejo, de 22 de sep
tiembre de·1966. 

Aplicable a las materias primas de origen vegetal, 
aexcepci6n de aquellos en que sus materias grasas no 
son completamente extraibles con eter de petr61eo sin 
hidr61isis previa. En dichas excepciones se incluyen entre 
otros los glutenes, las levaduras, las proteinas 'de soja 
y las patatas. Este procedimiento se aplica igualmente 

, 

a 108 piensos compuest08, con əxcəpci6n də los que 
contienen leche en plovo 0 cuya8 materias grasas no 
son totalmente extraibles con eter de petr61eo sin hidr6-
lisis previa. 

4(a).2 Material y aparatos. 
4(a).2.1 Extractor. Si el aparato lIeva un sif6n (tipo 

Soxhlet) regular el volumen de reflujo de manera que 
se obtengan al menos 10 ciclos por hora. Si el aparato 
no tuviera sif6n, el volumen de liquido sometido a reflujo 
sera de unos 10 ml por minuto. 

4(a).2.2 Cartuchos de e,:tracci6n, exentos de mate
rias 'solubles en eter de petr6leo, y cuya porosidad sea 
compatible con las exigencias del punto 4(a).2. 1. 

4(a).2.3 Estufa de desecaci6n, bien con vado a 
75 ac ± 3 ac 0 bien a presi6n atmosferica a 
100 ac ± 3 ac. 

4(a).3 Reactivos. 
4(a).3.1 Eter de petr6leo, intervalo de ebullici6n: 40 

a 60 ac. EI indice de bromo debe ser inferior a 1 y 
el residuo de evaporaci6n inferior a 2 mg/l 00 ml. 

4(a).3.2 Sulfato de sodio, anhidro. 
4(a).3.3 Piedra p6mez 0 perlas de vidrio. 

4(a).4 Procedimiento. 
4(a).4.1 Pesar, con precisi6n de 1 mg, 5 9 de la 

muestra e introducirlo con tap6n de algod6n desgrasado. 
Poner el cartucho en el extractor [4(a).2.1] extrayendo 

durante.seis horas con eter de petr61eo [4(a).3. 1]. Reco
ger el extracto en un matraz seco previamente tarado, 
en el que hava algunos fragmentos de piedra p6mez. 

Evaporar el solvente por destilaci6n. Secar el residuo, 
introduciendo el matraz durante hora y media en estufa 
de desecaci6n [4(a).2.3]. Oejar enfriar en desecador y 
pesar. Secar de nuevo durante treinta minutos para ase
gurarse que el contenido en materia grasa permanezca 
constante (la diferencia en peso entre dos pesadas suce-
sivas sera inferior a 1 mg). , 

4(a).4.2 Para 105 productos de elevado coritenido 
en materias grasas, dificiles de triturar 0 no apropiadas 
para la toma de una muestra reducida homogenea, pro
ceder como se indica: 

Pesar, con precisi6n de 1 mg, 20 9 de la muestra 
y mezCıa: los con 10 9 0 mas de sulfato de sodio anhidro. 

. Extraer con eter de petr61eo [4(a).3. 1] segun se indica 
en 4(a).4.1 . 

Completar el extracto obtenido hasta 500 ml con 
eter de petr61eo [4(a).3. 1] y homogeneizar. Introducir 
50 ml de ta soluci6n en un pequeıio matraz seco y tarado, 
que cOntenga algunos fragmentos de piedra p6mez 
[4(a).3.3]. Eliminar el solvente mediante destilaci6n, 
secar y continuar con el metodo operatorio indicado en 
el ultimo parrafo del punto 4(a).4. 1. Valor (a). 

Eliminar el disolvənte del residuo de extracci6n que 
se encuentre en el cartucho. Triturar el residuo a un 
tamaıio de particula de 1 mm. Colocarlo de nuevo en 
əl cartucho de extracci6n (no aıiadir sulfato de sodio) 
y continuar con el metodo operatorio, segun se indica 
en los parrafos segundo y tercero del punto (4(a).4.1.). 
Valor (b). 

4(a).5 Caıculos. Segun 4(a).4.1, expresar el resul
tado en porcentaje de la muestra. 

Segun 4(a).4.2, el contenido en materias grasas bru
tas en porcentaje de la muestra viene dada por la f6r
mula: 

(10 a + b) x 5 

Siendo: 

a = Masa;en gramos, del residuo de la primera extrac
ci6n (parte alicuota del extracto). 
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b = Masa, en gramos, del residuo de la segunda 
extracci6n. 

La diferenda entre 105 resultados de dos determina
ciones paralelas efectuadas sobre una misma muestra 
por el mismo analista no debe rebasar: 

• - 0,2 por 100 en valor absoluto, para contenidos 
en materias grasas brutas inferiores al 5 por 100. 

- 4,0 por 100 del resultado mas alto para los con
t"nidos del' 5 al 10 por 100. 

- 0.4 por 100 en valor ab5çıluto, pər3 los contenidos 
supericres al 10 por 100. 

4(a).6 Referencias. Directiva de la Comis.6n de 20 
de dıciembre de 1983, modificaci6n a la Directiva 
71/393/CEE. «Diario Oficial de las C01T1unidades Euro
peas» numero L 15/28, de18 de enero de 1984. Meto
do nı.imero 4. 

4(b) Grasa bruta (con hidr6lisis previa) 

4(b).1 Principio. La muestra se trata en caliante con 
acido clorhidrico. Dejar snfnar la mezcla y fiitrar. Trııs 
haberla lavado y secado, se extrae con eter de petr6leo. 
EI solvente se destila y el residuo se secə y se pesa. 

EI metodo permite determinar el contenıdo en mats
rias grasas brutas de los piensos. No es aplicable al ana
lisis de semillas y frutos oleaginosos definidos en el 
Reglamento numero 136/66/CEE, del Consejo, de 22 
de septiembre de 1966. 

Aplicable a los piensos simples de origen animal, əsi 
como a 105 mencionados en el metodo 4(a).1, como 
excepciones a dicho procedimiento. 

4(b).2 Material y aparatos. Los mısmos que en 
4(a).2. . 

4(b).3 Reactivos. 
4(b).3.1 Eter de petrôleo, intervalo de ebullici6n: 40 

a 60 ac. EI indice de bromo debe ser infər;or al y 
el residuo de evaporaci6n inferior a 2 mg/1 00 ml. 

4(b).3.2 Acido clorhidrico 3N. 
4(b).3.3 Coadyuvante de filtrəci6n, por ejemplo 

tierra de diatomeas. 
4(b).3.4 Piedra p6mez 0 perlas de vidrio. 

4(b).4 Procedimiento. Pasar. con aproximaci6n de 
1 mg, 2.5 9 de muestra (para muestras pobres en mate
rias grasas puede aumentarse a 5 g). introducirlos en 
un vaso de precipitado de 400 ml, 0 en un erlenmeyer 
de 300 ml, anadir 100 ml de acido clorhidrico 3N 
[4(b).3.2] Y algunos fragmentos de piedra p6mez. Cubrir 
el vaso con un vidrio de reloj 0 conectar al erlenmeyer 
un refrigerante de reflujo. Llevar la mezcla a ebullici6n 
suave. utiiizando una pequena lIama 0 una placa cale
factora; mantener la ebullici6n durante una hora. Evitar 
que el producto se ədhierə a las paredes del recipiente. 

Enfriar y anadir suficiente coadyuvante de filtraci6n 
[4(b).3.3], para evitar la p,hdida de materias grasas 
durante la filtraci6n. Filtrar con doble papel de filtro 
humedecido, exento de materias grasas. Ləvar el residuo 
con agua fria hasta la neutralidad del filtrado. Comprobar 
que este no contenga materias grasas. Su presencia indi
caria la necesidad de realizar una extraçci6n de la mues· 
tra con eter de petr61eo, previa a la hidr6lisis. segun 
el metodo 4(a). 

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

Introducir el doble filtro conteniendo el residuo seco 
en el cartucho de extracci6n [4(a),2.2] y cubrirlo con 
un tap6n de algod6n desgrasado. Poner el cartucho en 
el extractor [4(a).2.1] y seguir· ei modo oporatorio 
indicado en los parrafos segundo y tercero del 
punto 4(a).4.1. 

4(b).5 CalCulos. Como en 4(a).5. 1. 
4(b).6 Referencias. La misma que en metodo 4(a). 

5. Cforuros 

5.1 Principio. Los Cıoruros se solubilizan en agua • 
defecandose la soluci6n si contiene materias organicas. 
postenor acidificaci6n de la misma con acido nitrico y 
precipitaci6n de 105 cloruros con nitrato de plata. EI exce-
50 de rıitrato se valora con una soluci6n de sulfocianuro 
de amonio. Aplicable a todos 105 piensos. 

5.2 Material yaparatos. 

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

5.3 Reactivos. 

5.3.1 Soluci6n de sulfocianuro de amonio 0,1 N. 
5.3.2 Soluci6n de nitrato de plata 0.1 N. 
5.3.3 Soluci6n saturada de sulfato am6nico-ferrico. 
5.3.4 Acido nitrico, d = 1,38. 
5.3.5 Eter etilico. 
5.3.6 Acetona. 
5.3.7 Soluci6n Carrez 1: Disolver en agua 24 9 de 

acetato de zinc dihidrato [Zn (CH 3 COO),.2HzO] y 3 9 
de acido acetico glacial. Completar hasla 100 ml con 
agua. , 

5.3.8 Soluci6n Carrez II: Disolver en agua 10,6 9 
de ferrocianuro de potasio trihidrato [K4 (FeCN)6].3H 2 0. 
Completar a 100 ml con agua. 

5.3.9 Carb6n activo. exento de cloruros. 

5.4 Procedimiento. 

5.4.1 Preparaci6n de la soluci6n. 

5.4.1.1 Muestras sin materia organica. Pesar, con 
precisi6n de 1 mg, de 0 a 10 9 de la muestra de forma 
que no contenga mas de 3 9 de cloro en forma de cloruro 
e introducirla en un matraz aforado de 500 ml con 400 
ml de agua a 20 ac aproximadamente. Agitar durante 
treinta minutos, enrasar, homogeneizar y filtrar. 

5.4.1.2 Muestras con materia organica (menos 105 
citados en 5.4.1.3). Pesar con precisi6n de 1 mg, aproxi
madamente5 9 de muestra e introducirla con 1 9 de 
cmb6n activo en un matraz aforado de 500 ml. Anadir 
400 ml de agua a 20 °c aproximadamente y 5 ml de 
soluci6n Carrez 1, agitar y anadir seguidamente 5 ml 
de la soluci6n Carrez iL. Agitardurante treinta minutos, 
enrasar. homogeneizar y filtrar. 

5.4.1,3 Torta y harina de lino. productos ricos en 
harina de lino y otros productos ricos en mucflagos 0 
en sustancıas coloidales (por ejemplo. almid6n hidroli
zado). 

Preparar la soluci6n como se indica en 5.4.1.2. pero 
sin filtrar. Decantar (si es necesario centrifugar), separar 
100 ml del Ifquido sobrenadante e introducirlos en un 
matraz de 200 rnl. Mezclar con acetona y emasar con 
əste disolvente. homogeneizar y filtrar 

5.4.2 Valoraci6n. Tomar de 25 a 100 Illi de filtrado 
(con contenido en Cıoro inferior a 150 mg) obtenido 
en 5.4.1.1, 5.4.1.2 6 5.4.1.3, e introducirlo en un erlen
meyer, diluir si es necesario, hasta 50 ml con agua. Ana
dir 5 ml de acido nitrico, 20 ml de soluci6n saturada 
de sulfato am6nico :ferrico y dos gotəs de la soluci6n 
de sulfocianuro am6nico. anadidas mediante una bureta 
lIena hasta el trazo de cero. Anadir seguidamente 
mediante una bureta la soluci6n de nitrato de plata hasta 
un exceso de 5 ml. Anadir 5 ml de eter etilico y agitar 
fuerternente para reeoger el precipitado. Valorar el exce-
50 de nitrato de plata mediante la soluci6n de sulfo
cianuıo am6nico hasta que el viraje a rojo oscuro persista 
durante un minuto. 
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5.5 Caıculos. La cantidad de doro (p) expresado en 
cloruro de sodio presente en el volumen del filtrado sepa
rado para la valoraci6n viene dada por la f6rmula: 

P = 5,845 (V,l - V2) mg 

Siendo: 

V, = Volumen, en fUt, de soluci6n de nitrato de plata 
aiiadida. 

V 2 = Volumen, en ml, de soluci6n de sulfocianuro 
am6nico 0,1 N utilizados en la valoraci6n. 

Efectuar un ensayo en blanco sin la muestra a analizar 
y si consume soluci6n de nitrato de plata 0,1 N restar 
este valor al volumen (V, - V2). 

Expresar el resultado en porcentaje de la muestra. 

5.6 Observaciones. Para los productos ricos en 
materias grasas, desengrasar previamente mediante eter 
etilico segun 4(a). 

5.7 Referencias. Primera Directiva de la Comisi6n 
de 15 de junio de 1971. (71/250/CEE). «Diarib Oficial 
de las Ccımunidades Europeas» numero L 155, de 12 
de julio de 1971. 

6. Humedad 

6.1 Principio. La muestra se deseca en condiciones 
definidas, variando en funci6n de la naturaleza del prö
ducto. La perdida de masa es determinada por pesada. 
Es necesario proceder a una predesecaci6n cuando se 
trata desustancias s6lidas, con un contenido elevado 
de humedad. No es aplicable a los productos derivados 
de la leche considerados como piensos simples, sus
tancias minerales, piensos compuestos constituidos 
esencialmente de sustancias minerales y semillas y frutos 
oleaginosos. Para los cereales y sus productos, excepto 
productos de cereales hidrolizados y raicilla de cebada 
(6.3.2.2), se aplicara el metodo oficial para cereales y 
derivados. 

6.2 Material yaparatos. 

6.2.1 Molino triturador, facil de limpiar, que permita 
una trituraci6n rapida y uniforme, sin provocar calen
tamientos sensibles ni condensaciones, evitando al maxi
mo el contacto con el aire. 

6.2.2 Balanza anaHtica de precisi6n 0,5 mg. 
6.2.3 Recipientes secos de metal inoxidable 0 de 

vidrio, provistos de una tapa que asegure un cierre estan
co; superficie util que permita obtener una distribuci6n 
de la muestra del orden de 0,3 9 por cm2. . 

6.2.4 Estufa isotermica (± 1 aC) de calefacci6n elec
trica, que asegure una regulaci6n rapida de temperatura 
y convenientemente ventilada. 

6.2.5 Estufa de vado, de calefacci6n electrica regu
lable, provista de una bomba de aceite 0 de un dispositivo 
de introducci6n de aire caliente deshidratado 0 de un' 
deshidratante. 

6.2.6 Desecador con placa de metal 0 porcelana, 
que contenga un deshidratante eficaz. 

6.3 Procedimiento. 

6.3.1 Preparaci6n de la muestra. 

6.3.1.1 Todas las muestras, a excepci6n de las men
cionadas en 6.3.1.2. Separar previamente por 10 menos 
50 9 de la muestra, triturandola 0 tratandola previamente 
de forma apropiada, si .fuera necesario, para evitar toda 
variaci6n del contenido en humedad. 

6.3.1.2 Alimentos liquidos 0 pastosos, constituidos 
esencialmente por materias grasas. Separar previamente 
y pesar, con aproximaci6n de 10 mg alrededor 25 9 
de muestra. Aiiadir una cantidad apropiada de arena 

anhidra, pesada con aproximaci6n de 10 mg y mezdar 
hasta obtener un producto homogeneo. 

6.3.2 Desecaci6n. 

6.3.2.1 Todos los alimentos, a excepci6n de los 
mencionados en 6.3.2.2. Tarar, con aproximaci6n de.0,5 
mg, un recipiente provisto con tapa. Pesar, con aproxi
maci6n de 1 mg, en el recipiente tarado unos 5 9 de 
muestra y repartirla uniformemente. Colocar el recipien
te, sin tapa, en una estufa previamente calentada a 103 
ac. Para evitar que la temperatura de la estufa no des
cienda demasıado, introducir el recipiente con rapidez. 
Dejar secar durante cuatro horas a partir del momento 
en que la estufa alcance de nuevo la temperatura de 
103 aC. Colocar la tapa sobre el recipiente, retirarlo de 
la estufa, dejar enfriar de treinta a cuarenta y cinco minu
tos en. un desecador y pesar con aproximaci6n de 1 
mg. 

En el caso de muestras constituidas esencialmente 
por materias grasas, efectuar una desecaci6n comple
mentaria de treinta minutos en la estufa a 103 ac. La 
diferencia entre las dos pesadas no debe exceder del 
0,1 por 100 de humedad. 

6.3.2.2 Piensos compuestos que contengan mas 
del 4 por 100 de sacarosa 0 de lactosa, prodLictos de 
cereales hidrolizados, raicilla de cebada, garrofa, cabeza 
de remolocha, azucares y solubles de pescado y piensos 
compuestos que contengan mas del 25 por 100 de sales 
minerales con agua de cristalizaci6n. Tarar, con una 
aproximaci6n de 0,5 mg, un recipiente con tapa. Pesar, 
con una aproximaci6n de 1 mg en el recipiente tarado 
aproximadamente 5 9 de muestra y repartirla uniforme
mente. Colocar el recipiente en la estufa de vacio pre
viamentecalentada a una temperatura de 80 a 85 uC, 
sin tapa. Para evitar que la temperatura de la estufa 
descienda demasiado, introducir el recipiente con rapi
dez. Llevar la presi6n a 100 torrs, y dejar secar a esta 
presi6n durante euatro horas, bajo una corriente de aire 
se co y caliente 0 con la ayuda de un deshidratante (300 
9 aproximadamente para 20 muestras). En este ultimo . 
easo, cortar la eonexi6n con la bomba de vado cuando 
la presi6n prescrita se alcance. Contar el tiempo de seC8-
do a partir del momento en que la estufa alcance de 
nuevo la temperatura de ,80 a 85 aC. Llevar con pre
cauci6n laestufa a la presi6n atmosfƏrica. 

Abrir la estufa, tapar inmediatamente el recipiente 
y sacarlo. Dejar enfriar durante treinta a cuarenta y cinco 
minutos\en el desecador y pesar con una aproximaci6n 
de 1 mg. Proceder a una desecaci6n 'complementaria 
de treinta minutos en la estufa de Itado a la temperatura 
de 80 a 85 °C y pesar de nuevo. La diferencia entre 
las dos pesadas no debe exceder del 0,1 por 100 de 
humedad. 

6.3.3. Predesecaei6n. Los alimentos s6lidos, euyo 
eontetıido en humedad sea elevado y hagan la molienda 
dificil deben ser predesecados como se indica a con
tinuaci6n: 

Pesar con una aproximaci6n de 10 mg unos 50 9 
de muestra no molida (si es necesario puede hacerse 
una divisi6n previa en el caso de granulos 0 aglomerados) 
en un recipiente adecuado. 

Dejar secar en una estufa, a la temperatura de 60 
a 70 ac, hasta que el contenido en humedad sea redu
cido a un valor comprendido entre 8 y 12 por 100. 

Retirar de la estufa, dejar enfriar al aire en el labo
ratorio durante una hora y pesar con una aproximaci6n 
de 10 mg. Triturar inmediatamente despues como se 
indica en 6.3.1, y efectuar la desecaci6n como 
en 6.3.2.1. 
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6.4 Caıculos. EI contenido en humedad. en tanto 
por ciento de muestra. se obtiene por las f6rmulas 
siguientes: 

6.4.1 Desecaci6n sin predesecaci6n: 
100 
M (M-m) 

Siendo: 

M = Masa inicial. en g. de la muestra. 
m = Masa. en g. de la muestra seca. 

6.4.2 Desecaci6n con predesecaci6n: 

[
(M'-m)M + E-M] 100 = 100 (1- Mm) 

M E EM 

Siendo: 

E = Masa inicial. en g. de la muestra. 
f..1 = Masa. en g. de la muestra predesecada. 
M'= Masa. en g. de la muestra despues de la molien

da. 
m = Masa. en g. de la muestra seca. 
La diferencia entre los resultados de dos determina

ciones simultaneas efectuadas sobre una misma muestr" 
no debe sobrepasar el 0.2 por 100 de humedad. 

6.5 Referencias. Segunda Directiva de la Comisi6n 
de 18 de noviembre de 1971. (71/393/CEE. «Diario 
Oficial de las Comunidades Europeas ... numero L 279. 
de 20 dlil diciembre de 1971. 

7. Determinaci6n de la fibra bruta (celulosa bruta) 

7.1 Principio. Determinaci6n en los piensos. de las 
substancias organicas libres de grasa e insolubles en 
medio acido y alcalino. convencionalmente denominadas 
fibra bruta. 

La muestra. en su caso desengrasada. se trata suce- . 
sivamente co'n soluciones en ebullici6n de acido sulfurico 
e hidr6xido de potasio. de concentraciones determina
das. Se separa el residuo por filtraci6n mediante filtro 
de vidrio poroso. se lava. se seca. se pesa y se calcina 
a una temperatura comprendida entre 475 y 500 aC. 
La perdida de peso debida a la calcinaci6n corresponde 
a la fibra bruta de la muestra de ensayo. 

7.2 Material y aparatos. 

7.2.1 Aparatos de calentamiento para la digesti6n 
con acido sulfurico 0 soluci6n de hidr6xido de potasio. 
equipado con un soporte para' el crisol filtrante (7.2.2) 
y con un tubo de salida provisto de un grifo para hacer 
el vado y evacuar el Ifquido y. en su caso. con aire com
primido para aplicar contrapresi6n. Cada dia. antes de 
su utilizaci6n. calentarlo previamente con agua hirviendo 
durante cinco minutos. 

7.2.2 Crisol filtrante de vidrio. de 50 ml. con una 
. placa filtrante de vidrio. de porosidad comprendida entre 
40 y 90 ıım. Antes de utilizarlo por primera vez. calentar 
a 500 aC durante algunos minutos y enfriar (7.7.6). 

7.2.3 Columna resistente a la ebullici6n. de 270 
como minimo. con condensador de reflujo. 

7.2.4 Estufa de secado con termostato. 
7.2.5 Horno de mufla. con termostato. 
7.2.6 Aparato de extracci6n en frio. compuesto por 

un soporte para el crisol filtrante (7.2.2) y un tubo de 
descarga provisto de un grifo para hacer el vado y eva
cuar ellfquido. 

7.2.7 Juntas de conexi6n para unir el aparato de 
calentamiento (7.2.1). el crisol (7.2.2). y la columna 
(7.2.3) y conectar el extractor en frio (7.2.6) y el crisol. 

7.3 Reactivos. 

7.3.1 Acido sulfurico. c = 0.13 mol/ı' 
7.32 Agente antiespumante (por ej. n-octanol). 
7.3.3 Coadyuvante de filtraci6n Celite 545 0 equi-

valente. calentado a 500 aC durante cuatro horas (vease 
7.7.6). 

7.3.4 
7.3.5 

40-60 aC. 
7.3.6 
7.3.7 

mol/I. 

Acetona. 
Eter de petr61eo ligero-intervalo de ebullici6n 

Acido Cıorhidrico. c = 0.5 mol/l. 
Soluci6n de hidr6xido de potasio. c = 0.23 

7.4 Procedi(l'liento. Pesar 1 9 de muestra con una 
aproximaci6n de 1 mg. en su caso. previa preparaci6n 
(veanse 7.7.1. 7.7.2 y 7.7.3). y ponerlo en un crisol 
(7.2.2) y aiiadir un gramo de coadyuvante de filtraci6n 
(7.3.3). 

Acoplar el aparato de calentamiento (7.2.1) y el crisol 
filtrante (7.2.2). y unir a continuaci6n la columna (7.2.3) 
y el crisol. Poner en el vaso 150 ml de acido sulfurico 
(7.3.1) calentado previamente hasta el punto de ebu
lIici6n y aiiadir algunas gotas de antiespumante (7.3.2) 
en caso necesario. Llevar el liquido a ebullici6n en 5 
± 2 minutos y dejar hervir energicamente, durante 30 
minutos exactos. 

Abrir el grifo del tubo de descarga (7.2.1) y filtrar 
al vado el acido sulfurico a traves del crisol filtrante. 
Lavar tres veces el residuo del crisol filtrante utilizando 
30 ml de agua hirviendo cada vez. Despues de cada 
lavado. secar el residuo del filtro de aspiraci6n. 

Cerrar el grifo de salida y aiiadir a la colunına 150 
ml de soluci6n de hidr6xido de potasio (7.3.7) hirviendo. 
Aiiadir unas gotas de antiespumante (7.3.2). Llevar el 
Ifquido a ebullici6n en 5 ± 2 minutos y dejar hervir ener
gicamente durante 30 minutos exactos. Filtrar el residuo 
y lavar tal como se ha indicado para el tratamiento con 
acido sulfurico. . 

Despues del ultimo lavado. secar el residuo por aspi
raci6n. desconectar el crisol y su contenido y conectarlo 
al extractor en frio (7.2.6). Aplicar vado y lavar tres veces 
el residuo. en el crisol. utilizando 25 ml de acetona cada 
vez. secandolo por aspiraci6n despues de cada lavado. 

Secar el crisol filtrantea 130 aC en la estufa hasta . 
alcanzar un peso constante. Despues de cada secado. 
enfriar en el desecador y pesar rapidamente. Colocar 
a continuaci6n el crisol ən el horno de mufla y calcinar 
el contenido a una temperatura comprendida entre 475 
y 500 aC durante 30 minutos como minimo. 

Despu~ de cada ca'lcinaci6n. enfriar. primero en el 
horno y despues en el desecador. antes de pesar. 

Realizar una prueba en blanco sin la muestra. La per
dida de peso debido a la calcinaci6n no debe exceder 
de 4 mg. 

7.5 Caıculos. 

EI conteriido en fibra bruta en porcentaje de la mues
tra se expresa por la f6rmula: 

Siendo: 

(b-c) x 100 

a 

a = Masa de la muestra en g. 
b = Perdida de masa por calcinaci6n del residuo de 

la muestra despues de secar a 130 aC. 
c = Perdida de masa por calcinaci6n del residuo de 

la prueba en blanco despues de secar a 130 aC. 

7.6 Repetibilidad. La diferencia entre dos determi
naciones paralelas lIevadas a cabo dentro de la misma 
muestra no debe exceder de: 
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-0,3 en valor absoluto para contenidos de fibra bruta 
inferiores al 10 por 100. 

-3 por 100 relativo al resultado mas alto, para 
contenidos de fibra bruta iguales 0 superiores' al 10 
por 100. 

7.7 Observaciones. 

7.7.1 Los piensos con un contenido de grasa bruta 
superior al 10 por 100 deben desengrasarse con eter 
de petr61eo (7.3.5) antes de efectuar su analisis. Conectar 
el crisol filtrante (7.2.2), con la muestra previamente 
pesada, al extractor en frio (7.2.6) y lavar tres veces 
al vacfo utilizando 30 ml de eter de petr61eo (7.3.5) cada 
vez. Secar la muestra por aspiraci6n, conectar el crisol 
con su contenido al aparatode calentamiento (7.2.1) 
y continuar con arreglo al punto 7.4. 

7.7.2 Los piensos que contengan grasas que no 
puedan extraerse directamente con eter. de petr61eo 
(7.3.5) deben desengrasarse con arreglo al punto 7.7.1 
y someterse a un nuevo desengrasado despues de haber 
sido tratados con acido en ebullici6n. 

Despues del tratamiento con acido en ebullici6n y 
del lavado, unir el crisol y su contenido al extractor en 
frfo (7.2.6), lavar tres veces utilizando 30 ml de acetona 
cada vez y a continuaci6n otras tres veces utilizando 
30 ml de eter de petr61eo cada vez. Secar el filtro por 
aspiraci6n y continuar el analisis con arreglo al punto 
7.4. comenzando con el tratamiento con hidr6xido de 
potasio. 

7.7.3 Si los piensos contienen mas de un 5 por 
100 de carbonatos, expresados en carbonato de calcio, 
conectar el crisol (7.2.2), con la muestra pesada, al apa
rato de calentamiento (7.2.1). Lavar la muestra tres veces 
con 30 ml de acido Cıorhfdrico (7,3.6). Despues de cada 
adici6n, dejar reposar la muestra durante un minuto 
aproximadamente antes de filtrar. Lavar una vez con 30 
ml de agua y seguir a continuaci6n con arreglo al pun
to 7.4. 

7.7.4 Si se utiliza uı'ıa baterfa de aparatos (varios 
crisoles unidos al mismo aparato de calentamiento), no 
deben realizarse dos determinaciones de la misma mues
tra en la misma serie. 

7.7.5' Si, despues de la ebullici6n, resulta diffcil filtrar 
las soluciones acidas y alcalinas, introducir aire com
primido por el tubo de descarga del aparato de calen
tamiento y seguir filtrando a continuaci6n. . 

7.7.6 Con objeto de alargar la duraci6n de 105 cri
soles filtrantes de vidrio. conviene que la temperatura 
de calcinaci6n no supere 105 500 DC. Asimismo. deber. 
evitarse los cambios termicos bruscos en los ciclos de 
calentamiento y enfriamiento. 

7.8 Referencias. Directiva 92/89/CEE. «Diario Ofi
cial de las Comunidades Europeas», L 344, de 26 de 
noviembre de 1992. 

8. Azucares 

8.1 Principio. EI metodo permite determinar los 
azucares reduct6res y 105 azucares totales previa inver
si6n. expresados en glucosa 0, en su caso. en sacarosa. 
por conversi6n con ayuda del factor 0.95. Este metodo 
əs aplicable a los piensos compıiestos. Se preven moda
lidades especiales para otros alimentos. En su caso, pro
cede determinar por separado la lactosa y tenerlo en 
cuenta al calcular 105 resultados. 

Defecaci6n a partir de las soluciones de Carrez 1 
y II, previa disoluci6n de los azucares en etanol diluido. 
Elil)1inaci6n del etanol y valoraci6n antes y despues de 
la inversi6n segun el metodo de Luff-Schoorl. 

8.2 Material yaparatos. Agitador mecanico. 
8.3 Reactivos: . 

8.3.1 Etanol al 40 por 100 (v/v) (d = 0,948 a 
20 DC). 

8.3.2 Soluci6n Carrez 1. Disolver en agua 24 9 de 
acetato de cinc dihidrato y 3 ml de acido acetico glacial 
y afiadir agua di!stilada hasta 100 ml. 

8.3.3 Soluci6n Carrez II. Disolver en agua 10.6 9 
hexaciano ferrato (II) de potasio [K4(FeCN)a' 3HzOl y 
afiadir agua destilada hasta 100 ml. 

8.3.4 Soluci6n de naranja de metilo al 0,1 por 100 
(p/v). 

8.3.5 "Acido clorhidrico 4N. 
8.3.6 Acido corhidrico 0.1 N. 
8.3.7 Soluci6n de hidr6xido de sodio 0.1 N. 
8.3.8 Soluci6n de sulfato de cobre iL. Disolver 25 

9 de sulfato de cobre (CUS04' 5HzO) p.a .. exento de 
hierro en 100 ml de agua. 

8.3.9 Soluci6n de acido dtrico. Disolver 50 9 de 
acido cftrico (CaHa07 . HzO) p.a. en 50 ml de agua. 

8.3.10 Soluci6n de carbonato de sodio. Disolver 
143,8 9 de carbonato de sodio anhidro (NaZC03) p.a. 
en 300 ml de agua caliente, dejar enfriar. 

8.3.11 Soluci6n de tiosulfato de sodio 0.1 N. 
8.3.12 Soluci6n de almid6n. Afiadir una mezCıa 

de 5 9 de almid6n soluble en 30 ml de agua. a un 
litro de agua hirviendo. Dejar hervir durante tres minutos. 
[Jejar enfriar. Afiadir 10 mg de ioduro mercurio (II) como 
agente conservador. 

8.3.13 Acido sulfurico 6N. 
8.3.14 Soluci6n de ioduro de potasio (KI) al 30 por 

100 (p/v). . 
8.3.15 Piedra p6mez hervida con acido Cıorhfdrıco 

y adarada con agua. 
8.3.16 Isopentanol. 
8.3.17 Reactivo de Luff-Schoorl. Verter agitando 

con cuidado la soluci6n de acido cftrico (8.3.9) sobre 
la soluci6n de carbonato de sodio (8.3.10). Afiadir inme
diatamente la soluci6n de sulfato de cobre (8.3.8) y com
pletar a un litro con agua. Dejar reposar una noche y 
filtrar. Controlar la normalidad del reactivo obtenido (Cu 
0.1 N; NaZC032N). EI pH de la soluci6n debe ser aproxi
madamente 9.4. 

8.4 Procedimiento. 

8.4.1 Preparaci6n de la muestra. Pes.ar con aproxi
maci6n de 1 mg 2.5 9 de la muestra, e introducırlo 
en un matraz aforado de 250 ml. Afiadir 200 ml de 
etanol al 40 por 100 (v/v) y mezCıar durante una hora 
en el agitador. Aıiadir 5 ml de la soluci6n Carrez 1 y 
agitar du/ante un minuto. adicionar y agitar durante el 
mismo tiempo con 5 ml de la soluci6n de Carrez II. 

Enrasar a 250 ml con la soluci6n de etanol 8.3.1, 
homogeneizar y filtrar. Tomar 200 ml del filtrado y eva
porar aproximadamente hasta la miıad del volumen, a 
fin de eliminar la mayor parte del etanol. Trasvasar en 
su totalidad el residuo de evaporaci6n con ayuda de 
agua caliente a un matraz aforado de 200 ml y enfriar, 
a continuaci6n enrasar con agua y filtrar si es necesario. 
Esta soluci6n sera utilizada para la determinaci6n tle azu
cares reductores y despues de la inversi6n para la deter
minaci6n de azucares totales. 

8.4.2 Determinaci6n de azucare& reductores. Tomar 
como maximo 25 ml de la soluci6n preparada segun 
8.4.1 y que contenga menos de' 60 mg de azucares 
reductores, expresado en glucosa. Si es necesario, com
pletar el volumen hasta 25 ml con agua destilada y deter
minar la cantidad de azucares reductores segun 
Luff-Schoorl. EI resultado sera expresado en tanto por 
ciento de glucosa. . 

8.4.3 Determinaci6n de azucares totales prevıa 
inversi6n. To'mar 50 ml de la soluci6n8.4. 1 y lIevar a 
un matraz aforado de 100 ml.· Afiadir unas gotas de 
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la soluci6n naranja de metilo y adicionar lentamente agi
tando soluci6n de acido Cıorhidrico 4N hasta viraje a 
rojo. Anadir 15 ml de aci do clorhidrico 0.1 N y sumergirlo 
en un bano de agua caliente a ebullici6n.durante treinta 
minutos. Refrigərar hasta 20 DC Y anadir a continuaci6n 
15 ml de la soluci6n de hidr6xido de sodio 0.1 N (8.3.7). 
Enrasar a 100 ml con agua y homogeneizar. 

Tomar una cantidad que no exceda de 25 ml y con
tenga menos de 60 mg de azucares reductores expre
sado en glucosa. Si es necesario completar el volumen 
hasta 25 ml con agua destilada y determinar la cantidad 
de azucares reductores segun Luff-Schoorl. EI resultado 
sera expresado en tanto por ciento de glucosa. De e~pre
sarlo en sacarosa se debe de multiplicar por el factor 
0.95. 

8.4.4 Valoraci6n de Luff-Schoorl. Tomar 25 ml del 
reactivo Luff-Schoorl (8.3.17) y lIevarlo a un erlenmeyer 
de 300 ml anadir 25 ml exactamente medidos de la 
soluci6n defecada de azucares. adicionar un poco de 
piedra p6mez y calentar agitando sobre la lIama del 
mechero. Colocar inmediatamente el erlenmeyer sobre 
una tela metalica. perforada por una abertura de 6 cm 
de diametro y regulando la lIama de manera que sola
mente el fondo del erlenmeyer sEla calentado. Adaptar 
enseguida: un refrigerante de reflujo sobre el erlenmeyer. 
a partir de este momento hacer hervir la soluci6n y man
tener en ebullici6h durante diez minutos exactamente. 
Refrigerar inmediatamente al chorro de agua fria durante 
cinco minutos y proceder a su valoraci6n como sigu'e: 

Anadir 10 ml de la soluci6n de ioduro de potasio 
(8.3.14) inmediatamente despues y con cuidado '25 ml 
de acido sulfurico 6N (8.3.13). Valorar a continuaci6n 
mediante la soluci6n de tiosulfato de sodio 0.1 N (8.3.9) 
hasta la aparici6n de color amarillo. anadir en este 
momento la soluci6n de almid6n y terminar de valorar. 

Efectuar la misma valoraci6n sobre una mezcla que 
contenga 25 ml exactamente medidos del reactivo de 
Luff-Schoorl. 25 ml de agua. 10 ml de la soluci6n 
de ioduro de potasio (8.3.14) y 25 ml de la soluci6n de 
acido sulfurico 6N (8.3.13) sin lIevar a ebullici6n. 

8.5 Caıculos. Establecer por medio de la tabla I la 
cantidad de glucosa en mg correspondiente a la dife
rencia entre las dos valoraciones. segun los ml de tio
sulfato de sodio 0.1 N gastados en cada una de las 
valoraciones. 

Expresar los resultados en tanto por ciento de la 
muestra. 

8.6 Observaciones. 

8:6.1 En caso de piensos muy ricos en melazas 0 
piensos poco homogeneos. pesar 20 9 e introducirlos 
en un matraz aforado de un litro con 500 ml de agua. 
Mezclar durante una hora en el agitador. Defecar median
te los reactivos de Carrez I y ii (8.3.2 y 8.3.3) como 
se describe en 8.4.1. utilizando de todos los reactivos 
dosis cuatro veces superiores. Llevar a 1000 ml' con 
etanol del 80 por 100 (v/v) (8.3.1). Homogeneizar y 
filtrar. a continuaci6n eliminar el etanol segun 8.4.1. 

En ausencia de almid6n exento de productos de hidro
lizado. enrasar a 100 ml con agua destilada. 

8.6.2 En el casode melazas y piensos simples. ricos 
en azucares y practicamente exentos de almid6n. pesar 
5 9 e intrQducirlos en un matraz aforado de 250 ml. 
anadir 200 ml de agua destilada y mezclar durante una 
hora 0 mas en el agitador. Defecar inmediatamente por 
medio de los reactivos de Carrez I y ii (8.3.2 y 8.3.3). 
segun 8.4.1. 

Llevar a 250 ml con agua. homogeneizar y filtrar. 
para determinar los azucares totales. proseguir como 
!l.4.3. 

8.6.3 Es recomendable anadir aproximadamente 1 
ml de isopentanol (sin tener en cuenta el volumen) antes 
de la ebullici6n. con el reactivo Luff-Schoorl para evitar 
la formaci6n de espuma. 

8.6.4 La diferencia entre la cantidad de azucares 
totales despues de la inversi6n. expresada en glucosa 
y la cantidad de azucares· reductores expresada igual
mente en glucosa. multiplicada por 0.95 da la cantidad 
en tanto por ciento de sacarosa. 

8.6.5 Para calcular. la cantidad de azucares reduc
tores. excluyendo la lactosa. se puede determinar de 
las siguientes formas: 

8.6.5.1 Para un calculo aproximado. multiplicar por 
0.675 la cantidad de lactosa obtenida. por determinaci6n 
sepƏ4"ada. y restar el resultado obtenido de la cantidad 
en azucares reductores. 

8.6.5.2 . Para el calculo preciso de azucares reduc
tores. excluyendo la lactosa. es necesario pərtir de la 
misma muestra 8.4.1 para las dos determinaciones fina
les. Uno de los analisis es efectuado a partir de la soluci6n 
obtenida en 8.4.1 yel otro sobre una parte de la soluci6n 
obtenida para la valoraci6n de la lactosa segun el metodo 
para la determinaci6n de lactosa. 

En los casos 8.6.5.1 y 8.6.5.2 la cantidad de azucares 
presentes se determinan segun el metodo de 
Luff-Schoorl. expresado en mg de gluGlosa. 

La diferencia entre los dos valores se expresa en tanto 
por ciento de la muestra. 

8.7 Referencias. Primera Directiva de la Comisi6n 
de 15 de junio de 1971. (71/250/CEE). «Diario Oficial 
de las Comunidades Europeas» numero L 155 de 12 de 
julio de 1971. 

TABLAI 

Para 25 ml de reactivo Luff-Schoorl 

Nə2 S203 
Glucosa fructosa Lactosa Maltosa 

O.lN azucares invertidos 
C'2H220 11 C'2 H22D l1 C6 H120 6 

ml mg Diferencia mg Diferencia mg Oiferencia 

1 \2.4 2.4 3.6 3.7 3.9 3.9 
2 4.8 2.4 7.3 3.7 7.8 3.9 
3 7.2 2.5 11.0 3.7 11.7 3.9 
4 9.7 2.5 14.7 3.7 15.6 4.0 
5 12.2 2.5 18.4 3.7 19.6 3.9 
.6 14.7 2.5 22.1 3.7 23.5 4.0 
7 17.2 2.6 25.0 3.7 27.5 4.0 
8 19.8 2.6 29.5 3.7 31.5 4.0 
9 22.4 2.6 33.2 3.8 35.5 4.0 

10 25.0 2.6 37.0 3.8 39.5 4.0 
11 27.6 2.7 40.8 3.8 43.5 4.0 
12 30.3 2.7 44.6 3.8 47.5 4.1 
13 33.0 2.7 48.4 3.8 51.6 4.1 
14 35.7 2.8 52.2 3.8 55.7 4.1 
15 38.5 2.8 56.0 3.9 59.8 4.1 
16 41.3 2.9 59.9 3.9 63.9 4.1 
17 44.2 2.9 63.8 3.9 68.0 4.2 
18 47.1 2.9 67.7 4.0 72.2 4.3 
19 50.0 3.0 71.7 4.0 76.5 4.4 
20 53.0 3.0 75.7 4.1 80.9 4.5 
21 56.0 3.1 79.8 4.1 85.4 4.6 
22 59.1 3,1 83.9 4.1 90.0 4.6 
23 62.2 88.0 94.6 
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9. Acidez de la grasa 

Esta determinaci6n sera aplicable a aquellas grasas 
que se utilicen como materia prima. 

EI procedimiento senl el que figura en el metodo 
numero 10 de las Metodos Oficiales de Analisis de Acei
tes y Grasas aprobados por Orden de 31 de enero 
de 1977 (<<Boletin Oficial del Estado» de 14 de julio 
de 1977). 

En el caso de que fl,lera necesario preparar la muestra 
se seguira el procedimiento recogido en el metodo nume
ro 1 de la mencionada Orden. 

10. Caleio 

10.1 Principio. EI metodo permite determinar el con
tenido en calcio total de los piensos. 

la muestra se incinera,las cenizas se tratan con acido 
clorhfdrico y el calcio se precipita en forma de oxalato 
de calcio. Oespues de disolver el precipitado en acido 
sulfurico, el acido oxalico formado se valora mediante 
una soluci6n de permanganato de potasio. 

10.2 Material yaparatos. 

10.2.1 Matraz aforado de 250 ml de capacidad. 
10.2.2 Erlenmeyer de 250 ml de capacidad. 
10.2.3 Crisol de platino, cuarzo 0 porcelana. 
10.2.4 Crisoles filtrantes de vidrio, porosidad G4. 
10.2.5 Horno electrico con circulaci6n de aire y 

regulador automatico, para regular a 550 ac. 
10.2.6 Balio de agua. 

10.3 Reactivos. 

10.3.1 Acido clorhfdrico d = 1,14, p.a. 

10.3.2 Acido nftrico d = 1,40, p.a. 
10.3.3 Acido sulfurico d = 1,13, p.a. 
10.3.4 Amonfaco d = 0,98, p.a. 
10.3.5. Soluci6n saturada de oxalato am6nico en 

frfo, p.a. 
10.3.6 Soluci6n al 30 por 100 (p/v) de acido cftri

co, p.a. 
10.3.7 Soluci6n al 5 por 100 (p/v) de cloruro de 

amonio, p.a. 
10.3.8 Soluci6n al 0,04 por 100 (p/v) de verde de 

bromocresol. •. 
10.3.9 Soluci6n· de permanganato potasico; 0,1 N, 

p.a. 

10.4 Procedimiento. Pesar con aproximaci6n de 1 
mg, 5 9 de la muestra a analizar (0 mas si es necesario), 
calcinarla a 550 ac y trasvasar las cenizas a un erlen
meyer de 250 ml. Anadir 40 ml de aci do clorhfdrico 
(10.3.1), 60 ml de agua y algunas gotas de acido nitrico 
(10.3.2). lIevar a ebullici6n y mantenerlo asf durante 
treinta minutos. Enfriar, trasvasar la soluci6n a un matraz 
aforado de 250 ml, enjuagar el erlenmeyer y completar 
el volumen con agua, homogeneizar y filtrar. 

Tomar con una pipeta segun la cantidad presumible 
de calcio, una aHcuota que contenga de 10 a 40 mg 
de calcio e introducirla en un erlenmeyer de 250 ml. 
Aliadir 1 ml de la soluci6n de acido cftrico (10.3.6) Y 
5 ml de soluci6n de cloruro de amonio (10.3.7). Com
pletar el volumen a 100 ml aproximadamente con agua. 
lIevar a ebullici6n, aliadiendo de 8 a 10 gotas de solu
ci6n de verde de bromocresol (10.3.8) Y 30 ml de solu
ci6n caliente de oxalato de amonio (10.3.5). Si aparece 
un precipitado, disolver este mediante la adici6n de algu
nas gotas de acido clorhfdrico (10.3.1). 

Neutralizar despues muy lentamente con amonfaco 
(10.3.4), agitando constantemente, hasta obtener un pH 
4,4-4,6 (viraje del indicador). Colocar el erlenmeyer en 
un balio de agua hirviendo durante treinta minutos, 
dejando reposar el precipit'ldo formado. Retirarlo del 

bano, dejarlo reposar durante una hora y filtrar en un 
crisol filtrante G4. lavar el erlenmeyer y el crisol con 
agua hasta la total eliminaci6n del exceso de oxalato 
de amonio (la ausencia de cloruros en el agua de lavad0 
indica que ellavadb es suficiente). 

Oisolver el precipitado sobre el filtro con 50 ml de 
acido sulfurico caliente (10.3.3), enjuagar el crisol con 
agua caliente hasta lIevar el filtrado a 100 ml aproxi
madamente. Calentar a 70-80 ac y valorar mediante la 
soluci6n de permanganato de potasio (10.3.9) hasta la 
obtenci6n de una coloraci6n rosa persistente durante 
un minuto. 

10.5 Caıculo. 1 ml de permanganato de potasio 
0,1 N corresponde a 2,004 mg de calcio. . 

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

10.6 Observaciones. 

10.6.1 Para pequenas cantidades de calcio, .proce
der como en 10.5. Filtrar el precipitado de oxalato de 
calcio sobre un papel de filtro sin cenizas y calcinarlo 
en un crisol a 550 ac. Recuperar'el residuo con algunas 
'gotas de acido sulfurico (10.3.3), evaporar a sequedad, 
calcinar de nuevo a 550 ac y pesar. 

Si P representa el peso de sulfato calcico obtenido, 
la cantidad en calcio de la aHcuota tomada sera ıgual 
a P x 0,2944. 

10.6.2 Si la muestra esta constituida exclusivamen
te de materias minerales, proceder a la disoluci6n por 
acido clorhidrico sin incineraci6n previa. Para los pro
ductos tales como los fosfatos alumfnico-calcicos dificiles 
de disolver en los acidos, proceder a una fusi6n alcalina 
antes de la disoluci6n. Mezclar intimamente en un crisol 
la parte tomada con cinco veces su peso de una mezcla 
compuesta en partes iguales de carbonato de potasıo 
y de carbonato de sodio. Calentar con ı:ırecauci6n hasta 
la fusi6n completa de la mezcla. Refrıgerar y dısolver 
con aci do clQrhidrico. 

10.6.3 Si la cantidad en magnesio de la muestra 
es elevada, proceder a una segunda precipitaci6n de . 
oxalato de calcio. 

10.7 Referencias. Primera Oirectiva de la Comisi6n 
de 15 de junio de 1971. (71/250/CEE). «Oiario Oficial 
de las Comunidades Europeas» numero L 155, de 12 
de julio de 1971. 

11. Grasa 
\ 

11.1 Principio. Oeterminaci6n de la grasa por el 
metodo Gerber. 

11.2 Material yaparatos. 

11.2.1 Butir6metros contrastados, con grəduacio
nes de 0 a 6 por 100 de grasa y con divisiones del 
0,1 por 100. Se pueden utilizər butir6metros con gra
duaciones de 0 ə 5 por 100 y divisiones del 0,1 por 
100, cuando la muestra tengə un contenido en grasa 
inferior al 5 por 100. 

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

11.2.3 Pipetas contrastadas de 1 y 10 ml. 
11.2.4 Vidrios de reloj. 
11.2.5 Bano de agua regulable a 65 ± 1 ac. 
11.2.6 Centrifuga capaz de alcanzar 1.200 r.p.m. 
11.2.7 Embudo desprovisto de cuello y vastago, 

para la introducci6n de la muestra en el butir6metro. 

11.3 Reactivos. 

11.3.1 Acido sulfurico de densidad d = 1,82. . 
11.3.2 Alcohol isoamflico de densidad d = 0,815 

e intervalo de destilaci6n de 128 ac a 132 ac. 
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11.4 Procedimiento. 
11.4. 1 Pesar, con precisi6n de 0,1 mg, 1,100 9 de 

producto e introducirlo en el butir6metro a travas del 
embudo. Aiiadir, a travas del embudo, 10 ml de a\lua 
tibia (40 0c), arrastrando 10 que hava podido adherırse 
al;,nismo. Tapar y agitar fuertemente para disolver la 
leche. 

Seguidamente aiiad.ir 10 ml de acido sulfurico, 
haciandolo resbalar suavemente por.las paredes del buti
r6metro. Aiiadir 1 ml de alcohol isoamflico. Cerrar el 
butir6metr.o con el tap6n de goma, agitar suavemente 
y centrifugar a 1.200 r.p.m. durante tres a cinco minutos. 
Sacar el butir6metro de la centrffuga e introducir en el 
bano de agua a 65 °C. Dejar transcurrir algunos minutos 
y efectuar la lectura. 

11.5 Expresi6n de los resultados. Leer en el buti
r6metro, en la escala dividida, la altura que ha alcanzado 
la columna de grasa, habiendose ajustado a cero el Hqui
do que no contiene grasa. Los grados de la escala indican 
las decenas, y las dacimas las unidades por cientc. Se 
puede apreciar perfectamente un 0,5 por 100. 

11.6 Observaciones. 
11.6.1 En el caso de sueros desprovistos de casef-

na, pueden producir carbonizaeiones que dificultan la 
lectura (debido a que el aeido sulfurico de densidad 
d = 1,82 resulta demasiado concentrado). En este caso 
se puede diluir al 10 por 100 (v/v) con agua destilada. 

11.6.2 En los productos con grasa muy microniza
da, conviene repetir por tres veces las centrifugaeiones, 
el calentamiento a 65 °C y las lecturas, hasta obtener 
resultados constantes. 

11.7 Referencias. Instituto de Racionalizaei6n y Nor
malizaci6n del Trabajo. Una Norma Espaiiola, 64.029. 

12. Cenizas brutas 

12.1 Principio. Incineraci6n de la muestr"a a 
550 °c y pesada del residuo hasta peso constante. 

12.2 Material yaparatos. 
12.2.1 Placa calefactora. 
12.2.2 Horno electrico con regulaci6n de tempe

ratura. 
14.2.3 Crisoles de platino 0 cuarzo, rectangulares 

(60 x 40 x 25 mm) 0 redondos. (diametro: 60 a 75 
mm, altura: 20 a 25 mm). 

12.2.4 Nitrato de amonio: Soluci6n al 20 por 100 
(p/v). 

12.3 Procedimiento. Pesar alrededor de 5 9 de 
muestra, con una aproximaci6n de 1 mg (para los pro
ductos que tengan tendencia a esponjarse pesar 2,5 
9 en un crisol previamente calcinado y tarado). Colocar 
el crisol sobre la placa calefactora hasta carbonizaci6n 
de la muestra. Introducir el crisol en el horno regulado 
a 550 ± 5 .0C. Mantener a esta temperatura hasta la 
obtenci6n de cenizas blancas, gris daro 0 rojizas, apa
rentemente desprovistas de partfculas carbonosas. Colo
car el crisol en un desecador, dejar enfriar y pesar inme
diatamente. 

12.4 Caıculos. EI porcentaje de cerıizas sobre mate
ria natural se obtiene por la f6rmula siguiente: 

Cenizas % (materia natural) = 
(P, - P2 ) 100 

P - P2 

Siendo: 
P = Peso, en g, de la capsula con la muestra. 
P, = Peso, en g, de la capsula con las cenizas. 
P2 = Peso, en g, de la capsula vacia. 

12.5 Observaciones. 

12.5.1 Las materias diffciles de ineinerar deben 
someterse a una primera incineraci6n de tres horas, se 

enfdan y se les adiciona algunas gotas de urıa soluci6n 
al 20 por 100 de nitrato de amonio. Continuando la 
ineineraci6n despues de la desecaei6n en estufa. 

Repetir eventualmente la operaei6n hasta ineinera
ei6n completa. 

12.5.2 . Para las materias resistentes al tratamiento 
anterior, operar como sigue: Despues de una ineinera
ci6n de tres horas, arrastrar las cenizas con agua caliente 
y filtrar sobre un pequeiio filtro de cenizas conoeidas. 
Incinerar el filtro y su contenido.en el crisol inicial. 

Uevar el filtrado al crisol frfo, evaporar a sequedad, 
ineinerar y pesar. 

12.5.3 En el caso de aceites y grasas, pesar 25 9 
en un crisol de capacidad apropiada. Carbonizar intla
mando la muestra por medio de una mecha de papel 
de filtro sin cenizas. Despues de la combusti6n hume
decer con la mfnima cantidad de agua posible. Desecar 
y continuar como se indica en 12.5. 

12.6 Referencias. Primera Directiva de la Comisi6n 
de 15 de junio de 1971. (71/250/CEE). «Diario Oficial 
de las Comunidades Europeas» numero L 155, de 12 
de julio de 1971. 

13(a) Bases nitrogenadas vo1Ətiles (nitr6geno 
amoııiacal) (por microdifusi6n) .. 

13(a).1 Prineipio. EI metodo permite determinar el 
contenido en bases nitrogenadas volatiles, expresadas 
en amonfaco, de los piensos para animales. 

La muestra se extrae con agua, la soluci6n se defeca 
y se filtra. Las bases nitrogenadas vol8tiles se desplazan 
con una soluci6n de carbonato de potasio por micro
difusi6n, se recogen en una soluci6n de acido b6rico 
y se valora con aci do sulfurico. 

13(a).2 Material yaparatos. 

13(a).2.1 Mezdador: de aproximadamente 35 a 40 
oscilaciones por minuto. 

13(a).2.2 Celulas de Conway (v. esquema), de vidrio 
o de material pıastico. 

13(a).2.3 Microburetas, graduadas a 1/100 ml. 

CELULA DE CONWAY 
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Plana de La lipadı:r:ı de ("sıa! tsmcnlado 



7172 Jueves 2 marZD 1995 BOE num. 52 

13(a).3 Reactivos. 

13(a).3.1 Solud6n al 20 por 100 (p/v) de addo 
tricloroacetico. 

13(a).3.2 Indicador: disolver 33 mg de vərde de 
bromocresol y 65 mg de rojo de metilo en 100 ml de 
etanol al 95-96 por 100. 

13(a).3.3 Soluci6n de addo b6rico. En un matraz 
aforado de 1 litro. disolver 10 9 de addo b6rico p.a. 
en 200 ml de etanol al 95-96 por 100 y 700 ını de 
agua. Afiadir 10 ml de indicador [13(a).3.2.]. Mezclar 
y ajustar si fuera necesario. la colorad6n de la solud6n 
alrojo claro por adid6n de una solud6n de hidr6xido 
de sodio. 1 ml de esta solı.id6n permite fijar como maxi
mo 300 9 de NH3. 

13(a).3.4 Soluci6n saturada de carbonato de pota
sio: disolver 100 9 de carbonato de potasio p.a. en 100 
ml de agua en ebullici6n. Oejar enfriar y filtrar. 

13(a).3.5. Addo sulfurico 0.02N. 

13(a).4 Procedimiento. Pesar. con precisi6n de 1 
mg. 10 9 de la muestra il introducirlos en un matraz 
aforado de 200 ml con 100 ml de agua. Mezclar durante 
30 minutos en el mezclador. Afiadir 50 ml de soluci6n 
de acido tricloroacetico [13(a).3.2). completar el volu
men con agua. agitar vigorosamente y filtrar sobre un 
filtro de pliegues. 

Introducir con la pipeta en la parte central de la celula 
de Conway 1 ml de soluci6n de acido b6rico [13(a).3.3) 
y en la corona de la celula 1 ml del filtrado de la muestra. 
Cubrir pardalmente con ayuda de la tapa engrasada. 
Oejar caer rapidamente en la corona 1 ml de solud6n 
saturada de carbonato de potasio [13(a).3.4) y cerrar 
la tapa hermeticamente. Remover con precauci6n la celu
la propordonandole un movimiento de rotad6n al plano 
horizontal. con objeto de garantizar la mezcla de los 
dos reactivos. Oejar incubar bien durante cuatro horas 
por 10 menos a la temperatura ambiente 0 bien durante 
una hora a 40 ac. 

Valorar las bases volı\tiles en la soluci6n de addo 
b6rico con addo. sulfurico 0.02N [13(a).3.5) empleando 
una microbureta [13(a).2.3]. 

Efectuar una prueba en blanco aplicando el mismo 
metodo operatorio. 

13(a).5 Calculos de los resultados. 1 ml de acido 
sulfurico 0.02N corresponde a 0.34 mg de amoniaco. 

Expresar el resultado en porcentaje de la muestra. 
La diferencia entre los resultados de dos determina

ciones paralelas efectuadas sobre una misma muestra 
no debe exceder del 10 por 100 en valor relativo para 
105 contenidos en amoniaco inferiores al 1.0 por 100; 
0.1 en valor absoluto para los contenidos en amoniaco 
iguales 0 superiores al 1.0 por 100. 

13(a).6 Observaciones. Si el contenido en amoniaco 
de la muestra fuerə superior al 0.6 por 100 diluir el 
filtrado inicial. 

13(a).7 Referencias. Segunda Oirectiva de la Comi
si6n de 18 de noviembre de 1971. (71/393/CEE). «Oia
rio Ofidal de las Comunidades Europeas» numero L 279. 
de 20 de diciembre de 1971. 

13{b) Bases nitrogenadas volƏtiles 

13(b).1 Prindpio. EI metodo permite determinar el 
contenido de bases nitrogenadas voıatiles. expresadas 
en amoniə('u. de las harinas de pescado que na con
tengan priıcticamente urea. Unicamente es aplicable 
para contenidos en amoniaco ; •• feriores al 0.25 por 100. 

La muestra se extrae con agua, la soluci6n se defeca 
y se filtra. Las bases nıtrogenadas volatiles se desplazan 
por ebullid6n mediante adici6n de 6xido de rnagnesio 
y se recogen en una cantidad conodda de addo sulfurico 
cuyo exceso se valora con una soluci6n de hidr6xido 
de sodio. 

13(b).2 Material yaparatos. 

13(b).2.1 Mezciador de 35 a 40 oscilaciones por 
minuto aproximadamente. 

13(b)2.2 Aparato de destilaci6n del tipo Kjeldahl. 
13(b).3. Reactivos. 

13(b).3.1 Soluci6n al 20 por 100 (p/v) de acido 
tricloroacetico. 

13(b).3.2 Oxido de magnesio. p.a. 
13(b).3.3 Emulsi6n de antiespuma (por ej .. silicona). 
13(b).3.4 Addo sulfurico 0.1 N. 
13(b).3.5 Soluci6n de hidr6xido de sodio 0.1 N. 
13(b).3.6 Soluci6n al 0.3 por 100 (p/v) de rojo de 

metilo en etanol del 95-96 por 100. 

13(b).4 Procedimiento. Pesar con predsi6n de 1 
mg. 10 9 de la muestra e introducirlos con 100 ml de 
agua en un matrəz aforado de 200 ml. Mezclar durante 
30 minutos en el mezdador. Afiadir 50 ml de soluci6n 
də acido triCıoroac6tico [13(b).3.1). completar el volu
men con agua, agitar con fuerza y filtrar sobre un filtro 
de pliegues. 

Tomar una cantidad de filtrado limpida en fund6n 
del cantenido supuesto en bases· nitrogenadas volatiles 
(100 ml son suficientes, en general). Oiluir en 200 ml 
y afiadir 2 9 de cxido de magnesio [13(b).3.2] y algunas 
gatas de emulsi6n antiespuma [13(b).3.3]. La solud6n 
debe ser alcalina en el papel de tornasol; si no 10 es. 
anadir 6xido de magnesio [13(b).3.2]. Oestilar 150 ml 
aproxinıadamente de la soluci6n en .un aparato del tipo 
Kejldahl y recoger el destilado en un erienmeyer que 
contenga un volumen exactamente medıdo (25 a 50 
ml) de acido sulfurico 0.1 N [13(b).3.4]. Durante la des
tilaci6n. evitar un recalentamiento de las paredes. Llevar 
la soluci6n sulfUrica a ebul1ici6n durante dos minutos. 
enfriar y valorar el exceso de addo sulfur;co con la solu
ci6n de hidr6xido de sodio 0,1 N [13(b).3.5] en presencia 
del indicador rojo de metilo [13(b).3.6]. 

Efectuar un ensayo en blanco aplicando el mismo 
metodo operatorio. . 

13(b).5 Caıculos. 1 ml de addo sulfurico 0.1 N 
corresponde a 1.7 mg de amoniaco. 

Expresar el resultado en porcentaje de muestra. 
La diferencia entre. los resultados de dos deterrnına

dones paralelas efectuadas sobre una misma muestra . 
no debe exceder. en valor relativo, del 10 por 100 de 
amoniaco. 

13(b).6 Referencias. Segunda Oirectiva de la Comi
si6n de 18 de noviembre de 1971. (71/393/CEE). «Oia
rio Ofidal de las Comunidades Europeas» numero L 279, 
de 20 de didembre de 1971. 

14. Carbonatos 

14.1 Princıpio. Oescomposici6n de los carbonatos 
mediante la acci6n dal acido Cıorhidrico y comparaci6n 
del volumen .de arıhfdrido carb6nico desprendido frente 
a una cantidad conocida de carbonato calcico medido 
en las mismas condiciones. 
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14.2 Material yaparatos. 

14.2.1 Aparato de Scheibler-Diefrich, segun figura 
en 14.1. 

14.3 Reactivos. 

14.3.1 Acido clorhfdrico, d = 1,10. 
14.3.2 Carbonato de calcio. 
14.3.3 Soluciôn de acido sulfUrico 0,1 N 0 aproxi

mado, coloreada COn rojo de metilo. 

14.4 Procedimiento: Segun la concentraciôn en car
bonatos de la muestra pesar: 0,5 9 cuando la riqueza 
este comprendida entre el 50 y 100 por 100 expresado 
en carbonato calcico. 

1 9 cuando la riqueza este comprendida entre el 10 
yel 50 por 100 expresapo en carbonato calcico. 

2 9 a 3 9 cuando la riqueza sea inferior al 10 por 
100 expresado en carbonato·calcico. 

Una vez pesada la cantidad id6nea de muestra a ana
lizar introducirla en el frasco (4) del aparato de Schei
bler-Dietrich, el cual estara provisto de Un pequeiio tubo 
de material irrompible conteniendo 10 ml de la soluci6n 
14.3.1. Conectar a continuaciôn el frasco COn el aparato. 
Girar la Have (5) de tres vfas de forma que el tubo (1) 
comunique COn el exterior. 

Por medio del tubo m6vil (2), que esta lIeno de acido 
sulfurico coloreado (14.3.3) y unido al tubo graduado 
(1), Hevar el nivel del liquido a la graduaciôn de cero. 
Girar la Have (5) de modo que haga comunicar los tubos 
(1) y (2) y comprobar el nivel a cero. 

Previa inclinaci6n del frasco (4), dejar pasar lenta
mente todo el acido clorhfdrico (14.3.3) sobre la muestra. 
Igualar la presiôn bajando el tubo (2). Agitar el frasco 
(4) hasta que cese por completo el desprendimiento del 
gas carbônico. 

Restablecer la presi6n reduciendo el Ifquido al mismo 
nivel en los tubos (1) y (2). Hacer la lectura pasados 
unos minutos, hasta que el volumen gaseoso perma
nezca constante . 

• Efectuar en las mismas condiciones un ensayo com
parativo COn 0,5 9 de carbonato de calcio (14.3.2). 

14.5 Caıculos. 

% CO,Ca = 

Siendo: 

V· 100 

T·2P 

V = Volumen, en ml, de CO2 desprendido por la 
muestra. 

T = Volumen, en ml, de CO2 desprendido por 0,5 
gramos de C03Ca (14.3.2). 

P = Peso, en gramo~, de la muestra: 

14.6 Observaciones. 

14.6.1 Cuando la muestra tomada es superior. a 2 
gramos introducir previamente 15 ml de agua destilada 
en el frasco (4) V mezclar antes de comenzar el analisis. 
Emplear el mismo voh.ımen de agua para el analisis 
comparativo. 

14.6.2 Si se utiliza Un aparato de Un volumen dife
rente al de Scheibler-Dietrich, es necesario adaptar la 
cantidad de muestra tomada de la ebuHiciôn y la sus
tancia a comparar, asf como el calculo de resultados .. 

14.7 Referencias. Primera Directiva de la Comisi6n 
de 15 de junio de 1971. 71/250/CEE. uDiario Oficial 
de las Comunidades Europeas» numero L 155, de 12 
de julio de 1971. 

.0 

FIGURA 14.1. (Escala 1/8 en mm) 

Aparato segun Scheibler-Dietrich para determinar 
elC02 

15(a) Aflatoxina B 1 (cromatograffa 
monodimensional ən capa final 

\ 

1 5(a). 1 Principio. EI metodo permite determinar el 
contenido en aflatoxina de las materias primas y piensos 
simples. Este metodo ho puede ser utilizado en presencia 
de pulpas de cftricos. Ei limite inferior de determinaci6n 
es 0'01 mg/kg (10ppb). 

En presencia de sustancias interferentes que dificul
ten las determinaciones, se volvera a iniciar el analisis 
segun el metodo 15(b) (por cromatograffa de Ifquidos 
de alta resoluciôn). 

15(a).2 Material yaparatos. 

15(a).2.1 Triturador-mezclador. 
15(a).2.2 Aparato para agitar 0 agitador magnetico. 
15(a).2.3 Filtros plegados, Schleicher y SchüH 

numero 588 0 equivalente, diametro: 24 cm. 
15(a).2.4 Columnas para cromatograffa (diametro 

interior: 22 mm, longitud 3000mm), COn grifo de teflôn 
y capacidad de 250 ml. 

15(a).2.5 Aparato rotativo de evaporaci6n en vacfo, 
COn matraz de 500 ml. 

15(a).2.6 Frascos cônicos de 500 ml, COn tapôn 
esmerilado. 

15(a).2.7 Equipo para cromatograffa en capa fina. 
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15(a).2.8 Placas de vidrio para cromatograffa en 
capa fina, 200 x 200 mm, preparadas de la siguiente 
manera (con las cantidades indicadas se pueden recubrir 
cinco placas): introducir 30 9 de gel de sflice G-HR 
[1 5(a).3. 1. 15] en un frasco c6nico, ai'iadir 60 rrıl de agua, 
tapar y agitar durante un minuto. Extender la suspensi6n 
en las placas con objeto de obtener una capa uniforme 
de 0,25 mm de espesor. Dejar secar al aire y conservar 
despues en un desecador provisto de gel de sflice. En 
el momento de su utilizaci6n, activar las placas man
teniendolas durante una hara en la estufa a 110 ac. 
Las placas ya listas para su utilizaci6n son practicas en 
la medida en que dan resultados parecidos a los de las 
placas preparadas segun se ha indicado. 

15(a).2.9 Lam.para ultravioleta de ondas largas (360 
nm). La intensidad de irradiaci6n debe permitir distinguir, 
ineluso con elaridad, una mancha de 1,0 ng de atla
toxinas B 1 en una placa para cromatograffa en capa fina, 
a una distancia de 10 cm de la ıampara. 

1 5(a).2. 1 0 Tubos de 10 ml, graduados, con tapones 
de polietileno. 

1 5(a).2. 11 
15(a).2.12 

Espectrofot6metro ultravioleta. 
Fluordensit6metro (eventualmente). 

15(a).3 Reactivos. 

1 5(a).3. 1 Acetona. 
15(a).3.2 Cloroformo estabilizado par 0,5 al 1 por 

100 de etanol del 96 por 100 (v/v). 
15(a).3.3 n-Hexano. 
15(a).3.4 Metanol. 
15(a).3.5 Eter dietflico anhidro, exento de per6xi

dos. 
15(a).3.6 Mezela de benceno y acetonitrilo 98/2 

(v/v). 
1 5(a).3.7 Mezela de eloroformo [15(a).3.2.] y de 

metanol 97/3 (v/v). 
15(a).3.8 Gel de sflice, para cromatografia en colum

na granulometrica 0,05 a 0,20 nm. 
15(a).3.9 AIgod6n previamente desengrasado, 

mediante eloroformo, olana de vidrio. 
1 5(a).3. 1 0 Sulfato de sodio anhidro. 
15(a).3.11 Gas inerte, por ejemplo, nitr6geno. 
15(a).3.12 Soluci6n de acido elorhidrico 1 N. 
15(a).3.13 Soluci6n de acido sulfurico al 50 por 100 

(v/v). 
15(a).3.14 Tierra de diatomeas lavada con acido. 
15(a).3.15 Gel de sflice para cromatografia en capa 

fina. 
15(a).3.16 Soluci6n patr6n de 0,1 microgramos, 

aproximadamente de aflatoxina B, por mililitro en el eio
roformo [15(a).3.2] 0 en la mezcla de benceno/aceto
nitrilo [1 5(a).3.6], preparada y controlada como se indica 
en 15(a).6. 

15(a).3.17 Soluci6n patr6n cualitativa de 0,1 micro
gramos aproximadamente de aflatoxinas B, y B2 por 
ml por el eloroformo [15(a).3.2] 0 en la mezela ben
ceno/acetonitrilo [15(a).3.6]. Estas concentraciones se 
dan a titulo indicativo y deben ajustarse con objeto de 
obtener la misma intensidad de fluorescencia para las 
dos aflatoxinas. • 

1 5(a).3. 18 Disolventes de desarrollo. 

15(a).3. 18. 1 Cloroformo [15(a).3.2] / acetona 
[15(a).3.1]: 9/1 (v/v), cubeta na saturada. 

15(a).3.18.2 Eter dietflico [15(a).3.5] / metanol 
[15(a).3.4] / agua: 96/3/1 (v/v/v), cubeta na saturada. 

15(a).3.18.3 Eter dietflico [15(a).3.5] / metanol 
[15(a).3.4] / agua: 94/4,5/1,5 (v/vfv), cubeta saturada. 

15(a).3.18.4 Cloroformo [15(a).3.2] / metanol 
[15(a).3.4]: 94/6 (v/v), cubeta saturada. 

15(a).3.18.5 Cloroformo [15(a).3.2] / metanol 
([ 15(a).3.4]: 97/3 (v/v), cubeta saturada. 

15(a).4 Procedimiento. 

1 5(a).4. 1 Preparaci6n de la muestra. Proceder 
como se indica en el metodo oficial numero 1. 

Las muestras que contengan mas de un 5 por 100 
de materias grasas deben desengrasarse con eter de 
petr6leo(punto de ebullici6n 40-60 aC) tras la prepa
raci6n indicada en 15 (a).5.1. En estos ca sos, los resul
tados del analisis se expresaran ən peso de la muestra 
na desengrasada. 

15(a).4.2 Extracci6n. Introducir 50,0 9 de la mues
tra molida y homogeneizada en un frasco c6nico de 500 
ml [15(a).2.6]. Ai'iadir 25 9 de tierra de diatomeas 
[15(a).3.14]. 25 ml de agua y 250 ml de eloroformo 
[15(a).3.2.]. Tapar el frasco, sacudir 0 agitar durante 30 
minutos con ayuda del aparato [15(a).2.2] y filtrar 
mediante filtro plegado [15(a).2.3]. Eliminar los diez pri
meros ml del resultado de la filtraci6n y recoger a con
tinuacion 50 ml. 

15(a).4.3 Purificaci6n en columna. Proveer la extre
midad inferior de la columna para cromatograffa 
[15(a).2.4] de un tap6n de algod6n 0 de la na de vidrio 
[15(a).3.9], lIenar los tercios del tubo de eloroforn1o 
[15(a).3.2] y ai'iadir 5 9 de sulfato de sodio [15(a).3.1 0]. 

Comprobar que la superficie superior de la capa de 
sulfato de sodio esta plana; ai'iadir a continuaci6n, en 
pequenas porciones." 10 9 de gel de sflice [15(a).3.8]. 

Remover con precauci6n despues de. cada adici6n 
con el fin de eliminar las burbujas de aire. Dejar que . 
se pose durante quince minutos y ai'iadir seguidamente, 
con precauci6n, 15 9 de sulfato de sodio [15(a).3. 1 0]. 
Dejar descender el Hquido hasta la proximidad inmediata 
de la superficie superior de la capa de sulfato de sodio. 

Mezelar los 50 ml de extracto recogidos en 15(a).4.2 
con 100 ml de n-hexano [15(a).3.3] y transvasar cuan
titativamente la mezela en la columna. Dejar descender 
el Hquido h~sta la superficie superior de la capa de sulfato 
de sodio. Eliminar el Hquido filtrado. Ai'iadir a continua
ci6n 100 ml de eter dietflico [15(a).3.51 y dejar des
cender de nuevo el Hquido hasta la superficie superior 
de la eapa de sulfato de sodio. Durante estas opera
eiones, proeurar que el flujo seade 8 a 12 ml por minuto 
y que la eolumna· na se vacie. Eliminar los Hquidos fil
trados. Eluir despues mediante 150 ml de la mezcla elo
roformo-metanol [15(a).3. 7] y reeoger la totalidad del 
eluido. 

Evaporar este easi a sequedad bajo una eorriente de 
gas inərte [15(a).3. 11] y a una temperatUfa que no supe
re los 50 ac, mediante el aparato rotativo de evaporaei6n 
en vaCıo [15(a).2.5]. Introducir euantitativamente el resi
dua por medio de eloroformo [15(a).3.2] 0 de la mezela 
beneeno/aeetonitrilo [15(a).3.6] en un tubo de 10 ml 
[15(a).2. 1 0]. Coneentrar la soluci6n bajo tına eorriente 
de gas inerte [1 5(a).3. 11] y lIevar despues el volumen 
a 2,0 ml por medio de eloroformo [15(a).3.2] 0 de la 
mezela beneeno/aeetonitrilo [15(a).3.6]. 

15(a).4.4 Cromatograffa en eapa fina. Depositar 
puntualmente en una plaea para eromatograffa en eapa 
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fina [15(a).2.8], a 2 cm del borde inferior y a intervalos 
de 2 cm, los volumenes de la soluci6n patr6n y del extrac
to indicados a continuaci6n: 

- 10, 15, 20, 30 y 40 microlitros de la soluci6n 
patr6n de aflatoxina B, [15(a).3.16]. 

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

- 10 y 20 microlitros del extracto obtenido en 
[ 15(a).4.3]. 

Desarrollar el cromatogrdma fueFa del aicance de la 
luz, con ayuda də uno de los disolventes de desarrollo 
[15(a).3.16]. La elecci6n del disolventə debe determi
narse previamente depositando en la placa 25 micro
litros de la soluci6n patr6n cualitativa [15(a).3. 1 7] y asə
gurandose de que, durante el desarrollo, las aflatoxinas 
B, Y B2 estan completamente səparadas: 

- EI 25 por 100 del resultado mas elevado para 
los contenidos en aflatoxina B, de 10 a 20 microgra
mos/kilogramo. 

- 5 microgramos, en valor absoluto, para los con
tenidos de 20 a 50 microgramos/kilogramo. 

- EI 10 por 100 dəl resultado mas ələvado para 
los contenidossuperiores a 50 microgramos/kilo~ramo. 

15(a).5 Preparaci6n y control de la soluci6n patr6n 
[ 15(A).3.16]. 

15(a).5.1 Determinaci6n de la concentraci6n en 
aflatoxina B,. 

Preparar una soluci6n patr6n de aflatoxina B, en el 
cloroformo [15(a).3.2] 0 en la mezCıa benceno/aceto
nitrilo [15(a).3.6] cuya concentraci6n es de 8 a 10 micro
gramos por mililitro. Determinar el espectro de absorci6n 
entre 330 y 370 nm con ayuda de un espectrofot6metro 
[15(a).2. 11]. 

Medir la absorbancia (A) a 363 nm en el caso de 
la soluci6n clorof6rmica y a 348 nm ən əl caso de la 
soluci6.n en la mezcla benceno/acetonitrilo. 

Calcular la concentraci6n en microgramos de afla
toxina B, por mililitro de soluci6n a partir de las siguien
tes f6rmulas: 

312 . A . 1000 

206000 

312 . A . 1000 

19800 

para la SQluci6n clorof6rmica 

para la soluci6n en la mezcla 
benceno/acetonitrilo 

Fuera del alcance de la luz, efectuar las diluciones 
convenientes para obtener una soluci6n patr6n de tra
bajo cuya concentraci6n en aflatoxina B, es de 0,1 micro
gramos aproximadamente por mililitro. 

Conservada ən el refrigerador, dicha soluci6n perma-
nece estable durante dos semanas. . 

15(a).5.2 .Control de la pureza cromatogrƏfica. 

Depositar en una placa [15(a).2.8), 5 microlitros de 
la soluci6n patr6n de 8-10 microgramos de aflatoxina 
B, por mililitro [15(a).6.1], 

Desarrollar el cromatograma segun se ha indicado 
en [15(a).4.4]. Con la luz ultravioleta, la fluore5cencia 
s610 debe dar lugar a la percepci6n de una sola mancha 
y no debe percibirse ninguna fluorescencia en la zona 
del dep6sito de origen. 

C 
2 ... 

ı 

D 

15(a).5.3 Reproducibilidad de los resultados del 
metodo A. La reproducibilidad de los resultados, es decir, 
la variaci6n entre los resultados obtenidos por dos 0 
mas de laboratorios con la misma muestra, se ha cal
culado en: 

± 50 por 100 del valor medio de 105 resultados para 
105 valores medios dı:ı aflatoxina B, de 10 a 20 ııg/kg 

± 10 Ilg/kg del valor medio para los valores medios 
entre 20 a 501l9/kg. 

± 20 por 100 del valor medio para los valores medios 
superiores a 50 Ilg/kg. 

15(a).5.4 Referencias. 

Directiva 92/95 CEE. «Diario Oficial de las Comu
nidades Europeas» L 327, de 9 de noviembre. 

Directiva 94/14/CEE. «Diario Oficial de las Comu-
nidades Eılropeas» L 94, de 13 de abril. . 

• 
15(b) Determinaci6n de la aflatoxina B " mediante 

cromatograffa de Ifquidos de alta resoluci6n 

15(b).1 Principio. EI metodo se basa en la separa
ei6n mediante cromatografia de liquidos de alta rəso
luci6n con detecci6n por fluorescencia. La əxtracci6n 
de la muestra 5e realiza con cloroformo. Se filtra el extrac
to y una parte alfcuota de este se purifica en un cartucho 
de florisil y, a continuaci6n, en un cartucho C'8. Lasepa
raci6n y determinııci6n finale5 se realizan mediante cro
matografia de liquidos de alta re50luci6n (CLAR) utili
zando una columna de fase inversa C'8 seguida de una 
reacci6n post-columna con 50luci6n acuosa de' yodo y 
detecci6n por fluorescencia. 

EI metodo permite determ'inar aflatoxina Bı en los 
piens05, ıncluidos los que contienen pulpa de citricos. 
EI Ifmite inferior de determinaci6n es de 0,001 mg/kg. 

Nota: Las micotoxinas son extremadamente t6xicas. 
Las manipulaciones deben lIevarse.a cabo ən campana 
extractora de humos, Deben tomarse precauciones espe-
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ciales cuando las toxinas estan en forma s61ida, ya que 
debido a su naturaleza electrostatica tienden a disper
sarse en las areas de trabajo. 

15(b).2 Material y aparatos. Atenciön: EI uso de 
material de vidrio que no se' hava lavado con aeido, para 
las soluciones acuosas de aflatoxinas, puede originar per
didas de aflatoxinas .. Deberan tomarse precaueiones 
espeeiales con el material de vidrio nuevo 0 desechabıe. 
Por ejemplo los frascos para muestreador automatico 
y las pipetas Pasteur. Por 10 tanto, el material de vidrio 
que va ya a estar en contacto con las soluciones acuosas 
de aflatoxinas debera sumergirse duriınte varias horas 
en un acido diluido (por ejemplo, acido sulfurico, c = 
2 mol/I) y, a continuaci6n, lavarse a fonda con agua 
destilada para suprimir todo resto de acido (por ejemplo, 
tres enjuagues, seguidos de una comprobaci6n con 
papel pH). En concreto, este tratamiento debera aplicarse 
a los matraces redondos [15(b).2.4), a los matraces afo
rados, probetas, a los frascos 0 tubos utilizados para 
soluciones para calibraei6n y extractos finales (en par
ticular, los frascos para muestreador automatico) y a 
las pipetas Pasteur si se utilizan para transferir soluciones 
para calibraci6n 0 extractos. 

15(b).2.1 Triturador/Mezelador. 
15(b).2.2 Tamiz de malla de 1,0 mm (ISO R 565). 
15(b).2.3 Agitador mecanico. . 
15(b).2.4 Evaporador rotatorio a vado provisto de 

un matraz redondo de 150 ml a 250 ml. 
15(b).2.5 Cromat6grafo de Hquidos de alta resolu

ci6n, con buele de inyecei6n que permita inyectar 
250 ııl. 

Ver instrucciones del fabricante para elllenado parcial 
o total del buele. 

15(b).2.6 Columna anaHtica para CLAR: relleno C,8 
de 3 6 5 ıım. 

15(b).2.7 Bomba libre de pulsos que suministre el 
reactivo yodado para la reacci6n postcolumna, por ejem
plo, bomba para CLAR 0 concebida para reacei6n post
columna. 

15(b).2.8 Conexi6n en T Valco de volumerı muerto 
nulo, de acero inoxidable (1/16" x 0,75 mmY. 

15(b).2.9 Serpentfn de reacci6n, de tefl6n 0 de ace
ro inoxidable. Las dimensiones comprendidas entre 
3.000 x 0,5 mm y 5.000 x 0,5 mm resultan apropiadas 
en combinaci6n con columnas CLAR de 5 6 3 ıım. 
1 5(b).2. 1 0 Bano deagua termostatizado a60 "ac, con 
una variaci6n de temperatura de menos de 0,1 ac. 

15(b).2.11 Detector de fluorescencia que proporcio
ne.longitudes ı;le onda de exeitaci6n de 365 nm aproxi
madamente y de emisi6n de 435 nm aproximadamente. 
(Para los aparatos de filtro: longitud de onda de emisi6n 
400 nm). Debera ser posible efectuar la detecci6n de 
0,05 ng de B

" 
como mfnimo. Se recomienda aplicar 

cierta contrapresi6n (por ejemplo, un constrictor 0 una 
espiral de tefl6n 0 acero inoxidable conectada al orificio 
de salida del detector) a fin de suprimir las burbujas 
de aire en la celula de flujo. 

15(b).2.12 Registrador de banda de papel. 
15(b).2.13 Integrador electr6nico (facultativo). 
15(b).2.14 Filtro de pliegues 24 cm. Macherey-Na-

gel 61 7 1/4 0 equivalente. 
15(b).2.15 Filtro de membrana con un tamano de 

poro de 0.45 ıım, Millipore HAWP 04700 0 equivalente. 
15(b).2.16 Erlenmeyer de 500 ml con tap6n de 

vidrio. 
15(b).2.17 Columna de vidrio (con un diametro inte

rior de 1 cm aproximadamente y una longitud de 3 cm 
aproximadamente) provisto de una punta Luer. 

1 5(b).2. 18. Llave Luer de nailon resistente al cloro
formo (por ejemplo, Bio-rad 7328017, Analytichem Al 
6078, J.T. Baker 4514 0 equivalente). 

1 5(b).2. 19 Jeringa de 10 ml resistente a productos 
qufmicos, con lIave Luer. . 

15(b).2.20 Jeringa de 250 ııJ adecuada para la 
inyecd6n en CLAR (Ver 15(b).2.5). 

15(b).2.21. Microjeringa de 100 ııl para la prepara
ei6n de soluciones de calibraci6n (comprobar, mediante 
pesada, que su precisi6n es del 2 por 100). 

15(b).2.22 Tubos calibrados de 10,0 ml con tap6n 
de vidrio. 

15(b).2.23 EspectrofQt6metro adecuado para rea
lizar medidas en la regi6n UV del espectro. 

15(b).2.24. I;quipo para efectuar la prueba de con
lirmaci6n [15(b).5]. 

15(b).2.24.1 Embudo de decantaci6n de 100 ml 
(con lIave de tefI6n)~ lavado con acido. 

15(b).2.24.2 Fuente de calor a 40-50 ac. 
15(b).3 Reactivos. 
15(b).3.1 Cloroformo' estabilizado con 0,5 a 1,0 

por 100 de etanol, en masa. 
Ver 15(b).9.2. 
15(b).3.2 Metanol, grado CLAR para preparaci6n 

de 15(b).3.6. 
15(b).3.3 Acetona. 
15(b).3.4 Acetonitrilo, grado CLAR. 
15(b).3.5 Disolventes de eluci6n; preparar un. dfa 

antes de su utilizaei6n 0 eliminar mediante ultrasonidos 
el aire que contengan. 

15(b).3.5.1 Mezela de acetona [15(b).3.3) y agua, 
98 + 2 (v/v). 

15(b).3.5,2 Mezela de agua y metanol [15(b).3.2). 
80 + 20 (v/v). 

15(b).3.5.3 Mezela de agua y acetona [15(b).3.3). 
85 + 15 (v/v). 

1 Ei(b).3.6 Fase m6vil para CLAR. Mezela de agua, 
metanol [15(b).3.2) y acetonitrilo [15(b).3.4), 130 + 78 
+ 40 (v/v/v). 

Nota: Puede ser necesario ajustar la compQsici6n de 
105 disolventes de la fase m6vil, de acuerdo con las carac
terfsticas de la coiumna CLAR utilizada. 

15(b).3.7 Soluei6n acuosa saturada de yodo. Anadir 
2 9 de yodo a 400 ml de agua. Mezelar durante 90 
minutos como mfnimo y filtrar a traves de un filtro de 
membrana [15(b).2.15]. Proteger de la luz la soluci6n 
saturada, a fin de evitar la fotodegradaci6n. 

15(b).3.8 Celite 545 lavada con aci do, 0 equivalente. 
15(b).3.9 Cartucho de Ilorisil (Waters SEP-PAK) 0 

equivalente. • 
1 5(b).3. 1 0 Caltucho C 18 (Waters SEP-PAK) 0 equi

valente. 
1 5(b).3. 11 Gas inerte, por ejemplo, nitr6geno. 
1 5(b).3. 12 Soluei6n patr6n de allatoxina B 1 en elo

roformo con una concentraei6n de 10 ııg/ml. Comprobar 
la concentraci6n de la soluci6n del siguiente modo: 
Determinar el espectro de absorci6n de la soluci6n citada 
entre 330 y 370 nm por medio del espectrofot6metro 
[15(b).2.23). Medir la absorbancia (a) en el maximo cer
cano a 363 nm. Calcular la cöncentraci6n de Aflatoxina 
B 1 en microgramos por mililitro de soluci6n, empleando 
la f6rmula siguiente: 

Concentraci6n (ııg/mlj '" 
312'· A ·1000 

22300 
= 13.991 . A 

15(b).3.12.1 Soluci6n madre de aflatoxina B 1 en 
eloroformo. Transferir cuantitativamente 2,5 ml de solu
ci6n patr6n de aflatoxina B 1 t 15(b).3. 12) a un matraz 
aforado de 50 ml y enrasar con eloroformo. Almacenar 
esta soluci6n en un lugar fresco (4 aC) al abrigo de la 
luz. adecuadamente tapada y envuelta en una hoja de 
aluminio [15(b).3.13]. Soluciones de aflatoxina B, para 
calibraei6n de CLAR. 
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Nota: Para la preparaci6n de estas soluciones debera 
utilizarse material de vidrio lavado. con acido [vease el 
punto 15(b).2. Aparatos). 

15(bl·3.13.1 Soluci6n para calibraci6n de 4 ng/ml. 
Dejar reposar (algunas horas) la soluci6n madre 
[15(b).3.12.1), contenida en el matraz aforado envuelto 
en la hoıa de aluminio, hasta que alcance la temperatura 
ambiente. Transferir 400 1-11 de la soluci6n madre (200 
ng aflatoxina B ı) a un metraz aforado de 50 ml yevaporar 
la soluci6n hasta sequedad en corriente de gas inerte 
[1 5(b).3. 11]. Disolver el residuo obtenido en 20 ml 
aproximadamente de mezcla de agua y acetona 
[15(b).3.5.3), enrasar con la misma mezcla y homoge-
neizar. .' 

15(b).3.13.2 Soluci6n paracalibraci6n de 3 ng/ml. 
Transferir cuantitativamente 7,5 ml de soluci6n para cali
braci6n [15(b).3.13.1) a un matraz aforado de 10 ml 
con la mezCıa de agua y acetona [15(b).3.5.3J y homo
geneizar. 

15(b).3.13.3 Soluci6n para calibraci6n de 2 ng/ml. 
Transferir cuantitativamente 25 ml çfe la soluci6n para 
calibraci6n [15(b).3. 13. 1) a un matraz aforado de 50 
ml. enrasar con la mezcla de agua y acetona [15(b).3.5.3) 
y homogeneizar. Esta soluci6n se denomina tambien "Pa
tr6n de referencia» y se usa, en particular, para efectuar 
inyecciones repetidas durante el procedimiento de CLAR. 

15(b).3.13.4 Soluci6n para calibraci6n de 1 ng/ml. 
Transferir cuantitativamente 2,5 ml de soluci6n para cali
braci6n [15(b).3.13. 1) a un matraz aforado de 10 ml. 
enrasar con la mezcla de agua y acetona [15(b).3.5.3) 
y homogeneizar. 

15(b).3.,14. Una mezCıa de aflatoxina B ı , B2 , G ı 
y G2 en concentraciones aproximadas de 1; 0,5; 1 Y 
0,5 ı-ıg/ml, respectivamente, en 1 ml de cloroformo. 

15(b).3.14.1 Soluci6n de comprobaci6n cromato
grƏfica. Transferir la mezcla [15(b).3.14) a un tubo de 
ensayo cçın tap6n de vidrio 0 a un frasco con tap6n 
de rosca. Transferir 40 831 de esta soluci6n a un tubo 
de ensayo con tap6n de vidrio' -Iavado con acido
[15(b).2.22). Evaporar el cloroformo en una corriente 
de gas inerte [15(b).3.11) y disolver de nuevo en 10 
ml de la mezcla deagua y acetona [15(b).3.5.3). 

15(b).3.15 Reactivos para la prueba de confirma
ci6n [15(b).5). 

15(b).3.15.1 Soluci6n a.cuosa saturada de cloruro 
de sodio. 

15(b).3.15.2 Sulfato de sodio anhidro, granular. 

15(b).4 Procedimiento. 

15(b).4.1 Preparaci6n de la (Tluestra. Triturar la 
muestra de manera que pueda pasar a traves del tamiz 
[ 15(b).2.2). 

15(b).4.2 Porci6n de ensayo. Pesar en el erlentneyer 
[15(b).2.16) 50,0 9 de la muestra problema preparada. 

15(b).4.3 Extracci6rı. Anadir a la porci6n de ensayo 
25 9 de Celite [15(b).3.8] 250 ml de clo,roformo 
[15(b).3.1] y 25 ml de agua. Tapar el matraz y agitar 
durante treinta minutos en el agitador mecanico 
[15(b).2.3). Filtrar a traves de filtro de pliegues 
[15(b).2.141· Recoger' 50 ml de filtrado. Si fuera nece
sario, tomar una alfcuota del fitrado y diluir a 50 ml 
con cloroformo de forma que la concentraci6n de afla
toxina Bı no sea mayor de 4 ng/ml. 

1 5(b).4.4. Purificaci6n (el procedimiento debe seguir
se sin interrupciones significativas). Deben,n tomarse las 
siguientes precauciones: 

- Proteger convenientemente de la luz natural el 
laboratorio de analisis. 

Para ello se pueden utilizar: 
1) Hojas que absorban los rayos UV para cubrir las 

ventanas y una luz tamizada (evitese la luz solar directa-). 

2) Cortinas 0 persianas en combinaci6n con luz arti
ficial (pueden utilizarse tubos fluorescentes). 

- Proteger todo 10 posible de la luz las soluciones 
que contengan aflatoxina (conservar en la oscuridad y 
utilizar hojas de aluminio). 

15(b).4.4.1 Purificaci6n con SEP-PAKde florisil. 

15(b).4.4.1.1. Preparaci6n del conjunto columna-car
tucho. Acoplar una lIave [15(b).2.18] a la rama mas corta 
de un cartuch6 de florisil [15(b).3.9] [vease la figura 
15(b).l). . 

Lavar el cartucho y eliminar el aire tomando con una 
jeringa [15(b).2.19] 10 ml de cloroformo [15(b).3.1] y 
haciendo pasar rapidamente 8 ml de cloroformo por la 
lIave a traves del cartUcho. Unir la rama mas larga del 
cartucho a la columna de vidrio [15(b).2. 17] e introducir 
en la columna a traves del cartucho los 2 ml de clo
roformo restante. Cerrar la lIave y sacar la jeringa. 
15(b).4.4.1.2. Purificaci6n. Introducir en el conjunto 
columna-cartucho el filtrado recogido con arreglo al pun
to [15(b).4.3] y dejar escurrir por gravedad. Lavar con 
5 ml de colroformo [15(b).3.1] y, a cont,nuaci6n, con 
20 ml de metanol [15(b).3.2). Desechar los eluatos. 
Durante estas operaciones, evi tar que el conjunto colum
na-cartucho se quede seco. Eluir aflatoxina Bı con 40 
ml de la mezcla acetona/agua [15(b).3.5.1] Y recoger 
la totalidad del eluato en el matraz redondo (150 ml) 
del evaporador rotatorio (4.4). Concentrar el eluato en 
el evapörador rotatorio a una. temperatura de 40-50,oC 
hasta que cese la destilaci6n de ,acetona. 

Nota: En ese momento quedan en el matraz 0,5 ml 
de Ifquido aproximadamente. Se ha demostrado expe
rimentalmente que el continuar laevaporaci6n no tiene 
consecuencias nocivas y que cuando quedan 0,5 ml de 
Ifquido la cantidad de acətona presente no əs signifi
cativa. La presencia de residuos de acetona podria pro' 
vocar perdidas de la aflatoxina Bı en el cartucho C ıə . 
Anadir 1 ml de metanol [15(b).2.2]. agitar el matraz par.a 
disolver la aflatoxina Bı adherida a sus paredes, anadir 
4 ml de agua y mezclar. Desconectar y desechar el car
tucho. Lavar con agua la columna de vidrio y conservada· 
para efectuar la purificaci6n C ıə . 

15(b).4.4.2 Purificaci6n con SEP-PAK C ıə . 

1 5(b).4.4.2. 1 Preparaci6n del conjunto colum
na-cartucho. Acoplar una lIave [15(b).2. 18] a la rama 
mas corta de un cartucho Cıə [(l~b).3.lO). [Vease la 
figura l(b).l.] . 

Purgar el cartuctıo y əxtraer el ı;ıire haciendo pasar 
rapidamente con una jeringa [15(b).2.19]10 ml de meta
nol [15(b).3.2) por la lIave a traves del cartucho. (Las 
burbujas de aire del cartucho son visibles en forma de 
manchas de luz sobre un fondo grisaceo.) Tomar 10 
ml de agua y hacer pasar 8 ml a traves del cartucho 
(evitese introducir aire cuando se pase del metanol al 
agua). Unir la rama mas larga del cartucho a una columna 
de vidrio e introducir en la columna a traves del cartucho 
103 2 ml de agua restantes. Cerrar la lIave y sacar la 
jeringa. 

t.5(bl.4.4.2.2 Purificaci6n. Transferir cuantitativa
mente a la colum"na [15(b).2. 17] el extracto recogido 
en el punto [( 15(b).4.4.1.2), lavando dos veces el matraz 
con 5 ml de la mezcla de agua y metanol [15(b).3.5.2) 
y dejar escurrir por gravedad. Durantə əstas operaciones, 
evitar que el conjunto ,columna-cartucho se quede seco. 
(Si se forman burbujasdeaire en el estrechamiento pr6xi
mo al cartucho, deten'er el flujo y golpear la parte superior 
de la columna de vidrio para eliminar las burbujas. Rea
nudar de inmediato las operaciones.) Eluir con 25 ml 
de la mezcla de agua y metanol [15(b).3.5.2]. Desechar 
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los eluatos. Eluir la aflatoxina B, con 50 ml de la mezcla 
de agua y acetona [15(b).3.5.3] Y recoger la totalidad 
del eluato en un matraz aforado de 50 ml. Enrasar con 
agua hasta 50 ml y mezelar, la solucio.n de ensayo obte
nida se utiliza para la cromatografia [15(b).4.5]. 

Atencio.n: Normalmente no es necesario filtrar el 
extracto final antes de efectuar CLAR. Cuando sea nece
sario filtrar, deberan evitarse los filtros de celulosa, dada 
que pueden dar lugar a perdida de aflatoxina B, . Pueden 
utilizarse filtros de tefıo.n. 

15(b).4.5 Cromatografia de liquidos de alta resolu
cio.n. (Vease la figura 2 para el rnontaje del equipo.) 

Dejar transcurrir el tiempo suficiente para que los 
instrumentos se calienten y estabilicen antes del uso. 

Nota 1: Los caudales que se citan para la fas€! mo.vil 
de CLAR y el reactivo postcolumna son meramente indi
cativos. Puede ser necesario realizər un ajuste en funcio.n 
de las caracteristicas de la columna de CLAR. 

Nota 2: La respuesta del detector para la iıflatoxina 
B, depende -de la temperatura, por 10 que debe efec
tuarse la compensacio.n por la deriva (vease la figura 
3). La inyeccio.n de una cantidad fija del patro.n de refe
rencia de la afliıtoxina B, [( 15(b).3.13.3] a intervalos 
regulares (por ejemplo, cada tres inyecciones) permite 
corregir, utilizando la respuesta media, los valores de 
los picos de la aflatoxina B, entre estos patrones de 
referencia, siempre y cuando la diferencia entre las res
puestas de patrones de referencia consecutivos sea muy 
pequef\a « 10 por 100). Por 10 tanto, las inyecciones 
deberan efectuarse sin interrupciones. Si es necesaria 
una interrupcio.n, la ultima inyeccio.n antes de la interrup
cio.n y la primE!ra despues de esta deberan ser inyec
ciones del patro.n de referencia [15(b).3.13.3]. Dado que 
la curva de calibracio.n es lineal y pasa por el origen, 
las cantidades de aflatoxina 8, presentes en los extractos 
de la muestra se determinan directamente por referencia 
a los patrones adyacentes. 

15(.b).4.5.1 Ajuste de la bomba CLAR. Ajustar la 
bomba CLAR [15(b).2.5] de manera que se obtenga un 
caudal de 0,5 6 0,3 ml/min para una columna CLAR 
de 5 ~ım 0 3 Ilm [15(b).2.6]. respectivamente, utilizando 
la fase mo.vil [15(b).3.5]. . 

15(b).4.5.2 Ajuste de la bomba para la reaccio.n 
postcolumna. Ajustar la bomba [15(b).2. 7] de manera 
que se obtenga un caudal de 0,2-0.4 ml/min de solucio.n 
acuosa saturada de yodo [15(b).3.7]. Informacio.n a titulo 
indicativo: se recomiendan caudales de 0,4 6 0,2 ml/min, 
aproximadamente, en asociacio.n con caudales de 
0,5-0,3 ml/min de la fase mo.vi!. respectivamente. 

15(b).4.5.3 Detector de fluorescencia. Establecer el 
detector [15(b).2. 11] a una longitud de onda de exci
tacio.n de 365 nm y de emisio.n de 435 nm (aparato 
del filtro: > 400 nm). Ajustar el atenuador del detector 
de manera que el 80 por 100 aproximadamente del 
recorrido maximo de la plumilla registradora corresponde 
a 1 ng de aflatoxina B,. 

15(b).4.5.4 Inyector. Para todas las soluciones 
inyectar cantidades de 250 Ili siguiendo las instrucciones 
del fabricante del aparato. 

15(b).4.5.5 Comprobacio.n de la separacio.n croma
togrƏfica. Inyectar la solucio.n cromatogrƏfica 
[15(b).3. 14. 1]. 

Los valles deberan ser inferiores al 5 por 100 de 
la su ma de las alturas de Il)s picos adyacentes. 

15(b).4.5.6 Comprobacio.n de la estabilidad del sis
tema. Antes de lIevar a cabo cada una de las səries 

de analisis, efectuar inyecciones repetidas dei patro.n de 
referencıa [15(b).3.13.3] hasta que se estabilicen las 
areas de los picos. 

Nota: Los picos producidos por la aflatoxina B 1 entre 
inyecciones consecutivas deberan presentar diferencias 
inferiores al 6 por 100. Proceder inmediatamente a efec
tuar la comprobacio.n de la linealidad [15(b).4.5. 7]. 

15(b).4.5.7 Comprobacio.n de la linealidad. Inyectar 
las soluciones de aflatoxina' 8 , para calibracio.n 
[16(b).3. 13. 1] y [15(b).3. 14.4]. Utilizar el patro.n de refe
rencia [15(b).3.13.3] a intervalos de tres inyecciones, 
a fin de corregir la deriva en las respuestas. 

Nota: Las respuestas de 105 picos del patro.n de refe
rencia deberan presentar diferencias inferiores al 10% 
en 90 minutos: Corregir la deriva aplicando la fo.rmula 
que se indica en el punto 15(b).6. La grafica de cali
bracio.n debera ser lineal y pasar por el origen, dentro 
de los limites de 2 veces el valor de la desviacio.n tipi ca 
de la estimacio.n de Y. Los valores hallados deberan dife
rir en menos del 3% de los valores nominales. Si se 
cumplen estas condiciones, continuar las operaciones 
inmediatamente. En caso contrario, identificar y corregir 
las causas del problema antes de continuar. 

15(b).4.5.8 Inyecci6n de extractos de muestra. 
Inyectar los extractos de muestras purificados 
[15(b).4.4.2.2]. Repetir la inyeccio.n del patro.n de refe
rencia [15(b).3.13.3] despues de dos inyecciones de 
extracto de muestra de acuerdo a la siguiente secuencia: 
patro.n de referencia, extracto, extracto, patro.n de refe
rencia, extracto, extracto, patro.n de referencia, etc ... 

15(b).5 Prueba de confirmaci6n. 
15(b).5.1 Tratamiento uLterior de' extracto 

[15(b).4.4.2.2]. Af\adir 5 ml de la solucio.n de eloruro 
de sodio [15(b).3.15. 1] al extracto final obtenido como 
se describe en el punto [15(b).4.4.2.2]. Extraer tres veces 
con 2 ml de eloroformo durante 1 minuto, utilizando 
el embudo de decantacio.n [15(b).2.24.1]. Verter los 
extractos combinados de cloroformo en un tubo de ensa
yo de 1 ° ml a traves de 1 9 aproximadamente de sulfato 
de sodio [15(b).3. 15.2]. [Se puede utilizarun embudo . 
pequef\o (4 cm de diametro) colocando en el estrecha
miento un algod6n recubierto de 1 9 de sulfato de sodio 
aproximadamente]. 

Lavar la capa ·de sulfato de sodio con unos ml de 
cloroformo y recoger los lavados en el mismo tubo de 
ensayo. Evaporar en dicho tubo el extracto de cloroformo 
hasta sequedad utilizando la fuente de .calor 
[15(b).2.24.2] y disolverlo de nuevo en 1 ml de eio
roformo.\ 

15(b).5.2 Preparaci6n de los derivados y cromato
grafia en capa fina. Vease la Directiva 76/372!CEE del 
Consejo, anexo, metodo A. punto 5.6.2 [metodo 15(a), 
punto 15(a).4.4]. 

15(b).6 Caıculos. Calcular el contenido de aflatoxifıa 
8: (Ilıı/kg) de la muestra mediante la f6rmula siguiente: 

Contenido aflatoxina 8 , en pg/Kg = 

Siendo: 

m· Vnxt 

V, 
V ·M·--

m V
c 

m = cantidad, en ng, de aflatoxina 8 , representada· 
por el pico 8 , de la muestra, calculada del siguiente 
modo: 

m = .--fl!!!uestra) , 2 r (st) 
P(st,) + P(st2) 

P (muestra) = area del pico de la aflatoxina B, de 
la muestra. 

P (sıı) = area del pico de la aflatoxina 8 , del patro.n 
de referencia antericr [15(b).3.13.3]. 
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P (st2) = ərea del pieo de la aflatoxina B, del patron 
de refereneia siguiente [15(b).3.13.3]. 

r (st) = eantidad inyeetada del patron de relereneia 
[15(b).3.13.31. expresada en ngo 

Vm = volumen del extraeto de muestra inyeetado. 
en ml. 

Vex' = volumen final del extraeto de muestra. en ml 
[15(b).3.13.3]. 

M = masa de la muestra en g. 
. V, = volumen del filtrado transferido al eartueho de 

florisil [15(b).4.4. 1.2]. en ml. 
Vc = volumen de c1orolormo utilizado para la extrae

eion de la muestra. en ml. 

Si se apliea el proeedimiento expuesto. la formula 
se reduee a: 

. Contenido de aflatoxina B ,. en Ilg/kg = 20 x m. 

15(b).6.1 EI eəleulo de los resultados tambien pue
de eleetuarse midiendo la altura de los pieos. 

15(b).7 Repetibilidad. Vease el punto 15(b).9.1 (ob
servaeiones). 

15(b).8 Reprodueibilidad. Vease el punto 15(b).9. 1. 

15(b).9 Observaciones. 

15(b).9.1 Preeision. 

En el euadro 1 figuran los resultados de la repeti
bilidad y reprodueibilidad obtenidos en un ensayo eola
borativo ( 1 ) sobre piensos compuestos realizado a escala 
internacional. EI termino repetibilidad (r) utilizado aqui 
se define- como la mayor diferencia no significativa. con 
una probabilidad del 95 por 100. entre dos lecturas de 
una misma muestra efectuadas en el mismo laboratorio 
y en condiciones similares. EI termino reproducibilidad 
(R) se define de manera anəloga y se refiere 'a la com
paraci6n entre los resultados obtenidos en dos labora
torios diferentes. Con arreglo a la norma 150 3534-1977. 
2.35 (2) Y a la Decision 89/61 O/CEE de la Comisi6n (3). 
tanto r como R tambien figuran en el cuadro 1 en forma 
de coeficientes de variacion. 

CUADRO 1 

Repetibilidad (r) y re-produeibilidad (R) expresadas 
en diferencias y en eoeficientes de variaci6n 

15. Laboratorios 

Nivəl cvt) ev, 
- , R - -

(Jlg/kg) Porcentaje Porcentaje 

8-14 1.4 1.7 11 18 

(*) ev = Coeficiente de variaci6n. 
(1) Egmond, H.P. v;W. Heisterkamp. S.H. and Paulsch. W.E. (1991), Food 

Additives and Contaminants 8. 17-29. 
(2) ıSa 3534-1977. 
(3) DO n· L 351 de 2.12.1989. p 39. 

15(b).9.2 Estabilidad del c1oroformo [15(b).3.13.3]. 
Las earaeterjsticas de absorci6n del eartueho de florisil 
pueden verse modifıeadas si se. utiliza un estabilizador 
diferente del etanol. Esto debe ser verifieado con arreglo 

al punto 15(b).9.3 euando no se disponga dəl c1oroformo 
deserito. 

15(b).9.3 Exaetitud. La aplieacion eorrecta del meto
do deberə eomprobarse eleetuando mediciones repe
tidas con materiales de relerencia certilicados. Si no se 
dispone de estos materiales. la validez del metodo deberə 
eomprobarse mediante experimentos de recuperaei6n 
en muestras en blaneo. La diferencia entre la media y 
el valor real no deberə rebasar los Ifmites de -20 a 10 
por 100 del valor reaL. 

15(b). 1 0 Refereneias. Directiva 92/95/CEE. «Diario 
Oficial de las Comunidades Europeas» numero L 327. 
de 9 de noviembre de 1992. 
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FIGURA 15(b).1: Conjunto columna-cartucho 
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FIGURA 15(b).2: "Diəgrəma de los flujos del sistemə de cromə
togrəfiə de liquidos con reəcci6n con yodo postcolumnə". 
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FIGURA 15(b).3: ·Compensəci6n de lə derivə de lə respuestə de 
lə əflətoxinə 8, mediənte inyecci6n del pətr6n de referenciə ə 
intervəlos reguləres (15(b).3.13.3.). 
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16. Indice de per6xidos 

Esta determinaci6n sera aplicable a aquellas grasas 
que se utilicen camo materia prima. 

EI procedimiento sera el que figura en el metodo 
numero 21 de 105 metodos oficiales de analisis de Acei
tes y Grasas aprobados por Orden de 31 de enero de 
1977 (<<Boletin Oficial del Estadoııde 14 de julio). 

En el caso de que fuera necesario preparar la muestra, 
se seguira el procedimiento recogido en el metodo nume
ro 1 de la mencionada Orden. 

1 7. F6sforo total 
(Metado espectrofotamMrico) 

17.1 Principio. Oeterminaci6n del f6sfaro de una 
muestra mineralizada, mediante la transformaci6n de sus 
compuestos fasforados en ortofasfarados. 

La mineralizaci6n se realiza por via seca'(calcinaci6n) 
y posterior disoluci6n en aoido, 0 bien par digesti6n 
acida. 

Medida de la absorbancia a 430 nm del complejo 
formado con el reactivo nitro-molibdo-vanadato. 

17.2 Material yaparatos. 

17.2.1 Espectrofot6metro, capaz de efectuar lectu
ras de 430 nm, con cubetas de 10 mm de paso de 
luz. 

17.2.2 Crisoles de incineraci6n de cuarzo 0 parce
lana. 

17.2.3 Tubos de ensayo de 25 a 30 ml con boca 
de vidrio esmerilado. 

17.2.4 Pipetas de doble enrase de 5,10,15,20, 
25 Y 50 ml. 

17.2.5 Matraces Kjeldahl de 250 a 500 ml de capa
cidad. 

17.2.6 Matraces aforədos de 100, 250, 500 y 1000 ml. 

17.3 Reactivos. 

17.3.1 
17.3.2 
17.3.3 
17.3.4 

Carbonata de calcio. 
Acido clorhidrico de d420 = 1,19 g/ml. 
Acido nitrico de d4

20 = 1 ,38 ~ 1 A2 g/ml. 
Acido nitrico de d420 = 1,045 g/ml (10 por 

100 m/v). 
17.3.5 Acido sulfurico dı: d420 = 1,8411/ml. 
17.3.6 Amoniaco concentrado de d 20 = 0,910 

g/ml. 
17.3.7 Soluci6n de heptamolibdato am6nico. Oisol

ver en agua caliente 100 9 de heptamolibdato de amo
nio, tetrahidrato (NH4)6M07024 . 4H20. Se anaden 10 
ml de amoniaco (17.3.6), se trasvasa a matraz aforado 
de 1000 ml. y una vez frio se completa con agua hasta 
el enrase. 

17.3.8 Soluci6n de metavanadato am6nico. Oisol
ver 2,35 9 de metavanadato de amonio (NH-4 V03 ) en 
un erlenmeyer de 500 ml con 400 ml de agua destilada 
caliente. Anadir lentamente y agitando 20 ml de una 
soluci6n que contiene 7 ml de acido nitrico (17.3.3) Y 
13 ml de agua destilada. Llevar a matraz aforado de 
1000 ml y, una vez frio, enrasar con agua destilada. 

17 .3.9 Soluci6n de nitro-molibdo-vanadato. En 
matraz de litro aforado, mezclar 200 ml de soluci6n de 
heptamolibdato de amonio (17,3.7) con 200 ml·de solu
ci6n de metavanadatode amonio (17.3.8) y 134 ml de 
acido nitrico (17.3.3). Completar con agua destilada has
ta el enrase. 

17.3.\10 Soluci6n patr6n de f6sforo conteniendo 1 
mg de f6sforo por mililitro. Oisolver en matraz aforado 
de litro 4,387 9 de fosfato monopotasico (KH2P04) (pre
viamente desecado en estufa de 100° C hasta peso cons
tante) en agua destilada y lIevar a enrasar. 

17.4 Procedimiento. 

17.4.1 Curva de calibrado. 
En matraz afarado de 100 ml ya partir de la soluci6n 

patr6n de f6sforo (17.3.10) preparar soluciones conte
niendo 0, 5, 10, 20, 30 y 40 microgramos de f6sforo 
por mililitro. 

En seis erlenmeyer 0 tubos de ensayo (17.2.3) tomar 
con pipetas de doble enrase 10 ml de cada soluci6n 
patr6n de f6sfaro. Anadir a cada una de ellos, tambien 
con pipeta de doble enrase, 10 ml del reactivo de 
nitro-molibdovanadato (17.3.9), agitar .. para homogenei
zar y dejar en reposo diez minutos a 20° C. 

Efectuar las lecturas fotometricas a 430 nm, emplean
do cubetas de 10 mm de paso de luz, utilizando la solu
ci6n blanco de f6sfaro como soluci6n de referencia. 

Representar grƏfiçamente las absorbancias obtenidas 
frente a 105· microgramos/mililitros 0 a 105 miligramos 
de f6sforo existentes en cada lectura. 
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17.4.2 Preparaci6n de la muestra. 
17.4.2.1 Mineralizaci6n por calcinaci6n (para mues

tras que contienen sustancias organicas libres de fos
fatos que den productos insolubles al incinerar). 

Pesar 2,5 9 de la muestra. con p;ccisi6n de 1 mg, 
en capsulas de cuarzo 0 porcelana. 

Mezclar con 1 9 de carbonato de calcio (17.3.1.). 
Poner en mufla a 550 °C - 5 °C hasta la obtenci6n de 
cenizas blancas 0 grises (una pequeiia parte de carb6n 
no interfiere). Transferir las cenizas a un vaso de 150 
ml. Aiiadir 10 ml de agua lavando e1 crisol con acido 
clorhidrico (17.3.2) hasta que cese la efervescencia. Aiia
dir otras 10 ml de acido c1orhidrico (17.3.2). Evaporar 
el acido clorhidrico en bano de arena a ebullici6n hasta 
sequedad. Enfriar y disolver el residuo con 10 ml de 
acido nitrico (17.3.4), hervir en bancde arena durante 
cinco minutos, sin lIegar a sequedad. Fiitrər a travas de 
papel sobre rnatraz aforado de 500 ml. lavar con agua 
destilada el vaso y enrasar una vez frio. 

. 17.4.2.2 Mineralizaci6n por digesti6n acida (para 
compuestos minerales y piensos Iiquidos). Pesar 1 9 de 
muestra, con precisi6n de 1 mg, y lIevar a matraz Kjeldahl 
(17.2.5), anadir 20 ml de acido sulfurico (17.3.5), agitar 
el matraz circularmente para evitar que la muestra se 
adhiera a las paredes y hervir durante diez minutos. Dejar 
enfriar un poco y anadir 2 ml de addo nitrico (17.3.3), 
calentar y lIevar otra vez al punto de ebullici6n. Repetir 
este procedimiento hasta decoloraciôn de la soluci6n. 
Enfriar, anadir un poco de agua y trasvasar el Iiquido, 
filtrando si es necesario, a matraz aforado de 500 ml, 
lavar el matraz Kjeldahl con agua caliente, y unir los 
liquidos dellavado si es preciso a travas del filtro emplea
do inicialmente. Una vez frio, anadir agua hasta el enrase. 

17.4.3 Desarrollo del color y medida de la absor
bancia. Diiuir una alicuota del filtrado problema, para 
conseguir una concentraci6n de f6sforo no superior a 
40 microgramos/ml. 

Transfenr 10 ml de əsta soluci6n a erlenmeyer 0 tubo 
de ensayo (172.3) Y anadir 10 ml del reactivo nitro-mo- . 
Iibdovanadato (17.3.9). Las dos soluciones tomadas con 
pipeta de dos enrases. Mezclar bien y dejar diez minutos' 
en reposo. Transferir una alicuota a la calula y medir 
la absorbancia en el espectrofot6metra a 430 nm, usan
do como referencia una soluci6n de 10 ml de soluci6n 
blanco con 10 ml del reactivo nitro-molibdo-vanadato. 

Efectuar siempre un ensayo en blanco con los reac
tivos utilizados, sıguiendo el mismo procedimiento expre
rimental. Usar aste como referencia ən cadə lectura 
espectrofotometrica. 

17.5 Caıculos. Determinar la concentraci6n de f6s
fcro en la porci6n alfcuota diluida de la soluci6n problema 
o de 105 microgramos/mililitros de dicha soluci6n, por 
referencia a la curva de calibrado, calculando el por
centaje en peso de f6sforo en la muestra. 

___ :::.5 ' C, . C2 •..• Cnn __ 
%p. .-

G ' 10.000 . A, . A2 

Siendo: 
G = Peso de la muəstra ən gramos. 
C, C2 ... Cn = Diluciones a que se lIevaron las alicuotas 

en mililitros. 
A, A2 ... An = Alicuotas tomadas para las diluciones 

sucesivas en mililitros. 
S = Microgramos/mililitros de f6sforo medidos de 

la soluci6n problema con relaci6n a la curva de calibrado. 

17.6 Observaciones. la diferencia entre el resultado 
de dos deternıinaciones sucesiv8s no debe exceder de: 

3 poı 100 (valor relativoj, con corıtenidos de t6sforo 
menor del 5 por 100 (m/m). 

0,1 por 100 (valor absoluto) para contenidos de f6s
fora igual 0 mayor que el 5 por 100 (m/m). 

17.7 Referencias. Segunda Directiva de la Comisi6n 
de 18 de noviembre de 1971 (71/383/CEE). «Diario 
Oficial de las Comunidades Europeas» numero L 279, 
de 20 de diciembre. 

18. Protefna bruta soluble en acido c1orhfdrico 
ypepsina 

18.1 Principio. EI matodo permite determinar la frac
ci6n de fas proteinas brutas solubilizadas por la pepsina 
y el aci do clorhidrico ən las condiciones dadas. Es apli
cable a las harinas de origen aiıimal. 

La muestra se somete a digesti6n durante cuarenta 
y ocho horas a 40 °C por una soluci6n c;;lorhidrica de 
pepsina. La suspensi6n se filtra 0 centrifuga y se deter
mina el contenido en nitr6geno del filtrado 0 del sobre
nadante, segun el metodo oficiəl numero 3 . 

18.2 Material yaparatos. 

18.2.1 Bano de agua 0 estufa de incubaci6n regu-
lada a 40 °C ± 1 °C. 

18.2.2 Mineralizador y destilador Kjeldahl. 

18.3 Reactivos. 

18.3.1 Acido c1orhfdrico (d = 1,125). 
18.3.2 Soluci6n de acido c1orhidrico O,075N. 
18.3.3 Pepsina 2,0 U/mg. La actividad debe con-

trolarse segun el metodo oficial numero 19. 
18.3.4 Soluci6n preparada recientemente de pep

si na 0,02 por 100 (p/v) en la soluci6n de acido c1or
hidrico (18.3.2). Actividad 400 U/1. 

18.3.5 Antiespumante. 
18.3.6 Los que figuran en 3.3. 

18.4 Procedimiento. Pesar, con precisi6n de 1 mg, 
2 9 de muestra. Introducir la muestra en matraz aforado 
de 500 rnl y anadir 450 ml de soluci6n clorhidrica. de 
pepsina (18.3.4), previamente lIevada a 40 °C. Ag!tar 
de forma que se evite la formaci6n de aglomerados. 
Cornprobar que el pH de la suspensi6n sea inferior a 
1,7. L1evar el matraz al bano de agua 0 a la estufa de 
incubaci6n (18.2.1) y mantenerlo durante cuarenta y 
ocho horas a 40 °C ± 1 °C, agitar a las ocho, veinticuatro 
y treinta y dos haras. Despues de 48 horas anadir 15 
ml de acido clorhidrico (18.3.1), refrigerar hasta 20 °C, 
enrasar el ı:natraz con agua y filtrar. . 

Tomar 250 ml del filtrado e introducirlos en la matraz 
de digesti6n Kjeldahl y proceder como en el matodo 
oficial nıımero 3. Efectuar una prueba en blanco. 

18.5 Caıculos. EI contenido en proteina soluble en 
c1orhfdrico y pepsina para 100 9 de muestra vendra 
dada por la siguiente f6rmula: 

Protefna solublejl00 g muestra 

Siendo: 

P = Peso, en g, de la muestra. 

2· 1.4·6,25 (VN- V'NI 
P 

V = Volumen, en ml, de acido sulfurico. 
N = Normalidad del acido sultlırico. 
V'= Volumen, en ml, de hidr6xido de sodio consu

midos en la valoraci6n. 
N' = Normalidad de la soluci6n de hidr6xido de sodio. 

18.6 Observaciones. Los productos cuyo contenido 
en nıaterias grasas exceda del 10 por 100 deben ser 
previarnente desengrasados por extracci6n con ater de 
petr6leo. 
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18.7 Referencias. Tercera Directiva de la Comisi6n 
de 27 de abril de 1972 (72/199/CEE). «Diario Dficial 
de las Comunidades Europeas» numero L. 123 de 29 
de mayo. 

19. Actividad de la pepsina 

19.1 Principio. EI metodo sirve para comprobar la 
aetividad de la pepsina utilizada en la determinaci6n de 
la proteina soluble en pepsina y acido clorhidrico. 

La hemoglobina se trata en las condiciones definidas 
con pepsina y acido clorhidrico. La fracci6n no hidro
lizada de las proteinas se precipita por el acido trielo
roaeetieo. Al filtrado se la anade soluei6n de hidr6xido 
de sodio y reactivo de Folin-Cioealteu. La absorbancia 
de esta soluci6n se mide a 750 nm y la cantidad de 
tirosina eorrespondiente se lee sobre una eurva patr6n. 

La unidad de pepsina se define eomo la eantidad 
de dicha enzima que libera por minuto. en las eondi
eiones del metodo. una cantidad de compuestos 
hidroxiarilos cuya coloraci6n por el reactivo de Folin-Cio
ealteu tiene una absorbancia correspondiente a la de 
un mol de tirosina. en las mismas condiciones. 

19.2 Material y aparatos. 

19.2.1 Bano de agua. regulado a 25 °C ± 0.1 °C 
por el ultratermostato. 

19.2.2 Espectrofot6metro. 
19.2.3 Cron6metro; preeisi6n: 1 segundo. 
19.2.4 pH-metro. 

19.3 Reactivos. 

19.3.1 
19.3.2 
19.3.3 
19.3.4 

roacetieo. 

Acido clorhidrico 0.2N. 
Acido c1orhidrico 0.26N. 
Acido elorhidrico 0.025N. 
Soluci6n al 5 por 100 (p/v) de acido trielo-

19.3.5 Soluci6n de hidr6xido de sodio 0.5N. 
19.3.6 Reactivo de Folin-Ciocalteu. Introducir 100 

9 de wolframato de sodio dihidrato (Na2W04' 2H20). 
25 9 de molibdato de sodio dihidrato (Na2M04 . 2H2 0) 
y 700 ml de agua en un matraz de fondo redondo de 
2 litros de cierre esmerilado. Anadir 50 ml de acido 
fosf6rico (d = 1.71) y 100 ml de acido elorhidrico con
centrado (d = 1.19). ajustar al matraz un refrigerante 
de reflujo. calentar hasta ebullici6n y mantener la solu
ci6n en ebullici6n suave durante 10 h. Dejar refrigerar. 
separar el refrigerante de reflujo. anadir 175 9 de sulfato 
de litio dihidrato (Li2S04 . 2H20). 50 ml de agua y 1 
ml de bromo.· Hacer hervir durante 15 minutos para eli
minar el exceso de bromo. 

Dejar refrigerar. trasvasar la soluci6n en un matraz 
aforado de 1 litro. completar el volumen con agua. homo
geneizar y filtrar. EI reactivo obtenido no debe presentar 
coloraci6n verduzca. Antes de su empleo. diluir 1 volu
men del reactivo con dos volumenes de agua. 

19.3.7 . Soluci6n de hemoglobina: Pesar una canti
dad de hemoglobina. sustrato. proteico segun Anson 
(2 9 aproximadamente) correspondiente a 354 mg de 
nitr6geno e introducir en un matraz de 200 ml de cierre 
esmerilado. Determinar el contenido en nitr6geno 
mediante un semi-microkjeldahl (contenido te6rico: 17.7 
por 100 de nitr6geno). Anadir algunos ml de acido elo
rhidrico (19.3.2) conectar el matraz a la bomba de vado 
y agitar hasta disoluci6n completa de hemoglobina. Dejar 
de hacer el vado y anadir. agitando constantemente. 
acido elorhidrico (19.3.2) para completar a 100 ml. Pre
parar inmediatamente antes de su empleo. 

19.3.8 Soluci6n patr6n de tirosina: Disolver 181.2 
mg de tirosina en acido elorhidrico (19.3.2) y completar 
a 1 litro con el mismo acido elorhidrico. 

19.3.9 Soluci6n patr6n de trabajo: Tomar 20.0 ml 
de la soluci6n (19.3.8) y diluir a 100 ml con acido elor
hidrico (19.3.1). Un ml de dicha soluci6n corıtiene 0.2 
micromoles de tirosina. 

19.4 Procedimiento. 

19.4. 1 Preparaci6n de la soluci6n (ver 19,6.1). 
Disolver 150 mg de pepsina en 100 ml de acido elor
hidrico (19.3.2). Tomar mediante pipeta 2 ml de la solu
ci6n. introducirlos en un matraz aforado de 50 nıl y com
pletar a volumen mediante acido elorhidrico (19.3.3). 
EI pH. controlado por el pH-metro. debe ser de 1.6 ± 0.1. 
Mantener el matraz en bano de agua a 25 °C (19.2.1). 

19.4.2 Hidr6lisis. Introducir mediante pipeta en tubo 
de ensayo 5.0 mlde soluci6n de hemoglobina (19.3.7) 
lIevar a 25 °C en el bano de agua (19.2.1) anadir 1.0 
ml de la soluci6n de pepsina obtenida en (19.4.1) y 
mezclar. con ayuda de una varilla de cristal ensanchada 
en un extremo. mediante aproximadamente 10 movi
mientos de vaiven. Mantener el tubo de ensayo en el 
bano de agua a 25 °C durante diez minutos exactamente. 
contados desde el momento de la adici6n de la soluci6n 
de pepsina (la duraci6n y la temperatura deben ser per
fectamente respetadas). Anadir a continuaci6n 10.0 ml 
de soluci6n de acido trieloroacetico (19.3.4) previamente 
lIevada a 25 aC. Homogeneizar y filtrar sobre un filtro 
seco. 

19.4.3 Desarrollo de la coloraci6n y medici6n de 
la absorbancia. Tomar mediante pipeta 5.0 ml del fil
trado. introducirlos en un erlenmeyer de 50 ml. anadir 
10.0 ml de soluci6n de hidr6xido de sodio (19.3.5) y 
agitando continuamente. 3.0 ml de reactivo diluido de 
Folin-Ciocalteu (19.3.6). Despues i:Iıı cinco a diez minu
tos. determinar la absorbancia de la soluci6n a 750 nm 
en cubetas de 1 cm de espesor. usando como blanco 
agua. 

19.4.4 Prueba en blanco. Para cada determinaci6n. 
proceder a una prueba en blanco tal como se indica. 
a continuaci6n. Introducir mediante pipeta en un tubo 
de ensayo 5.0 ml de soluci6n de hemoglobina (19.3.7). 
lIevar a 25 °C en el bano de agua (19.2.1.). anadir 10.0 
ml de soluci6n de acido trieloroacetico (19.3.4) previa
mente lIevado a 25 aC. homogeneizar y anadir a con
tinuaci6n 1.0 ml de la soluci6n de pepsina obtenida en 
19.4.1. Mezelar con la ayuda de una varilla de cristal 
y mantener el tubo de ensayo diez minutos exactamente 
en el balio de agua (19.2.1.) a 25 aC. Homogeneizar 
y filtrar sobre un filt(o seco. 

Continuar el metodo operativo tal como se indica en 
19.4.3. 

19.4.5 Curva de calibrado. Introducir en erlenme
yers de 50 ml volumenes de 1.0; 2.0; 3.0; 4.0; 5.0 ml 
de soluci6n patr6n de tirosina (19.3.9) correspondientes 
respectivamente a unas cantidades de tirosina de 0.2; 
0.4; 0.6; 0.8; y 1.0 micromoles. Completar la serie 
mediante un testigo exento de tirosina. Llevar los volu
menes a 5.0 ml con la ayuda del acido clorhidrico 
(19.3.1). Anadir 10.0 ml de soluci6n de hidr6xido de 
sodio (19.3.5). y agitando constantemente. 3.0 ml del 
reactivo diluido de Folin-Ciocalteu (19.3.6) .. Medir la 
absorbancia tal como se indica en la ultirna frase del 
punto (19.4.3). Trazar la curva de calibrado situando las 
concentraciones de tirosina frente a las absorbancias 
obtenidas. 

19.5 Caıculos. Leer sobre la curva de 'calibrado la 
cantidad de tirosina. en micromoles correspondiente a 
la absorbancia de la soluci6n coloreada. corregida de 
la prueba en blanco. -
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La actividad de la pepsina, en micromoles de tirosina, 
por mg y por minuto a 25 ac, viene dada por la f6rmula. 
siguiente: 

Unidades por mg (Ujmg) = 0,32 . a 
p 

Siendo: 

a = Cantidad de tirosina en micromoles leida sobre 
la curva patr6n. 

P = Peso en mg de la cantidad de pepsina anadida 
en 19.4.2. 

19.6 Observaeiones. 

19.6.1 . La cantidad de pepsina que hava que poner
se en la soluei6n debe ser tal que pueda obtener una 
absorbancia final de 0,35 ± 0,035. 

19.6.2 Dos unidades por mg obtenidas por el pre
sente metodo corresponden a 3,64 unidades millone
simas Ansonjmg (micromoles de tirosinajmg por minuto 
a 35,5 aC), 0 36.400 uAidades comereialesjg, (micromol 
de tirosinajg en 10 minutos a 35,5 DC). 

19.7 Refereneias. Tercera Directiva de la Comisi6n 
de 27 de abril de 1972 (72j199jCEE). «Diario Ofieial 
de las Comunidades Europeas» numero L, 123 de 29 
de mayo. 

20. Casefna total 

20.1 Principio. Se basa en preeipitar (despues de 
recoristituida la leche en agua tibia), la caseina a su 
punto isoeıectrico. Por lavado ~e recoge la caseina pura 
eliminando el suero y las impurezas. Se determina via 
Kjeldahl su nivel de proteina N x 6,38 y este valor dedu
eido el blanco correspondiente se expresa en easeina. 

Este metodo es aplicable a materias primas lacteas 
(leche en polvo deseremada, entera 0 semidescremada). 

20.2 Material y aparatos. 

20.2.1 Material necəsario para determinaci6n de 
proteina brula. 

20.2.2 Bano de agua con termostato para 40 DC. 
20.2.3 Centrifuga capaz de aleanzar 4.000 r.p.m. 

20.3 Reactivos. 

20.3.1 Reactivos necesarios para determinaci6n de 
proteina bruta. 

20.3.2 Acido acetieo. Diluci6n al 10 por 100 (pjv). 
20.3.3 Diluei6n de acetato de sodio 1 N. 
20.3.4 Papel de liltro Albet numero 2;40 0 similar. 

20.4 Procedimiento. Pesar 5 9 de muestra, con pre-
eisi6n de 1 mg. Disolver en 100 ml de agua desionizada 
calentada a 40-45 ac. Centrifugar a 4.000 r.p.m. durante 
15 minutos. Tomar 20 ml de la soluci6n y calentar en 
bano de agua a 40 DC durante ciiıeo 0 diez minütos. 
Anadir 5 ml de aci do aeetico (20.3.2) y dejar que pre
cipite durante 10 minutos. 

Anadir 5 ml de soluci6n de acetato de sodio (20.3.3) 
y esperar 10 minutos a que el precipitado de easeina 
evolueione y se aglomere. Filtrar sobre papel de filtro 
(20.3.4). 

Lavar con agua aeidulada con unas gotas de aeido 
acetico para eliminar el resto de proteinas solubles lac
teas 0 no, hasta conseguir una cuajada de caseina pura. 

A continuaci6n determinar el contenido en nitr6geno 
del preeipitado, segun el metodo Kjeldahl (metodo oficial 
numero 3). ' 

20.5 Caleulo. EI contenido en caseina se dara en 
procentajede peso segun: ' 

Caseina % = N x 6,38 

Siendo: 
N = Nitr6geno total del precipitado expresado en por

centaje de muestra. 

20.6 Observaeiones. EI lavado de la cuajada debe 
haeerse con agua acidulada y con gran euidado, de un 
lado .para que no resten en ella proteinas sericas, de 
otro para que no pierda easeina por manipulaei6n inde-
bida. . 

20.7 Refereneias. Metodos Ofieiales de Analisis de 
Leehes. Metodo numero 3. 

21. Urea 

21.1 Prineipio. Defeeaei6n de la muestra y medida 
de la absorbaneia a 420 nm del compuesto formado 
al anadir p-dimetilaminobenzaldehido. 

21.2 Material y aparatos. 
21.2.1 Mezclador 0 agitador eapaz de. efeetuar de 

35 a 40 vueltas por minuto. 
21.2.2 Tubos de ensayo de aproximadamente 160 

x 16 mm con tapones de rosea. 
21.2.3 Espeetrofot6metro. 

21.3 Reactivos. 
21.3.1 Soluci6n de p-dimetilaminobenzaldehido 

(D.M.A.B.). , 
Disolver 1,6 9 de (D.M.A.B.) en 100 ml de etanol 

del 96 por 100 y anadir 10 ml de aci do clorhidrico (d 
= 1,19 gjml). Este reaetivo se conserva hasta un maximo 
de dos semanas. 

21.3.2 Soluci6n Carrez 1. 
Disolver 24 9 de acetato de zinc trihidrato 

[Zn(CH 3 - COOb . 3HzOl y 3 ml de aeido aeetico glacial 
en agua destilada y eompletar hasta 100 ml. 

21.3.3 Soluci6n Carrez II. 
Disolver 10,6 9 de hexacianoferrato (II) de potasio 

trihidrato [KaFe(CN)6 . 3HzOl en agua destilada y eom
pletar hasta 100 ml. 

21.3.4 Carb6n aetivo que no absorba urea. 
21.3.5 Soluci6n patr6n de urea al 0,1 por 100 (pjv). 

2 1 .4 Proeedimiento. 
21.4.1 Curva de calibrado. Llevar volumenes de 1, 

2, 4, 5, y 10 ml de la soluci6n patr6n de urea (21.3.5) 
a matraees aforados de 100 ml y enrasar con agua des
tilada. Tomar 5 ml de eada soluei6n, lIevar a los tubos 
(21.2.2) y anadir respeetivamente 5 ml de la soluei6n 
DMAB (21.3.1). Mezclar y poner los tubos en bano de 
agua a 20 DC durante 15 minutos. Mecjir la absorbancia 
de cada solucı6n a 420 nm Irente a uıı blanco obtenıdo 
al tomar 5 ml de agua destilada y siguiendo el mismo 
procedimiento. Obtener la eurva de calibrado. 

21.4.2 Preparaci6n de la muestra. Pesar con aproxi
maei6n de 1 mg, 2 9 de muestra Lə introducirlos en un 
matraz aforado de 500 ml y ailadir 1 9 de carb6n aetivo 
(21.3.4). Anadir 400 ml de agua destilada, 5 ml de solu
ci6n Carrez I y 5 ml de soluei6n Carrez II. Poner el matraz 
en el agitador (21.2.1) durante 30 minutos. Enrasar con 
agua destilada, agitar y filtrar. 

21.4.3 Determinaei6n. Tomar 5 ml del filtrado y lIe
var a los tubos (21.2.2). Anadir 5 ml de la soluci6n DMAB 
(21.3.1) y eontinuar como en (21.4.1). 

21.5 Caleulos. Determinar el contenido de urea al 
eomparar las absorbancias obtenidas de la muestra fren
te a las de la eurva de ealibrado. Expresar el resultado 
en pmeentaje de muastra. 
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21.6 Referencias. Primera Directiva de la Comisi6n 
de 15 de junio de 1971 (71/250/CEE). «Diario Oficial 
de las Comunidades Europeas» numero L 155, de 12 
de julio de 1973. 

22. Acido eiənhfdrieo 

22.1 Principio. La muestra se suspende en agua. 
EI acido eianhidrico se libera bajo la acci6n de fermentos, 
se arrastra por destilaei6n en vapor de agua y se recoge 
en un volumen determinado de soluci6n de nitrato de 
plata acidificada. EI cianuro de plata se separa por fil
traei6n y el exceso de nitrato·de plata se valora mediante 
una soluci6n de tiocianato de amonio. 

EI metodo permite determinar el .contenido en acido 
eianhidrico libre y eombinado en forma de glue6sidos 
existentes en determinados piensos y, en particular, de 
los productos de semillas de lino, de harina de mandioca 
y de determinadas especies de leguminosas. 

22.2 Material yaparatos. 

22.2.1 Estufa provistade un termostato regulado 
a 38 °C. 

22.2.2 Aparato de destilaci6n en corriente de vapor 
de agua provisto de un refrigerante con alargadera cur
yada. 

22.2.3 Matraces de fondo plano de 100 ml de tap6n 
esmerilado. 

22.2.4 Bano de aceite. 
22.2.5 Bureta graduada a 1/20 ml. 

22.3 Reactivos. 

22.3.1 Suspensi6n de almendras dulces: 

Triturar 20 almendras dulces peladas en 100 ml de 
agua a una temperatura de 37. a 40 °C. Comprobar la 
ausencia de acido cianhidrico sobre 1 ° ml de la sus
pensi6n, con ayuda de un papel picro-s6dico 0 efectuan
do una prueba en blanco como se indica en el ultimo 
apartado de 22.4. . 

22.3.2 Soluci6n al 10 por 100 (p/v) de acetato de 
sodio, neutro a la fenolftaleina. 

22.3.3 Emulsi6n de antiespuma (silicona, por ejem-
plo). 

co. 

22.3.4 Acido nitrico, d = 1,40. 
22.3.5 Soluci6n de nitrato de plata O,02N. 
22.3.6 Soluci6n de tiocianato de amonio 0,02N. 
22.3.7 Soluci6n saturada de sulfato ferriCo am6ni-

22.3.8 Amoniaco d = 0,958. 

22.4 Procedimiento. Pesar, con precisi6n de 5 mg, 
20 9 de la muestra, introducirlos en un matraz de 1 
litro de fonda plano y anadir 50 ml de agua y 1 ° ml 
de suspensi6n de almendras dulces (22.3.1). Tapar el 
matraz y mantenerlo durante dieciseis horas en la estufa 
a 38 °C. Enfriar a continuaci6n a la temperatura ambiente 
y anadir 8 ml de agua y 1 ° ml de soluci6n de acetato 
de sodio (22.3.2) y una gota de emulsi6n antiespuma 
(22.3.3). 

Conectar el matraz al aparato de destilaci6n al vapor 
y situarlo en un bano de aceite previamente lIevado a 
una temperatura ligeramente superior a 100 °C. Destilar 
de 200 a 300 ml de liquido haciendo pasar en el matraz 
una fuerte corriente de vapor y calentando suavemente 
el bano de aceite. Recoger el destilado en un erlenmeyer 
situado al resguardo de la luz y que contenga 50 ml 
exactamente de soluci6n de nitrato de plata 0,02N 
(22.3.5) y 1 ml de acido nitrico (22.3.4). Asegurarse 
para que la alargadera del refrigerante quede sumergida 
en la soluci6n de nitrato de plata. 

Trasvasar el contenido del erlenmeyer a un matraz 
aforado de 500 ml, completar el volumen con agua, 

agitar y filtrar. Tomar 250 ml del .filtrado, anadir 1 ml 
aproximadamente de soluci6n de sulfato fƏrrico am6nico 
(22.3.7) y valorar en retroceso el exceso de nitrato de 
plata por la soluci6n de tiocianato de amonio 0,02N 
(22.3.6.) suministrada por la bureta graduada a 1/20 
ml. 

Efectuar en el caso en que fuera necesario un ensayo 
en blanco aplicando el mismo metodo operatorio a 10 
ml de suspensi6n de almendras dulces (22.3.1), en 
ausencia de la muestra para analizar. 

22.5 CalCulos. Si la prueba en blanco indica un con
sum'o de la soluci6n de nitrato de plata 0,02N, sustraer 
este valor del volumen consumido por el destilado de 
la muestra. 

1 ml de nitrato de plata 0,02N corresponde a 0,54 
de acido cianhidrico. Expresar el resultado en porcentaje 
de la muestra. 

22.6 Observaciones. Si la muestra contiene una 
cantidad importante de sulfuros (judias, por ej.), se forma 
un precipitado negro de sulfuro de plata que se filtra 
con el sedimento de cianuro de plata. La formaci6n de 
este precipitado entrana una perdida de soluci6n de nitra
to de plata 0,02N cuyo volumen debe Sustraerse del 
volumen tomado en consideraci6n para el calculo del 
contenido en acido cianhidrico. Con tal fin, proceder 
como se indica a continuaci6n: 

Tratar el sedimento sobre el filtro con 50 ml de amo
niaco (22.3.8) para disolver el cianuro de plata. Lavar 
el residuo mediante amoniaco diluido y proceder a la 
determinaci6n de su contenido en plata. Convertir el 
valor obtenido en· ml de soluci6n de nitrato de plata 
0,02N. _ 

EI contenido en acido cianhidrico de la muestra puede 
determinarse igualmente mediante titulaci6n del filtrado 
amoniacal acidificado por el acido nitrico. 

22.7 Referencias. Primera Directiva de la Comisi6n 
de 15 de junio de 1971 (71/250/CEE). «Diario Oficial 
de las Comunidades Europeas» numero L 155, de 12 
de julio. 

23. Determinəci6n de Iəs cenizəs insolubles 
en aeido elorhfdrico 

23.1 Principio. EI metc.do permite determinar el 
contenido en materias minerales insolubles en acido 
Cıorhidrico de los piensos y sus materias primas. Se 
preven dQs procedimientos en funci6n de la naturaleza 
de la muestra. 

23.1.1 ProcedimientQ A. Aplicable a las materias 
primas organicas y a la mayor parte de los piensos 
compuestos. 

23.1.2 Procedimiento B. Aplicable a mezclas mine
rales, asi como a los piensos compuestos cuyo contenido 
en insoluble clorhidrico, determinado segun el Proce
dimiento A. sea superior a 1 por 100. 

23.1.3 Procedimiento A. Se incinera la muestra, se 
tratan las cenizas por ebullici6n en acido clorhidrico y 
el residuo insoluble se filtra y se pesa. 

23.1.4 Procedimiento B. La mezcla se trata median
te acido clorhidrico. La soluci6n se filtra, el residuo se 
incinera y las cenizas obtenidas se tratan como el Pro
cedimiento A. 

23.2 Material yaparatos. 

23.2.1 Placa calefactora. 
23.2.2 Horno electrico, con termostato. 
23.2.3 Crisoles de incineraci6n de platino 0 de alea

ci6n de platino.y orc (10 por 100 Pt. 90 por 100 Au), 
rectangulares (60 x 40 x 25 mm) 0 redondos (diametro: 
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60 a 75 mm. altura 20 a 25 mm) 0 crisoles de otro 
material capaces de soportar una temperatura de 700 ac. 

23.3 Reactivos. 

23.3.1 Acido Cıorhfdrico 3N. 
23.3.2 Soluci6n al 20 por 100 (p/v) de acido tri-

cloroacetico. , 
23.3.3 Soluci6n al 1 por 100 (p/v) deacido triCıo

roacetico. 

23.4 Procedimiento. 

23.4. 1 Procedimiento A. Incinerar la muestra segun 
el metodo oficial descrito para la determinaci6n de las 

_ cenizas brutas. Se podran emplear igualmente las ceni
zas obtenidas al efectuar dicha determinaci6n. Trasj:ıasar 
las cenizas a un vaso de 250 a 400 ml con 75 ml de 
acido Cıorhidrico 3N (23.3.1). Llevar el Hquido cuidado
samente a ebullici6n suave y mantener esta durante quin
ce minutos. Filtrar la soluci6n caliente sobre un papel 
de filtro sin cenizas y lavar el residuo con agua caliente 
hasta la desaparici6n de reacci6n aciı;la. Secar el filtro 
que contiene el residuo e incinerar en un crisol tarado 
a una temperatura de 550 ac como mfnimo y de 700 ac 
como maximo. Refrigerar en desecador y pesar. 

23.4.2 Procedimiento B. Pesar. con precisi6n de 1 
mg. 5 9 de la muestra e introducirlos en un vaso de 
250 a 400 ml. Anadir sucesivamente 25 ml de agua 
y 25 ml de acido Cıorhfdrico 3N (23.3.1). mezCıar y espe
rar al final de la efervescencia. 

Anadir 50 ml de acido Cıorhidrico 3N (23.3.1). Si 
hay un nuevo desprendimiento de gases. esperar a su 
final y colocar a continuaciôn el vaso en un bano de 
agua hirviendo y mantenerlo alli durante treinta minutos 
o mas. si fuera necesario. con el fin de hidrolizar com
pletamente el almid6n que pueda estar presente. Filtrar 
en caliente sobre filtro sin cenizas y lavar el filtro median
te 50 ml de agua caliente (23.7). colocar el filtro' que 
contiene el residuo en un crisol de incineraci6n. secar 
e incinerar a una temperatura de 550 ac como minimo 
y 700 ac como maximo. Continuar tal como se indica 
en 23.4.1. parrafo segundo. 

23.5 Caıculos. Calcular el peso del residuo dedu
ciendo el peso der crisol vacfo. Expresar el resultado 
en porcentaje de la muestra. 

23.6 Observaciones. Si la filtraci6n se mostrara diff
cil. volver a comenzar la determinaci6n sustituyendo los 
50 ml de acido Cıorhidrico 3N por 50 ml de acido tri
Cıoroacetico al 20 por 100 (23.3.2) y lavando el filtro 
con ayuda de una soluci6n caliente de acido triCıoroa
cetico al 1 por 100 (23.3.3). 

23.7 Referencias. Primera Directiva de la Comisi6n 
de 15 de junio de 1971 (71/250/CEE). «Diario Oficial de 
las Comunidades Europeas» numero L 155. de 12 de 
julio de 1971. 

24. Esencia de mostaza 

24.1 Principio. La muestra se pone en suspensi6n 
en agua. Las esencias de mostaza se liberan bajo la 
acci6n de fermentos; se arrastran por destilaci6n en pre
sencia de etanol y se recogen en el amoniaco diluido. 
La soluci6n se trata en caliente con un volumen deter
minado de soluci6n de nitrato de plata.· refrigerado y 
filtrado. EI exceso de nitrato de plata se titula mediante 
una soluci6n de tiocianato de amonio. 

EI metodo permite determinar el contenido en esencia 
de mostaza arrastrable por el vapor de agua. expresado 
en isotiocianato de alilo. de la torta de las especies Bras
sica y Si na pis y de los piensos compuestos que la con
tienen. . 

24.2 . Material y aparatos .. 

24.2.1 Matraces de 500 ml de fondo plano y tap6n 
esmerilado. 

24.2.2 Aparato de destilar provisto de un refrige
rante y de un dispositivo que permita evitar el arrastre 
de Hquido. 

24.3 

24.3.1 
24.3.2 
24.3.3 

plo). 
24.3.4 
24.3.5 
24.3.6 
24.3.7 
24.3.8 

co. 

Reactivos. 

Mostaza blanca (Sinapis alba). 
Etanol. del 95 al 96 por 100 (v/v). 
Emulsi6n de antiespuma (silicona. por ejem-

Amoniaco. d = 0.958. 
Soluci6n de nitrato de plata 0.1 N. 
Soluci6n de tiocianato de amonio 0.1 N. 
Acido nftrico. d = 1.40. 
Soluci6n saturada de sulfato ferrico əm6ni-

24.4 Procedimiento. Pesar. con precisi6n de 1 mg. 
10 9 de la muestra. introducirlos en un matraz de 500 
ml de fonda plano y anadir 2 9 de mostaza blanca tri
turada finalmente (fuente de fermento) (24.3.1) y 200 
ml de agua a 20 ac. Tapar el matraz y mantenerlo durante 
dos horas aproximadamente a 20 ac agitandolo frecuen
temente. Anadir a continuaci6n 40 ml de etanol (24.3.2) 
y una gota de emulsi6n antiespuma (24.3.3). Destilar 
150 ml aproximadamente y recoger el destilado en un 
matraz aforado de 250 ml que contenga 20 ml de amo
nfaco (24.3.4) prestando atenci6n para que la extremi
dad del refrigerante se sumerja en el Hquido. Anadir a 
la soluci6n amoniacal 50 ml de soluci6n de nitrato de 
plata 0.1 N (24.3.5) (0 mas si fuera necesario). colocar 
sobre el matraz aforado un pequeno embudo y calentar 

'Ia mezCıa durante una hora en un bano de agua hirviendo. 
Dejar enfriar. completar el volumen con agua. agitar y 
filtrar. Tomar 100 ml del filtrado Hmpido. anadir 5 ml 
de acido nftrico (24.3.7) y 5 ml aproximadamente de 
soluci6n de sulfato ferrico am6nico (24.3.8). Valorar por 
retroceso el exceso de nitrato de plata con la soluciôn 
de tiocianato de amonio 0.1 N (24.3.6). 

Efectuar una prueba en blanco aplicando el mismo 
metodo a 2 9 de mostaza blanca triturada finalmente. 

24.5 Caıculos. Restar el volumen de soluci6n de 
nitrato de plata 0.1 N consumido en la prueba en blanco 
del consumido por la soluci6n de la muestra. EI valor 
obtenido da el numero de ml de soluci6n de nitrato de 
plata 0.1 N consumidos por la esencia de mostaza de 
la muestra analizada. 1 ml de nitrato de plata O. 1 N corres
ponde a 4.956 mg de isotiocianato de alilo. Expresar 
el resultado en porcentaje de la muestra. 

24.6 Referencias. Primera Directiva de la Comisi6n 
de 15 de junio de 1971 (71/250/CEE). «Diario Oficial de 
las Comunidades Europeas» numero L 155. de 12 de 
julio de 1971. 

25. Lactosa 

25.1 Principio. EI metodo permite determinar el con
tenido en lactosa de los piensos que contengan mas 
del 0.5 por 100 de este producto. 

Los azucares se disuelven en el agua. La soluci6n 
se somete a la fermentaci6n por la levadura Saccha
romyces cerevisiae. que deja intacta la lactosa. Previa 
defecaci6n y filtraci6n. el contenido en lactosa del filtrado 
se determina por el metodo de Luff-Schoorl. 

25.2 Material y aparatos. Banode agua provisto 
de termostato. regulado de 38 a 40 ac. 

25.3 Reactivos. 

25.3.1 Suspensi6n de Saccharomyces cerevısıae. 
Poner en suspensi6n 25 9 de levadura fresca en 100 
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ml de agua. La suspensi6n se conserva una semana 
como maximo en el refrigerador. 

25.3.2 Soluci6n Carrez 1. Disolver en agua 24 9 de 
acetato de cinc dihidrato Zn(CH 3000j, . 2H20 Y 3 ml 
de acido acetico glacial. Completar a 100 ml con agua. 

25.3.3 Soluci6n Carrez Ii. Disolver en agua 10.6 9 
de hexacianoferrato (II) de potasio K4Fe(CN)6 . 3H20. 
Completar a 100 ml con agua. 

25.3.4 Soluci6n de acido cftrico. Disolver 50 9 de 
acido cftrico (C6Hs0 7 H20) en 50 ml de agua. 

25.3.5 Soluci6n de carbonato de sodio. Disolver 
143.8 9 de carbonato de sodio anhidro en 300 ml aproxi
madamente de agua caliente. Dejar enfriar y enrasar 
a 300 ml. 

25.3.6 Soluci6n de sulfato de cobre. Disolver 25 
9 de sulfato de cobre pentahidrato (CUS04 . 5H20). exen
to de hierro. en 100 ml de agua. 

25.3.7 Reactivo de Luff-Schoorl. Verter con cuidado 
la soluci6n de acido cftrico (25.3.4) sopre la soluci6n 
de carbonato de sodio- (25.3.5). Aıiadir a continuaci6n 
la- soluci6n de sulfato de cobre (25.3.6) y completar a 
T litro con agua. Dejar reposar una noche y filtrar. Con
trolar la normalidad del reactivo obtenido (Cu 0.1 N; 
Na2C03 2N). EI pH de la soluci6n debe ser aproxima
damente 9.4. 

25.3.8 Granos de piedra p6mez hervidos con acido 
clorhfdrico. lavados con agua y secados. 

25.3.9 Soluci6n al 30 por 100 (p/v) de ioduro de 
potasio. 

25.3.10 Soluci6n de acido sulfurico 6N. 
25.3.11 Soluci6n de tiosulfato de sodio 0.1 N. 
25.3.12 Soluci6n de almid6n. Mezelar 5 9 de almi-

d6n con 30 ml de agua y aıiadir 1 I.itro de agua hirviendo. 
Hacer hervir durante tres minutos. dejar enfriar. Aıiadir 
10 mg de ioduro de mercurio (II) como conservador. 

25.4 Procedimiento. Pesar. con precisi6n de 1 mg, 
1 !iramo de muestra en un matraz aforado de 100 ml. 
Aıiadir de 25 a 30 ml de agua. Colocar el matraz durante 
treinta minutos en un baıio de agua hirviendo y refrigerar 
hasta 35 °C aproximadamente. Aıiadir 5 ml de suspen
si6n de levadura (25.3.1) y homogeneizar. Dejar reposar 
el matraz duran{e dos horas en un baıio de agua, a 
la temperatura de 38 a 40 °C. Refrigerar a continuaci6n 
hasta 20 °C aproximadamente. 

Aıiadir 2.5 ml de soluci6n de Carrez I (25.3.2) y agitar 
durante treinta segundos, aıiadir 2,5 ml de soluci6n 
Carrez ii y agitar, completar con agua a 100 ml, mezelar 
y filtrar. Tomar con pipeta un volumen del filtrado que 
no exceda 25 ml y que contenga entre 40 a 80 mg 
de lactosa e introducir en un erlenmeyer de 300 ml. 
Si fuese necesario completar a 25 ml con agua. 

Efectuar de igual forma un ensayo en blanco con 
5 ml de suspensi6n de levadura. 

Aıiadir 25 ml exactamente, del reactivo Luff-Schoorl 
(25.3.7), dos granulos de piedra p6mez (25.2.8). Calen
tar, agitando manualmente, sobre una lIama libre de 
media altura y lIevar el Hquido a ebullici6n durante dos 
minulos aproximadamente, colocar inmediatamente el 
erlenmeyer sobre una tela metalica provista ae una pan
talla de amianto con un agujero de 6 cm de diametro 
aproximadamente, bajo la que se ha encendido previa
mente una lIama. Esta se regula de forma que s610 se 
caliente el fonda del erlenmeyer. Adaptar a-continuaci6n 
un refrigerante a reflujo sobre el erlenmeyer. A partir 
de este momento, hacer hervir durante diez minutos 
exactamente, refrigerar inmediatamente en agua frfa y, 
despues de aproximadamente cinco minutos, valorar tal 
como se indica: 

Aıiadir 10 ml de soluci6n de yoduro de potasio 
(25.3.9) e inmediatamente despues y con cuidado (de
bido al riesgo de formaci6n de espuma abundante) 25 

ml de acido sulfurico 6N (25.2.10). Valorar a continua
ci6n con la soluci6n de tiosulfato de sodio 0,1 N (25.3.11) 
hasta la aparici6n de una coloraci6n amarilla elara, aıiadir 
el indicador (25.3.12) y terminar la valoraci6n. 

Efectuar la misma valoraci6n sobre una mezela medi
da con exactitud de 25 ml de reactivo Luff-Schoorl 
(25.3.7) y 25 ml de agua, despues de haber aıiadido 
10 ml de soluci6n de yoduro de potasio (25.3.9). y 25 
ml de acido sulfurico 6N (25.3.10) sin lIevar a ebullici6n. 

25.5 Caıculos. Establecer mediante la tabla adjunta 
la cantidad de lactosa en mg que corresponde a la dife
rencia ente los resultados de las dos valoraciones expre
sados en ml de tiosulfato de sodio 0,1 N. 

Expresa. los resultados en partes de lactosa anhidro 
por cada cien de muestra. 

25.6 Observaciones. 

25.6.1 Para 105 product05 que contengan mas del 
40 por ciento de 105 azucares fermentad05, emplear mas 
de 5 ml de 5uspen5i6n de levadura (25.3.1). 

25.6.2 Efec.tuar paralelamente un ensayo con una 
cantidad conocida de lactosa monohidrato, 

Tabla de valore5 para 25 ml de reactivo Luff-Schoorl 

NƏ;ı:S203 
GJucosa fructosa Lactosa Maltosa 

azucares invertidos O,lN 
C6 H,z06 C'2Hn O,1 C12H22011 

ml mg Diferencia mg Diferencia mg Dıferencia 

1 2.4 2.4 3,6 3,7 3,9 3,9 
2 4,8 2.4 7,3 3,7 7,8 3,9 
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 
4 9.7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 
5 12,2 2.5 18.4 3,7 19,6 3,9 
6 14.7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 
8 29,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 
9 22.4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 

10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 
13 33,0 2,7 48.4 3,8 51,6 4,1 
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55.7 4,1 
15 38,5 2.8 56,0 3,9 59,8 4,1 
16 41,3 2,9 59,9 3,9 i 63,9 4,1 
17 44,2 2,9 63.8 3,9 68,0 4,2 
18 47,1 2,9 67,7 4.0 72,2 4,3 
19 50,0 3,0 71.7 4,0 76,5 4.4 
20 53,0 3,0 75.7 4,1 80,9 4,5 
21 56,0 3,1 79,8 4.1 85.4 4,6 
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 
23 62,2 88,0 94,6 

25.7 Referencias. Primera Directiva de la Comisi6n 
de 15 de junio de 1971 (71/250/CEE). «Diario Oficial de 
las Comunidade5 Europea5» numero L 155, de 12 de 
juliode 1971. 

26. Potasio 

26.1 Principio. La muestra se incinera y las cenizas 
se recogen en soluci6n de acido clorhfdrico. EI contenido 
en potasio de la soluci6n se determin.a por fotometrfa 
de lIama en presencia de cloruro de cesio y de. nitrato de 
aluminio. La adici6n de dichas sustancias elimina, en 
una amplia medida, la interferencia de elementos per-
turbadores. . 
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EI metodo permite determinar el contenido de potasio 
en piensos. 

26.2 Material y aparatos. 

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

26.2.2 Horno electrico, con termostato. 
26.2.3 Fot6metro de lIama. 

26.3 Reactivos. 

26.3.1 Acido clorhidrico p.a.; d = 1,12. 
26.3.2 Cloruro de cesio p.a. 
26.3.3 Nitrato de aluminio nono-hidrato 

AI(N03 b . 9H2 0 quimicamente puro. 
26.3.4 Cloruro de potasio p.a. anhidro. 
26.3.5 Soluci6n tamp6n. Oisolver en agua 50 9 de 

cloruro de cesio (26.3.2) y 250 9 de nitrato de aluminio 
(26.3.3), completar a 1 litro con agua y homogeneizar. 
Conservar en frascos de material pıastico. 

26.3.6 Soluci6n patr6n de potasio. Disolver en agua 
1,907 9 de cloruro de potasio (26.3.4), anadiendo 5 

• ml de acido clorhidrico (26.3.1), completar a 1 litro con 
agua y homogeheizar. Conservar en frascos de material 
pıastico. 1 ml de dicha soluci6n contiene 1,00 mg de 
potasio. 

26.4 Procedimiento. 

26.4.1 Determinaci6n. Pesar con precısıon de 10 
mg, aproximadamente 10 9 de la muestra en un crisol 
de incineraci6n e incinerar a 450 ac durante tres horas. 
Despues de enfriar, trasvasar cuantitativamente el resi
dua de incineraci6n con la ayuda de 250 a 300 ml de 
agua, y despues con 50 ml de acido clorhidrico (26.3.1) 
a un matraz aforado de 500 ml. Despues de haber cesado 
el posible desprendimiento de gas carb6nico, calentar 
la soluci6n y mantenerla durante dos horas a una tem
peratura cercana a 90 ac, agitando de vez en cuando. 
Dejar enfriar a la temperatura ambiente, enrasar, agitar 
y filtrar. Introducir en un matraz aforado de 100 ml una 
parte alicuota del filtrada que contenga c.omo minimo 
1,0 mg de .potasio, anadir 10,0 ml de soluci6n tamp6n 
(26.3.5) enrasar con agua y homogeneizar. Para con
tenidos mas altos de potasio, diluir la soluci6n a analizar 
en la proporci6n adecuada, antes de la adici6n de la 
soluci6n tamp6n. EI cuadro siguiente se da a titulo indi
cativo para una toma de muestras de 10 9 aproxima
damente. 

Contenido supuesto 
de la muestra an potasio 

Porcenta;e K 

Hasta 0,1 """". 
0,1 a 0,5 
0,5 a 1,0 
1,0 a 5,0 
5,0 a 10,0 

10,0 a 20,0 

Factor de diluci6n 

1: 1 0 
1:10 
1:20 

Pərte alıcuota de la soluci6n 

ml 

50 
10 

5 
10 

5 
5 

Efectuar la medlci6n por fotometria de lIama a la lon
gitud de onda de 768 nin. Calcular el resultado mediante 
la curva de calibrado. 

26.4.2 Curva de calibrado. Introducir 10 ml exac
tamente de la soluci6n patr6n (26.3.6) en un matraz 
aforado de 250 ml, enrasar con agua y homogeneizar. 
Introducir en matraces aforados de 100 ml exactamente: 
0, 5, 10, 15, 20 y 25 ml.de dicha soluci6n, que corres
ponden respectivamente a cantidades de potasio de 0; 
0.2; 0.4; 0,6; 0,8; y 1,0 mg. Anadir en cada rnatrilz 10,0 
ml de soluci6n tamp6n (26.3.5) enra5ar con agua y 

homogeneizar. Efectuar las medidas como se indicə en 
26.4.1. EI trazado de la curva de calibrado es liııeal gene
ralmente hasta una concentraci6n en potasio 
de 1 mg en 100 ml de soluci6n. 

26.5 Caıculos. EI contenido en potasio se expresara 
en porcentaje de muestra. 

26.6 Observaciones. La adici6n de soluci6n tamp6n 
(26.3.5) para eliminar la interferencia de elementos per
turbadores no es siempre necesaria. 

26.7 Referencias. Primera Directiva de la Comisi6n 
de 15 de junio de 1971 (71/250/CEE). «Diario Oficial de 
las Comunidades Europeas» numero L 155, de 12 de 
julio de 1971. 

27. Sadia 

27.1 Principio. La muestra se incinera y las cenizas 
se recogen en soluci6n de acido clorhidrico. EI contenido 
en sodio de la soluci6n se determina por fotometria de 
lIama en presencia de cloruro de cesio y de nitrato de 
aluminio. La adici6n de estas sustancias elimina, en una 
amplia medida, la interferencia de elementos perturba
dores. 

EI metodo permite determinar el contenido de sodio 
en piensos. 

27.2 Material yaparatos. 

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

27.2.2 Hortıo electrico, con termostato. 
27.2.3 Fot6metro de lIama. 

27.3 Reactivos. 

27.3.1 Acido clorhidrico p.a .. d = 1,12. 
27.3.2 Cloruro de cesio, p.a. 
27.3.3 Nitrato'de aluminio nonahidrato, 

AI(NO,b . 9H 2 0, quimicamente puro. 
27.3.4 Cloruro de sodio p.a., anhidro. 

27.3.5 Soluci6n tamp6n. Disolver en agua 50 9 de 
cloruro de cesio (27.3.2) y 250 9 de nitrato de aluminio 
(27.3.3) completar'a 1 litro con agua y homogeneizar. 
Conservar en frascos de material pıastico. 

27.3.6 Sbluci6n patr6n de sodio. Disolver en agLia 
2,542 9 cloruro de sodio (27.3.4) anadiendo 5 ml de 
acido clorhidrico (27.3.1), completar a 1 litro con agua 
y homogeneizar. Conservar en frascos de material plas
tico. 1 ml\de dicha soluci6n 'contiene 1,00 mg de sodio. 

27.4 Procedimiento. 

27.4.1 Determinaci6n. Pesar, con precisi6n de 10 
mg, aproximadamente 10 9 de la muestra en un crisol 
de incineraci6n (27.2.1.) e incinerar a 450 ac durante 
tres horas. Evitar proyecci6n e inflamaci6n. Previo enfria
miento, trasvasar cuantitativamente el residuo de i[lci
neraci6ncon ayuda de 250 a 300 ml de agua, y despues 
con 50 ml de acido clorhidrico (27.3.1) a un matraz 
aforado de 500 ml. 
. Despues de haber cesado el posible desprendimiento 

de gas carb6nico, calentar la soluci6n y mantenerla 
durante dos horas a una temperatura cercana a 90°C, 
agitando de vez en cuand6. Dejar enfriar a temperatura 
ambiente, enrasar con agua, agitar y filtrar. Introducir 
en un n'ıatraz aforado de 100 ml una alicuota del filtrado, 
que contenga como maximo 1,0 mg de sodio, anadir 
10,0 ml de soluci6n tamp6n (27.3.5), enrasar con agua 
y homogeneizar. Para contenidos mas altos de sodio, 
diluir la solüci6n a analizar en la proporci6n adecuada. 
antes de la adiciön de la so!uci6n tampön. La tabla 
~iguient8 se da a titu!o informativo, para una toma de 
rnuestras de 10 9 aproximadamente. 
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Contənıdo slJpuesto 
de La rnuestr8 ən soluci6n 

Porcentaje Na 

Hasta 0.1 """". 
0.1 a 0.5 
0.5 a 1.0 
1.0 a 5.0 
5.0 a 10.0 

10.0 a 20.0 

Factor de di!uci6n 

1: 1 0 
1: 1 0 
1:20 

Parte alicuota de La soluci6n 

mr 

50 
10 

5 
10 

5 
5 

Efectuar la medida mediante fotometrfa de lIama a 
una longitud de onda de 589 nm. 

Calcular el resultado mediante la curva de calibrado. 

27.4.2 Curva de calibrado. Introducir exactamente 
10 ml de la soluci6n patr6n (27.3.6) en un matraz aforado 
de 250 ml. enrasar con agua y homogenizar. En matraces 
aforados de 100 ml. introducir exactamente O. 5. 10. 
15. 20 y 25 ml de dicha soluci6n que correspondan 
respectivamente a unas cantidades de sodio de 0; 0.2; 
0,4; 0.6; 0.8; y 1.0 mg. Anadir en cada matraz 10.0 
ml de soluci6n tamp6n (27.3.5) enrasar con agua y 
homogeneizar. Efectuar las medidas como se indica en 
27.4.1. EI trazado de la curva de calibrado es lineal gene" 
ralmente hasta una concentraci6n en sodio de 1 'mg 
en 100 ml de soluci6n. 

27.5 Caıculos. EI contenido en sodio se expresara 
en porcentaje de muestra. 

27.6 Observaciones. 

27.6.1 Para los productos cuyo contenido en sodio 
sea superior al 4 por 100 es preferible ineinerər la subs
tancia durante dos horas en un crisol provisto de una 
tapadera. Despues de enfriar. anadir agua. poner un resi
duo en suspensi6n con ayuda de un hilo de platino. 
secar e incinerar de nuevo durante dos horas en el crisol 
provisto de su tapadera. 

27.6.2 Si la muestra esta constituida unicamente 
por materiales minerales. proceder a la disoh.ici6n. sin 
previa incineraci6n: 

27.7 Referencias. Primera Directiva de la Comisi6n 
da 15 de junio de 1971 (71/250/CEE). «Diario Ofıcial de 
las Comunidades Europeas» numero L 155. de 12 de 
julio de 1971. 

28. Magnesio 

28.1 Prineipio. Incineraci6n de la muestra y trata
mieııto de las cenizas con acido Cıorhfdrico diluido. Si 
la muestra no contiene sustancias organicas. se disuelve 
directamente en acido clorhfdrico. La soluci6n se diluye 
y el contenido en magnesio se determina por espec
trofotometria de absorci6n at6mica a 285.2 nm. por com
paraci6n con las soluciones de calibrado. 

Esta especialmente indicado para determinar los con
tenidos en magnesio inferiores al 5 por 100 en los 
pıensos. 

28.2 Material yaparatos. 

28.2.1 Crisoles de incineraci6n de platino. cuarzo 
o porcelana. 

28.2.2 Horno 0 mufia en termostato. 

28.3 Reactivos. 

28.3.1 Acido clorhidrico de d = 1.16. p.a 
28.3.2 Acido c1orhfdrico de d = 1.19. p.a. 
28.3.3 Magnesio. en cinta 0 hilo. 0 sulfato de mag

nes;o heptahidrato. p.a. (Mg S047H?0) secado ən vado 
a temperatura ambiente. 

28.3.4 Soluci6n de sal de estroncio (c1a,uro 0 nit,a
ta) p.a. al 2.5 por 100 (p/v) de estroncio. p.a. [76.08 
9 de CI2Sr 6 H20/litro. 0 60.38 9 de (N03 )z Sr/litro]. 

2.8.3.5 Soluci6n de calibrado de magnesio: pesar 
con precisi6n de 1 mg. 1 9 de magnesio (28.3.3). sepa
rando previamente y con cuidado la pelicula de 6xido. 
o una cantidad correspondiente de sulfato de magnesio 
(28.3.3). Introducirlo en un matraz de 1.000 ml anadir 
80 ml de CIH (28.3.1) disolver y completar a 1000 ml 
con H20 desionizada. 1 ml de dicha soluci6n contiene 
1.000 mg de magnesio. 

28.4 Procedimiento. 

28.4.1 Preparaci6n de la muestra. 

28.4.1.1 Piensos formados exclusivamente por sus
tancias minerales: 

a) Pesar con precisi6n de 1 mg. 5 9 de la muestra 
e introducirlos en un matraz aforado de 500 ml con 
250-300 ml de agua desionizada. Anadir 40 ml de acido 
c1orhfdrico (28.3.1 ).lIevar a ebullici6n lenta durante trein
ta minutos. Enfriar. enrasar con agua desionizada. homo
geneizar y fillrar en vaso de precipitado con filtro de 
pliegues. Eliminar los 30 ml primeros del filtrado. 

b)' En presencia de sflice. tratar 5 9 de la muestra 
con una cantidad suficiente (entre 15 y 30 ml) de acido 
c1orhfdrico (28.3.2) y evaporar a sequedad sobre un bano 
de agua. Continuar tal y con se indica en (28.4.1.2) a 
partir de la tercera fase. 

28.4.1.2 Piensos formados esencialmente por sus
tancias nıinerales. Pesar con precisi6n de 1 mg. 5 9 
de la muestra en un crisol e incinerar a 550 De en horno 
mufla hasta la obtenci6n de cenizas exentas de partfculas 
carbonosas. 

Para eliminar la sflice anadir a las cenizas una cantidad 
suficiente (entre 15 y 30 ml) de acido c1orhfdrico (28.3.2) 
y evaporar a sequedad sobre un bano de agua. Secər 
a continuaci6n una hora en la estufa a 105 De. Recoger 
el residuo con 10 ml de acido c1orhidrico (28.3.1) y trans
vasar con la ayuda de agua desionizada caliente a un 
matraz aforado de 500 ml. L1evar a ebullici6n. dejar 
enfriar y enrasər con agua desionizada. Homogeneizar 
y filtrar en vaso a traves de un filtro de pliegues. Eliminar 
los 30 ml primeros del filtrado. 

28.4.1.3 Piensos formados esencialmente por sus
təncias organicas. Pesar con precisi6n de 1 mg. 5 9 
de la nıueııtra en crisol (28.2.1) e incinerar en un horno 
mufla hasta la obtenci6n de cenizas exentas de' partfculas 
carbonosas. Tratar tas cenizas con 5 ml de acido c1or
hidrico (28.3.2). evaporar a sequedad en bano de agua 
y secar a continuaci6n durante una hora en estufə a 
105 "c. para insolubilizar la silice. 

Recoger el residuo con 5 ml de acido c1orhfdrico 
(28.3.1). trasvasar con ayuda de agua desionizada calien
te a un matraz aforado de 250 ml. L1evar a ebullici6n. 
dejar enlriər y enrasar con agua desionizada. Homoge
neızar y filtrar en un vaso a traves de un filtro de pliegues. 
Eliminar los 30 ml primeros del filtrado. 

28.4.2 Medida de la absorci6n at6nıica. 

28.4.2.1 Curvə de calibrado. Preparar. diluyendo la 
soluci6n de calibrado (28.3.5) con agua desionizada. al 
menos cinco soluciones de referencias de concentra
ciones crecientes. escogidas en funci6n de la zona de 
medida 6ptima del espectrofot6metro. Anadir a cada 
soluci6n 10 ml de soluci6n de 5131 de estroncio (28.3.4) 
y completar al volumeıı de 100 ml con agua desionizada. 

28.4.2.2 . Prepa,aci6n de la muestra. Diluir con agua 
desionizada una parte alicuota del filtrado obtenido ən 
28.4.1.1. 28.4.1.2 y 28.4 1.3 de forma que se obtenga 
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una concentraci6n en magnesio comprendida en los limi
tes de concentraci6n de las soluciones de referencia. 
La concentraci6n en acido clorhfdrico de dicha soluci6n 
no debe exceder de OAN. Aıiadir 10 ml de la soluci6n 
de sal del estroncio (28.3.4) y completar al volumen 
de 100 ml con agua destilada. 

Medir la absorci6n de la soluci6n problema y la de 
las soluciones de referencia a una longitud de onda de 
285,2 nm. 

28.5 Cfılculos. Calcular la cantidad de magnesio de 
la muestra a partir de las soluciones de referencia. Expre
sar el resultado en porcentaje de la muestra. 

28.6 Observaciones. La diferencia entre lo's resul
tados de dos determinaciones paralelas efectuadas 
sobre la misma muestra, no debe de exceder del 5 por 
100 en valor relativo. 

28.7 Referencias. Cuarta Directiva de la Comisi6n, 
de 5 de diciembre de 1972 (73/46/CEE). «Diario Oficial 
de las Comunidades Europeas» numero L 83, de 30 
~e marzo de 1973. 

29. 'Hierro 

29.1 Principio. Determinaci6n del oligoelemento 
hierro en los piensos y sus materias primas. EI limite 
inferior de determinaci6n es de 20 mg/kg. La muestra 
se disuelve en soluci6n de acido Cıorhfdrico, previa des
trucci6n de la materia organica. EI hierr.o se determina, 
despues de diluci6n apropiada, por espectrofotometrfa 
de absorci6n at6mica. 

29.2 Material yaparatos: 

29.2.1 Horno mufla, de temperatura regulable. 
29.2.2 Material de vidrio borosilicato resistente. Se 

recomendara utilizar un material que sirva exclusivamen
te para la dosificaci6n del oligoelemento. 

29.2.3 Capsulas de platino y, eventualmente, de 
cuarzo. 

29.2.4 Espectrofot6metro de absorci6n at6mica, 
que responda a las exigencias de metodo, en 10 que 
concierne a la sensibilidad y a la precisi6n requeridas 
dentro de los limites de utilidad que se emplea. 

29.3 Rea<:tivos. 

29.3.1 Acido clorhfdrico p.a., d = 1,19. 
29.3.2 Acido clorhfdrico 6N. 
29.3.3 Acido clorhfdrico O,5N. 
29.3.4 Acido fluorhfdrico de 38-40 por 100 (v/v), 

con un contenido de hierro inferior a 1 mg/I y cuyo 
residuo de evaporaci6n sea inferior a 10 mg/I (expresado 
en sulfatos). 

29.3.5 Acido sulfurico p.a. (d = 1,84). 
29.3.6 Agua oxigenada de unos 100 volumenes de 

oxfgeno (30 por 100 ·en peso). 
29.3.7 Soluci6n patr6n de hierro (1.000 microgra

mos de hierro/ml): Disolver 1 9 de hierro en hilos p.a., 
en 200 ml de acido clorhfdrico 6N (29.3.2) aıiadir 16 
ml de 'agua oxigenada (29.3.6) y completar con agua 
hasta 1 litro. 

29.3.8 Soluci6n patr6n de trabajo (100 microgra
mos de hierro/ml): Tomar 10 ml de la soluci6n patr6n 
(29.3.7) y lIevar a 100 .ml con agua. 

29.3.9 Soluci6n de cloruro de lantano: Disolver 12 
9 de 6xido de lantano en 150.ml de agua, aıiadir 100 
ml de acido clorhfdrico 6N (29.3.2) y completar con 
agua hasta 1 litro. 

29.4 Procedimiento. 

29.4.1 Muestra que contenga compuestos organi
cos. 

29.4.1.1 Incineraci6n y preparaci6n de la muestra 
a analiıar. 

i) Colocar de 5 a 10 9 de la muestra pesados con 
una precisi6n de 0,2 mg, en una capsula de cuarzo 0 
de platino (29.2.3) (ver 29.6.6), secar en estufa a 
105 ac e introducir la capsula en el horno mufla (29.2.1) 
frfo. Cerrar el horno (ver 29.6.7) y elevar progresivamente 
la temperatura para alcanzar 450 a 475 ac en noventa 
minutos aproximadamente. Mantener dıcha temperatura 
durante cuatro a seis horas (por ejemplo durante la 
noche) para eliminar la materia carbonosa, abrir luego 
el horno y dejar enfriar (ver 29.6.8). 

Humedecer las cenizas con agua, trasvasarlas a un 
vaso de precipitado de 250 ml. Enjuagar la capsula con 
5 ml de acido clorhfdrico (29.3.1) y trasvasar, lentamente 
y con precauci6n, la soluci6n de enjuague al vaso de 
precipitado (se podra producir una reacci6n violenta por 
formaci6n de di6xido de carbono). Aıiadir luego gota 
a gota acido clorhfdrico (29.3.1), agitando al mismo tiem
po el contenido del vaso de precipitado, hasta que cese 
la efervescencia. Evaporar a sequedad agitando peri6-
dicamente con una varilla de vidrio. 

Aıiadir al residuo 15 ml de acido clorhfdrico 6N 
(29.3.2) y unos 120 ml de agua. Mezclar con la ayuda 
de una varilla de vidrio, dejar la misma en ııl vaso de 
precipitado y cubrir con un vidrio de reloj. Poner el liquıdo 
en ebullici6n suave y mantener la ebullici6n hasta que 
aparentemente ya no se disuelvan las cenizas. Filtrar 
usando un papel de filtro sin cenizas y recoger el filtrado 
en un matraı aforado de 250 ml. Lavar el vaso de pre
cipitado y el filtro con 5 ml de acido clorhfdrico 6N 
(29.3.2.) caliente y por dos veces con agua hirviendo. 
Completar con agua hasta enrasar (la concentraci6n en 
acido clorhfdrico sera de O,5N aprox1madamente). 

ii) Si el residuo que se queda enel filtro apareciese 
negro (carbonoso), colocarlo de nuevo en el horno e 
incinerar de 450 a 475 ac. Dicha incineraci6n, que reque
rira unicamente algunas horas (tres a cinco horas aproxi
madamente), se completara cuando las cenizas aparez
can blancas 0 casi blancas .. Disolver el residuo en unos 
2 ml de acido clorhfdrico (29.3.1). Evaporar a sequedad 
y anadir 5 ml de acido clorhfdrico 6N (29.3.2). Calentar, 
filtrar la soluci6n en el matraz aforado y completar con 
agua enrasar (la concentraci6n en acido clorhfdrico sera 
de O,5N aproximadamente). 

29.4.1.2 Preparaci6n de las soluciones patr6n. Pre
parar una gama de soluciones patr6n a partir de la solu
ci6n patr6n de trabajo (29.3.8) de forma que cada solu
ci6n patr~n tenga una concentraci6n en acido clorhfdrico 
de O,5N a'proximadamente y una concentraci6n de clo
ruro de lantano que corresponda a 0,1 por 100 de lan
tano (p/v) (29.3.9). Las concentraciones escogidas del 
oligoelemento deberfın encontrarse .en la zona .de sen
sibilidad del espectrofot6metro utilizado. EI cuadro 
siguiente dara, a tftulo de ejemplo, los tipos de com
posici6n de soluci6n patr6n; segun el tipo y la sensi
bilidad del espectrofot6metro utilizado, podra ser nece
sario escoger otras con.centraciones: 

Hierro 

~g də Fe/ml 0 0.5 1 2 3 4 5 

ml de soluci6n patr6n de 0 0,5 1 2 3 4 5 
trabajo (29.3.8). 

(1 ml = 100 ııg Fe) + ml CIH 7 7 7 7 7 7 7 
6N (29.3.2). 

+ 10 ml de soluci6n de cloruro de lantano (29.3.9) 
Completar con agua hasta 100 ml 
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Si la muestra tuviese una relaci6n ponderal 

Ca+Mg 
----> 2. se podra omitir la adici6n de la soluci6n 

p 

de cloruro de lantaho (29.3.9). 

29.4.1.2.2 Preparaci6n de la soluci6n a analizar. 
Introducir con pipeta una alfcuota de la soluci6n pre
parada segun (29.4.1.1) en un matraz aforado de 100 
ml; aiiadir 10 ml de soluci6n de cloruro de lantano 
(29.3.9). Completar con acido clorhidrico 0.5N (29.3.3). 

Si la muestra tuviese una relaci6n ponderal 

Ca+Mg 
----> 2. se podra omitir la adici6n de la soluci6n 

p 

de cloruro de lantano (29.3.9). 

29.4.1.2.3 Prueba en blanco. Realizar una prueba 
en blanco que comprenda todas las etapas prescritas 
del procedimiento operativo. sin la presencia de la mues
tra. No se debera utilizar la soluci6n patr6n 0 para la 
prueba en blanco. 

29.4.1.2.4 Medida por absorci6n at6mica. Medir la 
absorbancia de las soluciones patr6n y, de la soluci6n 
a analizar. utilizando una lIama oxidante de aire-acetileno 
a la longitud de onda de: 248.3 nm. Realizar cuatro 
veces cada medida. 

29.4.2 Compuestos minerales. En ausencia de 
materia organica. sera inutil la incineraci6n previa. Apli
car el procedimiento operativo a partir del punto 
(29.4.1.1.i). segundo apartado (ver 29.6.6). 

29.5 Caıculos. Calcular la concentraci6n del oligo
elemento en la soluci6n a analizar mediante una curva 
de calibrado y expresar el resultado en mg de oligo
elemento por kg de muestra (ppm). 

La diferencia entre los resultados de dos determina
ciones paralelas efectuadas sobre la misma muestra por 
el mismo analista no deberan de 'sobrepasar: 

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

- 10 por 100 del resultado mas elevado para los 
contenidos superiores a 50 y hasta 100 mgl'kg. 

- 10 mg/kg. en valor absoluto. para los contenidos 
superiores a 100 Y hasta 200 mg/kg. 

- 5 por 100 del resultado mas elevado para los con
tenidos superiores a 200 mg/kg 

29.6 Observaciones. 

29.6.1 EI agua empleada. para la preparacıon de 
reactivos y de las soluciones requeridas durante el ana
lisis debera estar exenta del cati6n a determinar. Se 
obtendra. bien por doble destilaci6n en un aparato de 

. borosilicato 0 de cuarzo. bien por doble permutaci6n 
en resina intercambiadora de iones. 

29.6.2 Los reactivos deberan ser. al menos. de la 
calidad para analisis (p.a.). La ausencia del elemento a 
determinar. debera controlarse por un ensayo en blanco. 
Si fuese necesario. se someteran los reactivos a una 
purificaci6n mas profunda. 

29.6.3 Se podran sustituir las soluciones patr6n des
critas por soluciones patr6n comerciales con tal que las 
mismas sean garantizadas y controladas antes de su 
empleo. 

29,6.4 Los forrajes verdes (frescos 0 deshidratados) 
pueden contener grandes cantidades de silice vegetal 

que puedan retener el oligoelemento y que se deberan 
eliminar. Se someteran las muestras de dichos piensos 
al siguiente tratamiento: efectuar la operaci6n (29.4.1.1) 
hasta I.a fase de filtraci6n. Lavar el papel de filtro. que 
contenga el residuo insoluble. por dos veces con agua 
hirviendo y colocarlo en una capsula de platino (29.2.3). 
Incinerar en el horno mufla (29.2.1) a una temperatura 
inferior a 550 °C hasta que toda la materia carbonosa 
hava desaparecido por completo. Dejar enfriar. aiiadir 
algunas gotas de agua y de 10 a 15 ml de acido fluor- . 
hidrico (29.3.4). Evaporar a sequedad a 150 °C aproxi
madamente. Si el residuo contiene aunsilice. disolver 
la misma en algunos ml. de acido fluorhidrico (29.3.4) 
y evaporar a sequedad. Aiiadir cinco gotas de acido sul
furico (29.3.5) y calentar hasta desaparici6n de los 
humos blancos. Aiiadir 5 ml de acido clorhidrico 6N 
(29.3.2) y 30 ml aproximadamente de agua. calentar. 
filtrar la soluci6n en un matraz aforado de 250 ml y 
completar hasta enrasar (la concentraci6n de aci do clor
hidrico sera de·0.5N aproximadamente). Proseguir el pro
cedimiento a partir del punto (29.4.1.2). 

29.6.5 Al determinar el oligoelemento sera opor-' 
tuno lIamar la atenci6n en cuanto a los riesgos de con
taminaci6n. Por ello. los instrumentos utilizados para la 
preparaci6n de las muestras deberan estar exentos de 
dicho metal. 

Para reducir los riesgos de contaminaci6n convendra 
trabajar en atm6sferas exentas de polvo. con un material 
rigurosamente limpio y aparatos de vidrio.cuidadosamen
te lavados. 

29.6.6 Calcular el peso de la muestra en funci6n 
del contenido aproximado en el pienso del oligoelemento 
a valorar y de la sensibilidad del espectrofot6metro uti
lizado. Para determinados piensos pobres en el oligo
elemento podra ser necesario extraer una muestra de 
10 a 2.0 9 Y limitar el volumen de la soluci6n final a 
100 ml. 

29.6.7 Incinerar en un horno cerrado sin inyecci6n 
de aire 0 de oxigeno. 

29.6.8 La temperatura no debera sobrepasar los 
475°C. 

29.7 Referencias. Octava Directiva de la Comisi6n 
de 15 de junio de 1978 (78/633/CEE). «Diario Oficial 
de las Comunidades Europeas» numero L 206 de 29 
de julio de 1978. 

\ 
30. Cobre 

30.1 Principio. Determinaci6n del oligoelemento 
cobre en los piensos y sus materias primas. EI limits 
inferior de determinaci6n es de 10 mg/kg. La muestra 
se disuelve en soluci6n de acido clorhidrico. previa des
trucci6n de la materia organica. EI cobre se determina. 
despues de diluci6n apropiada. por espectrometria de 
absorci6n at6mica .. 

30.2 Material y aparatos. Idem 29.2 . 

30.3 Reactivos. Idem 29.3. hasta 29.3.6. inclusive. 

30.3.7 Soluci6n patr6n de cobre (100 microgramos 
de cobre/ml). Disolver 1 9 de cobre en polvo p.a. en 
25 ml de acido clorhidrico 6N (29.3.2). aiiadir 5 ml de 
agua oxigenada (29.3.6) y completar con agua 
hasta 1 1. 

30.3.8 Soluci6n patr6n de trabajo (10 microgramos 
de cobre/ml). Tomar 10 ml de la soluci6n patr6n 
(30.3.7 ) y lIevar a 1.000 ml con agua. 

30.4 Procedimiento. Idem 29.4. hasta 29.4.1.2. 



eOE num. 52 Jueves 2 marzo 19% 
.~--

7191 

30.4.1.2 Determinaci6nespectrofotometrica. 

3.0.4.1.2.1 Preparaci6n de las soluciones patr6n a 
partir de la soluci6n de trabajo (3.0.3.8) de fQrma que 
cada soluci6n patr6n tenga una concentraci6n de acido 
Cıorhidrico de D,5N aproximadamente. Las concentra
ciones escogidas del oligoelemento deberan encontrarse 
en la zona de sensibilidad del espectrofot6metro utili
zado. 

EI cuadro siguiente dara, a titulo de informaci6n, los 
tipos de composici6n de la soluci6n patr6n: segun el 
tipo y la sensibilidad del espectrofot6metro utilizado, 
podfa ser necesario escoger otras concentraciones: 

Gobre 

IJg Cu/ml 0 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 

011 de soluci6n patr6n de .0 1 2 4 6 8 lD 
trabajo (3.0.3.8). 

(1 011 = 1 DD J.lg. Cu) + 011 8 8 8 8 8 8 8 
CIH 6N (29.3.2). 

Completar con agua hasta 1 DD 011 

3.0.4.1.2.2 Preparaci6n de la soluci6n a analizar. La 
soluci6n preparada segun (29.4.1.1) podra, como norma 

. general, utilizarse directamente. Si fuese necesario lIevar 
su concentraci6n a la gama de las concentraciones de 
iəs soluciones patr6n, se podra introdı.icir con pipeta una 
alicuota en un matraz aforado de 1.0.0 ml y completar 
con acido clorhidrico D,5N (29.3.3) hasta enrasar. 

3.0.4.1.2.3 Prueba en blanco. Idem 29.4.1.2.3. 
3.0.4.1.2.4 Medida por absorci6n at6mica. 

Medir la absorbanciade las soluciones patr6n y de . 
la soluci6n a analizar, utilizando una lIama oxidante de 
aire-acetileno, con una fongitud de onda de 324,8 nm. 
Realizar cuatro veces cada medida. 

:iD.4.2 Compuestos minerales. Idem 29.4.2. 

3.0.5 
3.0.6 
3.0.7 

Caıculös. Idem 29.5. 
Observaciones. Idam 29.6. 
Referencias. Idem 29. 

31. Manganeso 

31.1 P"rincipio. Determinaci6n del oligoelemento 
manganeso en los piensos y sus materias primas. Ellimite 
inferior de determinaci6n sera de 2.0 mg/kg. La muestra 
se disuelve en soluci6n de acido clorhidrico, previa des
trucci6n de la materia organica. EI manganeso se deter
mina, despues de diluci6n apropiada, por espectrofoto
metria de absorci6n at6mica. 

31.2 Material y aparatos. Idem 29.2. 
31.3 Reactivos. Idem 29.3. hasta 29.3.6. inclusive. 

31.3.7 Soluci6n patr6n de manganeso (1 . .0.0.0 
microgramos Mn/ml): disolver 1 9 de manganeso polvo 
p.a. en 25 ml de acido clorhidrico 6N (29.3.2) y com
pletar con agua hasta L litro. . 

31.3.8 Soluci6n patr6n de trabajo (1.0 microgramos 
Nm/ml): tomar 1.0 ml de la soluci6n patr6n (31.3.7) y. 
lIevar a 1 . .0.0.0 ml con aglia. 

31.3.9 Idem 29.3.9. 

31.4 Procedimiento. Idem 29.4 hasta 29.4.1.2.3. 
inclusive, a excepci6n del cuadro de 105 tipos de com
posici6n de la soluci6n patr6n. 

Manganeso 

ı.ıG Mn/ml 0 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 

m I de soluci6n patr6n de .0 1 2 4 8 8 lD 
trabajo (31.3.8). 

( 1 ml = 1.0 J.lg Mn) + ml CIH 7 7 7 7 7 7 7 
6N(29.3.2). 

+ 1.0 011 de soluci6n de cloruro de lantano (29.3.9). 
Completar con agua hasta 1 DD ml 

31.4.1 Medida por absorci6n at6mica. Medir la 
absorbancia de las soluciones patr6n y de la soluci6n 
a analizar, utilizando una lIama oxidante aire-acetileno 
con una longitud de onda de 279,5 nm. Realizar cuatro 
veces cada medida. 

31.4.2 Idem 29.4.2.-

31.5 Caıculos. Idem 29.5. 

31.6 Observaciones. Idem 29.6. 
31.7 Referencias.ldem 29.7. 

32. Ginc 

32.1 Principio. Determinaci6n del oligoelemento 
cinc en 105 piensos y sus materias primas. Ellimite inferior 
de determinaci6n sera de 2.0 mg/kg. La muestra se 
disuelve en soluci6n de acido clorhidrico, previa des
trucci6n de la materia organica. EI cinc se determina, 
despues de diluciqn apropiada. por espectrofotometria 
de absorci6n at6mica. 

32.2 Material y aparatos. Idem 29.2. 
32.3 Reactivos. Idem 29.3 hasta 29.3.6, inclusive. 

32.3.7 Soluci6n patr6n de cinc (1 DD microgramos 
Zn/ml): disolver 1 9 de cinc en cinta 0 placa. p.a .. ən 
25 ml de acido clorhidrico 6N (29.3.2) y completar con 
agua hasta 1 litro. 

32.3.8 Soluci6n patr6n de trabajo (1.0 microgramos 
Zn/ml): tomar lD ml de la soluci6n patr6n (32.3.7) y 
lIevar a 1 DD ml con agua. 

32.3.9 Idem 29.3.9. 

32.4 Procedimiento. Idem 29.4 hasta 29.4.1.2.3, 
inclusive, a excepci6n del cuadro de 105 tipos de com
posici6n de la soluci6n patr6n. 

\ 

Ginc 

f.1GZrı/ml 0 0,05 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 

ml de soluci6n patr6n .0 .0,.05 1 2 4 6 8 
. de trabajo (32.3.8). 

(1 ml= lDJ.lgZn)+mICIH 7 7 7 7 7 7 7 
6N(29.3.2). 

+ 1.0 ml de soluci6n de cloruro de lantano (29.3.9). 
Completar con agua hasta 1 DD ml 

32.4.1 Medida por absorci6n at6mica. Medir la 
absorbancia de las soluciones patr6n y de la soluci6n 
a analizar. utilizando una lIama oxidante aire-acetileno 
con una longitud de onda de 213.8 nm. Realizar cuatro 
veces cada medida. 

32.4.2 Idem 29.4.2. 

32.5 Caıculos. Idem29.5. 
32.6 Observaciones. Idem 29.6. 
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Ademas tener en cuenta (29.6.5) que la determina
ei6n del cinc es espeeialmente sensible a las contami
naciones proceden.tes de los aparatos de vidrio. de los 
reactivos. del polvo y de otros elementos perturbadores. 

32.7 Referencias. Idem 29.7. 

33. Humedad de Jas grasas y aceites animaJes 
y vegetaJes 

33.1 Principio. La muestra se somete a desecaei6n 
a 103 aC hasta peso constante. 

Este mƏtodo permite determinar "el contenido en 
humedad (agua y otras materias volatiles) de las grasas 
y aceites animales y vegetales. 

33.2 Material yaparatos. 
33.2.1 Recipientes de fonda plana. de material 

resistente a la corrosi6n con diametro de 8-9 cm yaltura 
de aproximadamente 3 cm. 

33.2.2 Term6metro de mercurio. de bulbo reforzado 
y camara de dilataei6n en el extremo superior. graduado 
de 80 a 110 aC como minimo y de una longitud de 
10 cm aproximadamente. 

33.2.3 Bano de arena 0 placa calefactora eıectrica. 
33.2.4 Oesecador conteniendo un deshidratante 

eficaz. 
33.2.5 Balanza analitica. 

33.3 Procedimiento. Pesar. con preeisi6n de 1 mg. 
20 9 aproximadamente de la muestra homogeneizada. 
en el recipiente (33.2.1). se co y tarado. conteniendo el 
term6metro (33.2): Calentar sobre bano de arena oplaca 
calefactora (33.2.3.). agitando constantemente con la 
ayuda del term6metro. de forma que la temperatura IIe
gue a 90 aC en siete minutos aproximadamente. 

Elevar la temperatura lentamente. sin superar los 
105 aC. agitando con el term6metro hasta el ee se de 
burbujas. 

Para garantizar la completa eliminaci6n de la hume
dad. repetir varias veces el calentamiento a 103 aC ± 
2 aC. enfriar a continuaci6n erT desecador (33.2.4) hasta 
temperatura ambiente y pesar. Repetir esta operaci6n 
hasta que la diferencia entre dos pesadas sucesivas no 
exceda en mas de 2 mg. 

33.4 Caıcüıos. EI contenido en humedad de la mues
tra. en porcentaje. viene dada por la f6rmula: 

100 
(P, - P2 ) x 

Siendo: 
P 0= Peso. en gramos. de la muestra. 
P, = Peso. en gramos. del recipiente con su contenido. 

antes del calentamiento. 
P2 = Peso. en gramos. del reeipiente con su contenido. 

despues del calentamiento. 

Los resultados por debajo del 0.05 por 100 deben 
expresarse como menos del 0.05 por 100. 

33.5 Observaeiones. 
33.5.1 Un incremento del peso de la muestra des- • 

pues de un calentamiento repetido indica una oxidaei6n 
de la grasa. En. este caso hacer el calculo a partir de 
la pesada efectuada inmediatamente antes de aparecer 
este incremento de peso. 

33.5.2 La diferencia entre los resultados de dos 
determinaeiones paralelas efectuadas sobre una misma 
muestra no debe exceder del 0.05 por 100 en valor 
absoluto. . 

33.6 Referencias. Cuarta Oirectiva de la Comisi6n 
de 5 de diciembre de 1972. (73/46/CEE). «Oiario Oticial 

de las Comunidades Europeas» numero L 83. de 30 
de marzo de 1973. 

~4(a). Almid6n (metada poJarimetrico) 

34(a).1 Prineipio. EI metodo comprende una doble 
determinaci6n. En la primera. la muestra se trata en 
caliente mediante aeido c1orhidrico diluido. Previa defe
caci6n y filtraci6n. se medira mediante un polarimetro 
el poder rotatorio de la soluei6n .. 

En el segundo. !a muestra se extrae mediante etanol 
al 40 por 100. Tras la acidificaci6n del filtrado por el 
aeido c1orhidrico. defecaci6n y filtraci6rı. se mide el poder . 
rotatorio en las mismas condiciones que en la primera 
determinaei6n. 

La difereneia entre las dos multiplicada por un factor 
comun da como resultado el contenido en almid6n de 
la muestra. 

EI metodo permite determinar el contenido en almi
d6n y sus productos de degradaei6n de alto peso mole
cular en los piensos. excepto de aquellos que contienen 
peladuras. pulpas. hojas 0 cuellos secos de remolacha. 
pulpa de patata. levadura deshidraıada. productos ricos 
en inulina (por ejemplo. peladuras y harina de chufas) 
o chicharrones. 

34(a).2 Material yaparatos. 
/" 

34(a).2.1 Erlenmeyer de 250 ml de boca esmeri-
lada. con refrigerante de reflujo. 

34(a).2.2 Polarimetro 0 sacarimetro. 

34(a).3 Reactivos. 
34(a).3.1 Aeido c1orhidr.ico al 25 por 1 00 (p/~). 

d=1.126. 
34(a).3.2 Acipo c1orhidrico al 1.128 por 100 (p/v). 

La concentraei6n debe comprobarse mediante valora
ci6n con la ayuda de una soluci6n de hidr6xido de sodio 
0.1 N en presencia de rojo de metilo al 0.1 por 100 
(p/v) en etanot al 94 por 100 (v/v) (10 ml = 30.94 
ml de NaOH cı. 1 N). 

34(a).3.3 Soluci6n de Carrez 1: Oisolver en agua 
21.9 9 de acetato de cinc dihidrato [Zn(CH3 - COOlı' 2H20] 
y 3 9 de acido acetico glaeiaL Completar a 100 ml con 
agua. 

34(a).3.4 Soluci6n de Carrez II: Oisolver en agua 
10.6 9 de ferTocianuro de p6tasio trihidrato [K"Fe(CN)s' 
3H 20]. Completar con agua. ' 

34(a).3.5. Etanol al 40 por 100 (v/v). d = 0.948 
a 20 aC. \ 

34(a).4 Procedimiento. 

34(a).4.1 Preparaei6n de la muestra. Moler la mues
tra de forma que pase en .su totalidad a traves de un 
tamiz de malla de 0.5 mm. 

34(a).4.2 Oeterminaci6n del poder rotatorio total 
(P 0 S) (v. observaciones [34.(a).6. 1]. 

Pesar. con preeisi6n de 1 mg. 2.5 9 de la muestra 
molida e introducir en un matraz aforado de 100 ml. 
Anadir 25 ml de aeido Cıorhidrico [34(a).3.2] .• agitar para 
obtener un buen reparto de la muestra y anadir de nuevo 
25 ml de acido c1orhidrico [34(a).3.2]. Sumergir el matraz 
en un bano de agua hirviendo y. durante los tres primeros 
minutos siguientes agitar energicamente y con regula
ridad para evitar la formaci6n de aglomerados. La can
tidad de agua del bano debe ser sufieiente para permitir 
mantener el bano en ebullici6n cuando el matraz este 
sumergido en el. Este no podra ser retirado del b<frio 
a 10 largo de la agitaei6n. Oespues de quince minutos 
exactamente. retirar el matraz del bano. anadir 30 ml 
de agua fria y enfriar inmediatamente hasta 20 aC. 

Anadir 5 ml de la soluci6n de Carrez I [34(a).3.3] 
y agitar durante un minuto. Anadir a continuacı6n 5 ml 
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de soluci6n de Carrez ii [34(a).3.4] y agitər de nuevo,' 
durante un minuto. Completar el volumen con agua, 
homogeneizar y filtrar. Si el filtrado no esta perfecta
mente Hmpido (10 que es poco frecuente), volver a 
comenzar el analisis empleando una cantidad mayor de 
las soluciones de Carrez 1 y II, por ejemplo 10 ml. 

Medir a continuaci6n el poder rotatorio de la soluci6n 
en un tubo de 200 mm mediante un polarimetro 0 un 
sacarimetro. 

34(a).4.3 Determinaci6n del poder rotatorio (P' 0 
S') de las sustancias solubles' en el etanol al 40 por 
100. 

Pesar, con precisi6n de 1 mg, 5 9 de la muestra, 
introducirlos en un matraz aforado de 100 ml y anadir 
80 ml aproximadamente de etanol [34(a).3.51 rv. obser
vaciones 34(a).6.2]. Dejar el matraz en reposo durante 
una hora a temperatura ambiente, a 10 largo de este 
lapso de tiempo, proceder cinco veces a una agitaci6n 
energica de forma que la toma de muestra este bien 
mezclada con el etanol. Llevar despues a volumen con 
el etanol [34(a).3.5]. homogeneizar y filtrar. 

Intrbducir mediante pipeta 50 ml del filtrado (=2,5 
9 de la muestra) en un erlenmeyer de 250 ml. Anadir 
2,1 ml. Anadir 2,1 ml de acido Cıorhidrico [34(a).3.1] 
y agitar energicamente. Ajustar un refrigerante a reflujo 
al erlenmeyer y sumergirlo en un bano de agua hirviendo. 
Despues de quince minutos exactamente, retirar el erlen
meyer del bano, trasvasar su contenido a un matraz afa
rado de 100 ml lavando con un poco de agua fria y 
enfriar hasta 20 °C. Defecar a continuaci6n con ayuda 
de las soluciones de Carrez 1 [34(a).3.3] y Carrez ii 
[34(a).3.4). completar a volumen con agua, homogenei
zar filtrar y medir el poder ro~atorio como se indica 
e'n 34(a).4.2, parrafos segundo y tercero. 

34(a).5 Caıculos. EI contenido en almid6n en. por
centaje de muestra se obtiene mediante las siguientes 
f6rmulas: . 

34(a).5.1 Mediciones efectuadas con polarimetro. 
2000 (P - P) 

Siendo: 
P = Poder rotatorio total en grados de arco. 
P' = Poder rotatorio en grados de arco para las sus

tancias şolubles en etanol al 40 por 100. 
(a)20 o = Poder rotatorio especffico del almid6n puro. 

Los valores convencionales admitidos para dicho factor 
son los siguientes: . 

+ 185,9°: almid6n de arroz. 
+ 185,4°: almid6n de patata. 
+ 184,6°: almid6n de ma iz. 
+ 182,7°: almid6n de trigo. 
+ 181,5°: almid6n de cebada. 
+ 181,3°: almid6n de avena. 
+ 184,0°: otros tipos de almid6n, asi como mezclas 

de almidones de los piensos compuestos. 

34(a).5.2 Mediciones efectuadas mediante sa.cari
metro. 

2000 (2N x 0,665)(S - S) 
% de almid6n = ~--

(a)20: 100 

26,6N( - S) 
= 

Siendo: 

S = Poder rotatorio total en grados sacarimetros. 
S = Poder rotatorio en, grados sacarimetricos dada 

por las sustancias solubles en el etanol al 40 por 100. 

N = Peso, en g, de sacarosa en 100 ml de agua 
dando, bajo un espesor de 200 mm, un poder rotatorio 
de 100° sacahmetricos. 

16,29 para los sacarimetros franceses. 
26,00 para los sacarimetros alemanes. 
20,00 para los sacarimetros mixtos. 
(a)20: = poder rotatorio aspecifico del almid6n puro 

[34(a).5. 1]. 

La diferencia entre .Ios resultados de dos determina
ciones paralelas efectuadas sobre una mis ma muestra 
no deba exceder del 0,4 en valor absoluto para 10s con
tenidos en almid6n inferiores al 40 por 100; 1,1 por 
100 en valor relativo para los contenidos en almid6n 
iguales 0 superiores al 40 por 100. 

34(a).6 Observaciones. 

34(a).6.1 Cuando la muestra contenga mas del 6 
por 100 de carbonatos calculados en carbonato de cal
cio, estos deben ser destruidos mediante un trı.ıtamiento 
con ayuda de una cantidad exactamente apropiada de 
acido sulfurico diluido, antes de la determinaci6n del 
poder rotatorio total. 

34(a).6.2 En el caso de los productos de elevado 
contenido en lactosa, tales como el polvo de suero lactico 
o de leche descremada, proceder como sigue despues 
de la adici6n de los 80 ml de etanol [34(a).3.5]. Ajustar 
al matraz un refrigerante de reflujo, sumergir el matraz 
durante treinta minutos en un bano de agua a 50 °C. 
Dejar a continuaci6n enfriar y seguir con el analisis tal 
como se indica en [34(a).3.5]. 

34(a).7 Referencias. Tercera Directiva de la Comi
si6n de 27 de abril de 1972. (72/199/CEE): «Diario 
Oficial de las Comunidades Europe.as •• numero L 123, 
de 29 de mayo de 1972. 

34(b). Almid6n (metodo de la pancreatina) 

34(b).1 Principio. Los azucares presentes en la 
muestra son eliminados por extracci6n con etanol. EI 
almid6n del residuo de extracci6n es sacarificado por 
la pancreatina. Los azucares son hidrolizados por el acido 
clorhidrico y la glucosa formada es valorada por el meto
do de Luff-Schoorl. La cantidad de glucosa obtenida mul
tiplicada por un factor constante da el contenido en 'almi
d6n de la muestra. 

EI metodo permite determinar el contanido en almi
d6n y productos de su degradaci6n de alevado paso 
molecular an 105 alimentos que contienen peladuras, pui
pa, hojas 0 cuellös desecados de remolacha, pulpa de 
patata, levaduras deshidratadas: productos ricos en inu
lina (por ejemplo fracciones y harina de chufas 0 de 
patatas). La valoraci6n debe ser realizada solamente 
cuando el examen microsc6pico indica la presencia en 
la muestra de cantidades apreciables de ~lmid6n. 

34(b).2 Material yaparatos. 
34(b).2.1 Extractor [ver figura 34(b).I] que se com

pone de: 
34(b).2.1.1 Matraz erlenmeyer de 500 ml de cuello 

largo. 
34(b).2.1.2 Refrigerante de reflujo adaptado al 

matraz erlenmeyer. 
34(b).2.1.3 Varilla corrediza situada en el tubo cen

tral del refrigerante provista de un gancho en su extre
midad inferior y una pinza para fijar la varilla .. 

34(b).2.1.4 Cestillo metalico, destinado a ser sus
pendido del gancho de la varilla [34(b).2.1.3] y a soportar 
el crisol filtrante [34(b).2.1.5]. 

34(b).2.1.5 Crisol de placa filtrante, dimensi6n miıxi
ma del poro: 90-150 micrometros (por ejemplo, G 1), 
de aproximadamente 30 ml de capacidad. 
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34(b).2.1.6 Filtros de papel de formato adecuado 
al crisol filtrante [34(b).2.1.5]. 

34(b).2.2 Estufa de incubaci6n reguladaa 38 °C. 
34(b).2.3 Matraces aforados de 200 ml con boca 

esmerilada normalizada y refrigerante de reflujo. 
34(b).2.4 Matraces aforados 100 ml con' boca 

esmerilada normalizada y refrigerante de reflujo. 

34(~):3 Reactivos. 

34(b).3.1 Etano! 90 por 100 (V IV) neutro a la fenolf-
taleina. 

34(b).3.2 Alcohol n-amilico p.a. 
34(b).3.3 Tolueno p.a. 
34(b).3.4 Soluci6n tamp6n. Disolver en agua 9,078 

9 de fosfato monopotasico KP04H2 y 11,876 9 de fosfato 
dis6dico dihidrato NaZP04H . 2HzO. Completar a un litro 
con agua. 

34(b).3.5 Soluci6n de cloruro de sodio: 0,2N. 
34(b).3.6 Soluci6n de Carrez 1. Oisolver en agua 

21,9 9 de acetato de cinc dihidrato Zn(CH3COOlı . 2HzO 
y 3 9 de acido acetico glacial. Completar a 100 ml con 
agua. 

34(b).3.7 Soluci6n de Carrez iL. Disolver en agua 
10,6 9 de ferrocianuro potasico trihidrato K44[Fe 
(CN)a]' 3HzO. Completar a 100 ml con agua. 

34(b).3.8 Acido clorhidrico 1 N. 
34(b).3.9 Acido clorhidrico p.a. aproximadamente 

8N(d=1,125). 
34(b).3.10· Soluci6n de hidr6xido de sodio p.a. 

aproximadamente 1 ON (d = 1,33). 
34(b).3.11. Indicador. Soluci6n de naranja de metilo 

al 0,1 por 100 (P IV). 
34(b).3.12 Pancreatina pulverulenta respondiendo 

a las prescripciones dadas en [34(b).6.3]. Conservar en 
recipientes cerrados, protegidos de la luz y de la hume
dad. 

34(b).3.13 Reactivo de Luff-Schoorl. Verter agitan
do cuidadosamente la soluci6n de aci do citrico 
[34(b).3.13.2] en la soluci6n de carbonato de sodio 
[34(b).3.13.3]. Miadir a continuaci6n la soluci6n de sul
fato de cobre [34(b).3. 13. 1] y completar həsta un litro 
con agua. Dejar reposar una noche y filtrar. Controlar 
la normalidad del reactivo asi obtenida (0,1 N Cu, 2N 
Na2C03)' EI pH sera de 9.4 aproximadamente. 

34(b).3. 13. 1 Soluci6n de sulfato de cobre. Disolver 
25 9 de sulfato de cobre pentahidrato p.a. CUS04 . 5H20 
en 100 ml de agua. 

34(b).3.13.2 Soluci6n de acido citrico. Dısolver 50 
9 de acido citrico monohidrato p,a. CaH807 . H20 en 50 
ml de agua. 

34(b).3.13.3 Soluci6n de carbonato de sodio. Disol
ver 143,8 9 de carbonato de sodio anhidro p.a. en 300 
ml aproximadamente de agua caliente. Dejar enfriar. 

34(b).3.14 Granulos de piedra p6mez hervidos con 
acido Cıorhidrico lavados con agua y desecados. 

34(b).3.15 Soluci6n al 30 por 100 (p/v) de yoduro 
de potasio p.a. 

34(b).3.16 Acido sulfurico aproximadamente 6N 
(d= 1,18). 

34(b).3.17 Soluci6n de tiosulfato de sodio 0,1 N. 
34(b).3.18 Soluci6n de almid6n. Aiiadir una m~zcla 

de 5 9 de almid6n soluble en 30 ml de agua, a 1 I;tro 

de agua hirviendo. Hervir durante tres minutos y luego 
dejar enfriar. Preparar inmediatamente antes de su 
empleo. 

34(b).4 Procedimiento. 

34(b).4.1 Preparaci6n de la muestra. Moler la mues
tra de manera que pase totalmente a traves de un tamiz 
de mallas de 0,5 mm. 

34(b).4.2 Extraccl6n. Pesar, con la precisi6n de 1 
mg. 2 9 de muestra e introducirlos en un crisol filtrante 
[34(b).2.1.5J, cuyo fonda ha sido previamente recubierto 
con papel de filtro [34(b).2.1.6] humedecido con etanol 
[(34(b).3.1]. Introducir en el matraz erlenmeyer 
[34(b).2. 1.1]) 55 ml de etanol [35(b).3.1] y algunos gra
nulos de piedra p6mez [34(b).3. 14]. Situar el crisol fil
trante en el cestillo metalico [34(b).2.1.4] y suspenderl0 
del gancho de la varilla [34(b).2.1.3]. Situar el refrige
rante sobre el matraz erlenmeyer y bajar la varilla de 
forma que el fol)do del crisol sobresalga de la superfic:ie 
del etanol. Fijar la varilla a esta altura con la ayı.ıda de 
la pinza. Llevar el ətanol a ebullici6n y mantenerlo duran
te tres horas. Dejar enfriar a continuaci6n y elevar la 
varilla [34(b).2.1.3] de forma que se eleve el crisol tan 
alto como sea posible en el matraz erlenmeyer. Des
taparlo con cuidado y dejar caer 45 ml de agua a '10 
largo de la pared del erlenmeyer. Colocar de nuevo el 
refrigerante sobre el matraz y mantener el crisol filtrante 
a 10 cm del nivel del Ifquido. Llevar este Ifquido a ebu
lIici6n y mantenerlo asi tres horas. Enfriar inmediatamen
te, abrir el matraz y relirar el crisol del cestillo. 

34(b).4.3 Sacarificaci6n 0 hidr6lisis. Situar el crisol 
filtrante en un recipiente vacio y desecar por aspiraci6n. 
Depositar el residuo de extracci6n en un mortero y tri
turar finamente. Trasvasar cuantitativamente el polvo 
con ayuda de 60 ml de agua aproximadamente a un 
matraz redondo aforado de 200 ml esmerilado norma
lizado y aıiadir algunas gotas de alcohol amilico 
[34(b).3.2]. Ajustar al recipiente. un refrigerante de reflu
jo. Calentar a ebullici6n y mantener asi durante una hora. 
A continuaci6n enfriar y desconectar el refrigerante. Aıia
dir 25 ml de soluci6n tamp6n [34(b).3.4] y 250 mg 
de pancreatina [34(b).3. 12]2,5 ml de soluci6n de cloruro 
s6dico [34(b).3.5] de 10 gotas de tolueno. Agitar durante 
dos rninutos, situar el recipiente en la estufa de incu
baci6n [34(b).2.2] y mantenerlo durante veintiuna horas, 
agitando de vez en cuando. A continuaci6n dejar enfriar 
a temperatura ambiente. 

Aıiadir 5 ml de soluci6n de Carrez I [34(b).3.6] Y 
agitar durante un minuto. Aiiadir a continuaci6n 5 ml 
de soluci6n Carrez ii [34(b).3.7] agitar de nuevo durante 
un minuto. Completar el volumen con agua, homoge
neizar y filtrar. Tomar con pipeta 50 ml de filtrado y 
lIevarlos a un recipiente aforado de 100 ml. Aıiadir algu, 
nas gotas del indicador [34(b).3. 11] y acidificar con aci
do clorhidrico 8N [34(b).3.9] hasta que vire a rojo. Aiiadir 
a continuaci6n 6,25 ml de acido clorhidrico 8N, en exce
so (12,5 ml si se actua sobre 100 ml de filtrado). Acoplar 
el refrigerante de reflujo al recipiente, poner la soluci6n 
a ebullici6n y mantenerla durante una hora. Dej<ır enfriar, 
neutralizar con la soluci6n de hidr6xido s6dico 10N 
[34(b).3.10] həsta que vire a amarillo el indicador. Aci
dificar a continuaci6n ligeramente aıiadiendo un poco 
de acido clorhidrico 1 N [34(b).3.3J, completar el volu
men con agua y homogeneizar. Determinar el contenido 
en glucosa con el metodo de Luff-Schoorl como se indica 
en [34(b).4.4]. 

34(b).4.4 Valoraci6n segun Luff Schoorl. Tomar con 
pipeta, 25 mlde reactivo Luff-Schoorl [34(b).3.13] y lIe-
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varla a un erlenmeyer de 300 ml; aiiadir 25 ml, exac
tamente medidos, de la soluci6n obtenida en [34(b).4.3] 
conteniendo un maximo de 60 mg de glucosa. Aiiadir 
dos trocitos de piedra p6mez [34(b).3.14], calentar, əgi
tando a mano, sobre una lIama libre de una altura media, 
hasta que el liquido este sometido a ebullici6n en dos 
minutos aproximadamente. Situar inmediatar.' - ')te el 
erlenmeyer sobre una tela metalica con disco en amianto 
donde se ha hecho una abertura de aproximadamente 
6 cm de diametro, debajo de la cual se ha encendido 
previamente una lIama. Esta se regula de forma que 
solamente se caliente el fonda del matraz. A continua
ci6n adaptar un refrigerante de reflujo al matraz. A partir 
de este momento someterlo a ebullici6n durante diez 
minutos exactamente. Enfriar inmediatamente en agua 
fria y despues de cinco minutos, aproximadamente, valo
rar corno sigue: 

Aiiadir 10 ml de soluci6n de yoduro de potasio 
[34(b).3.15] e inmediatamente con precauci6n (en raz6n 
del riesgo de formaci6n' de espuma abundante), aiiadir 
251n1 de acido sulfurico 6N [34(b).3.16]. Valorar a con
tinuaci6n con soluci6n de tiosulfato de sodio 0,1 N 
[34(b).3.17]. hasta la aparici6n de una coloraci6n ama
rilla suave; aAadir como indicador la soluci6n de almid6n 
[34(b).3. 18] y realizar la valoraci6n hasta el finaL. 

Efectuar la misma valorəci6n sobre una mezcla exac
tamente medidə de 25 ml de reactivo Luff-Schoorl 
[34(b).3.13] y 25 ml de agua, despues aAadir 10 ml 
de soluci6n de yoduro potasico [34(b).3.15] y 25 ml 
de acido sulfurico 6N [34(b).3.16] sin poner aebullici6n. 

34(b).4.5 Ensayo en blanco. Efectuər un ensayo en 
blanco aplicando el modo operativo descrito en 34(b).4.3 
y 34(b).4.4 en ausencia de la muestra. 

34(b).5 Caıculos. Establecer con la ayuda deıla tabla 
adjunta la cantidad de glucosa en mg correspondiente 
a la diferencia entre los resultados de las dos valora
ciones (expresadas en ml de tiosulfato de sodio 0,1 N) 
que se refieren tanto a la muestra como al ensayo en 
blanco. 

EI contenido en almid6n expresado en porcentaje de 
la muestra viene dada por In siguiente f6rmuLa: 

0,72 (a - b) 

En la que: 

a = mg də glucosa en la muestra. 
b = mg de glucosa en el ensayo en blanco [ver obser

vaci6n 34(b).6.2.]. 

34(b).6 Observaciones. 

34(b).6.1 La presencia simultanea enla muestra de 
almid6n parcialmente dextrinado a la lactosa puede dar 
lugar a un resultado con un exceso de 0,5 a 3 por 100 
de almid6n. En este caso, el contenido real en almid6n 
se obtı .. ne como sigue: 

aL Determinar el contenido en azucares reductores 
dal extracto etan61ico obtenido en [34(b).4.2] y expresar 
el resultado en porcentaje de glucosa. 

b) Determinar el contenido en la muestra de azu
cares reductores, solubles en agua y expresar el resul
tado en porcentaje de glucosa. 

c) Restar el resultado obtenido en a) del obtenido 
en b) ',' multiplicar la diferencia por 0,9. 

d) Restar el valor obtenido en c) del contenido en 
ıimıd6n obtenido por la aplicaci6n del metodo y cal
cularlo como se indica en [34(b).5]. 

34(b).6.2 La cantidad de glucosa en el ensayo en 
blanco es normalmente de 0,25 mg y no puede ser 
superior a 0,50 mg. 

34(b).6.3 Prescripciones concernientes a la pan
creatina: 

Aspecto ffsico: Polvo blanco amarillo, amorfo. 

Contenido en glucosa: La cantidad de glucosa del 
ensayo en blanco [ver 34(b).4.5] normalmente es de 
0,25 mg. Un resultado superior a 0,50 indica que la 
pancreatina no se-puede utilizar. 

Control de consumo de iodo: Poner en suspensi6n 
62,5 mg de pancreatina en 50 ml de agua y lIevar a 
25-30 °C. Aiiadir 1 ml de soluci6n de iodo 0,1 N. Remover 
durante dos minutos. Valorar con una soluci6n de tio
sulfato de sodio 0,1 N [34(b).3.17] en presencia del indi
cador de almid6n. EI consumo de soluci6n de iodo por 
la pancreatina no debe pasar de 0,5 ml. 

Control de la actividad amilolftica: Mezclar 100 ml 
de soluci6n de almid6n [34(b).3.18]. 5 ml de la soluci6n 
tamp6n [34(b).3.4], 0,5 ml de la soluci6n de c1oruro 
s6dico [34(b).3.5] y 62,5 mg de pancreatina. La mezcla 
se calienta a 25-30 °C y se remueve durante dos minutos. 
Luego se aiiade 1 ml de soluci6n de iodo 0,1 N. La colo
raci6n azul debe desaparecer antes de los quince minu
tos que siguen a la adici6n de la soluci6n de iodo. 

34(b).7 Referencias. Quinta Directiva de la Comisi6n 
de 25 de marıo de 1974. (74/203/CEE). «Diario Oficial 
de las Comunidades Europeas» numero L 108/7, de 
22 de abril de 1974. 

Tabla de valôres para 25 ml de reactivo 

segun Luff-Schoorl 

ml de Na2S20301 N, dos minutos de calenıamiento, 

diez minutos de ebullici6n 

NƏzSzOJ GlucQsa, f~uctosa. Lactosa Maltosa 
O,1N azucares ınvertidos C12 Hıı 0 11 C12 HZ2 0 11 C6 H12 0 6 

ml mg Diferencia mg Diferencia mg Diferencia 

1 \2.4 2.4 3,6 3,7 3,9 3,9 
2 4,8 2.4 7,3 3,7 7,8 3,9 
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 
4 9.7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 
5 12,2 2,5 18.4 3,7 19,6 3,9 
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 
9 22.4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 

10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 
13 33,0 2,7 48.4 3,8 51,6 4,1 
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1 
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,2 
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3 
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4.4 
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,[ 
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85.4 4,6 
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 
23 62,2 88,0 94,6 
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FIGURA 34(b).1 
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35. Actividad ureasica de productos derivados 
de la soja 

35.1 Principio. La prueba permite determinar la acti
vidad de ureasa de los productos derivados de la soja 
y poner en consecuencia de manifiesto la cocci6n insu
ficiente de dichos productos. 

La actividad ureasica se determina por la cantidad 
de nitr6genQ amoniacal liberado por 1 9 de producto 
en un minuto. a 30 ac. a partir de una soluci6n de urea. 

35.2 Material yaparatos. 
35.2.1 Aparato de valoraci6n potenciometrica 0 

pH-metro muy sensible (0.02 pH). con agitador mag
netico. 

35.2.2 Bano de agua provisto de un termostato 
regulado a 30 ac exactamente. 

35.2.3 Tubos de ensayo de 150 x 18 mm. con tapo
nes esmerilados. 

35.3 Reactivos. 
35.3.1 Acido Cıorhfdrico 0.1 N. 
35.3.2 Soluci6n de hidr6xido de sodio 0.1 N. 
35.3.3 Soluci6n tamp6n de fosfatos 0.05 M con

teniendo 4.45 9 de hidr6geno fosfato de sodio dihidrato 
(Na2HP04 . 2H20) y 3.40 9 de dihidr6geno fosfato de 
potasio (KH2P04) en 1.000 ml. . 

35.3.4. Soluci6n tamponada de urea. preparada 
recientemente. conteniendo 30.0 9 de urea por 1.000 
ml de soluci6n tamp6n; pH 6.9-7.0. 

35.4 Procedimiento. Moler 10 9 aproximadamente 
de la muestra. de forma que pase a traves de un tamiz 
de mallas de 0.2 mm. En un tubo de ensayo (35.2.3) 
pesar. con precisi6n de 1 mg. 0.2 9 de la muestra molida 
y anadir 10 ml de la soluci6n (35.3.4). Tapar inmedia
tamente y agitar vigorosamente. Llevar el tubo al bano 
de agua (35.2:2) y dejarlo durante treinta minutos exac
tamente. Inmediatamente. despues. anadir 10 ml de 
acido Cıorhfdrico 0.1 N (35.3.1). enfriar rapidamente 
a 20 ac trasvasar cuantitativamente el contenido...del 
tubo a un recipiente de valoraci6n. lavando dos veces 
con 5 ml-de agua. Valorar inmediatament( y con rapidez 
por medio de una soluci6n de hidr6xido de sodio 0.1 N 
(35.3.2) por potenci6metro. utilizando electrodo de vidrio 
hasta pH 4.7. Efectuar una prueba en blanco. operando 
como se indica a continuaci6n: 

Introducir rapida y sucesivamente en un tubo (35.2.3) 
una alfcuota de la muestra de 0.2 g. pesada con precisi6n 
de 1 mg. 10 ml de acido clorhfdrico 0.1 N (35.3.1) y 
10 ml de soluci6n tamponada de urea (35.3.4). Enfriar 
inmediatamente el tubo en agua helada y dejarlotreinta 
minutos. Trasvasar a continuaci6n. en las condiciones 
indicadas anteriormente. el contenido del tubo al reci
piente y valorar por medio de la soluci6n de hidr6xido 
de sodio 0.1 N (35.3.2) hasta un pH 4.7. 

35.5 Caıculos. La actividad ureasica viene dada por 
la f6rmula: 

Siendo: 

mgN 
a30 aC 

9 minuto 

1.4 (V2 - V,) 

30 x P 

V, = Volumen. en ml. de soluci6n de hidr6xido de 
sodio 0.1 N consumidos en el analisis. 

V2 = Volumen. en ml. de soluci6n de hidr6xido de 
sodio 0.1 N consumidos por la prueba en blanco. 

P = I"eso de la muestra en g. . 

35.6 Observaciones. 
35.6.1 EI metodo es adecuado para una actividad 

ureasica que pueda alcanzar 1 mg de N/g per minuto 
a 30 ac. Para productos mas activos. la alicuota de la 
muestra puede rəducirse hasta 50 mg. 

35.6.2 Los productos cuyo contenido en materias 
grasas brütas sobrepase el 10% dəben haber sido desen
grasados previamente en frfo. 

35.7 Referencias. Primera Directiva de la Comisi6n 
de 15 de junio de 1971. (71/250/CEE). «Diario Oficial de 
las Comunidades Europeas» numero L 155. dA 12 de 
juliode 1971. 

36. Gosipollibre y total 

36.1 Principio. EI metodo permite determinəc el 
gosipol libre. el gosipol total y las substancias ci8 cons
tituci6n qufmicamente parecidas derivadas del gosipol. 
presentes ən las semillas. harinas y tortas del algodr.n 
asf como en los piensos que los contengan. EI Hmitf' 
inferior de la determinaci6n es de 20 mg/kg. 
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EI gosipol se extrae en presencia de 3,amin0-1-pro
panol, ya sea mediante una mezcla de isopropanol y 
de hexano para la determinaei6n del gosipol libre, ya 
sea por la dimetilformamida para la determinaci6n del 
gosipol total. EI gosipol se transforma mediante anilina 
en gosipoklianilina, cuya absorbancia se mide a 440 nm. 

36.2 Material y aparatos. 

36.2.1 Agitador (de vaiven). Alrededor de 35 osci-
laciones por minuto. 

36.2.2 Espectrofot6metro. 

36.3 Reactivos. 

36.3.1 Mezcla isopropanol-hexano. Mezclar 60 par· 
tes en volumen de isopropanol con 40 partes eri volumen 
de n-hexano. 

36.3.2 Disolvente A. Depositar en un matraz afo
rado de 1 litro, 500 ml aproximadamente de la mezcla 
isopropanol-hexano (36.3.1), 2 ml de 3-amino-1-propa
nol, 8 ml de acido acetico glacial y 50 ml de agua . .com
pletar el volumen mediante la mezcla de isopropa
nol-hexano (36.3.1). Dicho reactivo· es estable durante 
una semə"nə. 

36.3.3 Disolvente B. Depositar mediante pipeta en 
un matraz aforado en 100 ml, 2 ml de 3-amino-1-pro
panol y 10 ml de acido acetico glaeial. Enfriar a la tem
peratura ambient,e y completar al volumen mediante la 
N,N-dimetilfarmamida. Dicho reactivo es estable durante 
una semana. 

36.3.4 Anilina. Si la absarbancia de la prueba en 
blanco excede de 0,022 destilarla anilina sobre polvo 
de cinc eliminando Iəs fracciones primera y ılltima del 
10 por 100 del destilədo. Este reactivo en frasco tapado 
de vidrio topacio y en al refrigerador, se conserva varios 
m"eses. 

36.3.5 Soluci6n patr6n A de gosipol. Colocar en un 
matraz aforado de 250 ml, 27,9 mg de acetato de g05i
pol. Disolver y completar al volumen por el-disolvente 
A (36.3.2). Introducir con pipeta 50 ml de dicha soluci6n 
en un matraz aforado de 250 ml y completar a volumen 
con el disolvente A. La concentraci6n en gosipol de dicha 
soluci6n es de 0,02 mg/ml. Dejar reposar durante una 
hara a la temperatura ambiente, antes de su empleo. 

36.3.6 Soluci6n patr6n B de gosipol. Colocar en un 
matraz aforado de 50 ml, 27,9 mg de acetato de gosipol. 
Disolver y completar a volumen mediante el disolvente 
B (36.3.3). La concentraci6n engosipol ce dicha soluci6n 
es de 0,5 mg/ml. 

Conservadas al abrigo de la luz las soluciones patr6n 
AyB de gosipol, se mantienen estables durante vein
ticuatro haras. 

36.4 Procedimiento. 

36.4.1 Toma de muestras. La toma de muestras 
esta en relaei6n con el supuesto contenido en gosipol 
de la muestra. Es preferible operar sobre una pequena 
toma de muestras y sobre una parte alfcuota del filtrado 
relativamente importante, de forma que se obtenga una 
cantidad de gosipol suficiente para efectuar una medi
ei6n fotomelrica preeisa. Para la determinaci6n del gosi
pol libre en las semillas, harinas y tortas de algod6n, 
la toma de muestras no debe exceder de 1 g; para 105 
piensos compuestos podra alcanzar 105 5 g. Una parte 
alfcuota de 10 ml de filtrado es suficiente en la mayorfa 
de 105 c;ısos; debera contener de 50 a 100 microgramos 
de gosipol. Para la determinaci6n del gosipol total, la 
toma de muestras podra variər de 0,5 a 5 9 con el fin 
de que una parte alfcuota de 2 ml de filtrado contenga 
de 40 a 200 microgramos de goSipol. 

EJ analisis debe efectuarse a una temperatura ambien
te cercana a 105 20 °C. 

36.4.2 Determinaci6n del gosipol libre. Jntroducir 
la muestra en un matraz de boca esmerilada de 250 
ml, cuyo fondo este recubierto de perlas de vidrio. Anadir 
con pipeta 50 ml de disolvente A (36.3.2.), tapar el 
matraz y mezclar durante una hora en el agitador. Filtrar 
en se co y recoger el filtrado en un pequeno matraz de 
cuello esmerilado. A 10 largo de la filtraci6n, recubrir 
el embudo con un vidrio de reloj. Introducir con pıpeta 
respectivamente en dos matraces aforados de 25 ml 
(A y Bl unas partes alfcuotas identicas de filtrado que 
contengan de 50 a 100 microgramos de gosipol. Com
pletar sı fuerə necesario, el volumen a 10 ml con la 
ayuda del disolvente A (36.3.2) completar seguidarnente 
al volume" el contenido del matrəz (A) mediante la mez
da isopropanol-hexano (36.3.1). Dicha soluci6n. se 
ernpleara como soluei6n ·de referencia para la medıcı6n 
de la soluci6n de la muestra. 

Introducir con pipeta 10 ml del disolvente A (36.3.2) 
respectivamente en otros dos matraces afarados de 25 
ml (C y 0). Completar a volumen el contendio dei matraz 
(C) mediante la mezcla i50propanol-hexano (36.3. n 
Dicha soluci6n 5e empleara como solucı6n de referencıa 
para la medici6n de la 50luci6n de la prueba en blanco. 

Aiiadir 2 ml de anilina (36.3.4) respectivanıente en 
105 matraces (0) y (B). Calentar durante treinta minutos 
50bre un bano de agua hirviendo para desarrollar el color. 
Refrigerar a la temperatura ambiente, completar a volu
men mediante la mezcla isopropanol-hexanQ (36.3.1), 
homogeneizar y dejar reposar durante una hora. 

Determinar mediante el e5pectrofot6metro a 440 nm 
en cubeta·s de 1 cm la absorbaneia de la soluci6n de 
la prueba en blanco (0) en comparaei6n con la soluci6n 
de referencia (C) y la ab5arbaneia de la soluci6n de la 
muestra (B) en comparaei6n con la 50luei6n de refe
reneia (A). 

Re5tar el valor de la absorbaneia de la 50luci6n de 
la prueba en blanco de la 50luci6n de la muestra (ab-
50rbancia corregida). Calcular a partir de dicho valor el 
contenido an g05ipol libre tal como se indica en 36.5. 

36.4.3 Determinaci6n del gosipol total. Introducır 
una muestra que contenga de 1 a 5 mg de gosipol en 
un matraz aforado de 50 ml y anadir 10 ml de di50lvente 

,B (36.3.3). Preparar 5imultaneəmente una prueba en 
blanco introduciendo 10 ml de disolvente B (36.3.3) en 
otro matraz aforado de 50 ml. Calentar ambos matraces 
durante treinta minutos sobre un bano de agua hirviendo. 
Refrigerar a la temperatura ambiente y completar el c.on
tenido de cada matraz a volumen con la mezcla 150-
propanol-hexano (36.3.1): Homogeneizar y dejar rep?sar 
durante cliez a quince mınutos; fıltrar a contmuacıon y 
recoger 105 filtrados en matraces de boca esmerıləda. 

Llevar mediante.pipeta 2 ml de filtrado de la mue,tra 
respectivamente a dos matraces aforados de 25 ml y 
2 ml del tiltrado de la prueba en blanco respectıvamente 
a otros d05 matraces de 25 ml. Tomar un matraz de 
cada 5erie y completar 105 contenid05 respectivos a 25 
ml mediante la mezcla isopropanol-hexano (36.3.1). 
E5tas 50luciones se emplearan como 50luciones de refe
rencias. 

Anadir 2 ml de anilina (36.3.4) respectivamente en 
105 otros dos matrace5. Calentar durante treinta minutos 
en bano de agua hirviendo para de5arrollar el color. Refri
gerar a temperatura ambiente, completar a 25 ml 
mediante la mezcla de isopropanol-hexano (36.3.1), 
homogeneizar y dejar rep05ar durante una hara. " .. 

Determinar la absorbancia tal como se mdlca 
en 36.4.2 para el gosipollibre. Calcular a partir de. dicho 
valor el contenido en g05ipol total como se indıcə en 
36.5. 

36.5 Calcul05. EI calculo de 105 re5ultad05 pUdde 
hacerse a partir de la absorbaneia especffica (36.5.1) 
o refiriendose a una curva de calibrado (36.5.2). 



7198 Jueves 2 marzo 1995 BOE num. 52 

36.5.1 A partir de las absorbancias especfficas. En 
las condiciones descritas. las absorbancias especfficas 
son las siguientes: 

Gosipollibre: Er~'l' = 625. 

Gosipol·total: Er~m = 600. 

EI contenido en gosipol libre 0 total de la muestra 
esta dada J30r la siguiente formula: 

Siendo: 

A· 1250 
Gosipol % = --,:-:----

E:~~· p. a 

A = Absorbancia corregida, determinada como se 
indica en 36.4.2. 

p = Peso de la muestra en g. 
a = Parte alfcuota del filtrado en ml. 

36.5.2 A partir de una curva de calibrado. 

36.5.2.1 Gosipol libre. Preparar dos series de cinco 
matraces aforadas de 25 ml. En cada serie, introducir 
mediantepipeta en los matraces unos volumenes res
pectivos de 2,0 - 4,0 - 6,0 - 8,0 y 10,0 ml de la solucion 
patron A de gosipol (36.3.5), completar a 10 ml con 
el disolvente A. Comrıletar cada serie mediante un blanco 
constituido por un matraz aforado de 25 ml que con
tenga unicamente 10 ml de disolvente A (36.3.2). 

Completar a 25 ml el volumen de los matraces de 
la primera serie (incluido el blanco) mediante la mezCıa 
isopropanol-hexano (36.3.1) (serie de referencia). 

Anadir 2 ml de anilina (36.3.4) en cada matraz de 
la segunda serie (incluyendo el blanco). Calentar durante 
treinta minutos en un bano de agua hirviendo para 
desarrollar el color. Refrigerara temperatura ambiente, 
completar el volumen mediante la mezCıa isopropa
nol-hexano (36.3.1), homogeneizar y dejar reposar 
durante una hora (serie patron). 

Determinar en las condiciones indicadas en 36.4.2 
la absorbancia de las solucionesde la serie patron en 
comparacion con las soluciones correspondientes de la 
serie de referencia. Trazar grƏficamente la curva de ca ii
brado pon'iendo las absorbancias en relacion con las can
tidades de gosipol (en microgramos). 

36.5.2.2. Gosipol total. Preparar seis matraces afo
rados de 50 ml. Introducir en el primer matraz 10 ml 
de disolvente B (36.3.3) y en los otros, respectivamente 
2,0 - 4,0 - 6,0 - 8,0 y 10,0 ml de la solucion patron 
B de gosipol (36.3.5). Completar el contenido de cada 
matraz hasta 10 ml con la ayuda del disolvente B 
(36.3.3). Calentar durante treinta minutos en un bano 
de agua hirviendo. Refrigerar a temperatura ambiente, 
completar a volumen mediante la mezCıa isopropa
nol-hexano (36.3.1) y homogeneizar. 

Introducir 2,0 ml de dichas soluciones respectivamen
te en dos series de seis matraces aforados de 25 ml. 
Completar a 25 ml el contenido de los matraces de la 
primera serie mediante la mezCıa de isopropanol-hexano 
136.3.1) (serie de r1Əferencia). 

Anadir 2 ml de anilina (36.3.4) en cada matraz de 
la segunda serie. Calentar durante treinta minutos en 
un bano de agua hirviendo. Refrigerar a temperatura 
ambiente, completar a volumen mediante la mezCıa iso
propanol-hexano (36.3.1), homogeneizar y dejar reposar 
durante una hora (serie patron). 

Determinar en las condiciones indicadas en 36.4.2 
la absorbancia de las soluciones de la serie patron en 
comparacion con las soluciones.correspondientes de la 
serie de referencia. Trazar grƏficamente la curva de cali-

brado poniendo las absorbancias en reıaci6n con las can
tidades de gosipol en microgramos. 

La diferencia entre los resultados de dos determina
ciones paralelas efectuadas sobre una misma muestra 
no debe exceder: 

- Del 15 por 100, en valor relativo, para 105 con
tenidos en gosipol inferiores a 500 mg/kg. 

- De 75 mg/kg en valor absoluto, para los conte
nidos comprendidos entre 500 y7 50 mg/kg. 

- Del 10 por 100, en valor relativo, para 105 con
tenidos superiores a 750 mg/kg. 

36.6 Referencias. Tercera Directiva de la Comision, 
de 27 de al;ıril de 1972. (72/199/CEE). «Diario Oficial de 
las Comunidades Europeas» numero L 123, de 29 de 
maye de 1972. 

37. Teobromina 

37.1 Principio. EI metodo permite determinar el con
tenido en teobromina de los subproductos de transfor
macion de semillas de cacao. La teobromina se extrae 
mediante cloroformo. EI extracto se evapo-a a sequedad,
se pone en solucion acuosa y se trata con un volumen 
determinado de solucion denitrato de plata. EI acido 
nitrico liberado se titula por una 50lucion de hidroxido 
de sodio. • 

37.2 Material yaparatos. 

37.2.1 Matraces de 500 ml de fondo plano y tap6n 
esmerilado. 

37.3 

37.3.1 
37.3.2 
37.3.3 
37.3.4 
37.3.5 
37.3.6 

de fenol. 
37.3.'1 

Reactivos. 

Cloroformo p.a. 
.Amoniaco, d: 0,958. 
Sulfato de sodio p.a .. anhidro. 
Solucion de hidr6xido de sodio 0,1 N. 
Soluci6n de nitrato de plata 0,1 N. 
Soluci6n etan61ica al 1 por 100 (p/v) de rojo 

Eter dietilico. 

37.4 Procedimiento. Pesar, con precisi6n de 1 mg, 
una alicuota de 10 9 como maximo, que no contenga 
mas de 80 mg de teobromina. Introducrla en un matraz 
de 500 ml de fonda plano y tap6n esmerılado, anadir 
270 ml de cloroformo (37.3.1) y 10 ml de amoniaco 
(37.3.2).'J"apar el matraz y agitar energicamente durante 
cinco minutos. Anadir a continuaci6n 12 9 de sulfato 
de sodio anhidro (37.3.3), agitar de nuevo y dejar reposar 
hasta el dia siguiente. Filtrar en un erlenmeyer de 500 
ml y lavar el residuo con 100 ml de Cıoroformo (37.3.1). 
Destilar el disolvente y eliminar 105 ultimos restos en 
un bano de agua hirviendo. Recoger el extracto en 50 
ml de agua y lIevar a ebullici6n. 

Refrigerar, neutralizar exactamente con la soluci6n 
de hidr6xido de sodio (37.3.4) en pres1Əncia de 0,5 ml 
de solucion de rojo de fenol (37.3.6). Valorar el acido 
nitrico liberado con la solucion de hidr6xido de sodio 
(37.3.4) hasta viraje del indicador (pH 7,4). 

37.5 Caıculos. 1 ml de NaOH 0,1 N corresponde a 
18 mg de teobromina. Expresar el resultado en porcen
taje de la muestra. 

37.6 . Observaciones. Los prbductos cuyo contenido 
en materias grasas brutas exceda de 8 por 100 deben 
ser previamente desgrasados por extracci6n durante seis 
horas con eter de petr61eo (Eb. 40 0c). 

37.7 Referencias. Primera Directiva de la Comisi6n 
de 15 de junio de 1971. (71/250/CEE). «Diario Oficial 
de las Comunidades Europeas» numero L 155, de 12 
dejulio de 1971. 



BOE num. 52 Jueves 2 mərıD c-'o:9o:9o:5 ________________ -'-1.c.'-=9-=9 

38. Retinol (vitəminə A) 

38.1 Principio. EI metodo permite determinar el con
tenido en retinol (vitamina A) en piensos, concentrados 
y premezclas. Ellimite inferior de detecci6n es de 10.000 
Uljkg (1 UI igual a 0,3 microgramos de retinol) para 
los piensos fuertemente pigmentados y de 4.000 Uljkg 
pa,a los demas productos. Los productos se clasifican 
segun su contenido supuesto en retinol en dos grupos: 

Grupo A: contenidos inferiores a 200.000 Uljkg. 
Grupo B: contenidos iguales 0 superiores a 

200.000 Uljkg. 

La muestra se hidroliza en caliente mediante hidr6xi
do de potasio en medio etan61ico y en presencia de 
un antioxidante 0 en atm6sfera de nitr6geno. La mezcla 
se somete a extracei6n con 1 ,2-dicloroetano. EI extracto 
se evapora a sequedad y se redisuelve en eter de petr6-
leo. La soluci6n se cromatograffa en columna de 6xido 
de aluminio (para los productos del grupo B, la croma
tografia s610 es necesaria en eiertos casos). EI retinol 
se determina por espectrofotometria a 610 nm despues 
de la obtenci6n de un complejo coloreado segun la reac
ci6n CarrPrice, en el caso de los productos del grupo A; 
por espectrofotometria U.v. a 325 nm en el caso de 
los productos del grupo B. , 

38.2 Material yaparatos. 

38.2.1 Bano de agua. 
38.2.2 Evapomdor rotativo a vacio con matraces 

redondos de diferentes capacidades. 
38.2.3 Columnas de vidrio para cromatografia (Ion

gitud: 300 mm; diamrıtro interior: 13 mm aproximada
mente). 

38.2.4 Espectrcfot6metro con cubetas de 10 mm 
de espesor (de cuarı ə para medidas en U.v.). 

38.2.5 Lampara U.v. de 365 nm. 

38.3 Reactivos. 

38.3.a) Utilizados para el analisis de los productos 
de los grupos AyB. 

38.3.a.1 Etanol del 96 por 100 (v/v). 
38.3.a.2 Soluei6n al 10 por 100 (p/v) de ascorbato 

de sodio p.a. 0 (38.3.a.3). 
38.3.a.3 Nitr6geno purificado. 
38.3.a.4 Soluci6n al 50 por 100 (p/v) de hidr6xido 

de potasio p.a. 
38.3.a.5 Soluei6n de hidr6xido de potasio 1 N. 
38.3.a.6 Soluei6n de hidr6xido de potasio 0,5N. 
38.3.a.7 1,2-dicloroetano p.a. 
38.3.a.8 Eter de petr6leo, puro, intervalo de ebu

lIiei6n 30-50 aC. Si es necesario, purificarlo como sigue: 

Agitar 1.000 ml de eter de petr61eo con porciones 
de 20 ml de acido sulfurico concentradci hasta que el 
acido permanezca incoloro. 

Eliminar el ad do y lavar el eter sucesivamente con 
500 ml de agua, dos veces con 750 ml de una soluci6n 
al 10 por 100 de hidr6xidd de sodio y tres veces con 
500 ml de agua. Eliminar la capa acuosa, secar el eter 
durante unah6rasobre carb6n activo y sulfato de sodio 
anhidro, filtrar y destilar. 

38.3.a.9 Oxido de aluminio estandarizado segun 
Brockmann. Calcinar durante ocho horas a 750 °C, 
enlriar en desecador y conservar en frasco de vidrio color 
ambar, de tap6n de rosca. Antes de utilizarlo en la cro
matogralia, humedecer como sigue: introducir en un 
matraz de vidrio color ambar 10 9 de 6xido de aluminio 
y 0,7 ml de agua, tapar hermeticamente, calentar cinco 
minutos en un banode agua hirviendo agitando ener
gicamente. Dejar enfriar agitando. Comprobar la acti-

vidad el 6xido de aluminio asi preparado, analizando 
segun 38.4.2 y 38.4.3 una cantidad conocida de retinol 
patr6n (38.3.b.4). 

38.3.a. 1 0 Oxido de aluminio basico, grado de acti-
vidad 1. . 

38.3.a.11 Eter dietilico puro. Eliminar los per6xidos 
y las trazas de agua por cromatografia en columna de 
6xido de aluminio basico (38.3.a.1 0) (25 9 de 6xido de 
aluminio para 250 ml de Əter dietilico). 

38.3.a. 12. Soluciones de eter de petr61eo (38.3.a.8) 
con 4, 8, 12, 16 y 20 por 100 (v/v) de eter dietilico. 

38.3.a.13 Soluci6n de sulfuro de sodio 0,5 M en 
glicerina del 70 por 100, preparada a partir de sulfuro 
de sodio p.a. 

38.3.b) Utilizados exclusivamente para el analisis de 
los productos del grupo A. . 

38.3.b.1 Benceno p.a. cristalizable. 
38.3.b.2 Cloroformo p.a. Eliminar el etanol. el fos

genc y las trazas de agua por cromatografia en columna 
de 6xido de aluminio basico (38.3.a.10) (50 9 de 6xido 
de aluminio por cada 200 ml de cloroformo); conviene 
cromatografiar por segunda vez los 50 primeros ml del 
eluido. 

38.3.b.3 Reactivo segun Carr-Price. Agitar 25 9 
aproximadamente de tricloruro de antimonio p.a. (con
servado en desecador) con 100 ml de cloroformo 
(38.3.b.2) hasta saturaci6n de la soluci6n. Un pequeiio 
dep6sito de tricloruro de' antimonio no altera. Anadir 2 
ml de anhidrido acetico p.a. Conservar en congelador 
en un frasco de vidrio ambar con tap6n de rO$ca. Este 
reactivo ası conservado es estable durante varias sema
nas. 

38.3.b.4 Retinol patr6n controlado por espectrofo
tometrfa. 

38.3.c) Utilizados exclusivamente para el analisis de 
los productos del grupo B .. 

38.3.c.1 Isopropanol para cromatograffa. 

38.4 Procedimiento. 
38.4.1 Hidr61isis y extracci6n. Tomar una porci6n 

de la muestra finamente dividida, proporcional al con
tenido supuesto de vitamina A: 

- 0, 1 a 1,0 9 para los concentrados (contenidos supe
riores a 20.000 Uljg). 

- 3,0 a 5.0 9 para las premezclas (contenidos com-
prendidos entre 400 y 20.000 Uljg). 

- 10 a :20 9 para las mezclas minerales. 
- 30 g para los productos delgrupo A. 

Introducirla inmediatamente en un matraz de 500 
ml de tap6n esmerilado. . 

Anadir sucesivamente 40 ml de etanol (38.3.a. 1), 2 
ml de soluei6n ascorbato de sodio (38.3.a.2) 10 ml de 
soluci6n de hidr6xido de potasio al 50 por 100 (38.3.a.4) 
y 2 ml de soluci6n de sulfuro de sodio 0,5 M (38.3.a.13). 
Calentar durante treinta minutos a 70-80 aC bajo refri
gerante de reflujo y enfriar al grifo. Anadir 50 ml de 
etanol (38.3.a.1) y 100 ml (tomadbs con pipeta) de 
1 ,2-dicloroetanol (38.3.a. 7). 

Agitar energicamente y decantar el liquido sobrena
dante en embudo de decantaci6n y anadir 150 ml de 
soluci6n de hidr6xido de potasio 1 N (38.3.a.5), agitar 
durante diez segundos y dejar reposar hasta la sepa
raci6n de las fases. Recoger la fase inferior de diclo
roetano en otro embudo de decantaci6n, anadir 40 ml 
de soluci6n de hidr6xido de potasio O,5N (38.3.a.6), agi
tər durənte diez segundos y dejar reposar hasta la sepa
raci6n de las lases. Recoger la fase de dicloroetano ən 
otro embudo de decantaci6n y lavar seis u ocho veces 
con porciones de 40 ml de agua hasta la ausencia de 
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əlcali en el agua de lavado (ensayo con fenolftalein;ı). 
Recoger la fase de dicloroetano y eliminar las ultimas 
trazas de agua mediante bandas de papel de filtro. 

Evaporar a sequedad a vacfo y en bano de agua a 
40 aC, una alicuota de la soluci6n. Redisolver rapida
mente el residuo con 5 ml de eter de petr61eo (38.3.a.8). 

Para 105 productos del grupo A, cromatografiar como 
se indica en 38.4.2.1. 

Para 105 productos del grupo B, transferir la soluci6n . 
a un matraz aforado de 50 ml, completar a volumen 
con eter de petr61eo (38.3.a.8), homogeneizar y medir 
la absorbancia como se indica en 38.4.3. 

38.4.2 Cromatograffa. 
38.4.2.1 Productos del grupo A. Llenar la columna 

para cromatograffa (38.2.3) hasta una altura de 200 mm 
de 6xido de aluminio (38.3.a.9), previamente impreg
nado de eter de petr61eo (38.3.a.8), Introducir en la 
columna la soluci6n obtenida en 38.4.1 y anadir inme
diatamente 20 ml de eter de petr61eo (38.3.a.8). Eluir 
sucesivamente con porciones de 10 ml de las soıı:ıciones 
de eter de petr61eo con 4, 8, 12, 16' y 20 por 100 
de eter dietflico (38.3.a.12) a vacfo parcial 0 a presi6n; 
la velocidad de eluci6n debe ser de dos a tres gotas 
por segundo. 

EI caroteno es eluido en primer lugar. (EI contenido 
en caroteno de esta fracci6n puede ser determinado por 
la medida de la absorbancia a 450 nm; E,'~:" = 2. 600). 

38.4.2.2 Productos del grupo B. La cromatograffa 
no debe ser efectuada a menos que las medidas de 
la absorbancfa obtenidas en 38.4.3.2 no esten confor
mes con las prescripciones indicadas en 38.4.3.2. 

Si la cromatograffa fuera necesaria, introducir en la 
columna cromatogr8fica una alicuota de la solucf6n en 
eter de petr61eo obtenida en 38.4.1 que contenga aproxi
madamente 500 UI de retinol y cromatografiar como 
se indica en 38.4.2.1. 

38.4.3 Medida de absorbancia. 
38.4.3.1 Evaporar a sequedad, a vacfo, la fracci6n 

cromatogr8fica que contiene el' retinol obtenida en 
38.4.2.1. Redisolver el residuo con 2 ml de benceno 
(38.3.b.1). Tomar 0,3 ml de esta soluci6n y anadir 3 
ml del reactivo de Carr-Price (38.3.b.3). Se desarrolla 
una coloraci6n azul. Medir la absorbancia en el espec
trofot6metro a 610 .nm exactamente a los treinta segun
dos del comienzo de la reacci6n. 

Determinar el contenido en retinol mediante una cur
va patr6n obtenida a partir de las soluciones bencenicas 
de concentraciones crecientes en retinol patr6n tratadas 
por el reactivo de Carr-Price (de 2 a 16 UI de vitamina 
A patr6n) (38.3.b.4) con 0,3 ml de benceno (38.3.b.1)" 
mas 3 ml del reactivo de Carr-Price (38.3.b.3). 

La curva patr6n debe ser comprobada regularmente 
y en breves intervalos de tiempo mediante una soluci6n 
recientemente preparada del reactivo de Carr-Price. 

38.4.3.2 Productos del grupo B. Tomar una alicuota 
de la soluci6n en eter de petr61eo obtenida en 38.4.1, 
que contenga aproximadamente 200 UI de retinol. Eva
porar a sequedad en yacfo y redisolver el residuo con 
25 ml de isopropanol (38.3.c.1). Medir la absorbancia 
en el espectrofot6metro a 334, 325 y 31 0 nm. EI maximo 
de absorci6n esta situado a 325 nm. EI contenido en 
retinol de la .soluci6n se calcula como sigue: 

A325 X 18,30 = UI de retinol 

No obstante, las relaciones entre absorbancias 
A3,oIA325 y A334/A325 deben ser de 6/7 = 0,857. 

Si una de estas relaciones se separa sensiblemente 
de este valor (menor de 0,830 0 mayor de 0,880), la 

medida de las absorbancias debe ser precedida de una 
cromatograffa segun el procedimiento indicado en 
38.4.2. Si la medida de las absorbancias efectuadas des
pues de la cromatograffa indica que las relaciones antes 
mencionadas se separan todavia sensiblemente del valor 
0,857 (menor de 0,830 0 mayor de 0,880), la deter
minaci6n debe ser' efectuada segun el procedimiento 
indicado para los productos del grupo A. 

38.5 Caıculos. Calcular el contenido en retinol de 
la muestra teniendo en cuenta el peso de partida y las 
diluciones efectuadas a 10 largo del analisis. 

Expresar el resultado en UI de retinol por kg. La dife
rencia entre los resultados de dos determinaciones para
lelas efectuadas sobre la misma muestra no debe pasar 
de: 

- 20 por 100 en valor relativo para los contenidos 
en retinol inferiores a 75.000 Uljkg. 

- 15.000 UI para 105 contenidos de retinol compren
did05 entre 75.000 y 150.000 Uljkg. 

- 10 por 100 en valor relativo para los contenidos 
comprendidos entre 150.000 y250.000 Uljkg. 

- 25.000 para los contenidos compr'lndidos entre 
250.000 y 500.000 Uljkg. 

- 5 por 100 en valor relativo para los contenidos 
superiores a 500.000 Uljkg. 

38.6 Observaciones. 

38.6.1 Todas las manipulaciones deben hacerse en 
ausencia de luz directa y si es posible en material de 
vidrio de color ambar. 

38.6.2 La adici6n de ascorbato no esnecesaria si 
la hidr61isis se realiza en corriente de nitr'Ogeno {38.4.1). 

38.6.3 Para los piensos de lactancia y los productos 
con tendencia a hineharse, doblar la eantidad de los
reaetivos indieados en 38.4.1, etano! (38.3.a.1), soluci6n 
de ascorbato de sodio (38.3.a.2), soluci6n de hidr6xido 
de potasio (38.3.a.4) y soluei6n de sulfuro de 
sodio (38.3.a.13). 

38.6.4 Guardar las precauciones debidas a la peli- . 
grosidad de los reactivos (especialmente beneeno). 

38.7 Referencias. Cuarta Direetiva de la Comisi6n 
de 5 de diciembre de 1972. 73/46/CEE. «Diario Ofieial 
de las Comunidades Europeas» numero L 83/21, de 
30 de marzo de 1973. 

39. Tiamina (aneufina, vitamina B ,) 

39.1 Principio. La muestra se trata en caliente con 
acido sulfurieo diluido y se hidroliza a eontinuaci6n por 
via enzimatica. 

La soluci6n obtenida se somete a oxidaei6n alealina. 
EI tiocromo formado se extrae con isobutanol y se deter
mina por fluorimetria. 

EI metodo permite determinar la tiamina (aneurina, 
vitamina B,) en piensos, concentrados y premezclas. EI 
limite de deteeci6n es de 5 ppm. 

39.2 Material yaparatos. 

39.2.1 Bano de agua. 
39.2.2 Centrifuga (.3.500 rpm) con tubos de 30 a 

50 ml, provistos de tap6n de rosea. 
39.2.3 Fluorimetro. 

39.3 Reactivos. 

39.3.1 Soluci6n patr6n de tiamina de 100 micro
gramos/ml. 
. Disolver 112,3 'mg de clorhidrato de tiamina, calidad 

patr6n, previamente deseeado a vacfo hasta peso eons
tante, en 1.000 ml de acido sulfurico 0,2N (39.3.2). En 
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frfo y en oscuridad esta soluci6n es estable durante un 
mes. 

39.3.2 Acido sulfurico 0,2N. 
39.3.3 Metabisulfito de sodio, Na2S205 puro. 
39.3.4 Soluci6n al 20 por 100 (p/v) de hexacia-

noferrato (III) de potasio p.a. 
39.3.5 Soluci6n al 25 por 100 (p/v) de hidr6xido 

de potasio p.a. 
39.3.6 MezCıa oxidante: mezCıar 2 ml de soluci6n 

de hexacianoferrato (III) de potasio (39.3.4) con 48 ml 
de soluci6n de hidr6xido de potasio (39.3.5). Esta mezCıa 
no se conserva mas de cuatro horas. 

39.3.7 Isobutanol p.a. 
39.3.8 Soluci6n de acetato de sodio 2,5N. 
39.3.9 Preparaci6n multienzimatica conteniendo 

proteasa, fosfatasa y amilasa (por ejemplo clarasa). 
39.3.10 Etanol del 96 por 100 (v/v). 

39.4 Procedimiento. 

39.4.1 Hidr61isis enzimatica. Introducir en dos 
matraces aforados AyB de 250 ml, cantidades identicas 
de muestra finamente molida, conteniendo 100 micro
gramos de tiamina y 125 ml de acido sulfurico (39.3.2). 
Anadir solamente al matraz A 1,0 ml de soluci6n patr6n 
(39.3.1) (patr6n interno). 

Agitar vigorosamente, lIevar los matraces a un bano 
de agua hirviendo y mantenerlos durante quince minutos 
agitando de vez en cuando. Dejar enfriar hasta 45 ac 
aproximadamente. Anadir a cada matraz 20 ml de solu
ci6n de acetato de sodio (39.3.8) y 0,5 9 de preparaci6n 
multienzimatica (39.3.9), dejar reposar a continuaci6n 
durante veinte minutos a temperatura ambiente. Anadir 
20 ml de soluci6n de acetato de sodio y completar a 
volumen con agua, homogeneizar y filtrar. Recoger los 
filtrados AyB despues de haber eliminado los 15 pri
meros ml. Preparar las soluciones siguientes: 

39.4.1.1 Soluci6n testigo T. Introducir en un tubo 
de centrifuga (39.2.2), 5 ml del filtrado A y 10 mg aproxi
madamente de metabisulfito de sodio (39.3.3). Sumergir 
el tubo durante quince minutos en un bano de agua 
hirviendo y dejar enfriar a continuaci6n hasta tempe
ratura ambiente. 

39.4.1.2 Soluci6n A (patr6n interno) y B (muestra). 
Introducir 5 ml de filtrado A en un tubo de centrifuga 
(39.2.2) y 5 ml del filtrado B en otro tubo de centrifuga 
(39.2.2). 

39.4.2 Oxidaci6n. Anadir a las soluciones T, A y 
B, 5 ml de la mezCıa oxidante (39.3.6) y despues de 
un minuto,"1 0 ml de isobutanol (39.3.7). Tapar los tubos 
y agitar vigorosamente durante cinco segundos. Dejar 
reposar durante un minuto y centrifugar para separar 
las fases. Tomar, de cadıı tubo, 5 ml de la fase iso
butan61ica sobrenadante, introducirlos respectivamente 
en los matraces aforados de 25 ml, completar a volumen 
con etanol (39.3.10) y homogeneizar. Esto da lugar a 
los extractos T. AyB. 

39.4.3 Medida de la fluorescencia. Efectuar las 
medidas a la longitud de onda a la cual el fluorfmetro 
da una respuesta 6ptima para la fluorescencia del tio
cromo. Irradiar a 365 nm aproximadamente. 

Ajustar el instrumento a cero con el extracto T. Medir 
la intensidad de fluorescencia de los extractos AyB. 

39.5 Caıculos. EI contenido en microgramos de tia
mina por kg de muestra viene dada por la f6rmula: 

d x b 

(a-b)x c 

Siendo: 

a = Intensidad de la fluorescencia del extracto A (pa-
tr6n interno). . 

b = Intensidad de la fluorescencia del extracto B 
(muestra). 

c = Peso, en gramos, de la muestra. 
d = Cantidad de tiamina en microgramos anadida 

ala muestra (patr6n interno). 

La diferencia entre los resultados de dos determina
ciones paralelas efectuadas sobre la misma muestra no. 
debe ser superior a: 

- 10 por 100 en valor relativo para los contenidos 
inferiores a 500 ppm y 

- 5 por 1.00 en valor relativo para los contenidos 
iguales 0 superiores a 500 ppm. 

. 39.6 Referencias. Cuarta Directiva de la Comisi6n 
de 5 de diciembre de· 1972. 73/46/CEE. "Diario Oficial 
de las Comunidades Europeas» numero L 83/21, de 
30 de marzo de 1973. 

40. Acido asc6rbico yacido dehidroasc6rbico 
(vitamina C) 

40.1 Principio. EI metodo permite determinar la 
su ma de los acido asc6rbico y dehidroasc6rbico (vita
mina C) en piensos, concentrados y premezclas. Ellfmite 
de detecci6n es de 5 ppm. Los productos son clasificados 
en dos grupos segun su contenido supuesto en vita
mina C: 

Grupo A: Contenidos inferiores a 10 g/kg. 
Grupo B: Contenidos iguales 0 superiores a 10 g/kg. 

La muestra, puesta en suspensi6n en una soluci6n 
diluida. de acido metafosf6rico, se somete a extracci6n 
con cloroformo. La fase acuosa se trata con una soluci6n 
de 2,6-diCıorofenol-inclotenol para transformar el acido 
asc6rbico en acido dehidroasc6rbico, y. a continuaci6n 
por una soluci6n de 2,4-dinitrofenilhidrazina. La hidra
zona formada se extrae mediante una mezCıa de acetato 
de etilo, acido acetico glacial y acetona. La soluci6n se 
cromatografia ·en columna de gel de sflice, el eluido se 
evapora. a sequedad y iii residuo se disuelve en acido 
sulfurico diluido. La absorbancia de la soluci6n se mide 
en el eSfjectrofot6metro a 509 nm. . . 

Para los productos del grupo A. el eluido procedente 
de la cromatografia en columna se somete a una cro
matograffa en capa fina para aislar la hidrazona. 

40.2 Material y aparatos. 
40.2.1 Bano de agua regulado a la temperatura 

de 20 ac mediante termostato .. 
40.2.2 Centrifuga (3.500 r.p.m.) con tubos de 40 

a 50 ml provistos de tapones de rosca. 
40.2.3 Evaporador rotatorio a vado con matraces 

de 250 ml. 
40.2.4 Columnas de vidrio para cromatograffa (Ion

gitud: 100 mm diametro interior: 20 mm) con placa de 
vidrio fritado (por ejemplo tubos de Allihn). 

40.2.5 Espectrofot6mıətro 0 colorimetro de filtros 
con cubetas de 10 mm de espesor. 

40.2.6 Material para cromatograffa en capa fina con 
placas de gel de silice H (40.3.12), espesor de capa: 
0,5 a 0,6 mm. Secar las placas de dos horas treinta 
minutos a tres horas en estufa a 120-130 ac. Dejar 
enfriar y conservar en desecador durante veinticuatro 
horas antes de su empleo. 

40.2.7 Estufa regulada.a 120-130 DC. 
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40.3 Reactivos. 
40.3.1 Soluci6n patr6n del 0.05 por 100 de acido 

L-asc6rbico: disolver 50 mg de acido L-asc6rbico p.a. 
en 20 ml aproximadamente de acido metafosf6rico 
(40.3.2) y completar a 100 ml con agua. Preparar inme
diatamente antes de su empleo. 

40.3.2 Soluci6n al 10 por 100 de acido metafos
f6rico: disolver en agua 200 9 de acido metafosf6rico 
p.a. triturados en mortero. y completar a 2.000 ml con 
agua. Conservar a 4 °C. Renovar al cabo de una semana. 

40.3.3 'Cloroformo p.a. 
40.3.4 Soluci6n al 0.5 por 100 (p/v) de 2.6-diclo

rofenol-indofenol p.a. Preparar inmediatamente antes de 
su empleo. 

40.3.5 Auxiliar de filtraci6n (S y S numero 121 0 
equivalente). 

40.3.6 Soluci6n acida al 2 por 100 (p/v) de 2A-di
nitrofenilhidrazina: disolver 2 9 de de 2A-dinitrofenilhi
drazina en 100 ml de acido sulfurico diluido (25 ml de 
acido sulfurico p.a. d = 1.84. diluidos hasta 100 ml con 
agua). En frio esta soluci6n se consşrva durante una 
semanə. 

40.3.7 Nitr6geno 0 (40.3.8). 
40.3.1.3 Anhidrido carb6nico. 
40.3.9 Mezcla de acetato de etilo p.a./acido acetico 

glacial/acetona p.a.:. 96/2/2 en volumen. 
40.3.10 Mezcla de dicloromet<;ınol p.a./acido ace

ticoglacial: 97/3 en volumen. 
40.3.11 Gel de silice. granulometrfa: 0.05 a 0.2 mm. 
40.3.12 Gel de silice H segun Stahl. para croma

tograffa en capa fina. 
40.3.13 Acido sulfurico diluido: introducir 105 ml 

de agua en un matraz aforado de 200 ml. com'pletar 
a volum~n con acido sulfurico p.a .. d = 1.84. 

40.3.14 Disolvente de eluci6n para la cromatografia 
en capa fina: Mezclar 75 ml de eter dietilico p.a .• 
25 ml de acetato de etilo p.a .. y 4.0 ml de acido acetico 
del 96 por 100 p/v. p.a. Renovar despues de dos 0 
tres cromatografias. 

40.4 Procedimiento. 

40.4.1. Extracci6n. Introducir en dos matraces afo
rados A y 8. de 250 ml. cantidades identicas de la mues
tra finamente molida. que contengan 200 microgramos 
aproximadamente de vitamina C. Anadir solamente al 
matraz A. 004 ml de soluci6n patr6n (40.3.1) y homo
geneizar' agitando suavemente (patr6n interno). Anadir 
a cada matraz 30 ml de cloroformo (40.3.3) y 25 ml 
de soluci6n de acido metafosf6rico (40.3.2) a 4 °C. Agitar 
ligeramente y dejar reposar de diez a quince minutos. 
Anadir 25 ml de agua. tapar los matraces. agitar vigo
rosamente durante diez segundos y dejar reposar de 
diez a quince minutos en bano de agua (40.2.1). Cen
trifugar para separar la fase acuosa de la fase cloro
f6rmica. Realizar las operaciones siguientes simultanea
mente sobre los extractos acuosos A (patr6n interno) 
y B. 

40.4.2 Oxidaci6n. Tomar mediante pipeta 40 ml de 
la soluci6n acuosa sobrenadante (Iigeramente turbia) 
obtenida en (40.4.1). introducirla en un tubo de reacci6n 
de tap6n de rosca. anadir de 0.5 a 1 ml de soluci6n 
de 2.6-diclorofenol-indofenol (40.3.4) yhomogeneizar. 
Se forma una coloraci6n que debe persistir quince minu
tos al menos. Anadir a continuaci6n 300 mg aproxi
madamente de auxiliar de filtraci6n (40.3.5). agitar y 
filtrar sobre un filtro de pliegues seco. EI filtrado no debe 
ser necesariamente transparente. 

40.4.3 Reacci6n con la .2A-dinitrofenilhidrazina y 
extracci6n de la hidrazona. Tomar mediante pipeta 
10 ml del filtrado obtenido en (40.4.2). introducirlos en 

un tubo de centrffuga (40.2.2). anadir 2 ml de soluci6n 
de 2A-dinitrofenil-hidrazina (40.3.6) y homogeneizar. 
Hacer pasar rapidamente por el tubo una corriente de 
nitr6geno (40.3.7) 0 de anhfdrido carb6nico (40.3.8). 
tapər el tubo y sumergirlo durante quince horas aproxi
madamente (una noche) en el bano de agua (40.2.1). 
Anadir a continuaci6n 3 ml de agua. 20 ml de la mezcla 
de acetato de etilo/acido acetico glacial/acetona 
(40.3.9) y 800 mg aproximadamente de auxiliar de fil
traci6n (40.3.5). Tapar el tubo: agitar vigorosame"nte 
durante treinta segundos y centrifugar. Introducir 15 ml 
de la fase sobrenadante en un matraz de evaporaci6n 
y evaporar a presi6n reducida en el evaporador rotativo 
(40.2.3) hasta la obtenci6n de un residuo oleoso. Disolver 
el residuo en 2 ml de la mezcla de acetato de etilo/acido 
acetico glacial/acetona (40.3.9) calentando a 50 °C. 
dejar enfriar. anadir 10 ml de la mezcla diclorometa
no/acido acetico glacial (40.3.10) homogeneizar. 

40.4.'1 Cromatograffa en columna. Llenar la colum
na cromatogrMica (40.2.4) hasta una altura de 30 mm 
con la mezcla diclorometano/acido acetico glacial 
(40.3.10). Poner en suspensi6n (agitando vigorosamen
tel 5 9 de-gel de silice (40.3.11) en 30 ml de la mezcla 
diclorometano/acido acetico glacial (40.3.10) y verter 
la suspensi6n en la columna. Dejar depositar y comprimir 
bajo debil presi6n de nitr6geno (40.3.7). 

Trasvasar a la columna cromatografica la soluci6n 
obtenida en 40.4.3. lavar el matraz con una pequena 
cantidad de mezcla diclororiıetano/acido acetico glacial 
(40.3.10) y trasvasar ala columna. lIenar con la mezcla 
(40.3.10) y continuar el lavado de la columna con la 
misma mezcla (3 6 4 porciones de 5 ml aproximada
mente). hasta la obtenci6n de un eluido incoloro. Eliminar 
la fracci6n eluida coloreada de amarillo. 

Eluir la zona rojiza en la cabeza de la columna median
te la mezcla acetato de etilo/ acido acetico glacial/ ace
tona (40.3.9). recoger el eluido y evaporar a sequedad. 

40.4.4.1 Para los prod\Jctos del grupo A (contenidos 
en vitamina C inferiores a 10 g/kg). disolver el residuo 
en 2.0 ml de la mezcla əcetato de etilo/acido acetico 
glacial/acetona (40.3.9) y proceder inmediatamente a 
la cromatograffa en capa fina como se indica en 40.4.5. 

40.4.4.2 Para los productos del grupo B (contenidos 
en vitamina C iguales 0 si.ıperiores a 10 g/kg). redisolver 
el residuo oleoso en 4.0 ml de acido sulfurico diluido 
(40.3.13). agitar vigorosamente para disolver comple
tamente el residuo y proceder a la medida de la absor-
bancia cômo se indica en 40.4.6. . 

40.4.5 Cromatogrefia en capa fina. Efectuar las ope
raciones indicadas a partir de aqui por duplicado. 

Depositar en forma de banda sobre la placa de cro
matograffa en capa fina (40.2.6) 0.5 ml de la soluci6n 
obtenida en 40.4.4.1. Desarrollar durante veinte minutos 
por 10 menos mediante el eluyente (40.3.14) en camara 
saturada hasta separaci6n clara de la zona de la hidra
zona. coloreada de rosa. Dejar secar al aire. Delimitar 
la zona rosa. rasparla con una espatula y transferir cuan
titativamente la masa pulverulenta a una columna de 
cromatografia (40.2.4). 

Eluir sucesivamente una vez con 2 ml y dos veces 
con 1.5 ml de la mezcla acetato de etilo/acido acetico 
glacial/acetona (40.3.9). Recoger el eluido en un matraz 
pequeno (la ultima fracci6n debe ser incolora). Evaporar 
a sequedad. redisolver el residuo oleoso en 4.0 ml de 
acido sulfurico diluido (40.3.13). agitar vigorosamente 
para disolver completamente el residuo y proceder a 
la medida de la absorbancia. 

40.4.6 Medida de la absorbancia. Medir la absor
bancia en un espectrofot6metro a 509 nm de veinte 
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a treinta min\ltos desde la puesta en disoluci6n del resi
dua en acido sulfurieo diluido (40.3.13). 

Efeetuar las medidas por eomparaei6n con aeıdo sul
furico diluido (40.3.13). 

40.4. 7 Prueba an blanco. 
Efectuar paralelamente un ensayo en blanco aplican

do el mismo metodo operativo. 

40.5 Caıculos. EI contenido en 9 de vitanıina C por 
kg de muestra viene dada por la f6rmula: 

(e - a) x 2 

(b-e)x 10 d 

Siendo: 
a Absorbancia del blanco. 
b Absorbancia de la soluci6n de patr6n interno. 
c Absorbancia de la soluci6n de muestra. 
d Peso, en g, de la muestra. 

La diferencia ente los resultados de dos determina
ciones paralelas efectuadas sobre la nıisma muestra no 
debe pasar del 10 por 100 en valor relativo para los 
contenidos en vitamina C inferiores a 10 g/kg y de 
5 por 100 en valor relativo para los contenidos iguales 
o superiores a 10 g/kg. 

40.6 Referencias. Cuarta Directiva de la Comisi6n 
de 5 de diciembre de 1972. (73/46/CEE). «Oiario Oficial 
de las Comunidades Europeas» numero L 83/21, de 
30 de marzo de 1973. 

41. Menadiona (vitamina K3 ) 

41.1 Principio. La muestra se somete a extracci6n 
mediante etanol diluido. La mezcla se defeca con solu
ei6n de ta nino y se centrifuga. EI extracto se trata con 
soluci6n de carbonato de sodio. La menadiona liberada 
se extrae con l,2-dicloroetano. EI extracto en dieloroe
tano se trata, segun su contenido en menadiona, 
directamente 0 previa evaporaci6n, con 2.4-dinitro-fenil
hidrazina en soluci6n en etanol acidificado por acido 
elorhidrico: La hidrazona obtenida da lugar, al aliadirle 
un exceso de amoniaco, a un complejo de color azul-ver
doso cuya absorbancia se mide a 635 nm. EI metodo 
permite determinar la menadiona (vitamina K 3 ) en pien
sos, concentrados y, premezclas. EI limite inferior de 
detecci6n es de 1 ppm. 

41.2 Material yaparatos. 

41.2.1 Agitador mecanico. 
41.2.2 Centrifuga (3.000 a 5.000 rpm). 
41.2.3 Embudos de decantaci6n de 100 y 250 ml, 

con tap6n esmerilado. 
41.2:4 Evaporador rotativo a vado con matraces 

de 250 ml. 
41.2.5 Balio de agua. 
41.2.6 Espectrofot6metro con cubetas de 10 mm 

de espesor. 

41.3 Reaetivos. 

41.3.1 Etanol al 96 por 100'(v/v). 
41.3.2 Etanol (41.3.1) diluido al 40 por 100 con 

agua. 
41.3.3 Soluci6n al 10 por 100 (p/v) de tanino, obte

nida a partir de tanino puro en polvo. 
41.3.4 1,2, dieloroetano p.a. 
41.3.5 Soluci6n al 10 por 100 (p/v) de carbonato 

de sodio anhidro p.a. 
41.3.6 Acido elorhidrico al 37 por 100 (p/pi. de 

= 1,19. 
41.3.7 Etanol absoluto. 

41.3.8 Reactivo de 2.4-dinotrofenilhidrazina: disol
ver 40 mg de 2.4-dinitrofenilhidrazina p.a. en 40 ml 
aproximadamente de etanol absoluto (41.3.7) hirviendo. 
Oejar enfriar y trasvasar a un matraz aforado de 50 ml. 
Afiadir 1 ml de acido clorhidrico (41.3.6) y completar 
a volumen con etanol absoluto (41.3.7). Preparar inme
diatamente antes de su empleo. 

41.3.9 Hidr6xido de amonio al 25 por 100 (p/p), 
d = 0,91. 

41.3.10 Soluci6n amoniacal de etanol: mezelar un 
volumen de etanol (41.3.7) Y un volumen de hidr6xido 
de amonio (41.3.9). 

41.3.11 Soluciones patr6n de menadiona: disolver 
20 mg de menadiona (vitamina K3 ) en el l,2-dieloroetano 
(41.3.4) y completar a 200 ml. Diluir partes alfcuotas 
de esta soluci6n mediante el l,2-dicloroetano (41.3.4) 
para obtener una serie de soluciones patr6n cuyas con
centraciones en menadiona esten comprendidas entre 
2 y 10 microgramos por mililitro. Preparar inmediata
mente antes de su empleo. 

41.4 Procedimiento. 

41.4.1 Extracci6n. Tomar una porci6n de muestra 
finamente molida y proporcional al contenido supuesto 
de menadiona: 

- de 0,1 a 5,0 9 para los concentrados y premezelas. 
- de 20 a 30 9 para los piensos. 

Introducirla inmediatamente en un matraz de 
250 ml con tap6n esmerilado. Afiadir 96 ml exactamente 
de etanol diluido (41.3.2) y agitar mecanicamente duran
te quince minutos a la temperatura ambiente. Afiadir 
4,0 ml de soluci6n de tanino (41.3.3), mezelar, trasvasar 
el extracto a un tubo de centrifı,ıga, centrifugar (3.000 
a 5.000 rpm) y decantar. 

Introducir 20 a 40 ml exactamente medidos del 
extracto en un embudo de decantaci6n de 250 ml, afiadir 
mediante pipeta 50 ml de l,2-dieloroetano (41.3.4), mez
elar y aliadir mediante pipeta 20 ml de soluci6n de car
bonato de sodio (41.3.5). Agitar energicamente durante 
treinta segundos y recoger a continuaci6n la fase de 
dicloroetano en un embudo de decantaci6n de 100 ml. 
Afiadir 20 ml de agua, agitar durante quince segundos, 
recoger la fase del dieloroetano y eliminar las trazas de 
agua mediante tiras de papel de filtro. 

Para concentrados y premezelas, tomar una alfcuota 
de extracto y diluir con l,2-dieloroetano (41.3.4) para 
obtener una concentraci6n en menadiona de 2 a 10 
microgramos por mililitro. Para los piensos, evaporar a 
sequedad a 40 °C, bajo presi6n reducida y en atm6sfera 
de nitr6geno, una alicuota del extracto. Redisolver el resi
dua en la cantidad adecuada de l,2-dieloroetano 
(41.3.4) para obtener una soluci6n que contenga de 2 
a 10 mierogramos de menadiona por ml. 

41.4.2 Formaei6n de la hidrazona. Llevar 2,0 ml· del 
extraeto en dieloroetano obtenido en 41.4.1 a un matraz 
aforado de 10 ml y aliadir 3,0 ml del reactivo de 2.4-di
nitrofenilhidrazina (41.3.8). Tapar el matraz hermetica
mente de forma que se evite toda evaporaci6n y calentar 
durante dos horas a 70°C sobre bafio de agua. Oejar 
enfriar, afiadir 3,0 ml de soluci6n amoniacal de etanol 
(41.3.10), mezelar, completar a volumen con etanol 
absoluto (41.3.7) Y mezelar de nuevo. 

41.4.3 Medida de la absorbancia. Medir la absor
bancia del complejo coloreado azul verdoso en espec
trofot6metro a 635 nm por comparaci6n con un blanco 
de reactivos obtenido tratando 2,0 ml de l,2-dicloro
etdllo (41.3.4) como se indica en 41.4.2. Determinar 
la cantidad de menadiona mediante la curva de calibrado 
establecida para cada serie de analısis. 
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. 41.4.4 Curva de calibrada. Tratar 2,0 ml de cada 
saluei6n patr6n de menadiana (41.3.11) como se indica 
en 41.4.2. Medir la absorbaneia como se indica en 
41.4.3. Trazar la curva de calibrado lIevando a ordenadas 
108 valores de la absorbancia y en abcisas las cantidades 
correspondientes de menadiona en microgramos. 

41.5 Caıculos. Calcular el contenido en menadiona 
de la muestra teniendo en cuenta el peso de la muestra 
y las dilueiones efectuadas en el curso del analisis. Expre
sar el resultado en mg de menadiona par kg. 

La dıferencia entre los resultados de dos determina
eiones paralelas efectuadas sobre la misma muestra no 
debe pasar de: 

- 20 por 100 en valor relativo para 105 contenidos 
en menadiona irıferiores a 10 mg/kg. 

- 2 mg en valor absoluto para 105 corıtenidos en 
menadiona comprandidos entre 10 Y 14 mgjkg. 

- 15 por 100 en valor relativo para los contenidos 
comprendidos entre 14 y 100 mg/kg. 

- '15 mg/kg en valor absoluto para 105 contenidos 
comprendidos entre 100 Y 150 mg/kg. 

- 10 por 100 en valor relativo para 105 conteniaos 
superiores a 150 mg/kg. 

41.6 Observaciones. Todas las manipulaciones 
deben hacer5e en ausencia de luz directa y si es posible 
en material de vidrio color ambar. 

41.7 Refereneias. Quinta Directiva de la Comi5i6n 
de 25 de marzo de 1974. 74/203/CEE. «Diario Oficial de 
las Comunidades Europeas» numero 108/7, de 22 de 
abril de 1974. 

42. Virginiamicina 
(por difusi6n en agər) 

42.1 Principio. EI metodo permite determinər la vir
giniəmieina en piensos y en las premezclas. EI IImite 
inferior de la determinaci6n es de 2 mg/kg. 1 mg de 
virginiamicina equivale ə 1.000 unidades UK. 

Se somete la muestra a extracci6n mediante soluci6n 
metan61ica de Tween 80. EI extracto se decanta 0 cen
trifuga, y se diluye despues, Su activıdad antibi6tica se 
determina por medici6n de la difusi6n de la virginiami
eina en un medio de agar sembrado con Micrococus 
luteus. La difusi6n se manifiesta por la formaci6n de 
zonas de inhibiei6n de microorganismo. EI diametro de 
dichas zonas se considera directamente proporcional al 
logaritmo de la concentraci6n de antibi6tico para la gama 
de concentraeiones utilizadas. 

42.2 Reactivos. 

42.2.1 Microorganismo: «Micrococus luteus» ATCC 
9341 (NCTC 8340, NCIB 8553). 

42.2.1.1 Mantenimiento de la cepa.-Sembrar el 
medio de cultivo (42.2.2.1) en tubos inclinados, con 
Micrococus luteus. Incubar durante veinticuatro horas 
a 30 ac, conservar en frigorifico a unos 4 ac y renovar 
la siertıbra cada quince dias. 

42.2.1.2 Preparaei6n de la suspensi6n bacteriana. 
Recoger los germenes de un tubo de agar (42.2.1.1) 
de preparaci6n reeiente, con ayuda de 2 a 3 ml de solu
eion de cloruro de sodio (42.2.2.3). Sembrar con esta 
suspensi6n 250 ml del medio de cultivo (42.2.2.1) en 
un frasco de Roux e incubar durante dieciocho a veinte 
horas a 30 ac. Recoger los germenes en 25 ml de solu
ei6n de Cıoruro de sodio (42.2.2.3) y homogeneizar. 

Diluir la suspensi6n al 1/10 con ayuda de la soluci6n 
de Cıoruro de sodio (42.2.2.3). La transmisi6n luminosa 
de la suspensi6n, medida a 650 nm bajo un espesor 
de 1 cm, por comparaci6n con la soluci6n de cloruro 

de sadia (42.2.2.3), debe ser de alrededor del 75 por 
100. Esta suspensi6n puede conservarse una semana 
a unos 4 ac. Pueden utilizarse otros metodos, siempre 
que este demostrado que producen suspensiones bac
terianas analogas. 

42.2.2 Medios de cultivo y reactivos. 

42.2.2.1 Medio de mantenimiento de la cepa y de 
bas'e para la determinaci6n. Puede utilizarse cualquier 
medio de cultivo comercial de composiei6n analoga y 
que de los mismos resultados: 

Peptona de cərne: 6,0 g. 
T riptona: 4,0 g. 
Extracto de levadura: 3,0 g. 
Extracto de carne: 1,5 g. 
Glucosa: 1,0 g. 
Agar: 10,0 a 20,0 g. 
Agua 1.000 ml. 
pH: 6,5 (tras esterilizaci6n). 

42.2.2.2 Tamp6n fosfato pH 6: 

Hidrogenofosfato de potasio KıHP04: 2 g. 
Dihidr6geno fosfato de potasio KHıP04 : 8 g. 
Agua hasta 1.000 ml. 

42.2.2.3 Solııci6n al 0,8 por 100 (p/v) de cloruro . 
de sodio:' i 

Disolver en agua 8 9 de cloruro de sodio, diluir hasta 
1.000 ml yesterilizar. 

42.2.2.4 Metanol. 
42.2.2.5 Mezcla de tamp6n fosfato (42.2.2.2) y de 

metanol (42.2.2.4): 80/20 (v/v). 
42.2.2.6 Soluci6n en metanol al 0,5 por 100 (p/v) 

de Tween 80: disolver 5 9 de Tween 80 en metanol 
(42.2.2.4) y diluir hasta 1.000 ml con metanol. 

42.2.2.7 Sustancia de referencia: virginiamicina de 
actividad conocida. 

42.3 Procedimiento. 

42.3.1 Soluciones de referencia. Disolver una can
tidad pesada exactamente de la sustaneia de referencia 
(42.2.2.7) en metanol (42.2.2.4) y diluir con metanol 
(42.2.2.4) para obtener una soluci6n madre de 1.000 
microgramos de virginiamicina/ml. ConserVada en fras
co tapado, a 4 ac, esta soluci6n es estable durante cınco 
dias. Preparar a partir de esta soluci6n y mediante dilu
ciones sucElsivas con la mezCıa (42.2.2.5), las solucıones 
siguientes: 

S8: 1 microgramo/ml. 
S4: 0,5 microgramo/ml. 
Sı: 0,25 microgramo/ml. 
S,: 0,125 microgramo/ml. 

42.3.2 Preparaei6n del extracto y de las soluciones. 
42.3.2.1 Extracci6n. 

42.3.2.1.1 Productos cuyo conteniı;lo en virginiami- . 
ci na no exeede de 100 mg/kg. Pesar una cantidad de 
muestra de 50 g. Afiadir 200 ml de soluei6n (42.2.2.6), 
agitar durante treinta minutos y dejar luego sedimentar 
o centrifugar. Recoger 20 ml de la soluci6n sobrenadante 
y evaporar hasta 5 ml en un evaporador rotativo a una 
temperatura que no exceda de 40 aC. Disolver el residuo 
con ayuda de la mezcla (42.2.2.5) para obtener una con
centraei6n supuesta de virginiamieina de 1 microgra
mo/ml (= U8). 

42.3.2.1.2 Productos euyo eontenido en virginiami
ci na es superior a 100 mg/kg. Pesar una eantidad de 
muestra que no exeeda de 10,0 9 Y que eontenga de 
1 a 50 mg de virginiamieina. Afiadir 100 ml de soluci6n 
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(42.2.2.6). agitar durante treinta minutos, y dejar sedi
mentar luego 0 centrifugar. Diluir la soluci6n sobrena
dante con ayuda de la mezcla (42.2.2.5) para obtener 
una concentraci6n de virginiamicina de 1 microgra
mo/ml (= U8). 

42.3.2.2 Soluciones del extracto. Preparar, a partir 
de la soluci6n U8 y por diluciones sucesivas (1 + 1) 
con ayuda de la mezcla(42.2.2.5), las soluciones U4 
(concentraci6n supuesta = 0,5 microgramo/ml), U2 (con
centraci6n supuesta = 0,25 microgramo/ml) y U, (con
centraci6n supuesta = 0,125 microgramo/ml). 

42.3.3 Modalidades de la determinaci6n. 

42.3.3.1 Inoculaci6n del medio de cultivo. Sembrar 
a unos 50 ac el medio de base de la determina
ci6n (42.2.2.1) con la suspensi6n bacteriana (42.2.1.2). 
Mediante ensayos preliminares sobre placas con el 
medio (42.2.2.1), determinar la cantidad de suspensi6n 
bacteriana' que permite obtener para las diferente's con
centraciones de virginiamicina zonas inhibici6n 10 mas 
amplias posibles sin dejar de ser nitidas. 

42.3.3.2 Preparaci6n de las cajas. La difusi6n en 
agar se efectua en cajas con las cuatro concentraciones 
de la soluci6n de referencia (S8' S4, S2 Y S,) y las cuatro 
concentraciones del extracto (U8, U4, U2 Y U,). Cada 
caja debe recibir necesariamente las cuatro concentra
ciones de referencia y del extracto. A tal fin, hay que 
elegir las dimensiones de las cajas de forma que se pue
dan excavar en el medio de agar por 10 menos 8 cavi
dades de 10 a 13 mm de diametro, cuyos centros no 
disten menos de 30 mm. Pueden emplearse como cajas 
placas de vidrio planas, coronadas por un anillo de alu
minio 0 de materia plastica de 200 mm de diametro 
y 20 mm de altura. 

Introducir en las cajas una cantidad del medio 
(42.2.2.1), sembrado tal como se indica en (42.3.3.1), 
que permita obtener una capa de unos 2 mm de grosor 
(60 ml para una caja de 200 mm de diametro). Dejar 
solidificar, excavar las cavidades y depositar en ellas volu
menes exactamente medidos de las spluciones de refe
rencia y del extracto (0,10 a 0,15 ml por cavidad segun 
diametro)" Repetir por 10 menos 4 veces cada concen
traci6n, de forma que cada determinaci6n comprenda 
la valoraci6n de 32 zonas de inhibici6n. 

42.3.3.3 Incubaci6n. Incubar las cajas durante die
ciseis a dieciocho horas a 30 ac ± 2 ac. 

42.4 Caıculos. Medir el diametro de las zonas de 
inhibici6n con un error no superior a 0,1 mm. Para cada 
concentraci6n, registrw las medidas medias en papel 
semilogaritmico. trasladando el logaritmo de las concen
traciones en relaci6n con los diametros de las zonas 
de inhibici6n. Trazar las rectas mas ajustadas para la 
soluci6n de referencia y para el extracto, por ejemplo, 
mediante el procedimiento siguiente: 

Determinar el punto mas apropiado del nivel mas 
bajo de la soluci6n de referencia (SL) con ayuda de la 
f6rmula: 

(a) 5L = 75, + 452 + 54 - 258 

10 

Determinar el' punto mas apropiado del nivel mas 
alto de la soluci6n de referencia (SH) con ayuda de la 
f6rmula: 

(a) 5L = 758 + 454 + 52 - 25, 

10 

Determinar' del mismo modo los puntos mas apro
piados del extracto para el nivel mas bajo (UL) y el nivel 
mas alto (UH) sustituyendo S" S2, S4 Y S8 en las f6rmulas 
anteriores por U" U2, U4 Y U8· 

Consignar los valores SL y SH en la misma grƏfica. 
Al unir los dos puntos, se obtiene la recta mas ajustada 
para la soluci6n de referencia. Se sigue el mismo metodo 
para UL y UH, y se obtiene la recta mas ajustada para 
el extracto. 

Si no hubiere ninguna interferencia, las rectas se con
sideran paralelas cuando (SH-SL) y (UH-UL) no difieren 
en mas de un 10 por 100 de su media. 

Si las rectas no son paralelas, pueaen eliminarsp U, 
y S, 0 U8 Y S8' Los valores SL, SH, UL y UH que permiten 
obtener las rectas mas ajustadas se calculan entonces 
con ayuda de las f6rmulas siguientes: 

(a) 5L = 
55, + 252 - 54 552 + 254 - 58 

0 
6 6 

(b) 5H= 
554 + 252 - 5, 558 +25;,-52 

0 
6 6 

y de f6rmulas analogas para UL y UH. La utilizaci6n de 
esta alternativa obliga a respetar los mismos criterios 
de paralelismo. 

En el boletin analitico debe mencionarse la obtenci6n 
de un resultado procedente detres niveles. _ 

Cuando las rectas se consıderen paralelas, hay que 
calcular el logaritmo de la actividad relativa (Iog A), 
mediante una de las f6rmulas siguientes, segun el nume
ro de niveles (4 6 3) utilizados para la valoraci6n del 
paralelismo. 

Para 4 niveles: 
(U, + U2 + U4 + U8- S,- S2- S4- S8) x 0,602 

(c) 10gA 
U4 + U8 + S4 + S8 - U, - U2 - S, - S2 

Para 3 niveles: 

(d) log A (U, + U2 + U4 - S, - S2 - S4) x 0,40.1 

U4 + S4 - U, - S, 

(U2 + U4 + U8 - S2 - S4 - S8) x 0,401 
(d) log A 

US +S8 -U2 -S, 

Actividad del extracto de la muestra = actıvidad de 
la referencia correspondiente A es decir = S8 x A. 

Si la actividad relativa no se encuentra en la gama 
de valores comprendidos entre 0,5 y 2,0, ha de repetirse 
ladeterminaci6n procediendo a los ajustes apropiados 
de las concentraciones del extracto 0, en su caso, de 
las soluciones de referencia. Cuando esta actividad no 
pueda encıJadrarse en la gama de los valores exigidos, 
el resultado se considerara aproximado y asr se hara 
constar en el boletin de analisis. 

Cuando las rectas no se consideren paralelas, se repe
tira la determinaci6n. Si tampoco ahora se logra el para
lelismo, la determinaci6n se considerara insatisfactoria. 

Expresar el resultado en miligramos de virginiamicina 
por kilogramo de pienso. 

La diferencia entre los resultados de dos determina
ciones efectuadas con las misma muestra por el mismo 
analista no deben exceder de: 

2 mg/kg, en valor absoluto, para 105 contenidos de 
virginiamicina inferiores a 10 mg/kg. 

20 por 100 del resultado mas alto, para los con
tenidos de 10 a 25 mg/kg. 

5 mg/kg, en valor absoluto, para los contenidos de 
25 a 50 mg/kg. 

10 por 100 del resultado mas alto, para los con
tenidos superiores a 50 mg/kg. 
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42.5 Referencias. 

Directiva de la Comisi6n'de 20 de diciembre de 1983. 
que modifica las Directivas 71/393. 72/199 Y 78/633. 
(84/4/CEE). «Diario Oficial de las Comunidades 
Europeas» de 18 de enero de 1984. numero L 15/28. 
anexoll. . 

43. Bacitracina-cinc 
(Por difusi6n en agar) 

43.1 Principio. EI metodo permite determinar la 
bacitracina-cinc en los piensos y premezclas. EI Hmite 
inferior de la determinaci6n es de 5 mg/kg. 1 mg de 
bacitracina-cinc (calidad para piensos) equivale a 42 uni
dades internacionales (Ui). 

Se extrae la muestra a pH 2 mediante una mezCıa 
de etanol. agua y əcido Cıorhidrico y una soluci6n de 
sulfuro de sodio. EI sulfuro de sodio permite precipitar 
las sales de cobre solubles que pudieran obstaculizar 
la determinaci6n. EI extracto. lIevado a pH 6.5 se con
centra (en caso necesario) y diluye. Su actividad anti
bi6tica se determina por medio de la difusi6n de la baci
tracina-cinc en un medio de agar. sembrado con Micro
cocus luteus (flavus). La difusi6n se manifiesta mediante 
formaci6n de zonas de inhibici6n del microorganismo. 
EI diəmetro de dichas zonas se considera proporcional 
directamente al logaritmo de la concentraci6n de anti
bi6tico para la gama de concentraciones utilizadas. 

43.2 Reactivos. 

43.2.1· Microorganismo: Micrococcus luteus (fla
vus) ATCC 10240. 

43.2.1.1 Mantenimiento de la cepa. 

Sembrar el medio de cultivo (43.2.2.1) en tubos inCıi
nados. con Micrococcus luteus (flavus). Incubar durante 
veinticuatro horas a 30 ac. conservar en frigorffico a unos 
4 ac y renovar la siembra cada quince dias. 

43.2.1.2 Preparaci6n de la suspensi6n-bacteriana. 
Recoger los germenes de un tubo de agar(43.2. 1.1) 
de preparaci6n reciente con la ayuda de 2 a 3 ml de 
la soluci6n de Cıoruro de sodio (43.2.2.3). Sembrar con 
esta suspensi6n 250 ml del medio de cultivo (43.2.2.1) 
en un frasco de Roux e incubar durante dieciocho a 
veinte haras a 30 ac. Recoger los germenes en 25 ml 
de soluci6n de Cıoruro de sodio (43.2.2.3) y homoge
neızar. 

Diluir la suspensi6n al 1/10 con ayuda de la soluci6n 
de Cıoruro de sodio (43.2.2.3). La transmisi6n luminosa 
de la soluci6n. medida a 650 nm bajo un espesor 
de l' cm por comparaci6n con la soluci6n de Cıoruro 
de sodio (43.2.2.3). debe ser alrededor del 75 por 100. 
Esta süspensi6n puede conservarse una semana a unos 
4 ac. Pueden utilizarse otros metodos siempre que este 
demostrado que producen suspensiones bacterianas 
anƏlogas. 

43.2.2. Medios de cultivo y reactivos. 

43.2.2.1 Medio de mantenimiento de la cepa. 

Peptona de carne: 6.0 g. 
Triptona: 4.0 g. 
Extracto de levadura: 3.0 g. 
Extracto de carne: 1.5 g. 
Glucosa: 1.0 g. 
Agar: 10.0 a 20.0 g. 
Agua: 1.000 ml. 
pH: 6.5 a 6.6 (tras esterilizaci6n). 

Puede utilizarse cualquier medio de cultivo comercial 
de composici6n analoga. que de los mismos resultados. 

43.2.2.2 Medio de base de la determinaci6n. 

Triptona: 10.0 g. 
Extracto de.levadura: 3.0 g. 
Extracto de carne: 1.5 g. 
Glucosa: 1.0 g. 
Agar: 10.0 a 20.0 g. 
Tween 80: 1 ml. 
Agua: 1.000 ml. 
pH: 6.5 (tras esterilizaci6n). 

Puede utilizarse cualquier medio de cultivo comercial 
de composici6n anƏloga. que de los mismos resultados. 

43.2.2.3 Soluci6n al 0.8 por 100 p/v de cloruro 
de sodio: disolver 8 9 de Cıoruro de sodio en agua. diluir 
a 1.000 ml yesterilizar. 

43.2.2.4 Mezcla de metanol/agua/əcido clorhidri-
co (43.2.2.6): 80/17.5/2.5 (v/v/v). 

43.2.2.5 Tamp6n fosfato pH 6.5. 

Hidr6geno fosfato de potasio K2 HP04: 22.15 g. 
Kihidr6geno fosfato de potasio KH2P04: 27.85 g. 
Agua hasta 1.000 ml. 

43.2.2.6 Acido clorhidrico. d= 1.18 - 1.19. 
43.2.2.7 Acido clorhidrico. 0.1 M. 
43.2.2.8 Soluci6n de hidr6xido de sodio 1 M. 
43.2.2.9 Soluci6n de sulfuro de sodio 0.5 M aproxi-

madamente. 
43.2.2.10 Soluci6n de purpura de bromocresol al 

0.04 por 100 (p/v) 

- Disolver 0.1 9 de purpura de bromocresol en 18.5. 
ml de soluci6n 0.01 M de hidr6xido de sodio. Completar 
hasta 250 ml con agua y homogeneizar. 

43.2.2.11 Sustancia de referencia: bacitracina-cinc 
de actividad conocida (en UI). 

43.3 Procedimiento. 

43.3.1 Soluciones de referencia. Pesar una cantidad 
de sustancia de referencia (43.2.2.11) correspondiente 
a 1050 UI (segun la actividad indicada). Anadir 5 ml 
de əcido Cıorhidrico 0.1 M (43.2.2.7) y dejar reposar 
quince minutos. Anadir 30 ml de agua. ajustar el 
pH a 4.5 con tamp6n fosfato (43.2.2.5) (unos 4 ml). 
completar hasta 50 ml con agua y homogeneizar 
(1 ml = 21 UI). 

Preparar a partir de esta soluci6n y mediante dilu
ciones sucesivas con ayuda de tamp6n fosfato pH 6.5 
(43.2.2.5)) las soluciones siguientes: 

5s: 0,42 UI/ml. • 
S4: 0.21 UI/ml. 
S2: 0.105 UI/ml. 
S,: 0.0525 UI/ml. 

43.3.2 Preparaci6n del extracto .. 

43.3.2.1 Extracci6n. 

43.3.2.1.1 PremezCıas y correctores minerales. 
Pesar una cantidad de muestra de 2.0 a 5.0 g. anadir 
29.0 ml de la mezCıa (43.2.2.4) y 0.1 ml de la soluci6n 
de sulfuro de sodio (43.2.2.9): agitar brevemente. Com
probar que el pH es aproximadamente 2. Agitar durante 
diez minutos. anadir 30 ml de tamp6n fosfato (43.2.2.5). 
agitar durante quince minutos y centrifugar. Tomar una 
parte alicuota de la soluci6n sobrenadante y ajustar el 
pH a 6.5 con soluci6n de hidr6xido de sodio 1 M 
(43.2.2.8) utilizando un pH-metro 0 la soluci6n de pur
pura de bromocresol como indicador (43.2.2.10). 

Diluir con.tamp6n fosfato (43.2.2.5) para obtener con 
tamp6n fosfato (42.2.2.5) para obtener utıa concentra
ci6n supuesta en bacitracina-cinc de 0.42 UI/ml (= Ua). 
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43.3.2.1.2 Concentrados proteicos. Pesar una can
tidad de muestra de 10.0 g. anadir 49.0 ml de mezcla 
(43.2.2.4) y 1.0 ml de la soluci6n de stılfuro de 'sodio 
(43.2.2.9); agitar brevemente.Comprobar que el pH es 
aproxımadamente 2. Agitar durante diez minutos. anadir 
50 ml de tamp6n fosfato (43.2.2.5). aQitər durante quin
ce mi!:'ut?s y centrifugar. Tomar una -partli aHcuota de 
la solucıon sobrenadante y ajustar el pH a 6,5 con la 
soluci6ıı de hidr6xido de bromocresol como indicador 
(43.2.2.10). 

Evaporar apraximadamente la mitad del volumen en 
un evaporador rotativo a una temperatura que no ex.;eda 
de 35 ac. Diluir con tamp6n fosfato (43.2.2.5) para obte

. ner una concentraci6n supuesta de bacitracina de cinc 
de 0.42 UI/ml (= Ua). 

43.3.2.1.3 Otras piensos. Pesar una cantidad de 
muestra de 10 9 (20.0 0 para una concentraci6n supues
ta de bacitracina-cinc de 5 mg/kg). Anadir 24.0 ml de 
mezcla (43.2.2.4) y 1.0 ml de la so1uci6n sulfuro de 
sodio (43.2.2.9); homogeneizar durante diez minutos. 
Anadir 25 ml de tamp6n fosfato (43.2.2.5). agitər duran
te quince minutos. y centrifugar. Tomar 20 ml de la 
soluci6n sobrenadante y ajustar el pH a 6.5 con soluci6n 
.de hidr6xido de sodio (43.2.2.8). utilizando un pH neutro 
o la soluci6n de purpura de bromocresol (43.2..2.10) 
como ındıcador. Evaporar hasta 4 ml aproximadamente 
en un evaporador rotativo a una temperatura que no 
exceda de 35 ac. Diluir el residuo con tamp6n fosfato 
(43.2.2.5) para obtener una concentraci6n supuesta de 
bacitracina-cinc de 0.42 UI/ml (= Ua). 

43.3.2.2 Soluciones del extracto. Preparar. a partir 
de la soluci6n Ua Y por diluciones sucesivas (1' + 1) 
con tamp6n fosfato' (43.2.2.5) las soluciones U4 (con
centraci6n supuesta = 0.21 UI/ml). U2 (concentraci6n 
supuesta = 0.105 UI/ml) y U, (concentracion supuesta 
= 0.0525 UI/mil. . 

43.3.3 Modalidades de determinaci6n. 
43.3.3.1 Inoculaci6n dei medio de cultivo. Sembrar 

a unos 50 ac el medio de base de la determinacion' 
(43.2.2.2) con la suspensi6n bacteriana (43.2.1.2). 
Mediante ensayos preliminares en placas con el medio 
(43.2.2.2). determinar la cantidad de suspensi6n bac
teriana que permite obtener para las diferentes concen
traciones de bacitracina-cine zonas de inhibiei6n 10 mas 
amplias posibles sin dejar de ser ııitidas. 

43.3.3.2 Preparaci6n de las cajas. la difusi6n en 
agar se efectua en eajas con las cuatro coneentraciones 
de la soluci6n de referencia (S8. S4. S2 Y S,) y las cuatro 
conceııtraciones del extracto (U8. U4. U2 Y U,). Cada 
caja debe (eeibir necesariamente las euatro concentra
ciones de referencia y del extracto. A tal fin hay que 
elegir la dimensi6n de las cajas de tal forma que se 
puedan excavar en el medio de agar por 10 menos 8 
cavidades de 10 a 13 mm de diametro. cuyos centros 
no disten menos de 30 mm. Pueden emplearse como 
cajas. placas de vidrio planas. coronadas por un anillo 
de aluminio 0 de materia plastica de 200 mm de dia
metro y 20 mm de altura. 

Introducir en las cajas una cantidad el medio 
(43.2.2.2). sembrado tal como se indica en 43.3.3.1. 
que permita obtener una capa de unos 2 mm de grosor 
(60 ml para una caja de 200 mm de dıametro). Dejar 
solidificar. excavar las cavidades. y depositar en ellas 
volılmenes exactamente medidos de las soluciones de 
referencia y del extracto (0.10 a 0,15 ml por cavidad. 
segun el diametro). Repetir por 10 menos cuatro veces 
cada concentraci6n. de forma que cada determinaci6n 
sea la evaluaci6n de 32 zonas de inhibici6n. 

43.3.3.3 Incubaci6n. Incubar las cajas durante die
cisais a dieciocho horas a 30 ac ± 2 ac. 

43.4 Caıculos. 

Medir el diametro de las zonas de inhibici6n con un 
error no superior a 0.1 mm. Para cada concentraci6n. 
registrar las medidas medias en papel semilogarftmico. 
trasladando el logaritmo de las concentraciones en rela
ci6n con 105 diametros de las zonas de inhibici6n. Trazar 
Iəs rectas mas ajustadas para la soluci6n de referencia 
y para el extracto. por ejemplo. mediante el procedi
miento siguiente: 

Determinar el punto mas apropiado del nivel mas 
bajo de la soluci6n de referencia (SL) con ayuda de la 
formula: 

(a)SL= 7S,+4S2 +S4 -2S8 

10 

Determinar el punto mas a'propiado del nivel mas 
alto de la soluci6n de referencia (SH) con ayuda de la 
formula: 

(b) SH= 7S8 + 4S4 + S2 - 2S, 
10 

Determinar del mismo modo los puntos mas apro
piados del extracto para el nivel mas bajo (UL) y el nivel 
ınas alto (UH) sustituyendo S,. S2. S4 Y S8 en las f6rmulas 
anteriores por U,. U2• U4 Y Ua· 

Consignar los valores Sl y SH en la misma grıifica. 
Al unir LO~ ces puntos. se obtiene la recta mas ajustada 
para la c -,Lc;on de referencia. Si se sigue el rnismo mato
do para llL. y UH se obtiene la recta mas ilıustada para 
el extracto. 

Si ııo hubiere ninguna interferencia. las rectas serıan 
paralelas. En la practica se consideran paralelas cuando 
(SH-Sl.) y (UH-SL) no difieren mas de un 10 por 100· 
de su media. . 

Si las rectas no son paralelas. pueden eliminarse U ı 
y S, 0 U8 Y 5a. Los valores SL. SH. UL y UH que permiten' 
obtener rectas mas ajustadas. se calculan entonces con 
ayuda de las formulas siguientes: 

(a) SL 
55, + 2S2 - S4 5S2 + 2S4 - Sa 

0 
6 6 

(b) SH= 
5S4 +2S2 -S, 5Sa +2S4 -S2 

0 
6 6 

y de f6rmulas anəlogəs para UL y UH. la utilizacion de 
esta alternıWva obliga a respetar los mismos criterios 
de paralelismo. En el boletın analftico debe mencionarse 
la obtencion de un resultado procedente de tres niveles. 
Cuando las rectas se consideren paralelas. hay que cal
cular ellogaritmo de la actividad relativa (Iog A) mediante 
una de las formulas siguientes. segun el numero de nive
les (4 63) utilizados para la valoraci6n del paralelismo. 

Para 4 niveles: 

(c) log A ~(l!,--+_ 0. + U4 + U8 - S, - S2 ~. S. - SB) X 0.602 
. ~+~+~+~-~-~-~-~ 

Para 3 niveles: 

(d) loq A=.JU, + U2 + U4 - S,- S2- S4) x 0,401 
U4 + S4 - U, - S, 

(U2 + U4 + Ua- S2- S4- Sel x 0,401 
(d) log A 

Ua + S8- U2 - S2 

Actividad del extracto de la muestra = actividad de 
la referencia correspondiente x A. es decir Ua = S8 x A. 

Si la actividad relativa no se encuentra en la. gama 
de valores comprendidos entre 0.5 y 2.0. ha de repetirse 
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la determinaciôn procediendo a los ajustes apropiados 
de las concentraciones del extracto 0, en su caso, de 
las soluciones de referencia. Cuando esta actividad nO 
pueda encuadrarse. en la gama de los valores exigidos, 
el resultado se cOnsiderara aproximado y asi se hara 
COn star en el boletin de analisis. 

Cuando las rectas nO se consideren paralelas, se repə
tira la determinaciôn. Si tampoco ahora se lograse el 
paralelismo, la determinaciôn se considerara insatisfac
toria. 

Expresar el resultado en miligramos de bacitraci
na-cinc por kilogramo de pienso. 

La diferencia entre los resultados de dos determina
ciones efectuadas COn la misma muestra por el mismo 
analista nO deben exceder de: 

2 mg/kg, en valor absoluto, para los contenidos de 
bacitracina-cinc inferiores a 10 mg/kg. 

20 por 100 del resultado mas alto, para los COn
tenidos de 10 a 25 mg/kg. 

5 mg/kg, en valor absoluto, para los contenidos de 
25 a 50 mg/kg. 

10 por 100 del resultado mas alto, para los COn
tenidos superiores a 50 mg/kg. 

43.5 Referencias. Oirectiva de la Comisi6n de 20 
de diciembre de 1983, modificando las Oirectiva~ 
71/393, 72/1l39 y 78/633 (Directiva 84/4/CEE) ... Oia
rio Oficial de las Comunidades Europeas» de 18 de enera 
de 1984, numera L 15/28, anexo lll, 

44. Flavofosfoflpol 
(Por difusiôn en agar) 

44.1 Principio. EI metodo permite dosificar el flə
vofosfolipol en los piensos, los concentrados y las prə
mezclas. Ellfmite inferior de dosificaciôn es de 1 mg/kg. 

Se somete la muestra a extracciôn por metanol dilui
do, mediante calentamiento a reflujo. EI extracto se cen
trifuga, se purifica, si es necesario, en resinas intercam
biadoras de iones, y se diluye. Se determina la actiilidad 
antibiôtica por medida de la difusi6n del flavofosfolipol 
en Un medio de agar, sembrado COn Staphylococcus 
aureus. la difusiôn se pone de manifıesto por la for
maciÔn de ZOnas de inhibiciÔn de microorganismo. EI 
diametra de dichas zonas, se cOnsidera directamente pro
porcional allogaritmo de las concentracionesutilizadas. 

44.2 Reactivos. 

44.2.1 Microorganismo: Staphylococcus aureus 
ATCC 6538 P. 

44.2.1.1 Mantenimiento de la cepa. Sembrar el 
medio de cultivo (44.2.2.1) en tubos inclinados, con 
Staphylococcus aureus. Incubar durante veinticuatra 
horas a 37 aC, COnservar en refrigerador a 4° C apraxi
madamente y renOvar la siembra cada mes. 

44.2.1.2 Preparaciôn de la suspensiôn bacterian<ı. 
Tomar dos tubos que contengan el cult;vo madre 
(4.2.2.1) y renovar la siembra cada semana. Incubar 
veinticuatra horas a 37 °C y COnservar en ref:'igerador 
a 4 °C apraximadamente. . 

Veinticuatro horas antes de la dosificacion f,embrar 
mediante dichos cultivos, de dos a cuatra tubos incli
nados que c:ontengan medio de ctıltivo (44.2.2. 1). 

Incubar de dieciseis a dieciocho horas a 37 aC. Poner 
luego los germenes en suspensiôn en la soluciôn de cloruro 
de sodio (44.2.2.3). la transmisiôn luminosa de la susperı
siôn, medida a 5,78 nm bajo Un espesor de 1 cm, por 
comparaciôn Con la soluciôn de cloruro de sodio, debera 
ser de 40 por 100 aproximadamente,. Se podrən utilizar 
otros metodos si demuestran que producen Una suspensiôn 
bacterian;ıanaloga. 

44.2.2 Medios de cultivo y reactivos. 

44.2.2.1 Medio de mantenimiento de la cepa .. 

Peptona de came: 6,0 g. 
Triptona: 4,0 g. 
Extracto de levadura: 3,0 g. 
Extracto de cərne: 1,5 g. 
Glucosa: 1,0 g. 
Agar: 15,0 g. 
Agua: 1.000 ml. 
pH = 6,5 despues de la esterilizaciôr\. 

Se podra utilizar cualquier medio de cultivo comercial 
de composiciôn analoga y que de los mismos resultados, 
por ejemplo Oxoid Antibiotic Medium (CM 327) agre
gado a agar Oxoid numera 3 (l 13). 

44.2.2.2 Medio de base de la dosificaciôn. 

44.2.2.2.1 Capa inferior. 

Peptona de carne: 6,0 g. 
Extracto de levadura: 3,0 g. 
Extracto de carne: 1,5 g. 
Agar: 10,0 g. 
Agua: 1.QOO ml. 
pH = 6,5 despues de la esterilizaciôn. 

Se podra utilizar cualquier medio de cultivo comercial 
de composiciôn analoga y que de los mismos resultados, 
por ejemplo Oxoid Antibiotic Medium 2 (CM 335) agre
yada a agar Oxoid numera 3 (l 13). 

44.2.2.2.2 Capa a sembrar. Medir (4.2.2.1) con 
2 9 de emulsiôn antiespumante de silicona. Por ejemplo 
SE 2 de Wacker Chemie Gmon, Munich. 

44.2.2.3 Soluciôn al 0,4 por 100 (p/v) de cloruro 
de sodio: 

Oisolver Ən agua 4 9 de clorura de sodio p.a., diluir 
hasta 1.000 ml y esterilizar. 

44.2.2.4 Metanol puro. 
44.2.2.5 Metanol al 50 por 100 (v/v). Oiluir 500 ml 

de metanol ce" 500 ml de agua. 
44.2.2.6 Metanol al 80 por 100 (v/v). Oiluir 800 ml 

de mətanol 44.2.2.4 COn 200 ml de agua. 
44.2.2.7 Tris (hidroximetil) aminometano p.a. 
44.2.2.8 ~oluciôn metıtnôlica al 1,5 por 100 (p/v) 

de cloruro de potasio. Oisolver 1,5 9 de cloruro de pota
sio p.a. en\20.m1 de agua, completar hasta 100 ml con 
metanol (44.2.2.4). . 

44.2.2.9 Intercambiador de cationes: Dowex 50 
WX8, 20-25 mesh, forma Na (cat, Serva numero 41600) 
o equivalente. 

44.2.2.10 Intercambiador de aniones: Oowex LX2, 
50 100 mesh, forma CI/cat. Serva numero 41010) 0 
equivalente. Antes de utilizarlo, mantener el producto 
dtırante doce a catorce horas en metanol al80 por 100 
(44.2.2.6). 

44.2.2.11 Lana de vidrio. 
44.2.2.12 Papel indicador de pH (pH 6,6-8,1). 
44.2.2.13 Acido ascôrbico. 
44.2.2.14 Sustancia patron. Flavofosfolipol de acti

vidad conocida. 

44.3 Material y aparatos. 

44.3.1 Tubo para cromatograffa, de vıdrjo, diametro 
interior: 9 mm, longitud 150 a 200 mm, provisto da 
lIave en el estrechamiento infarior y de esmerilado nor
malizado (para empalme del embudo) en la parte supe
rior. 

44.3.2 Embudo COn depôsito de 250 ml, COn lIava 
esmarilada, normalizado. 

• 
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44.3.3 Erlenmeyer de,250 ml, de esmerilado nor-
malizado. -: 

44.3.4 Refrigerante de reflujo, de esmerilado nor
malizado. 

44.4 Procedimiento. 

44.4.1 Scluciones patr6n. Disolver una cantidad 
exactamerıte pesada de sustancia patr6n (44.2.2.14) en 
metanol al 50 por 100 (44.2.2.5) Y diluir para obtener 
una soluci6n madre de flavofosfolipol de 100 microgra
mos/ml. Conservada en frasco tapado, a 4 ac, dicha 
soluci6n es estable durante dos meses. 

Preparar a partir de dicha soluci6n, y por diluciones 
sucesivas, mediante metanol al,50 por 100 (44.2.2.5) 
las soluciones siguieı:ıtes: 

Ss: 0,2 microgramo/ml. 
S4: 0,1 microgramo/ml. 
S2: 0,05 microgramo/ml. 
Sı: 0,025 microgramo/ml. 

44.4.2 Preparaci6n del extracto. 

44.4.2.1 Extracci6n. 

44.4.2.1.1 Concentrados, premezclas y correctores 
minerales. Pesar una cantidad de muestra de 2 a 5 9 
Y anadir unos 150 mg de acido asc6rbico (44.2.2.13). 
Mezclar con 150 ml de metanol al 50 por 100 (44.2.2.5) 
en un erlenmeyer (44.2.3.3) y ajustar el pH a 8,1-8,2 
mediante unos 400 mg de tris (hidroximetil) aminome
tano (44.2.2.7). Controlar el pH medianfe papel indicador 
(44.2.2.12). D~jar macerar quince minutos, ajustar de 
nuevo el pH a 8,1-8,2, mediante tris (hidroximetil) ami
nometano (44.2.2.7), y luego hervir durante diez minutos 
con refrigerante a reflujo (44.2.3.4), agitando con stan
temente. Dejar enfriar, centrifugar y decantar al extracto. 

44.4.2.1.2 Otros piensos. Pesar una cantidad de 
muestra de 5 a 30 9 que contenga al menos 30 micro
gramos de flavofosfolipol. Mezclar a 150 ml de metanol 
al 50 por 100 (44.2.2.5) en un erlenmeyer (44.2.3.3) . 
y ajustar el pH a 8,1-8,2 con 400 mg aproximadamente 
de tris (hidroximetil) aminometano (4.2.2.7). Controlar 
el pH mediante papel indicador. Dejar macerar quiı:ıce 
minutos, ajustar de ı:ıuevo el pH a 8,1-8,2 con tris (hi
droximetil) aminometano y luego hervir durante diez 
minutos con refrigerante de reflujo (44.2.3.4) agitando 
constantemente. Dejar enfriar, ceı:ıtrifugar y decantar el 
extracto. 

44.4.2.2 Purificaci6n (se podra omitir dicha moda
lidad para los concentrados, las premezclas y 105 correc
tores minerales). 

• Mezclar 110 ml del extracto con 11 9 de intercam-' 
biador de cationes (44.2.2.9), hervir duraı:ıte un minuto 
con refrıgerante a reflujo (44.2.3.4) agitando constan
temeı:ıte. Separar el intercambiador de cationes por Cen
trifugaci6n 0 filtraci6n. Me2clar 100 ml del extracto con 
150 ml de metanol (44.2.2.4) y dejar reposar la soluci6ı:ı 
de doce a quince horas a 4 aC. Eliminar la mataria 110-
culada por filtraci6n en frio. 

Poner en el extremo inferior de un tubo (44.2.3.1) 
un tap6n de lana de vidrio (44.2.2 11). verter en el tubo 
5 ml de intercambiador de aniones (44.2.2.10) y lavar 
la columna con 100 ml de metanol al 80 por 100 
(44.2.2.6). Luego trasvasar a la columna a travas del 
embudo (4~.2.3.2) un volumen de filtrado de 100 rat ~. 
que se supone contiene por 10 menos 16 microgramos 
de flavofosfolipol (200 ml para una muestra de 30 9 
de pienso a 1 ppm). Si fuere necesario, diluir el filtrado 
antes de trasvasarlo a la columna con metanol al 80 
por 100 (44.2.2.6) para obtener una presunta conCen
traci6n en flavofosfolipol de 16 microgramos en 100 ml. . , 

Regular el caudal de salida del Iiquido a 2 ml aproxı
madamente por minlito. Eliminar la totalidad del filtrado. 
Lavar luego la .~olumna con 50 ml de metanol al 80 
por 100 (44.2.2.6) y eliminar el filtrado. 

Eluir el flavofosfolipol mediante la 50luci6n metan61ica 
de cloruro de potasio (44.2.2.8) manteniendö el caudal 
de goteo aproximadamente de 2 ml por minuto. Recoger 
50 ml de la eluci6n en un matraz aforado, anadir 30 
ml de agua y homogeneizar. Esta di50luci6n debe tener 
un contenido en flavof05folipol de 0,2 microgramos/ml 
(= Us )· . 

44.4.2.3 Soluciones del extracto. Si fuera necesario, 
(en particular .en los casos en que sehubiera on;ıitido 
la purificaci6n) diluir el extracto obtenido en 44.4.2.1.1 
con metanol al 50 por 100 (44.2.2.5) para obtener una 
supuesta concentraci6n en flavofosfolipol de 0,2 micro
gramo/ml (= Us). 

Preparar a partir de la soluci6n Us ı:ıor diluciones suce
sivas (1 + 1) mediante metanol al 50 por 100 (44.2.2.5) 
las soluciones U4 (concentraci6n supuesta = 0,1 micro
gramo/ml), U2 (concentraci6n supuesta = 0,05 micro
gramo/ml) y U ı (concentraci6n supuesta = 0,025 micro
gramo/ml). 

44.4.3 Modalidades de la dosificaci6n. 

44.4.3.1 Inoculaci6n del medio de cultivo. Sembrar 
a 50 °c aproximadamente el medio de base de la dosi
ficaci6n (44,2.2.2.2) con la suspensi6n bacteriana 
(44.2.1.2). Mediante ensayos preliminares en capas con 
el medio (44.2.2.2.2) determinar la cantidad de suspen
si6n bacteriana que permita obtener para las distintas 
concentraciones en flavofosfolipol. zonas de inhibici6n 
tan extensas como sea posible y que permanezcan aun 
nitidas (unos 30 ml por litro). ' 

44.4.3.2 Preparaci6nde las cajas. La difusi6n en 
agar se realiza en cajas con las cuatro concentraciones 
de la soluci6n patr6n (Ss, S4' S2 Y Sı) y las cuatro con
centraciones del extracto (Us, U4, U2 Y U ı). Ca da caja 
debera recibir necesariamente las cuatro concentracio
nes del patr6n y del extracto. A tal fin, escoger la dimen' 
si6n de las cajas de forma tal que se. puedan ahuecar 
en el medio de agar al menos 8 cavidades de 10 a 
13 mm de diametro, cuyos centros no estan separados 
por menos de 30 mm. Se podra. utilizar como cajas, 
placas de vidrio planas, coronadas por un anillo de alu
minio 0 de materia plastica de 200 mm de diametro 
y 20 mm de altura. 

Introducir en las cajas una cantidad del medio 
(44.2.2.2.1) que permita obtener una capa de 1,5 mm 
aproximadamente de espesor (45 ml para una caja de 
200 mm de diametro). Dejar solidificar y anadir una can
tidad del medio (44.2.2.2.2), sembrado como se indica 
en el punto 44.3.3.1, que permita obtener una capa 
de 1 mm de espesor (30 ml para una caja de 200 mm 
de diametro). Dejar solidificar, ahuecar las cavidades y 
depositar en las mismas los volumenes exactamente 
medidos de las soluciones patr6n y del extracto (0,10 
a 0,15 ml por·cavidad, segun diametro). 

Hacer al menos cuatro repeticiones' de cada concen
traci6n, de modo que cada determinaci6n sea objeto 
de una evaluaci6n de 32 zonas de inhibici6n. 

43.4.3.3 Incubaci6n. Incubar las cajas de dieciseis 
a dieciocho horas a 29-30 aC. 

44.5 Caıculos. Medir el diametro de las zonas de 
inhibici6n con una aproximaci6n də 0,1 mm. Para cadı~ 
concentraci6n, registrar las medidas en papel semilo
garitmico anotando el logaritmo de las concentraciones 
frente a los diamctros de las zonas de inhibici6n. Trazar 
las rectas mejor ajustadas para la soluci6n patr6n y para 
el extracto procediendo, por ejemplo, de la siguiente 
manera: 
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Oetermirıar el punto mas apropiado del nivel mas 
bajo de la soluci6n patr6n (SL) mediante la f6rmula: 

75, + 452 + 54 - 25a 
10 

(a) 5L 

Oeterminar el punto mas apropiado del nivel mas 
elevado de la soluci6n patr6n (SH) mediante la f6rmula: 

(b)5H=- 75a +454 +52-25, 
10 

Oeterminar del mismo modo los puntos mas əpro
piados del extracto para el nivel mas bajo (UL) y el nivel 
mas elevado (UH) sustituyendo S" S2, S4 Y Sa en las 
f6rmulas arriba mencionadas por U" U2 U4 Y Ua. 

Representar los valores SL y SH en el mismo grMico. 
Uniendo los dos puntos, se obtendra la recta mas ajus
tada para la soluci6n patr6n. Procediendo del mismo 
modo para UL y UH, se conseguira la recta mas ajustada 
para el extracto, , 

I;:rı ausencia de cualquier interferencia, las rectas 
deberfan ser paralelas, En la practica, se las consitJerara 
como si fueran paralelas cUando (SH-SL) y (UH-UL) no 
difieran en mas del 10 por 100 de su media. 

Si las rectas no fueran paralelas, se podran eliminar 
o bıen U, y S, 0 Ua Y Sa, Los valores SL, SH, UL y 
UH que permitan obtener las rectas mas ajustadas se 
calcularan entonces mediante las f6rmulas siguientes: 

(a') 5L 
55, + 252 - 54 552 + 254 - 5a 

0 
6 6 

(b) SH= 
554 + 252 - 5, 55a +254 -52 

0 
6 6 

y f6rmulas analogas para UL y UH. La utilizaci6n de dicha 
alternatıva debera igualmente ser objeto de una veri
ficaci6n en cuanto al paralelismo de las rectas indicado 
mas arriba. Se debera mencionar en el boletfn de analisis 
la obtenci6n de un resultado procedente de tres nweles, 
Cuando se consideren las rectas como paralelas, se cal
culara ellogaritmo de la actividad relativa (Iog A), medianc 
te alguna de las f6rmulas siguientes: 

(c) 109 A (V, + V2 + V4 + Va - S, - sı - S4 - Ss) x 0,602 
V4 + Va + S4 + ss - V, - V2 - S, - S2 

Para 3 niyeles: 

(d) 109 A = _(c::V:..c' ...:.+...:V;2-,+...:U",4_-...:S:.!,_-...:.S~2...:.-~S:::o4,,-) _~ .::.0'c.:4.::.O-,-1 

V4 + S4 - V, - s, 
(d') 109 A= (V2 + V4 + Va- S2 - S4- S8) x 0,401 

VS +SS -V2-S2 

Actividad real = actividad supuesta x actıvidad rela
tiva. 

Cuarıdo las rectas no se consideren como no para
lelas, repetir la determinaci6n. Si la misma continuara 
sin permitir alcanzar el paralelismo, calcular el logaritmo 
de la actividad relativo(log. A) mediante la f6rmula (c). 
Sin enıbargo se debera considerar el resultado obtenido 
como aproxımado y sera procedente mencionarlo ən el ' 
boletin de analisis. 

La diferencia entre los resultados de dos determina
,;ıones realizadas en la nıisma muastra por el mismo 
analista no debera sobrepasar: 

- 0,5 mg/kg, en valor absoluto, para IQs contenidos 
<ın flavofosfolipol de 1 a 2 mg/kg, 

- 25 por 100 del resultado mas elevado para los 
contenidos superiores a 2 mg/kg y hasta 10 mg/kg, 

- 20 por 100 del resultado mas elevado, para los 
contenidos superioros a 10"mg/kg y hasta 25 mg/kg, 

- 5 mg/kg, en valor absoluto, para 105 contenidos 
superiores a 25 mg/kg y hasta 50 mg/kg. 

- 10 por 100 del resultado mas elevado, para los 
contenidos superibres a 50 mg/kg, 

44.6 Reterencias, Octava Oirectiva de la Comisi6n, 
de 15 de junio de i 978 (78/633/CEE). «Oiario Oficial de 
las Comunidades Europeasıı numero L 206, de 29 de julio 
de 1978. pagina 43, paginas 5 a 9 del anexo. 

45, Tilosina 
(Por difusi6n en agar) 

45.1 Principıo. EI metodo permite determinar la tilo
sina en 10spiensos,los concentrados y en las premezclas. 
EI limite inferior de la determinaci6n es de 2 mg/kg, 

La muestra se trata mediante soluci6n tamp6n tosfato 
de pH 8, previamente lIevada a 80 ac, y se somete a 
continuaci6n a extracci6n por metanol. Previa centrifu
gaci6n, el extracto se diluye y su actividad antibi6tica 
se determina por la medida de la difusi6n de la tilosina 
en medio de agar sembrado con Sarcina lutea. La difu
si6n queda indicada por la formaci6n de zonas de inhi
bici6n en presencia del microorganismo, EI diametro de 
dichas zonas es directamente pmporcional al logaritmo 
de la concentraci6n del antıni6tico. 

45,2 Reactivos. 

45.2.1 Microorganismo: Sarcina lutea ATCC nume
ro 9341. 

45.2.1.1 Mantenimiento de la cepa, Sembrar Sar
cina lutea en tubo de agar inclinado con el medio de 
cultivo (45.2.2.1) ajustado a pH 7,0, Incubar durante 
una noche a 35 °c aproximadamente, Conservar el cul
tivo en refrigerador y resembrar todos los meses sobre 
agar inclinado. 

45.2.1.2 Preparaci6n de la suspensi6n de gərme
nes. Recoger los germenes de un tubo de agar inclinado 
(45.2,1,1) de reciente preparaci6n, con 2 a 3 ml de suero 
fisiol6gico (45.2.2.4). Sembrar con dicha suspensi6n un 
frasco de Roux que contenga 250 ml del medid de cultivo 
(45,2,2.1), ajustado a pH 7,0, Incubar durante veinti
cuatro horas a 35 °c, recoger los germenes con 25 
ml de suero fisiol6gico (45.2.2.4). Homogeneizar y diluir 
dicha suspensi6n para obtener una transmisi6n luminosa 
del 75 por 100 aproximadamente a 650 nm. 

Consertlada en retrigerador, dicha suspensi6n es uti
!izable durante una semana. 

Mediante unos ensayos preliminares sobrə placas con 
el medio de base de la determinaci6n (45.2.2.1), deter
minar la cantidad de in6culo que permita obtener, para 
las diferentes concentraciones de tilosina empleadas, 
zonas de inhibici6n tan extensas como sea posible que 
ademas estən nitidas. La inoculaci6n del medio de cultivo 
se hace a 48-50 "C. . 

45.2.2 Medios de cultilio y reactivos. 

45.2.2.1 Medio de base para la determinaci6n, 

Glucosa: 1,0 g. 
Peptona tripsıca: 10,0 g. 
Extracto de cəmə: 1,5 g. 
Extracto de levadura: 3,0 g. 
Agar segun calidad: 10,0 a 20,0 g, 
Agua destilada hasta 1.000 ml. 

Ajustar en el momento de empleo a pH 7,0 para 
el manteninıientc de la cepa y la preparaci6rı de la sus
pensi6n de germenes y a pH 2,0 para la determinaci6n. 
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Cualquier medio de cultivo comercial de.composici6n 
analoga y que de los mismos resultados, puede ser 
empleado. 

45.2.2.2 Tamp6n fosfato pH 8. 

Dihidr6geno fosfato de potasio KH 2P04 p.a.: 0,523 g. 
Hidr6geno fosfato de potasio K2HP04 p.a.: 16;730 g. 
Agua destilada hasta 1.000 ml. 

45.2.2.3 Tamp6n fosfato pH 7. 

Dihidr6geno fosfato de potasio KH2P04 p.a.: 5,5 g. 
Hidr6geno fosfato de potasio K2HP04 p.a.: 13,6 g. 
Agua destilada hasta 1.000 ml. 

45.2.2.4 Suero fisiol6gico esteril. 
45.2.2.5 Metanol puro. 
45.2.2.6 Metanol al 10 por 100 (v/v). 
45.2.2.7 MezCıa de tamp6n fosfato (45.2.2.2)/me-

tanol puro (60/40 v/v). 
45.2.2.8 Sustancia de referencia: tilosina conocida. 

45.3 Procedimiento. 

45.3.1 Soluciones .de referencia. Secar la soluci6n 
de referencia (45.2.2.8) durante tres horas a 60 °C en 
una estufa de vacfo (5 mm de mercurio). Pesar 10 a 
50 mg a un matraz aforado, disolverlos en 5 ml de meta
nol (45.2.2.5) y diluir la soluci6n mediante el tamp6n 
fosfato pH 7 (45.2.2.3) para obtener una concentraci6n 
en tilosina base de 1.000 microgramos/ml. A partir de 
dicha soluci6n-madre, preparar diluyendo mediante la 
mezCıa (45.2.2.7) una soluci6n de trabajo de referencia 
que contenga 2 microgramos de tilosina base por ml. 

Preparar a continuaci6n por diluciones sucesivas 
(1 + 1) con ayuda de la mezCıa (45.2.2.7), las concen
traciones siguientes: 

S4: 1 microgramos/ml. 
S2: 0,5 microgramos/ml. 
S,: 0,25 microgramos/ml. 

45.3.2 Extracci6n. Tomar para los productos muy 
concentrados en tilosina una porci6n de muestra de 10 
g; para las premezclas y piensos una porci6n de muestra 
de 20 g. Ai'iadir 60 ml de tamp6n fostato pH 8 (45.2.2.2), 
previamente calentado a 80 °C, y homogeneizar durante 
dos minutos (electrodomesticos Ultra-turrax etc.) 

Dejar reposar durante diez minutos, anadir 40 ml de 
metan01 (45.2.2.5) y homogeneizar durante cinco minu
tos. Centrifugar, tomar una parte alicuota de extracto 
y diluir mediante la soluci6n (45.2.2.7) para obtener una 
concentraci6n supuesta en tilosina de 2 microgramos/ml 
(= U8). Preparar a continuaci6n las concentraciones U4, 
U 2 Y U, por diluciones sucesivas (1 + 1) con ayuda 
de la soluci6n (45.2.2.7). 

Para los contenidos inferiores a 10 mg/kg evaporar 
el extracto en seco en un evaporador rotativo a 
35 °C y recoger el residuo mediante metanol al 40 por 
100 (45.2.2.6). 

45.3.3 Modalidades de la determinaci6n. 

45.3.3.1 Siembra del medio de cultivo. Sembrar a 
48 - 50 °C el medio de base de la determinaci6n 
(45.2.2.1), ajustado a pH 8, con la suspensi6n de ger
menes (45.2.1.2). 

45.3.3.2 Preparaci6n de las cajas. La difusi6n sobre 
agar se efectua en unas cajas con las cuatro concen
traciones de la soluci6n de referencia (S8' S4' S2 Y S,) 
y las 4 concentraciones del extracto (U8, U4, U2 Y U,). 
Cada caja debera recibir necesariamente las cuatro con
centraciones de referencia y del extracto. 

A tal fin, escoger las dimensiones de las cajas de 
tal forma que se puedan practicar en el medio de agar 
al menos ocho cavidades de 10 a 13 mm de diametro. 

i 
Calcular la cantidad del medio de cultivo sembrado 
(45.3.3.1) que habra de emplearse de modo que se pue
da obtener un recubrimiento uniforme de 2 mm aproxi
madamente de espesor. Es preferible emplear como 
cajas, placas de vidrio planas, provistas de un anillo de 
aluminio 0 de material plastico perfectamente plano de 
200 mm de diametro y 20 mm de altura. 

Introducir en las cavidades mediante pipeta cantida
des exactamente medidas de soluci6n de antibi6tico 
comprendidas entre 0,10 y 0,15 ml. segun diametro. 

Para cada muestra, hacer al menos cuatro repeticio
nes de difusi6n con cada concentraci6n, de forma que 
cada determinaci6n sea objeto de una evaluaci6n de 
32 zonas de inhibici6n. 

45.3.3.3 Incubaci6n. Incubar lascajas durante una 
noche a 35 ± 37 aC. 

45.4 Caıculos. Medir el diametro de las zonas de 
inhibici6n, preferentemente por proyecci6n. Representar 
las medidas sobre papel semilogarftmico, lIevando el 
logaritmo de las concentraciones con relaci6n a los dia
metro-s de las zonas de inhibici6n. Trazar las rectas 
de soluci6n de referencia y del extracto. En ausencia 
de· interferencias, las dos rectas deberan ser parale
las. 

EI logaritmo de la actividad relativa esta calculado 
por la siguiente f6rmula: 

(U, + U2 + U4 + U8 - S, - S2 - S4 - S8) x 0,602 
U4 + U8 + S4 + S8 - U, - U2 4 S, - S2 

Actividad real = actividad supuesta x actividad rela
tiva. 

La diferencia ente los resultados de dos determina
ciones paralelas efectuadas sobre la misma muestra no 
debə sobrepasar el 10 por 1~, en valor relativo. 

45.5 Referencias. Tercera Directiva de la Comisi6n 
de 27 de abril de 1972 (72/199/CEE). «Diario Oficial de 
las· Comunidades Europeas» numero L 123/6, de 29 
de mayo de 1972. 

46. Espiramicina 
(Metodo por difusi6n sobre agar) 

46.1 Principio. EI metodo permite determinar la 
espiramicina en piensos y premezclas. EI limite inferior 
de detecci6n es de 1 ppm (1 mg de espiramicina equivale 
a 3.200 unidades internacionales). La muestra se somete 
a extracci6n con una mezcla de metanol y de tamp6n . 
fosfato-hiqrogenocarbonato a pH 8. EI extracto se decan
ta 0 centrıfuga, y despues se diluye. La actividad anti
bi6tica del extracto se determina midiendo la difusi6n 
de la espiramicina en un medio de agar, sembrado con 
Micrococus luteus. La difusi6n se manifiesta por la for
maci6n de zonas de inhibici6n del microorganismo. EI 
diametro de dichas zonas se considera directamente pro
porcional al logaritmo de la conGentraci6n de antibi6tico 
para la gama de concentraciones utilizadas. 

46.2 Reactivos. 

46.2.1 Microorganismo: Micrococus luteus ATCC 
9341 (NCTC 8340, NCIB 8553). 

46.2.2 Mantenimiento de la cepa. Sembrar el medio 
de cultivo (46.2.4) en tubos inclinados, con Micrococus 
luteus. Incubar durante veinticuatro horas a 30 °C, con
servar en refrigerador a 4 °C aproximadamente y renovar 
la siembra cada quince dias. 

46.2.3 Preparaci6n de la suspensi6n bacteriana 
(46.5.1). Recoger los germenes en un tubo de agar 
(46.2.2) de reciente preparaci6n, con ayuda de 2 a 3 

. ml de soluci6n de Cıoruro de sodio (46.2.6). Sembrar 
con esta suspensi6n 250 ml de medio de cultivo (46.2.4) 
en un matraz de Roux e incubar durante dieciocho a 

. veinte horas a 30 aC. Recoger los germenes en 25 ml 
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de soluci6n də cloruro de sodio (46.2.6) y homogeneizar. 
Diluir la suspensi6n hasta 1/10 con ayuda de la soluci6n 
de Cıoruro de sodio (46.2.6). La transmisi6n lumino
sa de la suspensi6n. medida a 650 nm. bajo un espesor 
de 1 cm por comparaci6n con la soluci6n de Cıoru
ro de sodio (46.2.6). debera ser de 75 por 100 aproxi
madamente. Esta suspensi6n puede conservarse una 
semana a 4 ac aproximadamente. • ' 

46.2.4 Medios de cultivo de mantenimiento de la 
cepa (46.5.2). 

Peptona de came: 6.0 g. 
Triptona: 4.0 g. 
Extracto de levadura: 3.0 g. 
Extracto de came: 1.5 g. 
Glucosa: 1.0 g. 
Agar: 10.0 a 20.0 g. 
Agua: 1.000 ml. 
pH 6.5 - 6.6 (despues de la esterilizaci6n). 

. 46.2.5 Medio de cultivo de base de la determina-
ci6n (46.5.2). 

Triptona: 5.0 g. 
Extracto de levadura: 4.0 g. 
Extracto de came: 3.0 g. 
Agar: 10.0 a 20.0 g. 
Agua: 1.000 ml. 
pH: 8.0 (despues de la esterilizaci6n). 

46.2.6 Soluci6n al 0.8 por 100 (p/v) de Cıoruro de 
sodio. Disolver en agua 8 9 de Cıoruro de sodio. diluir 
en 1.000 ml y estərilizar. 

46.2.7 Tamp6n fosfato-hidrogenocarbonato. 
pH 8.0',0' 

Hidrogenolosfato de pCJtasio KzHP04: 16.7 g. 
Dihidrogenofosfato de potasio KH2P04: 0.5 g. 
Hidr6geno carbonato de sodio NaHCO: 20.0 g. 
Agua hasta 1.000 ml. 

46.2.8 MezCıa de metanol y de·tamp6n fosfato-bi
carbonato (46.2.7).50/50 (v/v). 

46.2.9 Sustancia patr6n. Espiramicina de actividad 
conocida (UI). 

46.2.10 Soluci6n patr6n. Disolver una cantidad 
exactamente pesada de la sustancia patr6n (46.2.9) ən 
la mezCıa (46.2.8) y diluir con la misma mezCıa para 
obtener una soluci6n madre de 1000 UI de espirami· 
cina/ml. 

Conservada en frasco con tap6n esmerilado a 4 ac. 
esta soluci6n es estable durante cinco dıas. 

Preparar a partir de esta soluci6n y por diluciones 
sucesivas con ayuda de la mezCıa (46.2.8) las soluciones 
siguientes: 

Se: 1 UI/ml. 
S4: 0.5 UI/ml. 
S2: 0.25 UI/ml. 
Sı: 0.125 UI/ml. 

46.3 Procedimiento. 

46.3.1 Extracci6n. Pesar una cantidad de muestra 
de 20.0 9 para los piensos y de 1.0 a 20.0 9 para las 
premezclas. Ai'iadir 100 ml de mezCıa (46.2.8) y agitar 
durante treinta minutos. . 

Centrifugar 0 decantar. diluir despues la soluci6n que 
flota en la superfıcie con ayuda de la mezcla (46.2.8) 
para obtener una concentraci6n supuesta en espirami
ci na de 1 UI/ml (Ue). 

Para 105 contenidos en espiramicina inferiores a 2.5 
mg/kg de pienso. efectuar la extracci6n como sigue. 
Pesar una cantidad de muestra de 20.0 g. Ai'iadir 100 
ml de mezCıa (46.2.8). agitar durante treinta minutos. 
centrifugar despues durante unos minutos. Tomar 50 

ml de la soluci6n sobrenadante y evaporar hasta 4 ml 
aproximadamente bajo presi6n reducida en un rotavapor 
a una temperatura que no sobrepase 105 40 ac. Diluir 
el residuo con ayuda de la mezcla (46.2.8). para obtener 
una concentraci6n supuesta en espiramicina 1 UI/ml 
(Ue )· 

Partiendo de la soluci6n Ue. preparar por diluciones 
sucesivas (1 + 1). con' ayuda de la mezCıa (46.2.8). las 
soluciones cuyas concentraciones supuestas sean: U4 
(0.5 UI/ml) U2 (0.25 UI/ml) y U ı (0.125 UI/ml). 

46.3.2 Inoculaci6n del medio de cultivo. Sembrar 
a unos 50 ac aproximadamente el medio de base de 
la determinaci6n (46.2.5) con la suspensi6n bacteriana 
(46.2.3). Mediante ensayos preliminares en placas con 
el medio (46.2.4). determinar la cantidad de suspensi6n 
bacteriana que permita obtener para las diferentes con
centraciones de espiramicina. zonas de inhibici6n 10 mas 
extensas posibles y que esten todavıa limpias. 

46.3.3 Preparaci6n de las placas. La difusi6n en 
agar se efectua en unas placas cbn cuatro concentra
ciones de la soluci6n patr6n (Se. S4. S2 Y Sı) y las cuatro 
concentraciones del extracto (Ue• U4• U2 Y U ı). Cada 
placa debe recibir necesariamente las cuatro concen
traciones del patr6n y del extracto. A tal efecto. hay 
que elegir las dimensiones de las placas de forma que 
se puedan efectuar en el agar por 10 menos ocho cavi
dades de 10 a 13 mm de diametro. cuyos centros se 
hallen a una distancia de. por 10 menos. 30 mm. Como 
placas pueden utilizarse plaças de vidrio planas. coro
nadas por un anillo de aluminio 0 de materia plastica 
de 200 mm de diametro y 20 mm de altura. 

Introducir en las placas una cantidad de! medio 
(46.2.5). sembrado tal como se indica en (46.3.2). que 
permita obtener una capa de 2 mm de espesor (60 ml 
para una placa ıle 200 mm de diametro). Dejar solidificar. 
efectuar las cavidades y depositar volumenes exacta
mente medidos de soluciones del patr6n y del extracto 
(0.10 a 0.15 ml por cavidad. segun diametro). Realizar 
por 10 menos cuatro repeticiones de cada concentraci6n. 
de modo que cada determinaci6n sea objeto de una 
evııluaci6n de 32 zonas de inhibici6n. Incubar las placas . 
de dieciseis a dieciocho horas a 30 ac ± 2 ac. 

46.4 Caıculos. Medir el diametro de las zonas de 
inhibici6n con una precisi6n de 0.1 mm. Para cada con
centraci6n. registrar 105 valores medios en papel semi
logaritmico. lIevando 105 logaritmos de las concentra
ciones sobre 105 diametros de las zonas de inhibici6n. 
Trazar las {ectas mas ajustadas para la soluci6n patr6n 
y para el extracto procediendo. por ejemplo. como sigue: 

Determinar el punto mas apropiado del nivel mas 
bajo de la soluci6n de patr6n (SL) con ayuda de la 
f6rmula: 

(a) SL = 7 Sı + 452 + 54 - 2se 
10 

Determinar el punto mas apropiado del nivel mas 
elevado de la soluci6n p<)tr6n (SH) mediante la f6rmula: 

(b) SH 7se + 454 + 52 - 2sı 

10 ' 

D.eterminar de la misma manera 105 puntos mas apro
piados del extracto para el nivel mas bajo (UL) y el nivel 
mas alto (UH) sustituyendo sı. 52. 54 Y se en las f6rmulas 
antes citadas por uı. U2. U4 Y \1e. Siendo las letras minus
culas «5» y «U» 105 diametros de las zonas de inhibici6n. 
Llevar 105 valores SL y SH a la misma grƏfica. Uniendo 
105 dos puntos se obtiene la recta mas ajustada para 
la soluci6n patr6n. Procediendo del mismo modo para 
UL y UH se obtiene la recta mas ajustada para el extracto. 
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Si no hay interferencia, las ,ectas seran paralelas. En 
la practica, se las considera paralelas cuando SH-SL y 
UH-UL no difieren en mas de un 10 por 100 de su 
medio. 

Si las rectas no son paralelas, se pueden eliminar 
ya sea u, y s, 0 U8 Y 58. Las valores SL. SH, UL y UH 
que permiten obtener las rectas mas ajustadas se cal
culan entonces con əyudə de las formuləs siguientes: 

55, + 252 - 54 552 + 254 - 58 
(a) SL= 0 .--'---~-'--

6 6 

554 + 252 - 5, 
(b') SH = -=---==---'--

6 
o 

y f6rmuləs analogas para UL y UH. La utiiizəci6n de esta 
alternativa obliga a que sean respetados los mismos cri
terios de paralelismo. La obtenci6n de un resuitado pro
cedente de tres niveles debe mencionarse en el boletin 
de analisis. 

Cuando las reclas se considerən paralelas, calcular 
el logəritmo de la əctividəd relativa (Iog. A) .mediənte 
una de las f6rmulas que siguen, seglln el nllmero de 
niveles (cuatro 0 tres) utilizados para la evaluaci6n del 
paralelismo. 

Para cuatro niveles: 

(c) log A = _(,-,u:..c'_+-,U,-,2~+_U:::.!...+-"U8"---=5C!.,_--,5==2_-_S::-4,-----,,,58,..)_x.C0:.c,6:.c0:::2=
u. + U8 + 5. + 58 - U, - U2 - 5, - 52 

Para 3 niveles: 

(d) 109 A ~ (u, + U2 + U4 - 5, - 52 - s.,ı x 0.401 
U4 + S4 - u, - s, 

(d') 109 A = (U2 + U4 +. UR -_52 - 5. - 58) x 0.401 
ua+ Sa- U2- S2. 

Actividad del extracto de la muestra = Actividad del 
patr6n correspondiente x A 

(U 8 - 58 X A) 

Si la actividad relativa no se encuentra en la gama 
de valores comprendidos entre 0,5 y 2,0 repetir la deter
minaci6n procediendo a los ajustes apropiados de las 
concentraciones del extracto 0, eventualmente, de las 
soluciones patr6n. Cuando esta actividad no pueda tras
ladərse ə lə gama de los vəlores requeridos, el resultado 
debera considerarse aproximado y esta indicaci6n habra 
de anotarse en el boletin de anali.is. 

Cuando las rectas se consideren no paralelas, repetir 
la determinaci6n. Si el paralelismo no se alcanza nunca, 
la determinaci6n debera considerarse insatisfactoria. 

Expresar el resultado en mg de espiramicina base 
por kg de pienso. 

Las diferencias de los resultados de dos determina
ciones paralelas efectuadas con la misma muestra por 
la misma persona no debe superar: 

- 2 mg/kg, en valor absoluto, para contenidos de 
espiramicina base inferiores a 10 mg/kg. 

- EI 20 por 100 del resultado mas alto para con
tenidos de 10 a 25 mg/kg. 

- 5 mg/kg, en valor absoluto, para 105 contenidos 
de 25 a 50 mg/kg. 

- EI 10 por 100 del resultado mas alto para 105 
contenid05 superiores a 50 mg/kg. 

46.5 Observaciones. 

46.5.1 Pueden utilizarse otros metodos, siempre 
que este demostrado que producen suspensiones bac-
terianas analogas. . 

46.5.2 Puede utilizarse cualquier medio de cultivo 
comercial de composici6n analoga que de los mi5mos 
resultados. 

46.6 Referencias. Decima Directiva Comunitaria, de 
25 de julio de 1984, 84/425/CEE. «Diario Oficial de 
las Comunidades Europeas» nllmero L 238/34, de 6 
de septiembre de 1984. 

47. Monen5ina 56dicə 
(Metodo por difusi6n sobre agar) 

47.1 Principio. EI metodo permite determinar monen
si na s6dica en piensos y premezclas. EI limite inferior 
de detecci6n es de 10 mg/kg (1 mg de monensina s6dica 
equivale a 1000 U, «UK»). 

La muastra se extrae con metanol al 90 por 100. 
Al extracto se le aplica los tratamientos apropiados seglln 
el contenido de monensina s6dica de la muestra. Su 
actividad antibi6tica se determina por medida de la difu
si6n de monensina s6dica en medio de agar sembrado 
con 8acillu5 5ubtilis. La difusi6n se manifiesta por la for
maci6n de zonas de inhibici6n de microorganismo. EI 
diametro de estas zonas se considera directamente pro
porcional allogaritmo de la concentraci6n en antibi6tico 
pə'ə la gama de concentraciones lItilizadas. La sensi
bilidad de este metodo se reduce en presencia de iones 
sodio. 

47.2 Material yaparatos. 

47.2.1 'Evaporador rotativo, con matraz de fondo 
redondo de 250 ml. 

47.2.2 Columnas de vidrio para cromatograffa, dia
metro interior: 25 mm, longitud: 400 mm, con un dia
metro de 2 mm en el extremo inferior. 

47.2.3 Columna de vidrio para cromatograffa, dia
metro interior: 11 mm, longitud: 300 mm aproximada
mente, con un diametro de 2 mm en el extremo inferior. 

47.3 Reactivos. 

47.3.1 Microorganismo: Bacillus subtilis ATCC 
6633 (NCIB 8054). 

47.3.2 Conservaci6n de la cepa. 

Sembrar el medio de cultivo (47.3.4), en tubos incli
nados y con Bacillus subtilis. Incubar durante una noche 
a 30 °c, conservar en frigorifico a 4 ac y renovar la 
siembra todos los meses. 

47.3.3 Preparaci6nde la suspensi6n de esporas 
(47.6.1).\ Recoger 105 germenes de un tubo de agar 
(47.3.2) de reciente preparaci6n, con ayuda de 2 a 3 
ml de agua esteril. Sembrar con əsta suspensi6n 300 
ml de medio de cultivo (47.3.4) en un frasco de Roux 
e incubar de tres a cinco dias a 30 ac. De5PUeS de 
controlar la esporulaci6n al microscopio, recoger las 
esporas en 15 ml de etanol (47.3.6) y homogeneizar. 
Esta suspensi6n puede conservarse cinco meses a 4 ac 
aproximadamente.' 

47.3.4 Medio de cultivo de mantenimiento de la 
cepa (47.6.2). 

Triptona: 10,0 g. 
Extracto de levadura: 3,0 g. 
Extracto de carne: 1,5 g. 
Glucosa: 1,0 g. 
Agar (seglln calidad): 10,0 a 20,0 g. 
Agua: 1.000 ml. 
pH: 6.5 (despues de la esterilizaci6n). 

47.3.5 Medio de cultivo base para la determinaci6n. 

Glucosa: 10.0 g. 
Extracto de levadura: 2,5 g. 
Hidrogenofosfatcı de potasio (K2HP04): 0,69 g. 
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Dihidrogenofosfato de potasio (KH2 P04 ): 0.45 g. 
Agar (segun calidad): 10,0 a 20,0 g. 
Agua: 1.000 ml. 
pH: 6,0 (despues de la esterilizaci6n). 

47.3.6 Etanol al 20 por 100 (v/v). Diluir 200 ml 
de etanol con 800 ml de agua. 

47.3.7 Metanol anhidro. 
47.3.8 Metanol al 90 por 100 (v/v). Diluir 900 ml 

de metanol (47.3.7) con 100 ml de agua. 
47.3.9 Metanol al 50 por 10.0 (v/v). Diluir 500 ml 

de metanol (47.3.7) con 500 ml de agua. 
47.3.10 Oxido de aluminio granulado (alcoa F,20 

mesh: Activated Alumina UG,: F. Lancester and Co .. 0 
equivalente). 

47.3.11 Sustancia patr6n: monensina s6dica de 
actividad conocida (disponible en Internacional Labora
tory for Biological Standards, Central Veterinary Labo
ratory, Weybridge, Surrey Kt 15 3 NB, Gran Bretaıia). 

47.3.12 Soluciones de patr6n. Disolver una canti
dad exactamente pesada de la sustancia patr6n 
(47.3.11) en metanol (47.3.7), diluir para obtener una 
soluci6n madre de monensina s6dica de 800 microgra
mos/ml. Conservar en frasco tapado a 4 DC, esta soluci6n 
es estable durante dos semanas. 

Preparar a partir de esta soluci6n y por. diluciones 
sucesivas con metanol al 50 por 100(47.3.9), las 
siguientes soluciones: 

S8: 8 microgramos/ml. 
S4: 4 microgramos/ml. 
S2: 2 microgrəmos/ml. 
S,: 1 microgramos/ml. 

47.4 Procedimiento. 

_47.4.1 Extracci6n. Premezclas. Pesar 2,0 9 de mues
tra, aıiadir 100 ml de metanolal 90 por 100 (47.3.8), 
homogeneizar y centrifugar a continuaci6n durante algu
nos minutos. Diluir la soluci6n sobrenadante con metanol 
al 50 por 100 (47.3.9) para obtener una concentraci6n 
aproximada en monensina s6dica de 8 microgramos/ml 
(U 8 ). 

47.4.2 Extracci6n. Piensos en 105 que el contenido 
en monensina s6dica no sea inferior a 50 mg/kg. 

Pesar de 10,0 a 20,0 9 de muestra, aıiadir 100 ml 
de metanol al 90 por 100 (47.3.8), homogeneizar duran
te quince minutos y dejar reposar. 

Introducir un tap6n de algod6n en el extremo inferior 
de la columna de vidrio (47.2.2), aıiadir el 6xido de alu
minio (47.3.10), dando ligeras sacudidas a la columna, 
hasta que el relleno tenga de 75 a 80 mm de altura. 

Decantar el extracto en la columna de 6xido de alu
minio y recoger el filtrado. Diluir 30 ml del filtrado a 
50 ml con agua. 

Diluir enseguida con metanol al 50 por 100 (47.3.9) 
para obtener una concentraci6n aproximada en monen
si na s6dica de 8 microgramos/ml (U8). 

47.4.3 Extracci6n. Piensos en los que el contenido 
en monensina s6dica es inferior a 50 mg/kg (hasta el 
limite de 10 mg/kg). 

Pesar de 10,0 a 20,0 9 de muestra, aıiadir 100 ml 
de metanol al 90 por 100 (47.3.8), homogeneizar duran
te quince minutos. Centrifugar para obtener un extracto 
limpio. 

Tomar 40 ml de liquido sobrenadante para una mues
tra cuyo contenido en monensina s6dica sea de 20 
mg/kg; 80 ml para una muestra cuyo contenido sea 
de 10 mg/kg. Evaporar al vacio con rotavapor ,hasta 
sequedad (47.2.1) a una temperatura no superior a 

40 De. Disolver el residuo con 10 ml de metənol əl 90 
por 100 (473.8). 

Introducir un tap6n de <ıIgod6n en el extremo inferior 
de la columna de vidrio (47.2.3), an ad ir el 6xido de alu
minio (47.3.10), dando ligeras sacudidas a la columna, 
hasta que el relleno tengə de 75 a 80 mm de altura. 

Decəntar la soluci6n metan6lica del residuo sobre 
la columna de 6xido de aluminio y recoger el filtrədo. 
Ləvər la columna con 10 ml de metanol al 90 por 100 
(47.3.8) y unir al filtrado anterior.· 

Evaporar la soluci6n al vacio en rotavapor a sequedad 
(47.2.1) una temperatura inferior a 40 DC. Disolver el 
resfduo con 10 ml de metənol anhidro (47.3.7) y com
pletar a 20 ml con agua. 

Centrifugar a 4.000 rpm durante cinco minutos como 
mfnimo. Diluir a corıtinuaci6n cor.ı metanol al 50 'por 
100 (47.3.9) para obtener una concentraci6n aproxima
da en monensinô s6dica de 8 microgramos/ml (U 8 ). 

47.4.4 Soluciones del extrəcto. Preparar, a partir de 
la soluci6n U8 y por diluciones sucesivas (1 + 1) con 
metanol al 50 por 100 (47.3.9) las soluciones cuyas 
concentraciones supuestas sean U4 (4 microgramos/ml), 
U2 (2 microgramos/ml) y U, (1 microgramo/ml). 

47.4.5 Modalidades de la determinəci6n. Sembrar 
a 50-60 DC el medio de cultivo bəse para la determi
naci6n (47.3.5) con la suspensi6n de las esporas 
(47.3.3). Mediante ensayos preliminares sobre placas 
con el medio (47.3.5), determinar la cantidad de in6culo 
que permite obtener las zonas de inhibici6n mas amplias 
y que ademas sean nftidas para Iəs difererıtes concen
traciones de monensina s6dica. 

47.4.6 Preparaci6n de Iəs placas. La difusi6n sobre 
agar se efectöa en las plaeas eo.n las cuatro eoncen
traciones de la soluci6n patr6n (S8, S4' S2 Y S,) y las 
cuatro coneentraciones del extracto (U8, U4, U2 Y U,). 
Cada placa debe necesariamente reeibir las cuatro eon
centraciones de patr6n y de extracto. A tal efecto, es 
necesario escoger la dimensi6n de las placas para que 
se puedan practiear en el medio de agar por 10 menos 
8 eavıdades de 10 a 13 mm de diametro, cuyos centros 
no disten entre sf menos de 30 mm. Pueden utilizarse 
eomo placas, laminəs planas de vidrio, coronadas por 
un anillo de aluminio 0 de plastico de 200 mm de dia
metro y 20 mm de altura. 

Introducir en las placas una cantidad del medio 
(47.3.5), sembrado como indica (47.4.5), de forma que 
se obtenga una capa de unos 2 mm de espesor (60 
ml para uqa plaea de 200 mm de diametro). Dejar soli
dificar, abrır las cavidades y depositar volumenes exac
tamente medid.os de soluciones patr6n y extracto (0,10 
a 0,15 ml por cavidad, segun diametro). Efectuar como 
mfnimo cuatro repeticiones de cada concentraci6n, de 
modo que cada determinaci6n sea objeto de una eva
luaci6n de 32 zonas de inhibici6n. 

47.4.7 Incubaci6n.lncubar las nueve placas durante 
dieciocho horas aproximadamente a 35 - 37 DC. 

47.5 Caıculos. 

Medir el diametro de las zonas de inhibici6n con una 
precisi6n de 0,1 mm. Para cada concentraci6n, anotar 
105" valores medios en papel semilogarftmico represen
tando er logaritmo de las eoncentraciones frente al dia
metro de las zonas de inhibici6n. Trazar las rectas mas 
ajustadas para la soluci6n patr6n y para el extracto pro
cediendo, por ejemplo, como sigue: 

Determinar el punto mas apropiado del nivel mas 
bajo de la soluci6n patr6n (SL) mediante la f6rmula: 

75, +452 +5 .. -258 
10 

(a) 5L 



BOE num. 52 Jueves 2 marzo 1995 7215 

Determinar el punto məs apropiado del nivel mas 
alto de la soluci6n de referenciə (SH) con ayuda de la 
f6rmula: 

(b) 5H = 758 + 454 + 52 - 25, 
10 

Determinar igualmente los puntos mas apropiados 
del extracto para el nivel mas bııjo (UL) y el nivel mas 
alto (UH) sustituyendo S,. S2. S4 Y S8 por U,. U2. U4 
Y U8 en las f6rmulas anteriores. 

Inscribir los valores SL y SH sobre la misma grƏfica. 
Uniendo los dos puntos se obtiene la recta mas ajustada 
para la soluci6n patr6n. Procediendo de la misma forma 
para UL y UH se obtiene la recta məs ajustada para 
el extracto . 

. En ausencia de interferencias, las rectas deberfan ser 
paralelas. En la practica se las considera paralelas cuando 
SH-SL y UH-UL no difieren mas del 10 por 100 de su 
media. 

Si las rectas no son paralelas, puede eliminarse U, 
y S, 0 U8 Y S8. Los valores SL. SH, UL y UH que permiten 

. obtener las rectəs məs ajustadas se calculan mediante 
las siguientes f6rmulas: 

(a) 5L = 
55, + 252 - 54 552 + 254 - 58 

0 
6 6 

(b) 5H= 
554 + 252 -5, 558 + 254 -'$2 

0 
6 6 

y Gon f6rmulas analogas para UL y UH. La utilizaci6n 
de esta alternativa impone que se respeten los mismos 
criterios de paralelismo. La obtenci6n de un resultado 
procedente de tres niveles debe ser mencionada en el 
boletin de analisis. 

Una vez consideradas las rectas paralelas, caıcular 
el logaritmo de la actividad relativa (Iog. A) mediante 
una de las siguientes f6rmulas: . 

Para 4 niveles: 

(c) logA (U, + U2 + U4 + Ua-S,- 52 - 5.- 5a) X 0,602 
U. + U8 + 5. + 58 - U, - U2 - 5, - 52 

Para 3 niveles: 

(d)logA (U,+U2 +U4 -5,-52 -54 )x0.401 
U4 + 54 - U, - 5, 

(U2 + U4 + Ua - 52 - 5. - Sa) X 0.401 
(d') logA 

U8 +5a-U2 -52 

La actividad real = actividad supuesta x actividad 
relativa. 

Si la actividad relativa es inferior a los valores com
prendidos entre 0,5 y 2.0, repetir la determinaci6n efec
tuando los ajustes apropiados de las concentraciones 
del extracto 0 si es necesario, de las soluciones patr6n. 
Si la actividad no puedellevarse entre los dos vafores 
anteriores, el resultado debe considerarse aproximado 
y este debe senalarse en el boletin de analisis. 

Si las rectas se consideran que no son paralelas, repe
tir la determinaci6n. Si no se consigue el paralelismo, 
la determinaci6n debe considerarse insatisfactoria. 

La diferencia entre resultados de dos determinacıones 
efectuadı;ıs sobre la misma muestra por la misma per
sona no debe exceder de: 

- 20 por 100 del resultado mas elevado para con
tenidos en monensina s6dica entre 10 Y 25 mg/kg .. 

'- 5 mg/kg, en valor absoluto, para los contenidos 
entre 25 y 50 mg/kg. 

- 10 por 100 del resultado mas elevado para con
tenidos superiores a 50 mg/kg. 

47.6 Observaciones. 

47.6.1 Pueden utilizarse otros metodos en la medi
da que este probado que producen suspensiones de 
esporas anƏlogas. 

47.6.2 Puede utilizarse todo medio de cultivo 
comercial de composici6n parecida y que de los mismos 
resultados. 

47.7 Referencias. Novena DireCtiva de la Comisi6n 
de 31 de julio de 1981, 81/715/CEE. «Diario Oficial 
de las Comunidades Europeas» numero L 267/9, del 
10 de septiembre de 1981. 

48. Avoparcina 
(Por difusi6n sobre agar) 

48.1 Principio. EI metodo permite la determinaci6n 
de avoparcina en piensos y premezelas. EI limite inferior 
de detecci6n es de 2 mg/kg. Los antibi6ticos polieteres 
interfieren en la determinaci6n. 

La muestra se somete a una extracci6n con una mez
ela de acetona/agua/acido elorhidrico. La actividad anti
bi6tica del extracto se determina midiendo la difusi6n 
de la avoparcina en un medio de agar, sembrado con 
Bacillus subtilis. La difusi6n se manifiesta por la forma
ci6n de zonas de inhibici6n de microorganismo. EI dia
metro de estas zonas se considera directamente pro
porcional allogaritmo de la concentraci6n de antibi6tico 
para la gama de concentraciones utilizadas. 

48.2 Reactivos. 

48.2.1 Microorganismo. Bacillus subtilis ATCC 
6633 (NCIB 8054). 

48.2.2 Conservaci6n de la cepa. Sembrar el medio 
de cultivo (48.2.4), en tubos inelinados, con Bacillus sub
tilis. Incubar durante una noche a 30 DC. conservar en 
refrigerador a 4 DC aproximadamente y renovar la siem
bra todos los meses. 

48.2.3 Preparaci6n de la suspensi6n de esporas. 
(Ver 48.5.1). Recoger 105 germenes de un tubo de agar 
(48.2.2) de reciente preparaci6n, con ayuda de 2 6 3 
ml de agua esteril. Sembrar con esta suspensi6n 300 
ml del medio de cultivo (48.2.4) en un frasco de Roux 
e incubar de tres a cinco dias a 30 DC. Despues de 
controlar la esporulaci6n al microscopio, recoger las 
esporas con 15 ml de ·etanol (48.2.5) y homogeneizar. 
Esta suspE\nsi6n puede conservarse hasta cinco meseş 
a 4 DC aproximadamente. 

48.2.4 Medio de mantenimiento de la cepa 
(48.5.2). 

Peptona: 6,0 g. 
Triptona: 4,0 g. 
Extracto de levadura: 3,0 g. 
Extracto de carne: 1,5 g. 
Glucosa: 1,0 g. 
Agar: 15,0 g. 
Agua: 1.000 ml. 
pH: 6,5 (despues de esterilizar). 

48.2.5 Etanol al 20 por 100 (v/v). Diluir 200 ml 
de etanol con 800 ml de agua. 

48.2.6 Acido elorhidrico. d = 1,18 - 1,19. 
48.2.7 Soluci6n de hidr6xido de sodio 2 M. 
48.2.8 Tamp6n fosfato 0.1 M. Pesar 13,6 9 de dihi

dr6geno fosfato de potasio (KH2P04) y diluir hasta 1.000 
ml con agua y ajustar a pH 4.5. 

48.2.9 Mezcla acetona/agua/acido clorhidrico 
(48.2.6): 65/32,5/2.5 (v/v/v). 

48.2.10 Sustancia patr6n. Sulfato de avoparcina de 
actividad conocida. 
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48.2.11 Soluci6n patr6n. Disolver 10 mg. exacta
mente pesados. de sustancia patr6n (48.2.10) en tam
p6n fosfato (48.2.8) y diluir con este tamp6n para obte
ner una soluci6n patr6n de avoparcina de 100 micro
gramos/ml. Conservar en frasco tapado a 4 ac como 
maximo siete dias. 

48.2.12 Soluciones patr6n para las premezclas. Pre
parar a partir de la soluc16n (48.2.11) y por diluciones 
sucesivas con tamp6n fosfato (48.2.8) las siguientes 
soluciones: 

58 : 4 microgramos/ml. 
54 : 2 microgramos/ml. 
5 2 : 1 microgramo/ml. 
5,: 0.5 microgramo/ml. 

48.2.13 Soluciones patrones para los piensos. Pre
parar a partir de la soluci6n (42.2.11) y por diluciones 
sucesivas con tamp6n fosfato (48.2.8) las siguientes 
soluciones: 

58 : 2 microgramos/ml. 
5 4 : 1 microgramo/ml. 
.s2: 0.5 microgramos/ml. 
5,: 0.25 microgramo/ml. 

48.3 Procedimiento. 

48.3.1 Preparaci6n del extracto y de las soluciones. 
Premezclas. Pesar. con precisi6n de 10 mg. una cantidad 
de muestra que contenga de 10 a 100 mg de avoparcina. 
trasferir a matraz aforado de 100 ml, anadir 60 ml de 
mezcla (48.2.9)y agitar durante quince minutos con agi
tador mecanico. Verificar el pH y ajustarlo a pH = 2. si 
es necesario. con acido clorhidrico (48.2.6). Completar 
al volumen con la mezcla (48.2.9) y homogeneizar. Filtrar 
una parte sobre papel Whatman numero 1 o-similar y 
eliminar los primeros 5 ml. Tomar una alfcuota y ajustar 
el pH a 4.5 consoluci6n de hidr6xido de sodio (48.2.7). 
Diluir esta soluci6n con tamp6n fosfato (48.2.8) para 
obtener una concentraci6n presumible de 4 microgra
mos/ml (U 8 ) de avoparcina. 

Preparar a partir de esta soluci6n y por diluciones 
sucesivas (1 + 1) con tamp6n fosfato (48.2.8). las solu
ciones supuestas U4 (2 microgramos/ml). U2 (1 micro
gramo/ml) y U, (0.5 microgramos/ml). 

48.3.2 Preparaci6n del extracto y de las söluciones. 
Piensos. Pesar una cantidad de muestra de 50 g. anadir 
100 ml de mezcla (48.2.9) y agitar durante treinta minu
tas con agitador mecanico. Clarificar por centrifugaci6n 
el extracto (en tubos tapados). tomar una alfcuota del 
extracto limpio (ver tabla) y iıjustar a pH 4.5 con soluci6n 
de hidr6xido de sodio (48.2.7). Diluir esta soluci6n con 
tamp6n fosfato (48.4.8) para obtener la soluci6n U8 (ver 
tabla). 

TA8LA 

Contenido supuesto en 
avoparcina (mg/kg) 5 7.5 10 15 20 40 

Peso de muestra en 9 
(± 0.1 g) ............... 50 50 50 50 50 50 

Volumen de mezcla 
(ml)(48.2.9) .......... 100 100 100 100 100 100 

Volumen de extracto 
limpio (ml) ............ 20 15 20 15 20 10 

Volumen final (ml): U8 .. 25 25 50 50 100 100 
Concentraci6n supuesta 

U8 en microgramos/ml. 2 2 2 2 2 2 
~prox aprox 

Preparar a partir de esta soluci6n y por dilUciones 
sucesivas (1 + 1) con tamp6n fosfato (48.2.8) las solu
eiones supuestas U4 (1.0 microgramo/ml). U2 (0.5 micro
gramos/ml). U, (0.25 microgramos/ml). 

48.3.3 Determinaci6n. Inoculaei6n del media' de cul
tivo. Sembrar a 50-60 ac el media base de la deter
minaci6n (48.2.4) con la suspensi6n de esporas (48.2.3). 

. Mediante ensayos preliminares sobre placas. con el 
media (48.2.4). determinar la cantidad de in6culo que 
permita obtener las zonas de inhibici6n mas amplias y 
que ademas sean nitidas. para las diferentes concen
traciones de avopareina. 

48.3.4 Determinaci6n. Preparaci6n de las placas. La 
difusi6n sobre agar se efectua en placas con las cuatro 
concentraciones de la soluci6n pat~6n (58 • 54 • 5 2 Y 5,) 
y las cuatro concentraciones del extracto (U8 • U4 • U2 
Y U,). 

Cada placa debe necesariamente reeibir las cuatro 
concentraciones de patr6n y extracto. A tal efecto. esco
ger las dimensiones de las placas de forma que se pue
dan practicar en el media agar por 10 menos ocho cavi
dades de 10 a 13 mm de diametro. cuyos centros na 
disten entre si menos de 30 mm. Pueden utilizarse como 
placas. Iəminas planas de vidrio. coronadas de un anillo 
de aluminio 0 de materia plastica de 200 mm de dia
metro y de 20 mm de altura. 

Introdueir en las placas una cantidad del media 
(48.2.4). sembrado como indica en (48.3.3). que permita 
obtener una capa aproximadamente de 2 mm de espesor 
(60 ml para una placa de 200 mm de diametro). Oejar 
solidificar. abrir las cavidades y depositar volumenes 
exactamente medidos de soluciones patr6n y extracto 
(0.10 a 0.15 ml por cavidad. segun el diametro). Efectuar 
como minimo cuatro repeticiones de cada concentra
ei6n. de moda que cadadeterminaci6n sea objeto de 
una evaluaei6n de 32 zonas de inhibici6n. 

48.3.5 Incubaci6n. Incubar las placas entre dieciseis 
y dieciocho horas a 30 ac. 

48.4 Caıculos. Medir el diametro de las zonas de . 
inhibici6n con una precisi6n de 0.1 mm. Para cada con
centraci6n. registrar las medidas medias sobre papel 
semi-Iogaritmico. representando el logaritmo de las con
centraciones frente a los diametros de las zonas de inhi
bici6n. Trazar las rectas mas ajustadas para la soluci6n 
patr6n y para el extracto procediendo. por ejemplo. co ma 
sigue: 

Determiı;ıar el punto mas apropiado del nivel mas 
bajo de la soluci6n patr6n (SL) mediante la f6rmula: 

75, + 452 + 54 - 258 

(a) 5L 
10 

Oeterminar el punto mas apropiado del nivel mas 
alta de la soluci6n patr6n (SH) mediante.la f6rmula: 

758 + 454 + 52 - 25, 
(b) 5H 

10 

Determinar de igual forma los puntos mas apropiados 
del extracto para el nivel mas bajo (UL) y el nivel mas 
alta (UH) sustituyendo 5,. 52 • 54 Y 58 en las f6rmulas 
por U,. U2 • U4 Y U8 · 

Llevar los valores SL y SH sobre la misma grƏfica. 
Uniendo los dos puntos se obtiene la recta mas ajustada 
para la soluci6n patr6n. Procediendo del mismo moda 
para UL y UH se obtiene la recta mas ajustada para 
el extracto. 
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En ausencia de toda interferencia, lasrectas deberfan 
ser paralelas cuando SH-SL y UH-UL no difieren mas 
del 10 por 100 de su media. 

Si las rectas no son paralelas, se puede eliminar bien 
U, y S, 0 bien U8 y S8' Los valores SL, SH, UL y UH 
que permiten obtener las rectas mas ajustadas se cal
culan segun: 

(a') $L = 
5$, + 2$2 - $4 5$2+ 2$4-$8 

0 
6 6 

(b') $H= 
5$4+ 2$2-$, 5$8+ 2$4-$2 

0 
6 6 

y las f6rmulas analogas para UL y UH. La utilizaci6n 
de esta alternativa impone que se respeten los mismos 
criterios de paralelismo. La obtenci6n de un resultado 
procedente de tres niveles debe ser mencionada en el 
boletfn de analisis. 

Cuando las rectas se consideran paralelas, calcular 
el logaritmo de la actividad relativa (Iog A) como sigue: 

Para 4 niveles: 

(c) 109 A = (U, + U2 + U4 + U8 - $, - $2 - $4 - $8) x 0,602 
U4 + U8 + $4 + $8 - U, - U2 - $, - $2 

Para 3 niveles: 

(d) 109 A = (U, + U2 + U4 - $, - $2 - $4) x 0,401 
U4 + $4 - U, - $, 

(d) 109 A = (U2 + U4 + U8 - $2 - $4 - $8) x 0,401 
U8 + $8- U2 - $2 

La actividad real = actividad supuesta x actividad 
relativa. 

Si la actividad relativa se encuentra por debajo de 
los valores comprendidos entre 0,5 y 2,0, repetir la deter
minaci6n procediendo a los ajustes apropiados de las 
concentraciones del extracto 0, eventualmente, de las 
soluciones patrones. Si esta actividad no puede inCıuirse 
entre estos valores, el resultado debe considerarse 
aproximado y asto debe figurar en el boletin de analisis. 

Cuando las rectas no se consideran paralelas, repetir 
la determinaci6n. Si no se consigue el paralelismo, la 
determinaci6n debe considerarse como insatisfactoria. 

La diferencia entre los resultados de dos determina
ciones efectuadas sobre la misma muestra por la misma 
persona no debe exceder de: 

- 2 mg/kg, en valor absoluto, para los contenidos 
de avoparcina de 2 a 10 mg/kg. 

- 20 por 100 del resultado mas alto para contenidos 
entre 10 y 25 mg/kg. 

- 5 mg/kg en valor absoluto, para contenidos entre 
25 y 50 mg/kg. 

- 10 por 100 del resultado mas alto para contenidos 
superiores a 50 mg/kg. 

48.5 Observaciones. 

48.5.1 Pueden utilizarse otros metodos en la medi
da que esten comprobados que producen analogas sus
pensiones de esporas. 

48.5.2 Puede utilizarse otro medio de cultivo comer
cial que tenga una composici6nanaloga y de los mismos 
resultados. 

48.6 Referencias. Novena Directiva de la Comisi6n 
de 31 de julio de 1981. 81/715/CEE. «Diario Oficial 
de las Comunidades Europeası> numero L 257/38, de . 
10 de septiembre de 1981. . 

49. Antibi6ticos del grupo.de Iəs tetrəciclinəs 

49.1 Detecci6n e identificaci6n. 

49.1.1 Principio. EI metodo permite detectar e iden
tificar los antibi6ticos del grupo de las tetraciclinas en 
los piensos que contengan al menos 0,1 mg/kg de ellas, 
en concentrados y en premezclas. 

La muestra se somete a extracci6n mediante una mez
cla de metanol y de acido clorhfdrico. EI extracto se 
cromatograffa sobre papel por vfa ascendente compə
rativamente a sus soluciones de referencia. Los antibi6-
ticos se detectan e identifican en comparaci6n con sus 
valores Rf con los de las sustancias patr6n. sea por fluo
rescencia de luz UV (elevados contenidos en antibi6tico). 
ya sea por medio de bioautograffa sobre medio de agar . 
sembrando con B. cereus. 

49.1.2 Reactivos. 

49.1.2.1 Tamp6n. pH 3.5. Acido cftrico monohidra
to p.a.: 10,256 g. 

Monohidrogenofosfato de sodio dihidrato (Na2H-
P04.2H 2 0) p.a.: 7.45 g. 

Acetona p.a.: 300 ml. 
Agua destilada: Hasta 1.000 ml. 
49.1.2.2 Tamp6n fosfato: pH 5.5. Dihidrogenofos

fato de potasio (KH2P04 ) p.a.: 130.86 g. 
Monohidrogenofosfato de sodio dihidrato (Na2H

P04 .2H20) p.a.: 6.947 g. 
Agua destilada: Hasta 1.000 ml. 
49.1.2.3 Eluyentel: mezCıa nitrometano p.a./cloro

formo p.a./alfa diCıorhidrina: 20/10/1.5 en volumen. 
Preparar en el momento de su empleo. 

49.1.2.4 Eluyente II: MezCıa nitrometrano p.a./ 
Cıoroformo p.a./alfa picolinio (20/10/3en volumen). 
Preparar'9n el momento de su empleo. 

49.1.2.5 MezCıa netanol p.a./acido Cıorhfdrico 
(d = 1.98/2 en volumen). 

49.1.2.6 Acido Cıorhfdrico 0.1 N. 
49.1.2.7 Amonfaco. d = 0.91. 
49.1.2.8 Sustancias patr6n: clortetraciclina. oxite

traciclina, tetraciclina. cuya actividad se expresa 'en Cıor
hidrato. 

49.1.2.9 Microorganismo: B. cereus ATCC nume
ro 11.778. Mantenimiento de la cepa. preparaci6n de 
la suspensi6n de esporas e inoculaçi6n del medio de 
cultivo. Aplicar las disposiciones (49.2.2.1) y (49.2.2.2) 
del metodo de determinaci6n de la clorotetraciclina. de 
la oxitetraciclina. y de la tetraciclina. por difu'si6n sobre 
agar. objeto de la parte (49.2). 

49.1.2.10 Medio de cultivo. (Ver 41.15.1): 

Glucosa: 1 g. 
Peptona trfpsica: 10 g. 
Extracto de carne: 1.5 g. 
Extracto de levadura: 3 g. 
Agar: 20 g. 
Agua destilada: Hasta 1.000 ml. 
Ajustar el pH a 5.8 en el momento de su empleo. 

49.1.3 MateriaL. 

49.1.3.1 Equipo para cromatograffa ascendente 
sobre papel, (altura del papel 25 cm). Papeles Schleicher 
y Schüll 20040 b 0 20043 b 0 equivalente. 

49.1,3.2 Centrffuga. 
49.1.3.3 Estufa de incubaci6n, regulada a 30 aC. 
49.1.3.4 Lampara UV para detecci6n de la fluores-

cencia. 
49.1.3.5 Placas de vidrio de 20 x 30 cm aproxima

damente que permitan el montaje de una caja plana 
para la bioautobiograffa. 
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49.1.4 Procedimiento. 

49.1.4.1 Soluciones de calibrado. 

49.1.4.1.1 Soluciones patrôn. Preparar a partir de 
las sustancias de calibrado (49.1.2.8) y Con ayuda de 
acido elorhıdrico (49.1.2.6) unas soluciones cuya con
centraciôn corresponda respectivamente a 500 micro
gramos de elortetracielina-HCI 0 de oxitetracielina-HCI 
o de tetracielina-HCI por ml. 

49.1.4.1.2 Soluciones de referencia para la detec
ciôn en luz UV. Diluir las soluciones (49.1.4.1.1) con 
tampôn de fosfato (49.1.2.2.) para obtener unas solu
ciones cuya concentraciôn corresponda a 100 micro
gramos de clortetraciclina-HCI 0 de oxitetracielina-HCI 
o de tetracielina-HCI por ml. 

49.1.4.1.3 Soluciones de referencia para la detec
ciôn por bioautografiƏ. Diluir las soluciones (49.1.4.1.1) 
con tampôn fosfato (49.1.2.2) para obtener unas solu
ciones cuya concentraciôn corresponda a 5 microgra
mos de elortetracielina-HCI, 0 de oxitetracielina-HCI 0 de 
tetracielina-HCI por ml. 

49.1.4.2 Extracciôn. Cuando el contenido supuesto 
del antibiôtico sea inferior a 10 mg/kg, se podra emplear 
la muestra homogeneizada 0 la fracciôn mas fina sepa
rada mediante tamizado, dada que los antibiôticos se 
encontraran preferentemente en dicha fracciôn. 

Poner la muestra en suspensiôn en la mezela 
(49.1.2.5) y centrifugar. Recoger el Hquido sobrenadante 
para emplearlo tal como este 0 diluirlo, si fuera necesario, 
por medio de la mezela (49.1.2.5) para obtener unas 
concentraciones de antibiôtico de 100 microgramos/ml 
(49.1.4.2.1) y de 5 microgramos/ml (49.1.4.2.2) aproxi
madamente. 

49.1.4.3. Detecciôn e identificaciôn. 

49.1.4.3.1 Cromatografla. Sumergir el papel en la 
soluciôn tampôn, pH 3,5 (49.1.2.1). Eliminar el exceso 
de IIquido comprimiendö el papel entre unas hojas de 
papel de filtro seco. Depositar a continuaciôn sobre el 
papel unos volumenes de 0,01 ml de las soluciones de 
referencia (49.1.4.1.2 y 49.1.4.1.3) y del extracto 
(49.1.4.2 y 48.1.4.2.2). Para obtener una buena sepra
ciôn, el contenido apropiado en humedad del papel es 
determinante; en su caso, dejar secar ligeramente. 

Desarrollar por cromatografıa ascendente. Emplear 
el eluyente I (49.1.2.3) para la d.etecciôn por bioauto
graffa, el eluyente ii (49.1.2.4) para la detecciôn en luz 
UV. Cuando el frente del disolvente alcance de 15 
a 20 cm de alto (aproximadamenteuna hora treinta 
minutos) interrumpir la cromatograffa y secar el papel. 

49.1.4.3.2 Detecciôn de luz ultravioleta. Cuaııdo el 
contenido en antibiôtico sea superior a 1 microgra
mo/cm2 , se pueden percibir manchas fluorescentes 
amarillas 0 por irradiaciôn bajo la lampara de UV 
(49.1.3.4) previo tratamiento del cromatograma median
te vapores amoniacales (49.1.2.7). 

49.1.4.3.3 Detecciôn por bioautograffa. Verter el 
medio de cultivo (49.1.2.10) previamente sembrado 
con B. cereus (49.1.2.9) sobre unas placas de vidrio 
(49.1.3.5) y colocar el papel sobre el medio de cultivo. 
Tras cinco minutos de contacto, apartar el papel y colo
carlo sobre un lugar distinto del medip de cultivo donde 
se le mantendra durante el perfodo de incubaciôn, incu
bar durante una noche en estufa a 30 ac. La presencia 
de un antibiôtico del grupo de las tetracielinas se marca 
por zonas de inhibiciôn elaras en el medio de cultivo 
turbio. 

Para fijar el cromatograma, vaporizar la soluciôn 
(49.1.211) sobre el papel. previa incubaciôn. 

49.1.4.3.4 Identificaciôn. Los valores RF relativos 
a los antibiôticos del grupo de tetraciclinas se dan a 

continuaciôn. Dichos valores podran variar ligeramente 
segun la calidad del papel y su contenido en humedad: 

Clortetracielina (CTC): 0,60. 
Tetracielina (TC): 0.40. 
Oxitetracielina (OTC): 0,20. 
4· epi - CTC: 0,15. 
4 - epi - TC: 0,13. 
4 - epi - OTC: 0,10. 

Los compuestos «epi» tienen una actividad antibiôtica 
inferior a la de los compuestos normales. 

49.1.5 Observaciones. 

49.1.5.1 Podra ser empleado cualquier medio de 
cultivo comercial de composiciôn analoga y que de los 
mismos resultados. 

49.2 Clortetracielina, oxitetracielina y tetracielina. 

49.2.A Por difusiôn sobre agar. 

49.2.A.l Principio. EI metodo permite determinar 
la elortetracielina, (CTC), la oxitetracielina (OTC) y la tetra
ciclina (TC) en los piensos, concentrados y premezelas. 
EI IImite inferior de la determinaciônes de 5 mg/kg. 
Los contenidos inferiores a 5 mg/kg pueden estimarse 
por interpolaciôn grƏfica. 

Para los contenidos iguales 0 inferiores a 50 mg/kg, 
la muestra se sometera a extracciôn por formanida dilui
da. Para los contenidos superiores a 50 mg/kg, se some
te a extracciôn mediante una mezela de acetona, de 
agua y de acido elorhıdrico para la determinaciôn de 
la CTC, y por una mezela de metƏnol y de acido elor
hıdrico para la determinaciôn de la OTC y de la TC. 

Los extractos se diluiran a continuaciôn y su actividad 
antibi6tica se determinara por la medida de la difusiôn 
de la CTC 0 dE! la OTC 0 de la TC en medio a agar 
sembrado con B. cereus. La difusiôn se indica por la 
formaciôn de zonas de inhibiciôn en presencia del 
microorganismo. EI diametro de dichas zonas es direc
tamente proporcional al logaritmo de la concentraciôn 
de antibiôtico. 

49.2.A.2 Reactivos. 

49.2.A.2.1 Microorganismos: B. cereus ATCC 
numero 11.778. 

49.2.A.2. 1. 1 Mantenimiento de la cepa. Sembrar B. 
cereus en tubo de agar inelinado constituido por el medio 
de cultivo.J49.2.A.3.1) exento de azul de metileno y de 
acido bôrico. Incubar durante una noche a 30 ac aproxi
madamente. Conservar el cultivo en refrigerador y resem
brar cada catorce dıas sobre agar inelinado. 

49.2.A.2.1.2 Preparaci6n de la suspensi6n de espa-' 
ras. Recoger los germenes de un tubo de agar inclinado 
(49.2.A.2.1.1) con ayuda de 2 a 3 ml'de suero fisiol6gico 
(49.2.A.2.2.5). Sembrar con dicha suspensiôn un frasco 
de Roux que contenga 300 ml del medio de cultivo 
(49.2.A.2.2.1), exento de azul de metileno y de acido 
bôrico, cuya concentraci6n en agar sea del 3 al 4 por 
100. Incubar tres a cinco dıas a 28-30 ac, recoger a 
continuaciôn las esporas en 15 ml de etanol 
(49.2.A.2.2.6), tras haber comprobado la esporulaci6n 
bajo el microscopio, y homogeneizar. Dicha suspensiôn 
puede conservarse en refrigerador 5 meses al menos. 

Por unos ensayos preliminares sobre placas con el 
medio de base de la determinaci6n (49.2.A.2.2.1), deter
minar la cantidad de in6culo que permita obtener para 
las diferentes concentraciones de antibiôtico empleadas, 
unas zonas de inhibici6n tan extensas como sea posible, 
y que sean elaras. Dicha cantidad es generalmente de 0,2 
a 0,3 ml/1.000 ml. La siembra del medio de cultivo 
se realiza entre 50 y 60 DC. 
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49.2.A.2.2 Medias de cultivo y reactivos. 

49.2.A.2.2. 1. Medio de base de la determinaei6n (ver 
49.2.A.5.1 ): 

Glucosa: 1 g. 
Peptona trfptica: 10 g. 
Extracto de carne: 1,5 g. 
Extracto de levadura: 3 g. 
Agar, segun calıdad: 10 a 20 g. 
Tween 80: 1 ml. 
Tamp6n fosfato, pH 5,5 (49.2.A.2.2.2): 10 nıl. 
Soluei6n al 5 por 100 (p/v) de aeida b6rico: 15 nıl. 
Soluci6n etan61iea al 0,5 por 100 de azul de metile· 

no: 4 ml. 
. Agua destilada: Hasta 1.000 ml. 
Ajustar a pH 5,8 antes de su empleo. 

49.2.A.2.2.2 Tanıp6n fosfato pH 5,5, Dihidr6ge· 
no-fosfato de potasio (KH2P04 ) p.a.: 130,86 g. 

Monohidr6geno-fosfato de sodio dihidrato (NƏ2H· 
P04 .2H20)p.a.:6,947g. 

Agua destilada: Hasta 1.000 ml. 
49.2.A.2.2.3 Tanıp6n fosfato, pH 5,5, diluido 

al 1/10. 
49.2.A.2.2.4 Tamp6n fosfato, pH 8. Dihidr6ge· 

no·fosfato de potasio (KH2P04 ) p.a.: 1.407.g. 
Monohidr6geno·fosfato de sodio dihidrato (Na2H· 

P04 .2H20) p.a.: 57,539 g. 
Agua destilada: Hasta 1.000 ml. 
49.2.A.2.2.5 Suero fisiol6gico esteril. 
49.2.A.22.6 Etanol a 20 por 100 (v/v). 
49.2.A.2.2.7 Aeido clorhidrico 0,1 N. 
49.2.A.2.2.8 Formamida al 70 por 100 (v/v). Pre' 

parar en fresco antes del empleo y ajustar el pH 4,5 
con ayuda de acido sulfurico 2N aproximadamente. 

49.2.A.2.2.9 Mezela acetona p.a./agua/acido elor· 
hidrico (d = 1,19) (65/33/2 en volumen). 

49.2.A.2.2.10 Mezcla metanol p.a./acido elohidrieo 
(d = 1,19) (98/2 v/v). 

49.2.A.2.2.11 Sustancias patrones: CTC, OTC, TC 
cuya actividad se expresa en clorhidrato. 

49.2.A.3 Procedimiento. 

49.2.A. 3. 1 Soluciones patrones. 
49.2.A.3.1.1 Clortetracielina. Preparar a partir de la 

sustaneia patr6n (49.2.A.2.2.11) y con la ayuda de acido 
elorhidrico (49.2.A.2.2.7), una soluci6n patr6n cuya con
eentraei6n eorresponda a 500 mierogramos/ml de elor
tetraeiclina-HCI. Dicha soluci6n se eonserva una semana 
en refrigerador. 

A partir de dicha soluei6n patr6n 'preparar una solu
ci6n de ealibrado de trabajo 58 euya coneentraei6n 
correspohda a 0,2 mierogramos/ml de clortetraeieli
na·HCI. La diluci6n se hace con la ayuda del tamp6n 
fosfato, pH 5,5 diluido al 1/10 (49.2.A.2.2.3), con adic· 
ci6n del 0,01 por 100 de negro amido (ver 49.2.A.5.2). 

Preparar a continuaci6n por sucesivas dilueiones 
(1+ 1) con ayuda del tamp6n (49.2.A.2.2.3), las concen· 
traciones siguientes: 

54 : 0,1 microgramos/ml. 
52: 0,05 microgramos/nıl. 
Sı: 0,025 microgramos/ml. 

49.2.A.3.1.2 Oxitetraeielina. Procediendo como se 
indica en (49.2.A.3. 1.1) preparar, a partir de una solu
ei6n patr6n cuya concentraci6n corresponde a 400 
microgramos/ml de oxitetracielina-HCI, una soluci6n 
patr6n de trabajo 58 de 1,6 microgramos/ml de oxi
tetracielina-HCI y las concentraeiones siguientes: 

54 : 0,8 microgramos/ml. 
52: 0.4 microgramos/ml. 
Sı: 0,2 microgramos/ml. 

49.2.A.3.1.3 Tetraciclina. Proeedienda tal eomo se 
indica en (49.2.A.3.1.1), preparar, a partir de una solu· 
ei6n patr6n euya coneentraei6n correponda a 500 miero· 
gramos/ml de tetracielina-HCI, una soluei6n patr6n de 
trabajo 58 de 1,0 microgramos/ml de tetraeielina-HCI 
y las siguientes concentraciones: 

5 4 : 0,5 mierogramos/ml. 
52: 0,25 microgramos/ml. 
5,: 0,125 microgramos/ml. 

49.2.A.32 Extracci6n. 

49.2.A.3.2.1 Contenidos iguales 0 inferiores a 50 
mg/kg. Tratar la muestra por la formamida 
(49.2.A.2.2.8), seglln las indicaciones que se dan a con· 
tinuaci6n en el cuadro. Agitar durante 30 minutos en 
agitador. Diluir inmediatamente despues con ayuda del 
tamp6n fosfato (49.2.A.2.3), segun las indicaciones 
dadas a continuaci6n en el cuadro, para obtener la con· 
centraci6n U8. La concentraci6n de formamida en dicha 
soluci6n no debe exceder del 40 por 100. Centrifugar 
o dejar decal1tar de manera que se obtenga una soluei6n 
limpida. . 

Preparar a continuaei6n las concentraciones U4 , U2 
Y U ı , por diluciones sucesivas (1+1) con ayuda del tam-
p6n fosfato (49.2.A.2.3). . 

Antibıotıco 
-r--'~ CTC~ 

Contenido supuesto e 
mg/kg. 

Muestra en g. 
MI de formamid 

(49.2.A.2.2.8). 

MI de tamp6n fosfat 
(49.2.A.2.2.3). 

Concentraci6n U8 e 
microgramos/ml. 

L 
I 

nl 10 
! 

10 
a 100 

dil 
0 1/5 

(a) 
_. 

n 0,2 

50 

10 
100 

dil 
1/25 

(b) 

0,2 

~~--T~ 

DTC '1 TC 

I 
10 50 I 10 50 

24 9,6 20 10 
80 100 80 100 

dil 
70 200 120 1/5 

(a) 
._~ 1-. 

I 
1,6 1,6 1,0 I 1,0 

1 

(a) Tomnr 20 ml de extracto y conıpletar a 100 ml con əl tamp6n 
en un matraz a..forado. 

(b) Tomə)- 4 ml de extracto y completar a 100 ml con e! tamp6n en 
un matraz aforado. 

49.2.A.3.2.2 Contenidos superiores a 50 mg/kg. 

49.2.A.3.2.2.1 Clortetracielina. Tratar, segun el con
tenido supuesto de antibi6tico de la muestra 0 su garan
tia de fabricaci6n, una muestra de 1 a 10 gramos, por 
20 veces su volumen con la meıcla (49.2.A.2.2). Agitar 
durante treinta minutos con agitador. 

Comprobar que el pH perm'anece por debajo de 3 
a 10 largo de la extracci6n; si fuera necesario ajustar 
a pH 3 (para los compuestos minərales, con ayuda de 
aeido acetico al 10 por 100). Tomar una parte alicuota 
del extracto y ajustar el pH a 5,5 con ayuda del tamp6n 
fosfato, pH 8 (4.;).2A2.2.4), en preseneia del verde la 
bromocresol (viraje del amarillo al azul). Diluir con ayuda 
del tamp6n fosfato, pH 5,5, diluido a 1/10 (49.2.A.2.2.3) 
para obtener la concentraci6n U8 (49.2.A.3.2.1). 

Preparar seguidamente las concentraciones U4 , U2 
y U ı por dilueiones sucesivas (1 + 1) con ayuda del tam
.p6n fosfato (49.2.A.2.2.3). 

49.2.A.3.2.2.2 Oxitetracielina y tetracielina. f'roce
der como se indica en (49.2.A.3.2.2.2) sustituyendo la 
nıeıela (49.2.A.2.2) por la meıela (49.2.A.2.2.1 0). 
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49.2A3.3 Modalidades de la detə,minaciôn. 
49.2.A3.3.1 Siembra del medıa de cultivo. Sembrar 

a 50-60 ac el medio de bəse para la determina
ciôn (49.2.A.2.2.1) con la suspensiôn de esporas 
(49.2A2.1.2). 

49.2.A.3.3.2 Preparaciôn de lə.> cajas. La difusiôn 
sobre əgar se efectua en eajas, con ias cuatro eoneen
traeianes patrôn (S8. S4. S2 Y Sı) Y IƏS euatro concen
traciones del extracto (U 8 • U4 • U2 Y U ıl, Cada caja debe 

. recibir nFıcesəriamente las cuatro crıncentraciones del 
patrôn y del extracto. 

A tal fin. escoger las dimensiones de las cajas de 
tal forma que se pueda practicar en əl medio gelosado 
al men"s 8 cavidades de 10 a 13 mm de diametro. 
Caleul,,' la cantidad de medıo de cultivo inoeulado 
(49.2.A 3.3.1). que habra de utilizarse de forma que se 
pueda obtener un reeubrimiento uniforme de 2 mm 
aproximadəmente de espesor. Es preferibleemplear 
como eajns unas plaeas de vidrio planas provistas de 
un anil!o de aluminio 0 de material plastico perfecta
mente p:ər.o. de 200 mm de diarr.etro y 20 mm de 
altura. 

Introuucir mediante la pipeta en Iəs eavidades unəs 
eantidades de soluciôn de antıbiôtico. exactamente 
medidas, comprendidas entre 0.10 y 0.15 ml. segun 
el diametro. 

Para cada muestra hacer al menas cuatro repeticiones 
de difusi6n con cada concentraci6n. de forma que cada 
determinaciôn sea objeto de una evaluaciôn de 32 zonas 
de inhibici6n. 

49.2 . .4..3.3.3 Incubaciôn. Incubar Iəs eajas durante 
dieciocho horas aproximadamente a 28-30 ac. 

49.2.A.4 Caıculos. Medir el diametro de las zonas 
de inbiciôn. preferentemente por proyecciôn. Registrar 
las medidas sobre papal semilogarftmico. representando 
el logaritmo de las concentraciones ımnte a los diame
tros de Iəs zonzas de inhibiciôn. Trazər las rectas de 
la soluciôn de calibrado y del extracto. A falta de inter .. 
ferencias. las dos rectas deberarı ser paralelas. 

EI :ogaritmo de la actividad relətiva se calcula por 
la siguiente ferma: 

(U, + U, + U4 + U8 - S,- 5, - 54 - 58) x 0.602 

U4 + Ua + 54 + 58 - U, - U2 - Sı - 52 

Actividad real = actividad supuesta x activıdad rela
tiva. 

La diferencia entre los resultados do dos determirıa
ciones pəralelas efectuadas sobre la m,sma muestra ne 
debe exceder del 10 por 100 en vəfor relətivo. 

49.2.A.5 Observaciones. 
49.2.A.5.1 Podra emplearse cuaiquier medio de cul

tivo comercial de analoga composiciôn y que de 105 mis
mos resu!tados. 

49.2.A.5.2 EI negro amido sirve para caracterizar 
las zonas de inhibiciôn de Iəs soluciones de calibrado 
(anillos azules). 

49.2.8 Por turbidimetıia. 

49.2.8.1 Principio. EI metodo permite determinar la 
c10rtetraciclina (CTC). la oxitetracic1ina (OTC) y la tetra
cic1ina (TC) en las concentraciones superiores a 1 g/kg. 
en la medida en que ninguna otra sustancia inler/iera. 
dando lugar a unos extractos turbios. Dicho metodo es 
mas rapido que el metodo. por difus;ôn sobre əgar. 

La muestra se somete a ex'tracci6n por mezc1a de 
acetona. agua y acido clorhfdrico para la determinaciôrı 
de la CTC. y por una mezcla de metanol y de aeido 
clorhıdricopara la determinaci6n de lə OTC y de la TC. 

Los extractos se diluyen a continuaciôn y su efecto 
antibi6tico se determina por la medida de la transmi5iôn 

luminosa de un medio de cultivo. sembrado con Staphy
lococcus aureus y cori antibiôtico aiiadido. La transmi
siôn luminosa es funciôn de la concentraciôn del anti
bi6tico. 

49.2.8.2 Reactivos. 

49.2.8.2.1 Mieroorganismo: Staphylococcus 
aureus K 141. Ver (49.2.8.5.1). 

49.2.8.2.1.1 Mantenimiento de la cepa. Sembrar S . 
aureus sobre tubo de agar inclinado constituido por ei 
media de cultivo (49.2.8.2.2.1). adicionado de 1.5 a 3 
par 100 (spgı:ın la calidad). Ineubar durante una noclıe 
a 37 ac. Conservar el cultivo en refrigerador y resembrar 
cuatro semanas sobre agar inc1inado. Preparar simul
taneamente unos subcultivos para el empleo de laba
ratorio. 

49.2.8.2.1.2 Preparaciôn del inocuo. Veinticuatro 
horas antes de su ompleo.. resembrar un subcultivo sobre 
agar inclinado 0 incubar durante una noche a37 °C. 
Poner en susoensiôn la totalidad del cultivo de un tubo 
de agər ən i ml aproximadamente del medio de base 
(49.2.8.2.2.1) Y trasvasar ə continuaciôn la suspensiôn 
en unas condiciones esteriles en 100 ml aproximada
mente del mismo medio de base (49.2.8.2.2.1). Incubar 
en bano de agua a 37 ac hasta que el crecimiento de 
la eepa entre el1 su fase logaritmica (una hora treinta 
minutos a dos harası. 

49.2.8.2.2 Medios de cultivo y reactivos. 
49.2.8"2.2.1 Medio de base de la determinaci6n. 

(Ver 49.2.8.5.2.) . 
Peptona: 5 g. 
Extracto de levadura: 1.5 g. 
Extracto de carne: 1.5 g. 
Cloruro de sodio: 3.5 g. 
Glucosa: 1 g. 
Dihidrôgeno-fosfato de potasio (KH 2 P04) p.a.: 

1.32 g. 
Monohidr6geno-fosfato de potəsio (K2 HP04 ) p.a.: 

3.68 iL. 
Agua de~!il"da: Hasta 1.000 ml. 
pH tras esterilizar: 6.8 a 7. 

49.2.8.2.2.2 Tampôn fosfato pH 4.5. Dihidrôge-
na-fosfato de potasio (KH2P04) p.a.: 13.6 g . 

. Agua destilad;ı: Hasta 1.000 m1. 
49.2.8.2.2.3 Acido clorhfdrico 0.1 N. 
49.2.8.2.2.4 Mezcla acetona p.a./agua/acido c1or

hidrico (d = 1.19) (65/33/2 en voluman). 
49.2.(}.2.2.5 Mezcla metanol p.a./acido clerhfdrico 

id = 1.19) (98/2 en volumen). 
49.2.8.2.2.6 Soluci6n al 10 por 100 aproximada

mente (p/v) de formaldehido. 
49.2.8.2.2.7 Sustaııeias patrôn: OTC. CTC. CT. euya 

activıdad se exprese en clorhidrato. 

49.2.8.2.3 Soluciôn patrôn. Preparar. a partir de la 
sustancia patrôn (49.2.8.2.2.7) y con ayuda de acido 
clorhidrico (49.2.8.2.2.3) una soluciôn patrôn cuya co.n
centraciôn tengə 400 a 500 microgramos/ml de 
CTC-HCI. OTC-HCI 0 TC-HCI. Dicha soluciôn se eonserva 
ıına semana en refrigerador. 

49.2.8.3 Procedimiento. 

49.2.8.3.1 Extrəcciôn. 

49.2.8.3.1.1 Clortetraciclina. Introducir en un 
matraz "forado de 200 ô 250 ml. una muestra de 1 
a 2 gramos. Aıiadir 100 ml aproximadamente de la mez
ela (49.2.8.2.2.4) y agitar durante treintə minutos con 
agitador. Campletar el volurnen con el tampôn fosfato. 
pH 4.5 (4928.2.2.;:) Homogeneizar y dejar que se 
deposite. 
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49.2.8.3.1.2 Oxitetraciclina y tetraciclina. Introducir 
en un matraz aforado de 200 a 250 ml una muestra 
de 1 a 2 gramos. Anadir 100 ml aproximadamente de 
la mezCıa (49.2.8.2.2.5) y agitar durante treinta minutos 
con agitador. Completar el volumen por el tamp6n de 
fosfato, pH 4,5 (49.2.8.2.2.2). Homogf,neizar y dejar que 
se deposite. 

49.2.8.3.2 Modalidades de determinaci6n. 

49.2.8.3.2.1 Preparaci6n de series patr6n y del 
extracto. Diluir de forma apropiada con ayuda del tamp6n 
de fosfato, pH 4,5 (49.2.8.4.2.2) la soluci6n patr6n 
(49.2.8.2.3) yel extracto (49.2.8.3.1), de forma que se 
obtengan una serie de concentraciones que permitan 
establecer, para cada determinaci6n, una curva de cali
brado, y la interpolaci6n sobre dicha curva de al menos 
dos valores relativos al extracto. Las diluciones deben 
escogerse en funci6n de las condiciones de crecimiento 
de la cepa, que pueden variar de un laboratorio a otro. 
Se procede genralmente de la siguiente forma: 

49.2.8.3.2.1.1 Clortetraciclina. Diluir la soluci6n 
patr6n (49.2.8.2.3.) con ayuda del tamp6n fosfato 
(49.2.8.2.2.2) para obtener una soluci6n patr6n cuya 
concentraci6n corresponde a 0,2 microgramos/ml de 
CTC-HCI. Preparar a continuaci6n con ayuda de un tam
p6n de fosfato (49.2.8.2.2.2), como se indica a conti
nuaci6n, y en unos tubos destinados a la determinaci6n, 
6 diluciones con una repetici6n de cada diluci6n. 

MI de soluci6n de patr6n 
de trabajo 

0,7. 
0,6 
0,55 
0.45 
0.4 
0,3 

MI de tamp6n fosfa~o 
(49.2.8.2.2.2) 

0,3 
0.4 
0.45 
0,55 
0,6 
0,7 

Concentrəci6n ən CTC-HCI 
(iL/miL 

0,14 
0,12 
0,11 
0,09 
0,08 
0,06 

Diluir el extracto (49.2.8.3.1.1) con ayuda del tamp6n 
de fosfato (49.2.8.2.2.2) para obtener una concentraci6n 
supuesta en CTC-HCI de 0,12 microgramos/ml. Intro
ducir 1 ml de dicha soluci6n en dos tubos y 0,75 ml 
(= 0,09 microgramos) en otros dos tubos. Completar 
el volumen de los dos ultimos tubos a 1 ml con el tamp6n 
de fosfato (49.2.8.2.2.2). 

49.2.8.3.2.1.2 Oxitetraciclina y tetraciclina. Diluir la 
soluci6n de calibrado (49.2.8.2.3) con ayuda del tamp6n 
de fosfato (49.2.8.2.2:2) para obteneruna soluci6n 
patr6n de trabajo cuya concentraci6n corresponda a 0,6 
microgramos/ml de OTC-HCI 0 de TC-HCI. Preparar a 
continuaci6n con ayuda del tamp6n fosfato 
(49.2.8.2.2.2) como se indica a' continuaci6n y en los 
tubos destinados a la determinaci6n, 7 diluciones con 
una repetici6n de cada diluci6n. 

MI de soJuci6n de patr6n 
de trabajo 

0,9 
0,8 
0,7 
0,6 
0.4 
0,3 
0,2 

MI de tamp6n fosfato Concentraci6n ən CTC-HCI 
(49.2.8.2.2.2) (iL/miL 

0,1 
0,2 
0,3 
0.4 
0,6 
0,7 
0,8 

0.54 
0.48 
0.42 
0,36 
0,24 
0,18 
0,12 

Diluir el extracto (49.2.8.3.1.2) con el tamp6n de fos
fato (49.2.8.2.2.2) paca obtener una concentraci6n 
supuesta en OTC-HCI 0 TC-HCI de 0.48 microgramos/ml. 
Introducir 1 ml de dicha soluci6n en dos tubos y 0,5 
ml (= 0,24 microgramos) en otros dos tubos. Completar 
el volumen de los dos ultimos tubos a 1 ml por el tamp6n 
de fosfato (49.2.8.2.2.2). 

49.2.8.3.2.2 Inoculaci6n del medio de cultivo. Sem
brar el medio de base de la determinaci6n (49.8.2.2.1) 
con el in6culo (49.2.8.2.1.2) de forma que se pueda 
obtener mediante el fot6metro a 590 nm una transmi
si6n luminosa del 85 por 100 en una cubeta de 5 cm 
o del 92 por 100 en una cubeta de 2 cm, estando el 
aparato regulado al 100 por 100 de transmisi6n sobre 
el medio de base (49.2.8.2.2.1) no inoculado. 

49.2.8.3.2.3 Siembra. Introducir en cada tubo 
(49.2.8.3.2.1.1) 0 (49.2.8.3.2.1.2) 9 ml del medio de 
cultivo inoculado (49.2.8.3.2.2). La operaci6n derelleno 
de los tubos debera hacerse de modo adecuado, pero 
no necesariamente en condiciones esteriles. 

49.2.8.3.2.4 Incubaci6n. La incubaci6n debe hacer
se obligatoriamente en un bano de agua cuya tempe
ratura se mantenga homogenea a 37 ac ± 0,1 ac por 
agitaci6n. EI tiempo de incubaci6n debe ser escogido 
de forma que se puedan trazar unas curvas de trasmisi6n 
cuya inclinaci6n sea apropiada a unas medidas precisas 
(generalmente dos horas treinta minutos a tres harası. 
810quear a continuaci6n el crecimiento introduciendo 
rapidamente 1 ml de soluci6n de formaldehido 
(49.2.8.2.2.6) en cada tubo. 

49.2.8.3.2.5 Medida del crecimiento. Medir las 
transmisiones mediante el fot6metro a 590 nm, regu
lando el aparato al 100 por 100 de trasmisi6n sobre 
la soluci6n de calibrado mas Ifmpida (la que corresponda 
al contenido mas elevado de' antibi6tico). Debido a las 
pequenas diferencias de turbiedad presentadas por los 
distintos tubos, se recomienda utilizar cubetas de 2 cm 
al menos, y preferiblemente de 5 cm. 

49.2.8.4 Caıculos. Trazar grƏficamente la curva de 
calibrado sobre papel milimetrado, poniendo las trans
misiones fotometricas en relaci6n con las concentracio
nes de antibi6tico. Interpolar 'sobre la curva las trans
misiones relativas al extracto. Calcular el contenido en 
antibi6tico de la muestra. 

La diferencia entre los resultados de dos determina
ciones paralelas efectuadas sobre la misma muestra no 
debe exceder del 10 por 100, en valor relativo. 

49.2.8.5 Observaciones. 

49.2.8.5.1 Esta cepa, aislada per la LUFA en Kiel, 
acusa un crecimiento ma5 rapido que el S. aureU5 ATCC 
6538 P. 

49.2.8.5.2 Puede emplearse cualquier medio de cul
tivo comercial de composici6n analoga y que de 105 mis
mos resultados. 

49.2.8.6 Referencias. Tercera Directiva de la Comi
si6n de 27 de abril de 1972. 72/199/CEE. «Diario Oficial 
de las Comunidades Europeas» numero L, 123/6, de 
29 de mayo de 1972. 

50. Oleandomicinə 
(Por difusi6n sobre əgər) 

50.1 Principio. EI metodo permite determinar la 
oleandomicina en los piensos, concentrados y premez
clas, incluso en presencia de tetraçiclinas. EI limite infe
rior de la determinaci6n es 0,5 mg/kg. 

La muestra se somete a extracci6n por una soluci6n 
metan61ica diluida de tris (hidroximetil) aminometano. 
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Previa centrifugaci6n. el extracto se diluye y su actividad 
antibi6tica se determina por la medida de la difusi6n 
de la oleandomicina en .un medio de agar sembrado 
de B. cereus. La difusi6n estara indicada por la formaci6n 
de zonas de inhibici6n en presencia del microorganismo. 
EI diametro de dichas zonas es directamente propor
cional al logaritmo de la concentra_ci6n del antibi6tico. 

50.2 Reactivos. 

50.2.1 Microorganismo: B. cereus K 205 TR (ver 
50.5.1) (resistente a las tetraciclinas). 

50.2.1.1 Mantenimi'ento de la cepa. Sembrar B. 
cereus sobre agar en tubo inclinado con el medio de 
cultivo (50.3.2.2.1) con la adici6n de 100 microgramos 
de oxitetraciclina por 5 ml. Incubar durante una noche 
a 30 ac aproximadamente. Conservar el cultivo en el 
refrigerador y resembrar cada cuatro semanas sobre agar 
inclinado. 

50.2.1.2. Preparaci6n de la suspensi6n de esporas. 
Recoger los germenes de un tubo' de agar inclinado 
(50.2.1.1) con ayuda de 3 ml aproximadamente de suero 
fisiol6gico (50.2.2.3). Sembrar con dicha suspensi6n un 
frasco de Roux que contenga 300 ml del medio de cultivo 
(50.2.2.1) cuya concentraci6n es del 3 al 4 por 100. 
Incubar tres a cinco dıas a 2.8-30 ac. recoger a con
tinuaci6n las esporas en 15 ml de etanol (50.2.2.4). des
pues de haber comprobado la esporulaci6n bajo el 
microscopio. y homogeneizar. Dicha suspensi6n puede 
conservarse en el refrigerador a.i menos durante cinco 
meses. 

Mediante ensayos previos sobre placas con el medio 
de base para la determinaci6n (50.2.2.2) determinar la 
cantidad de in6culo que permita obtener para las dis
tintas concentraciones de oleandomicina empleadas. 
unas zonas 'de inhibici6n tan extensas como sea posible 
y que sean claras. Dicha cantidad es generalmente de 
0.1 a 0.2 miL 1.000 ml. La siembra del medio de cultivo 
se hara a 60 ac. 

50.2.2 Mediosde cultivo y reactivos. 

50.2.2.1 Medio de mantenimiento de la cepa (ver 
50.5.2.) 

Glucosa: 1 g. 
Peptona trıpsica: 10 g. 
Extracto de carne: 1.5 g. 
Extracto de levadura: 3 g. 
Agar segıln la calidad: 10 a 20 g. 
Agua destilada: Hasta 1.000 m1. 

Ajustar el pH a 6.5 en el momento de su emPleo. 
50.2.2.2 Medio de base de la determinaci6n (ver 

50.5.2). Medio (50.2.2.1) ajustado a pH 8.8. 
50.2.2.3 Suero fisiol6gico esteril. 
50.2.2.4 Etanol al 20 por 100 (vjv). 
50.2.2.5 Metanol p.a. 
50.2.2.6 Soluci6n al 0.5 por 100 (pjv) de tris (hi-

droximetil) amino metano p.a. 
50.2.2.7 Soluci6n de extracci6n. 

Metanol puro: 50 ml. 
Agua destilada: 50 ml. 
Tris (hidroximetil) amino metano p.a.: 0.5 g. 

50.2.2.8 Sustancia patr6n: oleandomicina de acti-
vidad conocida. 

50.3 Procedimiento. 

50.3.1 Soluci6n patr6n. Disolver sustancia patr6n 
(50.2.2.8) en 5 ml de metanol (50.2.2.5) y diluir con 
la soluci6n (50.2.2.6) para obtener una concentraci6n 
en oleandomicina de 100 microgramosjml. 

• 

A partir de dicha snluci6n patr6n. preparar diluyendo 
mediante la soluci6n (50.2.2.6) una soluci6n patr6n de 
trabajo Sa que contenga 0.1 microgramosjml de olean-
domicina. . 

Preparar a continuaci6n por diluciones sucesivas 
(1+ 1) con ayuda rie la soluci6n (50.2.2.6) las siguientes 
concentraciones: 

S4: 0.05 microgramosjml. 
S2: 0.025 microgramosjml. 
S,: 0.0125 microgramosjml. 

50.3.2 Extracci6n. Tomar segun el contenido 
supuesto de oleandomicifia de la muestra. una cantidad 
de 2 a 10 gramos. aiiadir 100 ml de lasoluci6n (50.2.2.7) 
y agitar durante treinta minutos con agitador. . .. 

Centrifugar. tomar una alıcuota del extracto y dıluır 
mediante la soluci6n (50.2.2.6) para obtener una con
centraci6n supuesta en oleandomicina de 0.1 microgra
mosjml (Ua). Preparar a continuaci6n las concentracio
nes U4. U2 Y U, por diluciones sucesivas (1 + 1) con ayuda 
de la soluci6n (50.2.2.6). 

50.3.3. Modalidades de la determinaci6n. 

50.3.3.1. Siembra del medio de cultivo. 
Sembrar a 60 ac el medio de base de la determinaci6n 

(50.2.2.2) con la suspensi6n de esporas (50.2.1.2). 
50.3.3.2 Preparaci6n de las cajas. La difusi6n sobre 

agar se verifica en unas cajas con las cuatro concen
traciones de la soluci6n de calibrado (Sa. S4. S2 Y S,) 
y las cuatro concentraciones del extracto (Ua. U4 • U2 
y U ,). Cada caja debera recibir necesariamente las cuatro 
concentraciones de calibrado y del extracto. 

A tal fin. escoger las dimensiones de las cajas de 
tal forma que se puedan efectuar en el medio gelosado 
al menos ocho cavidades de 10 a 13 mm de diametro. 
Calcular la cantidad de medio de cultivo sembrado 
(50.3.3.1) que debe emplearse para obtener un recu
brimiento uniforme de 2 mm aproximadamente de espe
sor. Es preferible emplear como cajas unas placas 
de vidrio planas provistas de un anillo de alumınıo 0 
de material plastico perfectamente plano de 200 mm 
de diametro y de 20 mm de altura. 

Introducir cOn la pipeta en las cavidades unas can
tidades exactamente medidas de soluci6n antibi6tica 
comprendidas entre 0.10 y 0.15 ml segun el diametro. 

Para cada muestra. hacer por 10 menos cu.atro repe
ticiones de difusi6n con cada concentraci6n. de forma 
que cada determinaci6n sea objeto de una evaluaci6n 
de 32 zonas de inhibici6n. 

50.3.3.3 Incubaci6n. Incubar las cajas durante die
ciocho horas aproximadamente a 28-30 ac .. 

50.4 Caıculos. Medir el diametro de las zonas de 
inhibici6n. preferentemente por proyecci6n. Registrar las 
medidas sobre papel semilogarltmico. representando el 
logaritmo de las concentraciones frente a los diametros 
de las zonas de inhibici6n. Trazar las rectas de la soluci6n 
de calibrado y del extracto. A falta de interferencias. 
las dos rectas deben de ser paralelas. 

EI logaritmo de la actividad relativa se calculara por 
medio de la siguiente f6rmula: 

V, + V2 + V4 + Va - S, - S2 - S4 - Sa) X 0.602 

V, + Va -S4 - Sa - V, - V2 - S, - S2 

Actividad real = actividad supuesta x actividad rela-
tiw. . 

La diferencia entre los resultados de dos determina
ciones paralelas efectuadas sobre la misma muestra no 
debe exceder del 10 por 100 en valor relativo. 
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50.5 Observaciones. 
50.5.1 Cepa aislada por la LUFA en Kiel. 
50.f' 2 Puede ser empleado cualquier medio de cul

tivo comercial de composici6n analoga y que de los mis
mos resultados. 

50.6 Referencias. Tercera Directiva de la Comisi6n 
de 27 de abril de 1972. 72/199/CEE. «Diario Ofieial 
de la5 Comunidades Europeas» numero L, 123/6, de 
29 de maya de 1972. Anexo II. 

51 . Amprolio 

51.1 Principio. EI metodo permite determinar el 
amprolio en los piensos, concentrados y premezclas. EI 
limite inferior de la detecci6n es de 40 mg/kg. 

La muestra se somete a extracei6n mediante metanol 
diluido. EI extracto se purifica sobre columna de 6xido 
de aluminio y se trata mediante una soluei6n metan61ica 
de 2,7-dıhidroxinaftaleno, hexaciano ferrato (lll) de pota
sio, cianuro de potasio e hidr6xido de sodio. Se desarrolla 
una coloraci6n purpura. EI amprolio se determina por 
espectrofotometria a 530 nm. 

51.2 Material y aparatos. 
51.2.1 Erlenmeyer de 50, 250 y 500 ml de tap6n 

de rosca. 
51.2.2 Agitador. 
51.2.3 Crisol filtrante, porosidad G 3, diametro: 60 

mm. 
51.2.4 Columna de vidrio .para cromatogafia (dia

metro interior: 9 mm, longitud: 400 a 500 mm). 
51.2.5 Centrifuga, con tubos de 25 ml de tap6n 

de rosca. 
51.2.6 Espectrofot6metro, con' cubetas de 10 mm 

de espesor. 

5 1.3 Reactivos. 
51.3.1 Metanol p.a. 
51.3.2 Metanol diluido. 
Mezclar dos.voıumenes de metanol (51.3.1) y un volu

men de agua. 

51.3.3 Soluci6n al 0,2 por 100 (p/v) de hexacia
noferrato (lll) de potasio [K3 Fe(CN)61 p.a. 

Dicha soluci6n se mantiene estable durante dos 
semanas. 

51.3.4 Soluci6n al 1 por 100 (p/v) de eianuro de 
potasio p.a. Dicha soluei6n se mantiene estable durante 
dos semanas. 

51.3.5 Soluei6n al 1.125 por 100 (p/v) de hidr6xido 
de sodio p.a. 

51.3.6 Soluei6n metan61ica de hidr6xido de sodio. 
Tomar 15 ml de la soluei6n (51.3.5) y completar 

a 200 ml mediante rTlıtanol (51.3.1). 
51.3.7 Soluci6n al 0,0025 porl00 (p/v) de 2,7-<1i

hidroxinaftaleno. Disolver 25 mg de 2,1-dihidroxinafta
leno p.a. en metanol (51.3.1) y completar a 1.000 ml 
mediante metanol (51.3.1). 

51.3.8 Reəctivo de coloraci6n. Introducir 90 ml de 
soluci6n de 2,1-<1ihidroxinaftaleno (51.3.7) en un erlen
meyer de 250 ml (51.2.1), anadir 5 ml de soluci6n de 
hexanocianoferrato (Ili) de potasio (51.3.3) y h.omoge
neizər. Anadir a continuaci6n 5 ml de soluci6n de cianuro 
de potasio (51.3.4), tapar y homogeneizar. Dejar reposar 
durante treinta a treinta y cinco minutos, anadir 100 
ml de soluei6n metan61icade hidr6xido de sodio (51.3.6), 
homogeneizar y filtrar sobre un crisol filtrante (51.2.3). 
Utilizar dicho reactivo en los setenta y einco minutos 
que siguen a la filtraci6n. 

51.3.9 Oxido de aluminio para cronıatograffa de 
columna. Antes de la utilizəei6n, agitar durante treinta 

minutos. 100 9 de 6xido de aluminio con 500 ml de 
agua, filtrar, lavar tres veces el sedimento sobre el filtro 
con 50 ml de metanol (51.3.1) cada vez, secar por aspi
raeion, dejar reposar una noche y secar durante dos 
horas a 100 DC en una estufa de vado. Dejar enfriar 
en desecador. Controlar la actividad analizando, a partir 
del punto (51.4.2),.una cantidad determinada de soluci6n 
patr6n (51.3.11). EI indice de recuperaci6n del amprolio 
debe ser del 100 por 100 ± 4 por 100. 

51.3.10 Sustancia patr6n. Amprolio puro que res
ponda a las caracterfsticas definidas a continuaci6n: 

- Punto de fusi6n (descomposici6n): 248 DC. 
- Coefieiente de extinei6n molecular a 265 y 235 

nm en el agua destilada: 11,0 x 103. 

51.3.11 Soluci6n patr6n. Pesar, con precisi6n de 
0,1 mg, 50 mg de sustancia patr6n (51.3.10). Disolver 
con metanol diluido (51.3.2) en un matraz aforado de 
500 ml, completar a volumen por el mismo disolvente 
y honıogeneizar. Tomar 10,0 ml completar a 50 ml 
mediante metanol diluido (51.3.2) en un matraz aforado 
y homogeneizar 1 ml de dicha soluci6n contiene 20 
microgramos de amprolio. 

51.4 Procedimiento. 

51.4.1 Extracci6n y purificaci6n. 

51.4.1.1 Piensos y premezclas. Pesar, con precisi6n 
de 1 mg, 10 9 de muestra finamente dividida y homo
geneizada. Para las premezclas, pesar de 3 a 6 g, con 
precisi6n de 1 nıg. Introdueir la muestra en un erlen
meyer de 250 ml (51.2.1) y anadir 100 ml exactamente 
de metanol diluido (51.3.21. Agitar durante sesenta nıinu
tos y filtrar. Diluir, si luera necesario mediante metanol 
diluido (51.3.2) para obtener una soluei6n que contenga 
de 5 a 15 microgranıos de amprolio por ml. Introducir 
en una columna para cromatografia (51.2.4) previanıen
te provista en 'su extremidad inferior de un tap6n de 
algod6n, 5 9 de 6xido de aluminio (51.3.9) y a con
tinuaci6n 25,0 ml del extracto. Dejar pasar el liquido, 
eliminar los 5 primeros ml y recoger los 12 ml siguientes 
en una probeta graduada. 

51.4.1.2 Concentrados. Pesar, con preeisi6n de 1 
mg, 0,5 9 de muestra finamente dividida y homogenei
zada, introducirlos en un erlenmeyer de 500 ml (51.2.1), 
anadir 250 ml de metanol diluido (51.3.2), agitar durante 
sesenta minutos y filtrar. Tomar 5,0 ml del filtrado y 
completar a 200 ml mediante metanol diluido (51.3.2) 
en un matraz aforaclo. 

51.4.2 Desarrollo de la coloraei6n y nıedida del 
absorbaneia. Tomar 5,0 ml de la soluei6n obtenida en 
(51.4.1.1) 0 (51.4.1.2) e introdueirlos en un tub6 de 
centrffuga A (51.2.5). Introdueir 5,0 ml de metanol dilui
do (51.3.2) en un tubo de centrffuga B (51.2.5). Anadir 
en cada tubo 10,0 nıl del reactivo de coloraci6n (51.3.8), 
tapar los tubos, homogeneizar y dejar reposar durante 
dieciocho minutos. Centrifugar a continuaci6n durante 
tres minutos para obtener solueiones Ifmpidas y decantar 
las soluciones AyB en los erlenmeyer de 50 ml (51.2.1). 

Medir inmediatamente en el espectrofot6metro a 530 
nm la absorbancia de la soluci6n A, utilizando como 
blanco la soluci6n B. Deternıinar la cantidad de anıprolio 
refiriendose a la curva de calibrado (51.4.3). 

51.4.3 Curva de calibrado. Introdueir en 105 tubos 
de centrffuga (51.2.5) volunıenes respectivos de 
1,0-2,0-3,0-4,0 y 5,0 ml de soluei6n patr6n (51.3.11). 
Completar el volumen de los cuatro primeros tubos hasta 
5,0 ml con metanol dıluido ("51.3.2). Anadir en Ics cinco 
tubos 10,0 ml de reactivo de coloraci6n (51.3.8), tapar 
los tubos, honıogeneizar y dejar reposar durante die
ciocho nıınutos. (;entrifugar a continuaci6n durante tres 
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minutos y decantər las soluciones en erlenmeyer de 50 
ml (51.2.1). 

Medir inmediatamente en el espectrofotômetro a 530 
nm la absorbancia de las soluciones. uti.lizando como 
blanco una mezcla de 5 ml de metanol diluido (51.3.2) 
y 10 ml del reactivo de coloraciôn (5'1.3.8). Trazar la 
curva de calibrado lIevando a La orçlenada los valores 
de las absorbancias y il la abscisa las cantidades corres
pondientes de amprolio en mg. 

51.5 Caıculos. 

51.5.1 Piensos y premezclas. EI contenido en mg 
de amprolio por kg de muestr" esta dada por la' fôrmula: 

A 
- x Fx 20000 p . 

Siendo: 
A = Cantidad. en mg. de amprolio determinada 

mediante la mediciôn espectrofotometrica. 
P = Peso. en g. de la muestra. 
F = Coeficiente de diluciôn (efectuado si se diera el 

caso en 51.4.1.1.). 

51.5.2 Concentrados. EI contenido en amprolio en 
porcentaje de muestra esta da do por la fôrmula: . 

Siendo: 

A 

p 
x 200 

A = Cantidad. en mg. de arnprolio determinada por 
la medici6n espectrofotometrica. 

P = Peso. en g. de la toma dE: muestras. 

La diferencia entre los resultados de dos determina
ciones paralelas efectuadas sobre la misma muestra no 
debe exceder de: 

- 10 mg/kg en valor absoluto. para los contenidos 
en amprolio i[lferiores a 100 mg/kg. 

- 10 por 100. an valor relativo. para los contenidos 
comprendidos entre 100 y 5.000 mg/kg. 

- 500 mg/kg. en valor absoluto. para los contenidos 
comprendidos entre 5.000 y 10.000 mg/kg. 

- 5 por 100. en valor relativo. para loscontenidos 
superiores a 10.000 mg/kg. . 

51.6 Referencias. Quinta Directiva de la Comisiôn 
de 25 de marzo de 1974. (74/203/CEE). «Diario Oficiəl 
de las Comunidades Europeas» numero L. 108/7. de 
22 de abril de 1974. 

52 Etopabato 
(Metil-4-acetamido-2-etoxibenzoato) 

52.1 Principio. EI metodo permite determinar el eto
pabato en los piensos. concentrados y premezclas. EI 
Ifmite inferior. de detecci6n es de 2 mg/kg. 

La muestra se somete a extracciôn por metanol dilui
do. La soluciôn se acidifica y se extrae con Cıoroformo. 
EI extracto clorofôrmico se lava primero con una soluciôn 
alcalina y despueS con agua. EI extratto purificado se 
concentra. el etopabato se hidroliza mediante el acido 
clorhfdrico diluido. EI derivado aminado asf formado se 
diazota y se copula con la N-( 1-naltil) etilendiamina. EI 
complejo coloreado se extrae mediante el butanol y la 
absorbancia de la soluci6n se rnide a 555 nm. 

52.2 Material yaparatos. 
52.2.1 Erlenmeyer de 250 m!. con tapôn de rosca. 
52.2.2 Embudos de decantaciôn de 100 mC con 

tapôn esmerilado. 

52.2.3 Agitador. 
52.2.4 Evaporador rotativo a va da con rnatraces 

de 250 m!. 
52.2.5 Bano de agua. 
52.2.6 Centrffuga. con tubos de 15 y 50 ml. de 

esmerilado normalizado. 
52.2.7 Refrigerante de aire. con boca esmerilada. 
52.2.8 Espectrofotômetro. con cubetas de 10 mm 

de espesor. 

52.3 Reactivos. 

52.3.1 Metanol p.a. 
52.3.2 Metanol al 50 por 100 (v/v). Mezclar volu

menes iguales de metanol (52.3.1) y de agua. 
52.3.3 Acido clorhfdrico p.a. (d = 1.19). 
52.3.4 Acido clorhfdrico diluido a 1/10. Tomar 10.0 

ml de acido clorhfdrico (52.3.3). completar a 100 ml 
con agua. 

52.3.5 Acido clorhfdrico 0.3N· aproximadamente. 
Tomar 25.0 ml de acido clorhfdrico (52.3.3). completar 
a 1.000 ml con agua. 

52.3.6 Cloroformo p.a. 
52.3.7 Soluciôn al 4 por 100 (p/v) de carbonato 

desodio."Disolver 40 9 de carbonato de sodio anhidro 
p.a. en agua y completar a 1.000 con agua. 

52.3.8 Soluciôn al 0.2 por 100 (p/v) de nitrito de 
sodio. 

Disolver en agua 100 mg de nitrito de sodio p.a. 
y completar a 50 ml con agua en un matraz aforado. 
Preparar inmediatamente antes de su empleo .. 

52.3.9 Soluciôn al 1.0 por 100 (p/v) de sulfamato 
de amonio. Disolver en agua 500 mg de sulfamato de 
amonio p.a. y completar a 50 ml con agua en un matraz 
aforado. Preparar inmediatamente antes de su empleo. 

52.3.10 Soluciôn al 0.2 por (p/v) de N-( l-naftil)e
tilendiamina. Disolver en agua 100 mg de N-( 1-naftil)e
tilendiamina p.a. y completar a 50 .ml con agua en un 
matraz aforado. Preparar inmediatamente antes de su 
empleo. . 

52.3.11 Cloruro_de sodio anhidro. p.a. 
52.3.12 N-butanol p.a. . 
52.3.13 Sustancia patrôn. Etopabato puro. 
52.3.14 Soluciôn patrôn. 

52.3.14.1 Soluciôn de 0.040 mg de etopabato por 
m!. Pesar con precisiôn de 0.1 mg. 40 9 de sustancia 
patrôn (52.:3.13). Disolver con metanol diluido (52.3.2) 
en matraz aforado de 100 m!. Completar 'a volumen 
mediante el mismo disolvente y homogeneizar. TOmar 
10.0 ml. 'tompletar a 100 ml con metanol (52.3.2) en 
un matraz aforado y homogeneizar. Dicha soluciôn se 
mantiene estable durante un mes. 

52.3.14.2 Soluciôn de 0.016 mg de etopabato en 
20 m!. Tomar 5.0 ml de la soluci6n (52.3.14.1) completar 
a 250 ml con metanof diluido (i2.3.2) en un matraz 
aforado y homogeneizar. Preparar antes de su empleo. 

52.4 Procedimiento. 

52.4.1 Extracciôn. Pesar. con precisiôn de 1 mg. 
una cantidad de muestra finamente dividida y homo
geneizada que contenga 80 microgramos aproximada- . 
mente de etopabato. Introducir la muestra en un erlen
meyer de 250 ml (52.2.1) y anadir 100.0 ml de metanol 
diluido (52.3.2). Mezclar. cerrar el erlenmeyer y agitar 
durante una hora mediante ci agitador (52.3.4). Dejar 
decantər. filtrar y eliminar los primeros ml del filtrado. 

52.4.2 Purificaci6n. Todas las operaciones descritas 
en este punto deben efectuarse rapidamente. 

Introducir 20.0 ml del extracto Ifmpido en un embudo 
de decantaci6n de 100 ml (52.2.2). anadir 5.0 ml de 
acido clorhfdrico diluido al 1/10 (52.3.4) y 20.0 ml de 
cloroformo (52.3.6). Agiıar primero con prudenciə y des· 
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pues vigorosamente durante tres minutos. Dejar reposar 
hasta la separaci6n de las fases y recoger la fase clo
rof6rmica en un segundö embudo de decantaci6n de 
100 ml (52.2.2). 

Extraer la fase acida dos veces sucesivas mediante 
30.0 ml de cloroformo (52.3.5) cada vez. Reunir los 
extractos clorof6rmicos en el segundo embudo de decan
taci6n y eliminar la fase aci da. Anadir a la soluci6n clo
rof6rmica 10 ml de soluci6n de carbonato de sodio 
(52.3.7). agitar durante tres minutos y dejar reposar has
ta la separaci6n de las fases. Recoger la fase clorof6rmica 
en un tercer embudo de decantaci6n de 100 ml (52.2.2) 
y eliminar la fase acuosa. Anadir a la soluci6n cloro
f6rmica 10 ml de soluci6n de carbonato de sodio 
(52.3.7). agitar durante tres minutos y dejar reposar has
ta la separaci6n de las fases. 

~ecoger la fase clorof6rmica en un cuarto embudo 
de decantaci6n de 100 ml (52.2.2). lavar dos veces suce
sivamente con 25 ml de agua cada vez. separar las fases 
acuosas y recoger cuantitativamente el extracto cloro
f6rmico en un matraz de 250 ml (52.2.4). Reunır las 
fases acuosas. lavar los embudos de decantaci6n vados 
I1l6diante algunos ml de cloroformo (52.3.6) lavar a con
tinuaci6n la fase acuosa mediante dıcho cloroformo. 
Separar la fase clorof6rmica y anadirla al extracto reco
gido en un matraz. 

52.4.3 Hidr6lisis. Evaporar el extracto Cıorof6rmico 
hasta 2 ml aprôximadamente sobre un bano de agua 
a 50 eC en el evaporador rotativo al vado (52.2.4). Disol
ver el residuo con 263 ml de metanol (52.3.1). Trasvasar 
cuantitativamente la soluci6n a un tubo de centrifuga 
de 50 ml (52.2.6) con dos porciones de 10 ml y una 
porci6n de 5 ml de acido clorhidrico 0.3N (52.3.5). Ana
dir algunos fragmentos de piedra p6mez. homogeneizar 
y acoplar al tubo un refrigerante de aire (52.2.7). Sumer
gir el tubo en un bano de agua hirvıendo y mantenerlo 
durante cuarenta y cinco minutos. Dejar enfriar a con
tinuaci6n bajo una corriente de agua fria. 

52.4.4 Desarrollo de la coloraci6n y medida de la 
absorbancia. Anadir 1.0 ml de soluci6n de nitrito de sodio 
(52.3.8). agitar y dejar reposar dos minutos. Anadir .1.0 
ml de soluci6n de sulfamato de arnonıo (52.3.9). agıtar 
y dejar reposar dos minutos. Anadir 1.0 ıhl de soluci6n 
de N-( 1-naftil) etilendiamina (52.3.10). agitar y dejar 
reposar diez minutos. Anadir 5.0 9 de cloruro de sodıo 
(52.3.11) y 10.0 ml de n-butanol (52.3.12). agitar vigo
rosamente hasta la disoluci6n completa del cloruro de 
sodio. 

Trasvasar la capa butan61ica sobrenadante con ayuda 
de una pipeta. a un tubo de centrifuga de 15 ml (52.2.6) 
y centrifugar. Medir a continuaci6n la absorbancia AA 
en espectofot6metro a 555 nm por comparaci6n con 
el n-butanol (52.3.12). • 

52.4.5 Prueba en blanco. Efectuar una prueba en 
blanco aplicando el mismo metodo operatorio. a partir 
del punto 52.4.2 con 20.0 ml de metanol diluido 
(52.3.2). Medir la absorbancia AB a 555 nm por com
paraci6n con el n-butanol (52.3.12). 

52.4.6 Prueba patr6n. Efectuar una prueba aplican
do el mismo metodo operatorio. a partir del punto 52.4.2. 
con 20.0 ml de soluci6n patr6n (52.3.14.2), Medir la 
absorbancia AC a 555 'nm por comparaci6n con el n-bu
tanol (52.3.12): 

52.5 Caıculos. EI contenido en mg de etopabato 
por kg de muestra esta dado por la fôrıhula: 

AA - AB 80 
x --

Ac - AB p 

Siendo: 
AA = Absorbancia de la soluci6n procedente de la 

muestra. • 

AB = Absorbancia de la soluci6n resultante de la 
prueba en blanco. . . . 

Ac = Absorbancia de la solucıon resultante de la 
prueba patr6n. . 

P = Peso en gramos de la muestra. 

La diferencia entre los resultados de dos determina
ciones paralelas efectuadas ,sobre la misma muestra no 
dəbe exceder: 

- Del 20 por 100. en valor relativo. para los con
tenidos en etopabato inferior a 7.5 mg/kg. 

- Del 1.5 mg/kg. en valor absoluto. para los con
tenidos comprendidos entre 7.5 y 10 mg/kg. 

- Del 1 5 por 100. ən valor relativo. para los con
tenidos superiores a 10 mg/kg. 

52.6 Referencias. Ouinta Directiva de la Comisi6n 
de 25 de marzo de 1974. (74/203/CEE). «Diario Oficial 
de las Comunidades Europeas» numero L. 108/7. de 
22 de abril de 1974. . 

53. Dinitolmida (DOT 6 Zoalene) 
(3.5-dinitro- 0 -toluamida) 

53.1 Principio. EI metodo permite determinarla dini
tolmida (DOT) en los piensos. concentrados y premez
clas. Los derivados del, nitrofurano ihterfieren. EI limite 
inferior de detecci6n es de 40 mg/kg. 

La muestra se somete a extracci61\ con acetonitrilo. 
EI extracto se purifica sobre 6xido de aluminio y se filtra. 
Una parte aT(cuota del filtrado se evapora a sequedad. 
EI residuo se recoge mediante dimetilformamida y ~e 
trata con etilendiamina. Se desarrolla una coloracı6n pur
pura. La dinitolmida se determina por espectrofetometria 
a560nm. . 

53.2 Material yaparatos. 

53.2.1 Erlenmeyer de 250 ml. de esmerilado nor
malizado. 

53.2.2 Refrigerante de reflujo. de esmerilado nor
malizado. 

53.2.3 Crisol filtrante. porosidad G 3. diametro 60 
mm. 

53.2.4 Aparato de filtraci6n a vado (por ejemplo 
aparato de Witt). 

53.2.5 Bano de agua. regulado a 50 eC. 
53.2.6 Espectrofotômetro, con cubetas de 10 mm 

de espesor. 

53.3 Reactivos .. 

53.3.1 Acetonitrilo al85 por 100 (v/v). Mezclar 850 
ml de acetonitrilo puro y 150 ml de agua. destilar la 
mezcla antes de su e!mpleo; recoger la fracci6n que des
tila entre 75 y 77 eC. 

53.3.2 Oxido de aluminio para cromatografia en 
columna. Calcinar durante dos horas al menos a 750 ec, 
enfriar en desecador y consevar en frasco de vidrio topa
cio de tap6n esmerilado. Antes de su utilizaci6n, hume
decer tal como se indica: introducır en un frasco de vıdrıo. 
topacio 10 9 de 6xido de aluminio y 0.7. ml de. agua. 
tapar hermeticamente y calentar durante cınco mınutos 
en un bano de agua hirviendo. agıtando durante todo 
el tiempo con energia. Deıar enfriar agitandolo. Controlar 
la actıvidad sometiendo al analıSIS, a partır del punto 
(53.4.1). unacantidad determinada de soluci6n patr6n 
(53.3.6). La recuperaci6rı de la dinitolmida debe ser del 
100 por 100 ± 2 por 100. . 

53.3.3 N.N-dimetilforınamida al 95 por 100 (v/v): 
mezclar 95.0 ml de N.N-dimetilformamida p.a. y 5.0 ml 
de agua. 

53.3.4 Etilendiamina p.a .. contənido maximo ən 
agua 2.0 por 100. 
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53.3.5 Sustancia patr6n: 3.5 dinitro-o-toluamida 
pura que responda a las siguientes caracteristicas: 

Punto de fusi6n: 177 eC. 
Coeficiente de extinci6n molecular a 248 nm en ace

tonitrilo: 13.1 I 103. 
Coeficiente de extinci6n molecular a 266 nm en 

N,N-dimetilformamida: 10,11 103 
53.3.6. Soluci6n patr6n. Pesal", con precisi6n de 0; 1 

mg, 40 mg de sustancia patr6n (53.3.5). Disolver con 
acetonitrilo (53.3.1) en un matraz aforado de 200 ml. 
Completar a volumen con el mismo disolvente y homo
geneizar. Tomar 20,0 ml. compliltar a 100 ml con ace
tonitrilo (53.3.1) en un matraz aforado y homogeneizar. . 
1 ml de dicha soluci6ncontiene 40 microgramos de 
dinitolmida. 

53.4. Procedimiento. 

53.4.1 Extracci6n y purificaci6n. Pesar, con preci
si6n de 1 mg, 10 9 de muestra finamente dividida y 
homogeneizada. Para los concentrados y premezclas, 
pesar con precisi6n de 1 mg, 1 g. Introducir la muestra 
en un erlenmeyer de 250 ml (53.2.1) y anadir 65 ml 
de acetonitrilo. (53.3. 1). Mezclar, acoplar al erlenmeyer 
el refrigerante de reflujo (53.2.2) y calentar en el bano 
de agua (53.2.5) durante treinta minutos agitandolo con
tinuamente. Dejar enfriar con corriente de agua frfa. Ana
dir 20 9 de 6xido de aluminio (53.3.2), agitar .durante 
tres minutos y dejar decantar. 

Colocar un matraz aforado de 100 ml en el aparato 
de filtraci6n (53.2.4), ajustar el crisol filtrante (53.2.3) 
y filtrar el Ifquido aspirando. Tra5vasər a continuəci6n 
el sedimento al crisol con unos ml de acetonitrilo (53.3.1) 
y aspirar. Cortar el va do, volver a poner el sedimento 
en suspensi6n con unos ml de acetonitrilo (53.3.1) y 
aspıral" de nuevo. Repetir estas ultimas operacione5 hasta 
que el volumen del filtrado alcance 95 ml aproxima
damente. Completar el volumen a 100 ml mediante el 
acetonitrilo (53.3.1) y homogeneizar. 

Si fuera necesario, tomar una parte alfcuota y diluir 
mediante acetonitrilo (53.3.1) para obtener una soluci6n 
que contenga de 5 a 15 microgramos de dinitolmida 
por ml. 

53.4.2 Desarrollo de la coloraci6ri y medida de la 
absorbancia. Introducir respectivamente en tres va sos 
de 50 ml, A. B y C, 4,0 ml de la soluci6n obtenida en 
(53.4.1). Afiadir solamente al vaso C, 1,0 ml de soluci6n 
patr6n (53.3.6). Llevar los tres vasos sobre el bano de 
agua (53.2.5) situado bajo una campana de gases bien 
ventılada y evaporar a sequedad bajo corriente de aire. 
Deıar enfnar hasta la temperatura ambiente. 

Anadir 10,0 ml de N,N-demetilformamida (53.3.3) al 
vaso A y 2,0 ml respectivamente a los vasos B y C. 
Deıar en contacto durante algunos minutos agitando lige
ramente hasta la completa ·disoiuci6n del residuo. Anadir 
a continuaci6n 8,0 ml de etilendiamina (53.3.4) en los 
vasos B y C y homogeneizar. Medir, cinco minutos exac
tamente despues de la adici6n de etilendiamina, la absor
bancıa de las tres soluciones mediante el espectrofo
t6metro (53:2.6) a 560 nm, emp!eando como blancQ 
la N,N-dımetılformamida (53.33). 

53.5 CaJculos. EI contenido ən mg de dinitolmida 
por kg de muestra esta dado por la f6rmula: 

AB-AA F 
-___ . ___ "_ x 

Siendo: 

. AA = Absorbancia de la soluci6n A (testigo). 
AB = Absorbancia de la 'soluCi6n B (muestra). 

Ac = Absorbancia de la soluci6n C (patr6n interno). 
P = Peso en gramos de la muestra. 
F' = Coeficiente de diluci6n [efectuado si se diera . 

el caso (53.4.1)l 

La diferencia entre los resultados de dos determina
ciones paralelas efectuadas sobre la misma muestra no 
debe exceder: 

- De 10 mg/kg, en valor absoluto, para los con
tenidos en dinitolmida inferiores a 100 mg/kg. 

- Del 10 por 100, en valor relativo, para los con
tenidos comprendidos entre 100 y 5.000 mg/kg. 

- De 500 mg/kg, en valor absoluto, para 105 con
tenidos comprendidos entre 5.000 y 10.000 mg/kg. 

- Del 5 por 100, en valor relativo, para los conte
nidos superiores a 10.000 mg/kg. 

53.6 Referencias. Quinta Directiva de la Comisi6n 
de 25 de marzo de 1974 (74/203/CEE). «Diario Oficial 
de las Comunidades Europeas» numero L, 108/7, de 
22 de abril de 1974. 

54. Nicarbazina 
(Mezcla equimolecular de 4.4-dinitrocarbanilida 

y 2-hidroxy-4, 6-dimetil pirimidina) 

54.1 Principio. EI metodo permite determinar nicar
bazina en los piensos, concentrados y premezclas que 
no contengən mas de 5 por 100 de harin'Əs forrejeras. 
Los derivados del nitrofurano, el acetilenheptina y el car
badox interlieren. Ellfmite de detecci6n es de 20 mg/kg. 

La muestra se somete a extracci6n con N,N-dime
tilformamida. EI extracto se purifica en columna croma
togriıfica de 6xido de aluminio: la nicarbazina se eluye 
con etanol. EI eJuato se trata con unə soluci6n etan61ica 
de hidr6xido de sodio: se desarrollə una coloraci6n amə
rilla. La nicərbazina se determinə espectrofotometrica
mente a 430 nm. 

54.2 Material y aparatos. 

54.2.1 Erlenmeyer de 250 ını con boca normali
zədə. 

54.2.2 Refrigerante de reflujo, con boca normali-
zədə. 

54.2.3 Bano de aguə hirviendo. 
54.2.4 Centrifuga con tubos de 120 ml. 
54.2.5 Columna cromatogrƏfica de vidrio (diametro 

interior: 25 mm, longitud 300 mm). 
54.2.6 Espectrofot6metro con cubetas de 10 mm 

de espesor. 
54.2.7 Buretas graduadəs a 1/10 ml. 

54.3 Reactivos. 

54.3.1 N,N-dimetilformamida p.a. 
54.3.2 Oxido de aluminio para cromatograffa de 

columna. Calcinar durante dos horas al menos a 750 ec, 
enfnar en desecador y conservar en frasco de vidrio topa
eio con tap6n. Antes de utilizarlo, controlar su actividad 
sometiendo a analisis a partir del punto (54.4.2), una 
cantidad determirıada de patr6n (54.3.8.3). La recupe
raci6n de nicerbazina debe ser de 100 por 100 ± 2 
por 100. 

54.3.3 Alcohol etflico de 95 por 100 (v/v). 
54.3.4 Alcohol etllico de 80 por 100 (v/v). 
54.3.5 Soluci6n al 50 por 100 (p/v) de hidr6xido 

de sodio p.a. 
54.3.6 Soluci6n etan6lica al 1 por 100 (p/v) de 

hidr6xido de sodio. Tomar 1 ml de la soluci6n (54.3.5) 
en un matraz aforado de 50 ml y enrasar con etanol 
del 80 por 100 (54.3.4). Preparar en el momento de 
empleo. 
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54.3.7 Sustancia patr6n. Nicarbazina pura, coefi
ciente deextinci6n molecular a 362 nm en N,N-dime
tilformamida es de 37,8 x 103. 

54.3.8 Soluci6n patr6n. 

54.3.8.1 Soluei6n de 1,25 mg de nicarbazina por 
ml. Pesar con una precisi6n de 0,1 mg, 125 mg de 
sustancia patr6n (54.3.7). Disolver en 75 ml de N,N-di
metilformamida (54.3.4), en un matraz aforado de 100 
ml calentando ligeramente. Dejar enfriar, completar a 
volumen con el mismo solvente y homogeneizar. Con
servar al abrigo de la luz. 

54.3.8.2 Soluci6n de 0,125 mg de nicarbazina por 
ml. Tomar 10 ml de la soluci6n (54.3.8.1) y completar 
a 100 ml con N,N-dimetilformamida (54.3.1) en un 
matraz aforado y homogeneizar. 

54.3.8.3 Soluei6n de 0,025 mg de nicarbazina por 
ml. Tomar 20 ml de la soluei6n (54.3.8.2), completar 
a 100 ml con N,N-dimetilformamida (54.3.1) en un 
matraz aforado y homogeneizar. 

54.4 Pro"edimiento. 

54.4.1. l.xtracci6n. Pesar, con precısıon de 1 mg, 
10 9 de mUbstra finamente dividida y homogenea. Para 
concentrados y premezelas pesar 1 9 con la preeisi6n 
de 1 mg, introducir la muestra en un erlenmeyer de 
250 ml ("4.2.1) y aıiadir 100 ml exactamente de N,N-di
metilforn·.amida (54.3.1). Mezclar, acoplar a un refrige
rante df' reflujo (54.2.2) y calentar en bano de agua 
(54.2.3' durante 15 minutos agitando de vez encuan
do. De;,. enfriar bajo corriente de agua frfa. 

Tras'Jüsar a continuaci6n el Ifquido sobrenadante a 
un tu!:.:' de centrffuga (54.2.4) y centrifugar durante tres 
minuıo' aproximadamente. 

Si f, 'era necesario pipetear 25 ml del sobrenadante 
y diiuir con N,N-dimetilformamida (54.3.1) para obtener 
una soluei6n que contenga de 2 a 10 microgramos de 
nica:bazina por ml. 

54.4.2. Cromatograffa. Introducir en una columna 
cromatogrMica (54.2.5) 30 9 de 6xido de aluminio 
(54.3.2) en suspensi6n en N,N-dimetilformamida 
(54.3.1). Dejar descender ellfquido hasta 1 crn por enci
ma de la columna de 6xido de aluminio e introducir 
en seguida en la columna, 25 ml del extracto obtenido 
en (53.4.1). Dejar pasar ellfquido evitando dejar la colum
na seca y lavar tres veces la columna con· 10 ml de 
N,N-dimetilformamida (54.3.1) cada vez. Eluir enseguida 
con 70 ml de etanol al 95 por 100 (54.3.3). Eliminar 
Ics 10 primeros ml del eluato y recoger el resto en frac
cones como sigue: 

Una fracci6n a) de 5 ml. 
- Una fracei6n b) de 50 ml en un matraz aforado. 
- Una fracci6n c) de 5 ml. 

Controlar que las fracciones a) y c) no presenten colo
raci6n amarilla por laadiei6n de soluci6n etan61ica de 
hidr6xido de sodio (54.3.6). Proseguir las operaciones 
sobre la fracci6n b) como se indica en (54.4.3). 

54.4.3. Desarrollo de la coloraci6n y medida de la 
absorbancia. Introdılcir respectivamente 20 ml de la frac
ei6n b) en dos matraces aforados AyB de 25 ml. Aıiadir 
al matraz A 5,0 ml de soluci6n etan61ica de hidr6xido 
de sodio (54.3.6) y al matraz B 5,0 ml de etanol de 
95 por 100 (54.3.3). Homogeneizar. 

Medir en los primeros cinco minutos la absorbaneia 
de las soluciones a 430 nm utilizando como blanco una 
mezela de 20,0 ml de etanol del 95 por 100 (54.3.3) 
y 5 ml de soluei6n etan61ica de hidrıi6xido de sodio 
(54.3.6). 

La diferehcia de las absorbancias ente la soluci6n 
B yA se interpola en la curva de calibrado (54.4.4) para 
obtener la cantidad de nicarbazina. 

54.4.4. Curva de calibrado. Tratar 25 ml de la solu
ei6n patr6n (54.3.8.3) por cromatograffa como se indica 
en (54.4.2). Trasvasar a una bureta graduada (54.2.7) 
la fracci6n b) del eluato y pipetear en matraces secos 
de 25 ml respectivamente los siguientes volumenes: 2,0, 
4,0,6,0,8,0 y 10,0 ml (correspondiendo a 0,025,0,050, 
0,075,0,100 y 0,125 mg de nicarbazina). Aıiadir a ca da 
matraz 5,0 ml de soluei6n etan61ica de hidr6xido de sodıo 
(54.3.6) enrasar con etanol de 95 por 100 (54.3.3) y 
homogeneizar. '. 

Medir en los primeros cinco minutos la absorbancıa 
de las solueiones a 430 nm, utilizando como blanco 
una mezela de 20 ml de etanol del 95 por 100 (54.3.3) 
y 5,0 ml de soluci6n etan61ica de hidr6xido de sodio. 
Trazar la curva patr6n representando en ordenadas el 
valor de la absorbancia y en abscisas las cantidades 
correspondientes de nicarbazina en mg. 

54.5 Caıculos. La cantidad de nicarbazina en mg 
por kg de muestra viene dada por la f6rmula: 

Siendo: 

A 
--"',- x F x 10.000 

P 

A ~ Cantidad, en mg, de nicarbazina determinada 
por medida espectrofotometrica. 

P ~ Peso, en g, de la mUestra. 
F ~ Coeficiente de diluci6n (efectuado eventualmen-

te en 54.4.1). . 

La diferencia entre los resultados de dos determina
eiones paralelas efectuadas sobre la misma muestra no 
debe sobrepasar los siguientes valores: 

- 10 mg/kg, en valor absoluto, para contenidos en 
nicarbazina inferiores a 100 mg/kg. 

- 10 por 100, en valor relativo, para contenidos com
prendidos entre 100 y 5.000 mg/kg. 

-' 500 mg/kg, en valor absoluto, para contenidos 
comprendidos entre 5.000 y 10.000 mg/kg. 

- 5 por 100, en valor relativo, para contenidos supe
riores a 10.000 mg/kg. 

54.6 Referencias. Quinta Directiva de la Comisi6n 
de 25 de marzo de 1974 (74/203/CEE). «Diario Oficial 
de las Comunidades Europeas» numero L, 108/7, de 
22 de abril de 1974. 

, 55. Buquinolato 
, (Carboxilato de etil-4-hidroXl-6, 7 

diiso-butoxi-3-quinolefna) 

55.1 Principio. EI metodo permite la determinaci6n 
de buquinolato en lospiensos, concentrados y premez
elas. EI Ifmite inferior de detecci6n es de 10 mg/kg. 
EI decoquinato interfiere en la dosificaei6n. 

EI buquinolato se extrae de la muestra con eloroformo. 
EI extracto se evapora a sequedad, el residuo se recoge 
con cloroformo y la soluci6n se cromatograffa en capa 
fina. EI buquinolato es eluido por atanol y deterrninado 
espectrofluorimetricamente por comparaci6n con solu
ciones patr6n. 

55.2 Material yaparatos. 

55.2.1 Erlenmeyer de 50 y 250 ml con tap6n de 
rosca. 

55.2.2 Agitador. 
55.2.3 Centrffuga con tubos de 15 ml con tap6n 

de rosca. 
55.2.4 Baıio de agua termorregulado a 50 eC. 
55.2.5 Equipo para cromatograffa en capa fina. 
55.2.6 Placas de vidrio para cromatograffa en capa 

fina de 200 x 200 mm, pre'paradas como sigue: extender 
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uniformemente sobre las placas una capa de 0.5 mm 
de espesor gel de silice G (55.3.5) (55.6.1). Se dejan 
secar durante quince minutos al aire. Despues se intra
ducen durante dos horas a 110 DC en la estufa (55.2.11). 
Se enfdan en desecador que contenga gel de silice como 
deshidratante. 

Se pueden emplear placas equivalentes ya prepara
das. 

55.2.7 
55.2.8 

capa fina. 

Micropipetas de 0.50 ml. 
Colector de zonas para cromatograffa en 

55.2.9 Lampara de ultravioleta de onda corta. 
55.2.10 Espectrofluorfmetro equipado con una lam

para de xenon y de dos monocromadores. 
55.2.11 Estufa de aire forzado y temperatura regu

lable de 0 DC a 150 DC .• 
55.2.12 Aparato rotativo de evaporaci6n al vado 

con matrazde 250 ml. 

55.3 Reactivos. 

55.3.1 Cloroformo p.a. 
55.3.2 Etanol 96 por 100 (v/v) p.a. 
55.3.3 Mezela eloroformo-etanol. Mezelar 10 volu-

menes de eloroformo (55.3.1) y un volumen de etanol 
(553.2). 

55.3.4 Etanol 80 por 100 (v/v) p.a. 
'55,3.5 Gel de silice G para cromatograffa en capa 

fina. 
55.3.6 Buquinolato calidad patr6n. 
55.3.7 Soluciones patr6n: 

55.3.7.1 Soluciones patr6n 0.1 mg/ml de buqui
nolato. Pesar 50 mg de sustancia patr6n (55.3.6) con 
la predsi6n de 0.1 mg. Disolver en eloroformo (55.3.1) 
y en caliente .. en un bano de agua a 50 DC. Trasvasar 
cuantitativamente a un matraz aforado de 250 ml. Dejar 
enfriar a temperatura ambiente. Completar con elora
formo (55.3.1) hasta el aforo y homogeneizar. 

55.3.7.2 Soluciones patr6n de trabajo. Pipetear en 
matraces aforados de 25 ml; 5.0. 10.0. 15.0. 20.0 y 
25.0 ml de la soluci6n patr6n (55.3.7.1). Completar hasta 
el aforo con eloroformo (55.3.1) y homogeneizar. Pre
parar en el momento de su utilizaci6n. Estas soluciones 
contienen respectivamente 0.04. 0.08. 0.12. 0.16 y 0.20 
mg/ml de buquinolato. 

55.4 Procedimiento. 

55.4.1 Preparaci6n de la muestra. Moler la muestra 
de tal manera que pase a traves de un tamiz de 1 mm 
(conforme a las ı'l3comendaciones ISO R 565). 

55.4.2 Extracci6n. Pesar con precisi6n de 1 mg una 
cantidad muestra preparada segun (55.4.1) que conten
ga aproximadamente 1.25 mg de buquinolato e intro-. 
ducirla cuantitativamente en un erlenmeyer de 250 ml 
(55.2.1). Anadir 100.0 ml de eloroformo (55.3.1). Mez
elar. tapar y agitar durante una hora en el agitador 
(55.2.2). Dejar decantar. filtrar y despreciar los primeros 
ml del filtrado. 

Introducir 80 ml del filtrado Ifmpido en el matraz del 
rotavapor (55.2.12). Evaporar casi hasta sequedad sobre 
un bano de agua (55.2.4). Trasvasar cuantitativamente 
el residuo oleoso a un matraz de 10 ml con ayuda de 
elorolormo it a traves de un embudo de vastago estrecho. 
Completar el volumen con eloroformo (55.3.1) y si la 
soluci6n no es Ifmpida. centrifugar durante tres minutos 
a 3.000 rpm en tubo cerrado. 

55.4.3 Cromatograffa en capa fina. Depositar pun
tualmente sobre una placa de cromatograffa (55.2.6) 
con ayuda de una micropipeta (55.2.7) y a una distancia 
respectiva de 2 cm. volumenes de 0.25 ml del extracto 
obtenido en (55.4.2) y de las cinco soluciones de patr6n 
(55.3.7.2). 

Eluir el cromatograma en la camara de desarrollo uti
lizando cloroformo (55.3.1) como eluyente hasta que 
el frente del solvente lIegue al borde superior de la placa. 
Secar con ayuda de una corriente de aire. Volver a cola
car la placa en la camara de desarrollo. utilizando como 
eluyente la mezcla de eloroformo/etanol (55.3.3) hasta 
que el frente del solvente hava avanzado unos 12 cm. 
Sacar la placa de la camara. Dejar evaporar el solvente .. 
Examinar la placa bajo la luz ultravioleta de onda corta 
(55.2.9) y delimitar las manchas de buquinolato (valor 
de Ri 0.4 a 0.6) con la ayuda de una aguja. 

55.4.4 Eluci6n. Recoger la silice de ca da zona deli
mitada con la ayuda de un colector de zonas (55.2.8) 
en un tubo de centrffuga (55.2.3). Anadir a cada tubo 
10 ml de etanol (55.3.4). agitar durante veinte minutos 
y despues centrifugar durante cinco minutos a 3.000 
rpm. Decantar las soluciones Ifmpidas en los erlenmeyer 
de 50 ml (55.2.1). 

55.4.5 Medida de la fluorescencia. Ajustar a 100 
la escala del espectrofluorfmetro (55.2.1 0) con la ayuda 
del eluato (55.4.4) obtenida de la soluci6n patr6n mas 
concentrada. Utilizar para la excitaci6n I ı lon9itı.ıd de 
onda comprendida entre 300 y 289 nm qıe de la fluo
rescencia mas intensa y para la emisi6n 12 k'ngitud de 
onda de 375. 

Medir en estas condiciones la intensidad de fluores
cencia de los otros eluatos (55.4.4). Determirıar a partir 
de 105 valores encontrados la cantidad (C) de bu 'ıuinolato 
en mg contenida en los 10 ml del aluato de la 'nuestra. 

55.5 Caıculo. EI contenido en mg de buınolato 
por kg de muestra esta dada por la f6rmula: 

Siendo: 

c 
p 

x 50.000 

C = Cantidad en mg de buquinolato determinado 
por la medida espectrofluorimetrica. 

P = Peso. en gramos. de la muestra tomada para 
el analisis. 

La diferencia entre los resultados de dos determina
ciones paralelas efectuadas sobre la misma muestra no 
deben de diferir de: 

- 50 por 100 del resultado mas elevado para los 
valores' de buquinolato comprendidos entre 10 y 20 
mg/kg. \ 

- 10 mg/kg en valor absoluto para los valores con -
prendidos entre 20 y 100 mg/kg. 

- 10 por 100 del resultado mas elevado para los 
valores comprendidos entre 100 y 5.000 mg/kg. 
~ 500 mg/kg en valor absoluto para los valores com

prendidos entre 5.000 y 10.000 mg/kg. 
- 5 por 100 del resultado mas elevado para los valo

res superiores a 10.000 mg/kg. 

55.6 Observaciones. 

55.6.1 La preparaci6n de las plaaas es como sigue: 
Mezelar 60 9 de gel de sflice G (55.3.5) con 120 ml 
de agua destilada. en un erlenmeyer de 250 ml con 
tap6n. agitando vigorosamente durante treinta a cua
renta y cinco segundos. La suspensi6n una ve? bien 
homogeneizada. se vuelca rapidamente en el aplicador 
y se extiende uniformemente sobre las placas. una capa 
de 0.5 mm de espesor. Se dejan secar durante quince 
minutos al aire; despues se introducen en la estufa 
(55.2.11) durante dos horas a 110 DC. Se enfrfan en 
desecador que contenga gel de sflice CQmo deshidra
tante. 



BOE num. 52 Jueves 2 marzo 1995 .L. 7229 '--"---'--'----

55.7 Referencias. Sexta Directiva de la Comisi6n de 
20 de diciembre de 1974 (75/84/CEE). «Dimio Oficial 
de las Comunidades Europeas» numero L. 32/26. de 
5 de febrero de 1975. . 

56. Sulfaquirıoxalina 
(2 slJlfanilamidoquinoxalina) 

56.1 Principio. EI metodo permite la determinaci6n 
de sulfaquinoxalina en 105 piensos compuestos. concen
trador y premezclas. EI Hmite inferior de la determinaci6n 
es de 20 mg/kg. Interfieren otras sulfonamidas y el acido 
arsanflico. 

La sulfaquinoxalina se extrae de la m'1estra con dime
tilformamida y cloroformo. Se hidroliza en medio alcalino. 
Despues de la neutralizaci6n el derivado aminado se 
diazota y copula con la N-( l·naftil) etilendiamina. La 
absorbancia de la soluci6n se mide a 545 nm. 

56.2 Material yaparatos. 

56.2.1 Erlenmeyers de 250 ml con boca norma
lizada y tap6n de vidrio. 

56.2.2 Agitador. 
56.2.3 Crisoles filtrantes de porosidad 3. diametro 

80 mm. con kitasatos. 
56.2.4 Embudos de decantaci6n de 250 ml. 
56.2.5 Matraces aforados de 50. 100. 250 y 

500 ml. 
56.2.6 Tubos de ensayo de 150 ınm x 25 mm. 
56.2.7 Baiio de agua hirviente. . 
56.2.8 Espectrofot6metro con cubetas de 20 mm 

de paso 6ptico. 

56.3 Reactivos. 
66.3.1 N. N-Dimetilformamida p.a. 
56.3.2 Cloroformo p.a. 
56.3.3 Etanol absoluto. 
56.3.4 Soluci6n alcalina. Disolver ı;n agua destilada 

10 9 de hidr6xido de sodio p.o. y 25 9 de cJoruro de 
sodio p.a. Completar hasta 500 ml con aguə destilada 
y homogeneizar. 

56.3.5. Acido clorhidrico concent,ado p.a. (d = 1.18). 
56.3.6 Soluci6n 0.1 por 100 (p/v) de nitrato de 

sodio. Disolver en agua desti!əda 100 mg de n;trito de 
sadio p.a .. completar con agua destilada hasta 100 ml 
y homoge""izar. Preparar inmediatamente antes de usar. 

56.3.7 Soluci6n 0.5 por 100 (p/v) de sulfamato 
am6nico. Disolver en agua destilada 500 mg de sul
famato am6nico p.a. completar hastə 100 ml con agua 
destilada y homogeneizar. Preparar inmediatamente 
antes de usar. 

56.3.8 Soluci6n 0.1 por 100 (p/v) de diclorhidrato 
de N-{ l-naftil) etilendiamina. Disolver en addo clorhfdrico 
p.a. 0.1 por 100 (v/v) 100 mg de diclorhidrato de 
N-{ l-naftil) etilendiaminap.a. completar hasta 100 ml 
con el mismo acido y homogeneizar. Preparar inmedia
tamente antes de usar. 

56.3.9 Sustancia patron. Sulfaquinoxalina pura. 
56.3.10 Soluci6n patr6n. Pesər con precisi6n de 0.1 

mg. 250 mg de sustancia patr6n (56.3.9). Disolver en unos 
50 ml de una soluci6n de hidr6xido de sadio (25 ml de 
una soluci6n de hidr6xido de sadio 0.1 N 0 25 ını de agua). 
completar hasta 500 ml con agua destilada. Tomar 5 ml 
de esta soluci6n y diluir a 100 ml con <ıgua destilada. 1 
ml de esta soIuci6n contiene 25 microgramos de sulfaqu~ 
noxalina. 

56.4 Procedimiento. 

56.4.1 Preparaci6n de la muestra. Moler la muestra 
de tal manera que pase en su totalidad a traves de una 
malla de 1 mm (conforme a la recomendaci6n ISO R. 565). 

56.4.2 Extracci6n. Pesar con la exactitud de mg una 
cantidad de mU'lstra qu'! contenga entre 0.25 a 1.25 
mg de sıılfaquirıoxəlina. Introducir cuantitativan'.ente en 
un erlenmeyer de 250 ml (56.2.1) y anadir 20 ml de 
N. N. dimetilformamida (56.3.1). Mezclar y cəlentar 
durante treinta minutos sobre bano de agu3 (56.2.7). 
Dejar enfriar bajo corriente de agua frfa. Aiiadir 60 ml 
de cforoformo (56.3.2) tapar el erlenmeyer y agitar duran
te treinta mirıutos con ayuda del agitador. (56.2.2). 

Filtrar el liquido sobre el crisol filtrante (56.2.3) colü
cado en kitasatos y a5pirar ligeramente. Lavar el erlen
meyer con cuatro porcıones de 5 ml da cloroformo 
(06.3.2) y trasvasar sucesivamente 105 liquidos al crisol. 
Trasvasar rapidamente il continuaci6n el fiitrado a un 
embudo de decantacion (56.2.4). lavar el kitasato con 
la ayuda de aprox,madamente 15 ml de cloroformo 
(56.3.2) y trasvasar əl Hquido al embudo de decantaci6n. 

56.4.3 Hidr6lisls. Aiiadir al embudo de decəntaci6n 
50 ml de soluci6n alcalina (56.3.4) y 5 ml de etanol 
(56.3.3). Mezclar bien evitando la fbrmaci6n de emul· 
si6n. bien sea invirtiendo el embudo unas 20 veces 0 
bien agıtando horizontalmente. Dejar reposar hasta la 
separaci6n de las eos fases (la separaci6n se cf)mpleta 
generalmente alrededor de 105 quince minutos) .. 

Trasvasar la fase superior (fase acuf)sa) a un matraz 
aforado de 250 ml (56.2.5) !;xtraer de nuevo de la fase 
clorof6rmica con tfes pordorıcı" de la soludtin alcalina 
(66.3.4) y trasvasar ,,1 eX!racto, cuoso despH~s de cada 
extracci6n. al matraz aforado (i 6.2.5). Completar hasta 
el aforo con agua desti!ada y h,) nogeneizar. 

Introducir 25.0 ml de la ,oiucl6n en u" matrə> aforado 
də 50 ml (56.2.5). afiadir 5.0 ml de adda ciorhfdrico 
(56.3.5). Completar hasta əl aforo con ayuə destilada 
y homogeneizar. Filtrar. si fuese necesario y elimina' los 
primeros 15 ml del filtrado. Introducir 10 ml de la solu
eıtn. en dos tubos de erısayo (56.2.6) AyB. respec
tivamente. 

56.4.4 Desarrollo de color ymedida de la absor
bancia. Anadir a cadə tubo 2.0 ml de soluci6n de nitrito 
de sodio (56.3.6) agitar y dejar reposar tres minutos. 
Aiiadir 2.0 ml de sokJci6n de sulfamato am6nico 
(56.3.7). agitar y dejar reposar dos minutos. Aiiadir a 
continuaci6n 1.0 ml de soluci6n de diCıorhidrato de 
N( 1-naftil)etilendiənıina (56.3.8) en el tubo A y 1.0 ml 
de agua destilada en el tubo B. Mezclar bien el contenido 
de cada tubo. Conectar 108 tubos a una trompa de agua 
con la ayuda de juntas de goma y aplicar un pequeiio 
vacio para 'əliminar el nitr6geno disuelto. 

Medir despues de diez minutos la absorbancia Aa 
y Ab. de las soluciones en el espectrofot6metro (56.2.8) 
a 545 nm tomando əl agua destilada como blanco. Deter
minar a partir del valor Aa-Ab la cantidad (C) de sul
faquinoxalina presente en la soluci6n de la muestra refi
riendose a la curva patron (56.4.5) hecha previamente. 

56.4.5 Curvə patr6n. Introducir en 105 matraces afo
radosde 100 ml (56.2.5), volumenes de 2.0; 4.0; 6.0; 
8.0. y 10.0 ml de la soluci6n patr6n (56.3.10) corres
pondientes a 50. 100. 150. 200 y 250 microgramos 
de sulfaquinoxalinə. Anadir 8 ml de acido clorhfdrico 
(56.3.5) en cadə rnatraz completando el volumen con 
agua destilada y homogei1eizando. 

Tomar 10 ml de cada sollıci6n. que corresponden 
respectivamente a 5. 10. 15. 20. y 25 m,crogramos 
de sulfaquinoxalina. e introducirlos en tubos de ensayo 
(56.2.6). Desarrollar el color como se indica en 56.4.4. 
primer parrafo. Medir a continuaci6n la absorbancia a 
545 nm empleando agua destilada como blanco. Trazar 
la curva patron poniendo en ordenadas el valor de la 
absorbancia y en abscisas lacantidad corresporıdiente 
de sulfaquinoxalina expresada en microgramos. . 
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. 56.5 Caıculos. La cantidad en mg de sulfaquinoxa
Iına por kg de muestra viene dada 00' la siguiente fôr-
mula: . 

C 
Sulfaquinoxalina mgjkg = --- x 50 

p 

Siendo: 

C = Caııtidad de sulfaquinoxalina en microgramos 
determinada por medida espectrofotometrica. 

P = Peso .. en gramos. de la muestra tomada para 
el ensayo. 

La di/erenda entre los resultados de dos determina
ciones paralelas efectuadas sobre la misma muestra no 
deben ser mayores de: 

- 10 mg/kg en valor absoluto para contenidos de 
sulfaquinoxaliııa comprendida entre 20 y 100 mg/kg. 

- 10 por 100 del resultado ınas elevado para con
tenidos comprendidos entre 100 y 5.000 mg/kg. 

- 500 mg/kg en valor absoluto para los contenidos 
comprel1d;dos entre 5.000 y 10.000 mg/kg. 

- 5 por 100 del resultado mas elevado. para los con
tenido3 superiores a 10.000 mg/kg. 

56.6 Referencias. Se).!" Directıva de la Comisiôn. 
de 20 de diciembre de 'J74 (75/84/CEE). «Diario Ofi
cial de las Comunidadt Europe8sH ,Hlmero L 32/26. 
de 5 de febrero de 197E 

57. FurazJlidona 
[f1-(S-I7itro-2-furfuriliden)-3-amino-2·,oxazolidona] 

57.1 Prirıcipio. EI metodo permite la detp.rminaciÔrı 
de furazolidona en los p;el1sos. concentrados y premez
clas. EI limite inferior de la d~terıni; ;dciôn es de 10 mg/kg. 

La furazolıdona es extraıda con aC8,ona despues de 
que la muestra ha sido previamerıte desengrasada con 
eter de petrôleo. EI extracto es purifıc3do en una columna 
cromatogrMica de ôxido de aluminio y la furazolidona 
se eluye con la acetona. EI eluato se evapora a sequedad. 
yel resıduo se recoge en alcohol amilico. La furazolidoııa 
es extraida con una soluciôn de urea y la absorbancia 
del extracto es medida a 375 nm. 

57.2 Material yaparatos. 

57.2.1 Matraces aforados de vidrio color topacio 
de 100 y 250 ml. 

57.2.2 Embudos de decantaciun de vidrio color 
topacio de 100 ml 

57.2.3 Aparato de extracci6n Soxhlet 0 Twissel
man. 

57.2.4 Cartuchos de extracciôn 25 x 80 ô 28 x 
100 mm. 
.. 57.2.5. Columna de vidrio para cromatografia. de 

dıametro ınterıor 10 mm y longitud 300 mm. 
57.2.6 Bano de agua termorregulado hasta 150 aC. 
57.2.7 Espectrofotômetto con cubetas de 10 mm 

, de espesor. 

57.3 Reactivos. 

57.3.1 Acetona p.a. 
57.3.2 Oxido de aluminio neutro par<j cromatografia. 

Granulometria 100 a 240 mallas preparada como sigue. 
Mezclar 500 9 de ôxido de aluminio con 1000 ml 
de agua destilada caliente y decantar a continuaci6rı 
el.liquido sobrenadante. Repetir dos veces esta opəra
cıon y fıltrar seguıdamente a traves de un filtro Büchr\er. 
Secar el ôxido de aluminio a 105 °c hasta peso cons
tante. 

57.3.3 Acetato de amilo p.a. 
5., .3.4 Alcohol anıflico. Conviene mezcla de isôme

ros. 
57.3.5 Etər de petrôleo. p. əb 40-60 DC. 
57.3.6 Soluciôn de urea. Mezclar 90 9 urea p.a. 

con 100 ml de agua destilada. calentar ligeramente para 
facilitar la disoluciôn .. 

57.3.7 Sustancia patrôn.Furazolidona pura. 
57.3.8 Soluciones patrôn. Pesar con precisiôn de 

0.1 mg unos 25 mg de sustancia patrôn (57.3.7). Intro
ducirla cuantitativamente en un matraz aforado de 250 
ml (57.2.1) completar hasta el aforo con acetona (57.3.1) 
y homogeneizar (1 ml de esta soluciôn contiene 100 
microgramos de furazolidona). 

57.4 Procedimiento. Todas las manipulaciones 
deben efectuarse evitando la luz directa: 

57.4.1 Preparaciôn de la mueslra. Moler la muestra 
de tal marıera que pase a traves de un tamiz de mallas 
de 1 mm. conforme a la recomendaciôrı ISO R 565. 

57.4.2 ExtracLiôn. Pesar con exactitud de lmg. de 
5 a 20 9 de muestra bien homogeneizada (conteniendo 
como maximo 1 mg de furazolidona) en un cartucho 
de extracciôn (57.2.4). Colocarlo en el aparato de extrac
ciôn (57.2.3) y extraer con eter de petrôleo (57.3.5). 
Para el aparato Soxhlet son necesarios de 13 a 17 ciclos 
de solvente; para otros aparatos la duraciôn de la extrac
eiôn no debe ser inferior a ıreinta minutos. Retirar a 
continuaciôn el cartucho del aparato. eliminar el solvente 
rəsidual secando el cartucho y su contenido con ayuda 
de una corriente de aire caliente. 

Para la extracci6n. propiamente dicha. colocar de nue
vo el cartucho en el aparato de extracciôn y extraer 
con la acetona (57.3.1). Para el apa·rato Soxhlet al menos 
30n necesarios 25 ciclos de solvente; para otros apa
ratos, la::; condiciones' necesarias para obtenci6n de una 
exlracci6n cüınp:eta deberan ser determinadas previa
mente. Evaporm ci extracto acetônico sobre el bano de 
agua (57.2.6) hasta un volumen de 5 a 10 ml y dejar 
en/riər hasta temperatura ambiente. 

514.3 Cronıatografia. Introducir un pequeno tapôn 
de la na de vidrio en el extremo infenor de la columna 
cromatogrƏfica (57.2.5) y apretar el tapôn con la ayuda 
de una varilla. para obtener un espesor de 2 a 3 mm. 
Preparar una suspensiôn de ôxido aluminio (57.3.2) en 
acetona (57.3.1). Introducir la suspensiôn en la columna 
cromatogrƏfica (57.2.5) y dejar reposar. La cblumna asi 
obtenida debe de tener una altura de 200 mm aproxi
madamel\te. Dejar descender la acetona (57.3.1) hasta 
la superficie superior de la columna. 

Trasvasar el extracto obtenido en (57.4.2) sobre la 
columna. lavar el matraz varias veces con acetona 
(57.3.1) y trasvasar los liquidos sobre la columna. Colo
car un matraz apropiado debajo de la columna y eluir 
la furazolidona con la acetona (57.3.1). 

EI volumen total de la acetona usada. inCıuido el usado 
para ellavado. no debe ser superior a 150 ml. 

57.4.4 Extracciôn y medida de la absorbancia. Eva
porar el eluido obtenido en 57.4.3 hasta sequedad en 
bano de agua (57.2.6) (ver 57.5.1). Disolver əl residuo 
en 10 ml de alcohol amilico (57.3.4) y trasvasar la solu
ciôn a un embudo de decantaciôn (57.2.2). Lavar el 
matraz con porciones sucesivas de 10 ml de acetato 
de amilo (57.3.3) y 10 ml de la soluciôn de urea (57.3.6). 
Trasvasar estas soluciones a un embudo de decantaciôn 
(57.2.2) y agitar vigorosamente durante dos minutos. 
Dejar reposar durante tres a cuatro minutos y recoger 
la fase acuosa en un matraz aforado de 100 ml (57.2.1). 
Repetir el lavado y la extracciôn con la ayuda de cuatro 
porciones de 10 ml de soluciôn de urea (57.3.6) y reco
ger cada vez la fase acuosa en el matraz aforado. Com
pletar el contenido del matraz hasta 100 ml con la solu-
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ci6n de ureə (57.3.6) y homogeneizar. Medir la əbsor
bəncia de la soluci6n en el espectrofot6metro (57.2.7) 
a 375 nm tomando como blanco la soluci6n de urea 
(57.3.6). Determinar la cantidad de furazolidona refirien
dose ala curva patr6n (57.4.5). 

57.4.5 Curva patr6n. Preparar cuatro columnas cro
matograticas (57.2.5) segun el modelo operatorio indi
cado (57.4.3 primer parrafo). Introducir en la columna 
volumenes de 2,p, 5,0, 7,5, y 10 r:nl de soluci6n patr6n 
(57.3.8). 

Eluir cada ~olumna COn 150 ml de acetona (57.3.1) 
y continuar el modo operatorio como se indica en 57.4.4. 
Trazar la curva patr6n poniendo en ordenadas la absor
bancia y en abscisas las cantidades correspondientes 
de furazolidona en microgramos. 

57.5 Caıculos. EI valor en miligramos de furazoli
dona por kg de muestra esta dado por la siguiente 
f6rmula: 

Siendo: 

c 
p 

C = Cantidad en microgramos de furazolidona deter
minada por la medida fotometrica. 

P = Peso en gramos de la muestra tomada para el 
analisis. 

La diferencia entre los resultados de dos determina
ciones hechas en paralelo y efectuadas sobre la misma 
muestra nO deben diferir de: 

- 50 por 100 del resultado mas elevado para Ios 
valores de furazolidona comprendidos entre 10 y 20 mg/kg. 

- 10 mg/kg en valor absoluto para los valores com
prendidos entre 20 y 100 mg/kg. 

- 10 por 100 del resultado mas elevado para los 
valores comprendidos entre 100 y 5.000 mg/kg. 

- 500 mg/kg en valor absoluto para los valores com
prendidos entre 5.000 y 10.000 mg/kg. 

- 5 por 100 del resultado mas elevado para los valo
res superiores a 10.000 mg/kg. 

57.6 Observaciones. 

57.6.1 Ocasionalmente se obtiene una pequeiia 
cantidad de diacetona-alcohol, producida por conden
saci6n de la acetona sobre el 6xido de aluminio, que 
no obstaculiza las extracciones posteriores. 

57.7 Referencias. Sexta Directiva de la Comisi6n 
de 20 de diciembre de 1974 (75/84/CEE). «Diario Ofi
cial de las Comunidades Europeas» numero L 32/26, 
de 5 de febrero de 1975. 

58. Determinaciôn de la halofuginona 

Hidrobromuro de DL-trans-7-bromo-6-cloro-3[3-(3-hi
droxi-2-piperidil)acetoni/]-quinazolin-4-(3H)-ona 

58.1 Principio. Determinaci6n de la halofuginona en 
los alimentos para animales. EI limite de determinaci6n 
es de 1 mg/kg. 

Tras tratarla con agua caliente, la halofuginona se 
extrae como base libre con acetato de etilo, y poste
riormente se pasa como clorhidrato a una soluci6n acida 
acuosa. EI extracto se purifica mediante una cromato
grafia de intercambio i6nico. EI contenido de halofugi
nOna se determina mediante cromat09rafia liquida de 
alta resoluci6n de fase inversa (CLAR) empleando un 
detector ultravioleta. 

58.2 Material y aparatos. 

58.2.1 Bano ultras6nico. 
58.2.2 Evaporador rotatorio. 
58.2.3 Centrifuga. 
58.2.4 Equipo CLAR con detector ultravioleta de 

longitud de onda variable 0 detector array de fotodiodos. 

58.2.4.1 Columna de cromatografia liquida (300 
mm x 4 mm) con relleno de C ı8 , de 10 fJm, 0 columna 
equivalente. 

58.2.5 Columna de vidrio (300 nm x 10 mm) equi
pada con un filtro de vidrio poroso y una lIave. 

58.2.6 Filtros de fibra de vidrio, de un diametro de 
150 mm. 

58.2.7 
58.2.8 

Filtros de membrana, de 0,45 Ilm. 
Filtros de membrana, de 0,22 Ilm. 

58.3 Reactivos. 

58.3.1 Acetonitrilo, grado CLAR. 
58.3.2 Resina amberlita XAD-2. 
58.3.3 Amonio acetato. 
58.3.4 Acetato de etilo. 
58.3.5 Acido acetico glacial. 
58.3.6 Halofuginona patr6n normalizada, hidrobro

muro de DL-trans-7 -bromo-6-cloro-3-[3-(3-hidroxi-2-pipe
ridil) acetonil)-quinazolfn-4-{3H)-ona, E 7,64. 

58.3.6.1 Soluci6n patr6n de reserva de halofugino
na (100 Ilg/ml). Pesar 50 mg de halofuginona (58.3.6) 
con una precisi6n de 0,1 mg en un matraz aforado de 
500 ml; disolver el producto en soluci6n tamp6n de ace
tato de amonio (58.3.18), completar el recipiente hasta 
la marca con la soluci6n tamp6n y mezclar. Esta soluci6n, 
almacenada en la oscuridad y a 5 ac, se mantiene estable 
durante tres semanas. 

58.3.6.2 Soluciones de calibrado. Verter 1,0, 2,0, 
3,0, 4,0 y 6,0 ml de la soluci6n normalizada de reserva 
(58.3.6.1) en una serie de matraces aforados de 100 
ml. Rellenar hasta la marca con fase m6vil (58.3.21) 
y mezclar los Ifquidos. Estas soluciones tienen concen
traciones de halofuginona de 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 y 6,0 
Ilg/ml respectivamente. Estas soluciones han de prepa
rarse cada vez que se yayan a usar. 

58.3.7 Acido clorhidrico (densidad a 20 ac aprox. 
1,16 g/ml) 

58.3.8 Metanol. 
58.3.9 Nitrato de plata. 
58.3.10 Ascorbato s6dico. 
58.3.11 Carbonato s6dico. 
58.3.12 Cloruro s6dico. -
58.3.13 EDTA (acido etilendiaminotetracetico, sal 

dis6dica). 
58.3.14 Agua, grado CLAR. 
58.3.15 Soluci6n carbonato s6dico c = 10 g/100 ml. 
58.3.16 Soluci6n de carbonato s6dico saturada de 

cloruro s6dico, c = 5 g/l 00 ml. Disolver 50 9 de car
bonato s6dico (58.3.11) en agua, disolver hasta com
pletar un litro y anadir cloruro de sodio (58.3.12) hasta 
que la soluci6n este saturada. 

58.3.17 Acido clorhidrico,' aprox. 0,1 mol/I. Diluir 
10 ml de acido clorhidrico (58.3.7) en agua, hasta un 
litro. 

58.3.18 Soluci6n tamp6n de acetato am6nico, 
aprox. 0,25 molll. Disolvıır 19,3 9 de acetato am6nico 
(58.3.3) y 30 ml de acido acetico (58.3.5) en agua 
(58.3.14), y diluir hasta un litro. 

58.3.19 Preparaci6n de resina amberlita XAD-2. 
Lavar la cantidad adecuada de r-esina (58.3.2) COn agua 
hasta que se hayan eliminado todos los iones cloruro, 
10 cual se comprobara mediante la prueba con nitrato 
de plata (58.3.20) en la fase acuosa descartada. Pos-
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teriormente lavar la resina COn 50 ml de metanol 
(58.3.8), descartar el metanol y conservar la resina bajo 
metanol nuevo. 

58.3.20 Soluci6n de nitrato de plata, aprox. 0,1 moVI. 
Disolver 0,17 9 de nitrato de plata (58.3.9) 
en 10 ml de agua. 

58.3.21 Fase m6vil CLAR. Mezclar 500 ml de ace
tonitrilo (58.3.1) COn 300 ml de soluci6n tamp6n de 
acetato am6nico (58.3.18) y 1.200 ml de agua (58.3.14). 
Ajustar el pH a 4,3 empleando el əcido acetico (58.3.5). 
Filtrar la mezcla por Un filtro de 0,22 um (58.2.8) y des
gasificar la soluci6n (por ejemplo, mediante ultrasonıdos 
durante diez minutos). Esta soluci6n, almacenada en la 
oscuridad y en Un recipiente cerrado, es estable durante 
Un mes. 

58.4 Procedimiento. Observaci6n: La halofuginona 
como base libre es inestable en soluciones alcalinas y 
de acetato de etilo. No deberə permanecer en acetato 
de etilo durante məs de treinta minutos. 

58.4.1 General. 

58.4.1.1 Debe analizarse Un pienso en blanco para 
asegurarse de que no contiene halofuginona ni sustan
cias interferentes. 

58.4.1.2 Se debe lIevar a cabo Un test de recupe
raci6n, analizando el pienso en blanco despues de enri
quecerlo por adici6n de Una cantidad de halofugınona, 
similar a la presente en la muestra problema. Para enrı
quecer a un. nivel de 3 mg/kg, anadir 300 İİI de la50lu
ci6n estƏndar de reserva (58.3.6.1) a 10 9 del plenSO 
en blanco, mezclar y esperar diez minutos antes de pro
ceder a la extracci6n (58.4.2). 

Nota: Para los efectos de este metodo, el pienso en 
blanco debe ser de tipo similar al de la muestra ptoblema 
y en su anəlisis nO se debe detectar halofuginona. 

58.4.2 Extracci6n.· Pesar 10 9 de la muestra pre
parada COn una precisi6n de 0,01 9 en Un tubo de, cen-' 
trffuga de 200 ml, anadir 0,5 9 de ascorbato sodıco 
(58.3.10), 0,5 9 de EDTA (58.3.13) y 20 ml de agu§!, 
y mezclar todo. Sumergir el tubo en un bano de agua 
a 80 eC durante cinco minutos. Tras enfrıarlo a tem
peratura ambiente, anadir 20 ml ~e soluci6n de carbo
nato s6dico (58.3.15) y mezclar. Anadır ınmedıatamente 
100 ml de acetato de etilo (58.3.4) y agitar energica
mente a mano durante quince segundos. Colocar el tubo 
en el bano de ultrasonidos (58.4.1) durante tres minutos 
y aflojar el tap6n. Centrifugar durante dos minutos y 
decantar la fase de acetato de etilo en Un embudo sepa
rador de 500 ml a traves de Un filtro de fibra de vidrio 
(58.2.6). Repetir la extracci6n de la muestra. COn una 
segunda porci6n de 100 ml de acetato de etılo. Lavar 
los extractos combinados durante Un minuto COn 50 
ml de soluci6n de carbonato s6dico saturada de cloruro 
s6dico (58.3.16) y descartar la capa acuosa. 

Extraer la capa orgənica durante un minuto COn 50 ml 
de əcido clorhfdrico (58.3.17). Pasar la capa əcida infe
rior a Un embudo separador de 250 ml. Extraer de nuevo 
la capa orgənica durante un minuto y medio COn otros 
50 ml de əcido clorhfdrico y combinar COn el prımer 
extracto. Lavar los dos extractos əcidos combinados agı
tƏndolos durante aproximadamente diez segundos COn 
10 ml de acetato de etilo (58.3.4). 

Transferir cuantitativamente la capa acuosa a un 
matraz de fondo redondo de 250 ml y descartar la fase 
orgƏnica. Evaporar todo el acetato de etilo que quede 
en la soluci6n əcida empleando Un rotavapor (58.4.2). 
La temperatura del bano de agua nO deberə superar 
los 40 eC. A Un vado de aproximadamente 25 mbar 

se elimina todo el acetato de etilo residual en cinco minu
tos a 38 eC. 

58.4.3 Limpieza. 

58.4.3. r Preparaci6n de la' columna de resina 
amberlita. 

Preparar una columna XAD-2 por cada extracto de 
muestra. Verter 10 9 de resina preparada (58.3.19) en 
Una columna de vidrio (58.2.5) empleando metanol 
(58.3.8). Colocar Un trozo pequeno de lana de vıdrıo 
en la parte superior del lecho de resına. Deıar eluır el 
metanol de la columna y lavar la resina COn 100 ml 
de agua, cortando el flujo cuando el Ifquido alcance la 
parte superior del lecho de resina. Antes de emplearla, 
dejar la columna en reposo durante dıez mlnutoS para 
equilibrarla. Nunca deberə permitirse que la columna se 
seque. . 

58.4.3.2 Limpieza de la muestra. Transferır. el 
extracto (58.4.2) cuantitativamente a la parte superıor 
de la columna de resina preparada (58.4.3.1.) y eluır, 
descartando el eluido. La velocidad de eluci6n nO deberə 
exceder de 20 mVminuto. Aclarar el matraz de fondo 
redondo COn 20 ml de əcido clorhfdrico (58.3.17) y 
emplear este Ifquido para lavar la columna de resina. 
Eliminar todo resto de soluci6n əcida COn Un chorro de 
aire Desechar las aguas de lavado. Anadir 100 ml de 
metanol (58.3.8) ala columna y eluir 5-1 0 ml, recogiendo 
el eluido en Un matraz de fondo redondo de. 250 ml. 
Dejar el metanol restante durante diez minutos para ,que 
se equilibre COn la resina y cOntınuar COn la elucıon a 
un ritmo que nO supere los 20 mVmlnuto, recogıendo 
el eluato en el mismo matraz de fondo redondo. Evaporar 
el metanol en el rotavapor (58.2.2); la temperatura del 
bano de agua nO deberə exceder de 40e C. Transferır 
cuantitativamente el residuo a Un matraz aforado de 10 
ml empleando la fase m6vil (58.3.21). Rellenar, hasta 
el enrase COn fase m6vil y mezclar. Fıltrar una alıcuota 
por Un filtro de membrana (58.2.7). Reservar esta solu
c.i6n para la determinaci6n por CLAR (58.4.4). 

58.4.4 Determinaci6n por CLAR. 

58.4.4.1 ParƏmetros. Las condiciones siguientes se 
ofrecen como gufa; pueden usarse otras condıcıones 
siempre que den los mismos resultados. 

Columna de cromatograffa Ifquida (58.2.4.1). 
Fase m6vil CLAR (58.3.21). 
Flujo: de 1,5 a 2 ml por minu!o. 
Longitud de onda de deteccıon: 243 nm. 
Volu,\,en de inyecci6n: de 40 a 100 İİI. 

Comprobar la estabilidad del siste~a cromatoı;ırƏfico 
inyectando varias veces la solucıon de calıbrado 
(58.3.6.2) COn un contenido de 3,0 119/ml, hasta que 
se hayan alcanzado alturas (əreas) de pico y tiempos 
de retenci6n constantes. 

58.4.4.2 Curva de calibrado. Inyectar varias veces 
cada soluci6n de calibrado (58.3.6.2) y medir las alturas 
(areas) de pico para cada COncentraci6n. Tr,azar una cur
va de calibrado empleando las alturas 0 areas medıas 
de los picos de las soluciones de calibrado como orde
nadas y las correspondientes concentracıones en ııg/ml 
como abscisas. 

58.4.4.3 Soluci6n de muestra. Inyectar varias veces 
el extracto de muestra (58.4.3.2), empleando el mismo 
volumen que se utiliza para las soluciones de calıbrado 
y determinarla altura (ərea) medıa .de los plCOS de la 
halofuginona. 

58.5 CƏlculos. A partir de la altura (ərea) media de 
los picos de halofuginona de la soluci6n de muestra, 
determinar la concentraci6n de la soluci6n de muestra 
en ııg/ml haciendo referencia a la curva de calibrado 
(58.4.4.2) 
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EI contenido de halofuginona w (en mg/kg) de la 
muestra se obtiene mediante la siguiente f6rmula: 

c x 10 

w= -~m~-

Siendo: 

c: Concentraci6n de halofuginona de la soluci6n de 
muestra en iJg/ml. 

m: Masa de la muestra utilizada para el ensayo en 
gramos. 

58.6 Validaci6n de los resultados. 
58.6,1 Identidad. La identidad del producto anali

zado se puede confirmar mediante una co-cromatograffa. 
o utilizando un detector de red de diodos (diode array). 
mediante el cual se comparan los espectros del extracto 
de la muestra y de la soluci6n de calibrado (58.3.6.2) 
con un contenido de 6.0 iJg/ml, 

58.6.1.1 Co-cromatograffa. Reforzar un extracto de 
muestra anadiandole una cantidad apropiada de soluci6n 
de calibrado (58.3.6.2). La cantidad de halofuginona ana
dida debera ser similar a la cantidad calculada de halo
fuginona hallada en el extracto de la muestra. 

S610 la altura (area) del pico de halofuginona debera 
aumentar segun la cantidad anadida. teniendo en cuenta 
la dilucı6n del extracto. La anchura de pico. a la mitad 
de su altura. debera ser igual a la anchura original en 
+ 10 por 100. 

58.6.1.2 Oetecci6n por red de diodos (diode array). 
Los resultados se evaluan con arreglo a los siguientes 
criterios: 

a) La longitud de onda del maximo de absorci6n 
de los espectros de la muestra y del patr6n. registrados 
en el apice del pico cromatogrƏfico. debe ser la misma. 
dentro de un margen determinado por la resoluci6n del 
detector. En el caso del detector de red de diodos. el 
margen esta situado generalmente en + 2 nm. 

b) Entre 225 y 300 nm. los espectros de la muestra 
y del patr6n registrados en el apice del pico cromato
grƏfico. no deberan ser diferentes para aqueHas partes 
del espectro comprendidas entre el 10 Y 100 por 100 
de absorci6n relativa. Se cumple este criterio cuando 
estan presentes los mismos maximos y en ningun punto 
la desviaci6n observada entre los dos espectros excede 
del 15 por 100 de la absorci6n del producto analizado 
patr6n; 

c) Entre 225 y 300 nm. los espectros de la pen
diente de subida. el apice y la pendiente de bajada del 
pico del cromatograma del extracto de la muestra. no 
deben ser distintos unos de otros en 10 que se refiere 
a las partes del espectro comprendidas en la gama 
del 10-100 por 100 de absorci6n relativa. Este criterio 
se cumple cuando estan presentes los mismoS maximos 
y en ningun punto la desviaci6n observada entre los 
espectros. excede dııl 15 por 100 de la absorci6n del 
espectro en el apice del pico. 

Si no cumple alguno de estos criterios. no se confirma 
la presencia del producto analizado. 

58.6.2 Repetibilidad. La diferencia entre los resul' 
tados de dos determinaciones paralelas Hevadas a cabo 
con la misma muestra. no debera superar los 0.5 mg/kg 
para un contenido de halofuginona de hasta 3 mg/kg. 

58.6.3 Recuperaci6n. La recuperaci6n de la mues. 
tra en blanco reforzada debera ser al menos del 80 
por 100. 

58:7 Referencias. Oirectiva de la Comisi6n 
93/70/CEE. «Oiario Oficial de la Comunidades Euro
peas)}. L 234. de 28 de julio de 1993. 

58.8 Resultados de un estudio colaborativo. Se 
organiz6 un estudio colaborativo' en el que se analizaron 
tres muestras en ocholaboratorios. 

The Analyst 1983, 108: 1252-1256. 

Resultados 

Muestra A Muestra B (harina) Muestra C (granulado) 

(bJanco) 
tras 

Trəs Tras Tras Trəs 
su recepci6n su recepci6n dos meses su recepci6n dos meses 

Media (1) .. n.d. 2.80 2.42 2.89 2.45 
OR .......... - 0.45 0.43 0.40 0.42 
CVA ........ - 16 18 14 17 
rec ......... 86 74 88 75 

(1) Unidades en mgjkg. 

n.d.: no se detect6. 
OR: desviaci6n standard de la reproducibilidad. 
CVR: coeficiente de variaci6n (porcentaje). 
rec: recuperaci6n (porcentaje). 

59. Determinaci6n def benzocuato de metifo 
7-benzifoxi-6-butil-3-metoxicarbonif-4-quinofona 

59.1 Principio. EI benzocuato de metilo se extrae 
de la muestra con soluci6n rnetan61ica de acido meta
nosulf6nico. EI extracto se purifica por partici6n condiclo
rometano y cromatograffa de intercambio i6nico y. a con
tinuaci6n. por nueva extracci6n con diclorometano. EI 
contenido de benzocuato de metilo se determina median
te cromatograffa liquida de alta resoluci6n en fase inversa 
(CLAR) empleando un detector ultravioleta. 

Este mƏtodo esta concebido para la determinaci6n 
de benzocuato de metilo en los alimentos para animales. 
EI limite inferior de determinaci6n es 1 mg/kg. 

59.2 Material yaparatos. 

59.2.1 Agitador de laboratorio. 
59.2.2 Evaporador rotatorio. 
59.2.3 Columna de vidrio (250 mm x 15 mm) pro

vista de una Have y de un dep6sito de 200 ml de capa
cidad. aproximadamente. 

59.2.4 Equipo de. CLAR con detector ultravioleta de 
longitud də- onda variable 0 detector de red de diodos. 

59.2.4.1 Columna para cromatograffa liquida de 
300 mm x 4 mm. con relleno de C ı8 de 10 iJm. 0 
equivalente. 

59.3 

filtros de membrana de 0.22 iJm. 
Filtros de membrana de 0.45 iJm. 

Reactivos. 

59.3.1 Oiclorometano. 
59.3.2 Metanol. calidad para CLAR. 
59.3.3 Fase m6vi! de CLAR. Mezcla de metanol 

(59.3.2) y agua (calidad CLAR) 75 + 25 (V + V). 
Filtrar a travas de un filtro de 0.22 iJm (59.2.5) y 

desgasificar la soluci6n. (por ejemplo. mediante trata
miento con ultrasonidos durante diez minutos). 

59.3.4 Soluci6n de acido metanosulf6nico. c = 2 
por 100. Oiluir 20.0 ml de acido metanosulf6nico a 
1.000 ml con metanol (59.3.2). 

59.3.5 Soluci6n de acido Cıorhfdrico. c = 10 por 
100. Oiluir 100 ml de acido clorhfdrico (P20 c.a. 1.18 
g/ml) a 1.000 ml con aguil. 
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59.3.6 Resina de intercambio cati6nico Amberlita 
CG-120 (Na). 100-200 mallas. La resina debe tratarse 
antes de su utilizaci6n: preparar una lechada con 100 9 
de resina y 500 ml de soluci6n de acido elorhidrico 
(59.3.5) y lIevar a ebullici6n en una placa caliente. agi
tando continuamente. Dejar enfriar y decantar el acido. 
Filtrar en vado a traves de un papel de filtro. Enjuagar 
la resina dos veces con porciones de agua de 500 ml 
y. a continuaci6n. con 250 ml de metanol (59.3.2). Enjua
gar la resina con otra porci6n de 250 ml de metanol 
y secar haciendo pasar aire a traves de la torta de filtro. 
Guardar la resina desecada en botella tapada. 

59.3.7 Sustancia patr6n: benzocuato de metilo puro 
(7-benziloxi-6-butil-3-metoxicarbonil-4-quinolona). 

59.3.7.1 Soluci6n patr6n madre de benzocuato de 
metilo. 500 j.Jg/ml. Pesar 50 mg de la sustancia patr6n 
(59.3.7) con precisi6n de 0.1 mg. disolver en soluci6n 
de acido metanosulf6nico (59.3.4) en un matraz aforado 
de 100 ml. enrasar y mezelar. 

59.3.7.2 Soluci6n patr6n intermedia ae benzocuato 
de metilo. 50 j.Jg/ml. Pasar 5.0 ml de la soıuci6n patr6n 
madre de benzocuato de metilo (59.3.7.1) a un matraz 
aforado de 50 ml. enrasar con metanol (59.3.2) y mez
elar. 

59.3.7.3 Soluciones de calibrado. Transferir 1.0. 
2.0. 3.0. 4.0 y 5.0 ml de la soluci6n patr6n intermedia 
de benzoato de metilo (59.3.7.2) a una serie de matraces 
aforados de 25 ml. Enrasar con fase m6vil (59.3.3) y 
mezelar. Estas soluciones tienen concentraciones de 
benzocuato de metilo de 2;0. 4.0. 6.0. 8.0 y 10.0 j.Jg/ml. 
respectivamente. Estas soluciones han de prepararse 
cada vez que se yayan a usar. 

59.4 Procedimiento. 

59.4.1 General. 

59.4.1.1 Debe analizarse un pienso en blanco para 
asegurarse de que no contiene benzocuato de metilo 
ni sustancias interferentes. 

59.4.1.2 Se debe lIevar a cabo un ensayo de recu
peraci6n. analizando el pienso en blanco despues de 
enriquecerlo por adici6n de una cantidad de benzocuato 
de metilo similar a la presente en la muestra. Para enri
quecer a un nivel de 15 mg/kg. aiiadir 600 j.J1 de la 
soluci6n patr6n madre (59.3.7.1) a 20 9 del pienso en 
blanco. mezelar y esperar diez minutos antes de proceder 
ala extracci6n 59.4.2. ' 

Nota: A los efectos de este metodo. el pienso en 
blanco debe ser de un tipo similar al de la muestra y 
en su analfsis no se debe detectar benzocuato de metilo. 

5!l.4.2 Extracci6n. Pesar con precisi6n de 0.01 9 
aproximadamente 20 9 de la muestra preparada y tras
ferir a un matraz erlenmeyer de 250 ml. Aiiadir 100.0 
ml de la soluci6n de acido metanosulf6nico (59}.4) y 
agitar mecanicamente (59.2.1) durante treinta minutos. 
Filtrar la soluci6n a traves de papel de filtro y conservar 
el filtrado para la fase de partici6n liquido-liquido (59.4.3). 

59.4.3 Partici6n liquido-liquido. Transferir 25.0 ml 
del filtrado obtenido en el punto 59.4.2 a una ampolla 
de decantaci6n de 500 ml que contenga 100 ml de 
soluci6n de acido clorhidrico (59.3.5). Aiiadir 100 ml 
de dielorometano (59.3.1) a la ampolla y agitar durante 
un minuto. Esperar a qııe se produzca ra separaci6n de 
las capas y verter la capa inferior (diclorometano) en 
un matraz redondo de 500 ml. Repetir la extracci6n 
de la fase acuosa con otras das porciones de 40 ml 
de dielorometano y combinarlas con el primer extracto 
contenido en el matraz redondo. Evaporar el extracto 
de diCıorometano hasta sequedad en el evaporador rota
torio (59.2.2) a 40 ac a presi6n reducida. Disolver el 

residuo en 20-25 ml de metanol (59.3.2). tapatel matraz 
y guardar todo el extracto para la cromatograffa de inter
cambio i6nico (59.4.4). 

59.4.4 Cromatograffa de intercambio i6nico. 

59.4.4.1 Preparaci6n de la columna de intercambio 
cati6nico. Taponar con la na de vidrio el extremo inferior 
de la columna de vidrio (59.2.3). Preparar una lechada 
con 5.0 9 de la resirıa de intercambio cati6nico tratada 
(59.3.6) y 50 ml de acido Cıorhıdrico (59.3.5). verter 
en la columna de vidrio y dejar reposar. Eliminar el acido 
sobrante. hasta que su nivel se situe apenas por encima 
de la superficie de resina y lavar la columna con agua 
hasta que el eluido de neutro al tomasol. Transferir 50 
ml de metanol (59.3.2) a la columna y dejar eluir hasta 
la superficie de la resina. 

59.4.4.2 Cromatograffa de columna. Mediante una 
pipeta. transferir cuidadosamente el extracto obtenido 
en el punto 59.4.3 a la columna. Enjuagar el matraz 
redondo con dos porciones de 5 a 10 ml de metanol 
(59.3.2) y transferir estos liquidos de lavado a la columna. 
Dejar pasar el extracto hasta la superficie de re·sina y 
lavar la columna con 50 ml de metanol. asegurandose 
de que el flujo no sea superior a 5 ml por minuto. Des
cartar el eluido. Eluir el benzocuato de metilo de la colum
na utilizando 150 ml de soluci6n de acido metanosul
f6nico (59.3.4) y recoger el eluido de la columna en 
un matraz erJenmeyer de 250 ml. 

59.4.5 Partici6n liquido-liquido. Transferir el eluido 
obtenido en el punto 59.4.4.2 a una ampollıı de decan
taci6n de un litro. Enjuagar el matraz erlenmeyer con 
5 a 10 ml de metanol (59.3.2) y mezelar los liquidos 
de lavado con el contenido de la ampolla de decantaci6n. 
Aiiadir 300 ml de una soluci6n de acido elorhıdrico 
(59.3.5) y 130 ml de diCıorometano (59.3.1). Agitar 
durante un minuto y dejar que las fases se separen. 
Transferir la capa inferior (diclorometano) aı.ın matraz 
redondo de 500 ml. Repetir la extracci6n de la fase acuo
sa con dos nuevas porciones de 70 ml de dicloromııtano 
y mezCıar en el matraz redondo estos dos extractos con 
el primero. Evaporar hasta sequedad el extracto de dielo
rometano en el evaporador rotatorio (59.2.2) a 40 ac 
y presi6n reducida. Disolver los residuos en el matraz 
con unos 5 ml de metanol (59.3.2) y transferir cuan
titativamente esta soluci6n a un matraz aforado de 10 
ml. Enjuagar el matraz redondo con dos nuevas por
ciones de 1 a 2 ml de metanol haşta el enrase y mezclar. 
Filtrar ·una porci6n alicuota por un filtro de membrana 
(59.2.6). Reservar esta soluci6n para la determinaci6n 
por CLAR (59.4.6). 

59.4.6 Determinaci6n por CLAR. 

59.4.6.1 Parametros. Las condiciones siguientes se 
ofrecen como guıa: pueden usarse otras condiciones 
siempre que arrojen los mismos resultados. 

Columna de cromatograffa Ifquida: (59.2.4.1). 
Fase m6vil CLAR: mezela de metanol y agua (59.3.3). 
Flujo: de 1 a 1.5 ml/minuto. 
Longitud de onda de detecci6n: 265 nm. 
Volumen de inyecci6n: 20 a 25 j.J1. 

Comprobar la estabilidad del sistema cromatogrMico 
inyectando varias veces la soluci6n de calibrado· 
(59.3.7.3) con un contenido de 4 j.Jg/ml. hasta que se 
hayan alcanzado alturas (0 Meas) de pico y tiempos de 
retenci6n constantes. 

59.4.6.2 Curva de calibrado. Inyectar varias veces 
cada soluci6n de calibrado (59.3.7.3) y medir las alturas 
de los picos (Meas) para cada concentraci6n. Trazar una 
curva de calibrado empleando las medias de las alturas 
o areas de los picos de las soluciones de calibrado como 
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ordenadas y Iəs concentraciones correspondientes ən 
Ilg/ml como abscisas. 

59.4.6.3 Soluci6n de muestra. Inyectar varias veces 
el extracto de muestra (59.4.5), empleando el mismo 
volumen utilizado para las soluciones de calibrado. Deter
minar la altura (<\rea) media de los picos de benzocuato 
de metilo. 

59.5 Caıculos. A partir de la altura (area) media de 
los picos de benzocuato de metilo de la soluci6n de 
muestra, determinar la concentraci6n de la soluci6n 
de muestra en Ilg/ml haciendo referencia a la curva 
de calibrado (59.4.6.2) 

EI contenido de benzocuato de metilo w (mg/kg) se 
obtiene mediante la siguiente f6rmula: 

c x 40 
w= 

m 

Siendo: 

c = Concentraçi6n de benzocuato de metilo de la 
soluci6n de muestra en Ilg/ml. 

m = Masa de la muestra utilizada para el ensayo, 
en gramos. 

59.6 Comprobaci6ri de los resultados. 

59.6.1 Identidad. La identidad del analito se puede 
confirmar mediante una co-cromatografia 0 utilizando 
un detector de red de diodos (diode array), con el que 
se comparan los espectros del extracto de la muestra 
y de la soluci6n de calibrado (59.3.7.3) con un contenido 
de 10 Ilg/ml. 

, 

59.6.1.1 Co-cromatowafia. Reforzar un extraeto de 
muestra aiiadiendole una cantidad apropiada de la solu
ci6n patr6n intermedia (59.3.7.2). La cantidad de ben
zocuato de metilo aiiadida debera ser similar a la can
tidad calculada de benzocuato de metilo hallado en el 
extracto de la muestra. S610 la altura del pico de ben
zocuato de metilo debera aumentar teniendo en cuenta 
tanto la cantidad aiiadida como la diluci6n del extracto. 
La anchura del pico, la mitad de su altura maxinıa, no 
debera variar en ± 10 por 100 respecto de la anchura 
original. 

59.6.1.2 Detecci6n por red de diodos. Los resul
tados se evaluan con arreglo a los siguientes criterios: 

a) La longitud de onda del maximo de absorci6n 
de los espectros de la muestra y del patr6n, registrados 
en el apice del pico cromatogrMico, debe ser la misma, 
dentro de un margen determinado por la resoluci6n del 
detector. En el easo del detector de red de diodos, el 
margen esta situado generalmente en ± 2 nm. 

b) Entre 220 y 350 nm, los espectros de la muestra 
y del patr6n, registrados en el apice del pico croma
togrMico, no deberan ser diferentes para aquellas partes 
del espectro comprendidas entre 10 y 100 por 100 de 
absorci6n relativa. Se cumple este criterio cuendo estan 
presentes los mismos maximos, y en ningun punto obser
vado la desviaci6n entre dos espectros excede del 15 
por 100 de la absorci6n del analito patr6n. 

c) Entre 220 y 350 nm, los espectros de la pen
diente de subida, el apice y la pendiente de bajada del 
pico cromatogrƏfico del extracto de la muestra, no deben 
ser distintos unos de otros en 10 que se refiere a las 
partes del espectro coınprendidas en la gama del 10-100 
por 100 de. absorci6n relativa. Este criterio se cumple . 
cuando estan presentes los misınos maximos y en nin
gun punto observado la desviaci6n entre los espectros 
excede del 15 por 100 de la absorci6n del espectro 
en əl apice del pico. 

Si no se cumple alguno de estos criterios, no se con
firma la presencia del analito. 

59.6.2 . Repetibilidad. La diferencia entre 103 resul
tados de dos determinaciones paralelas lIevadas a cabo .. 
con la misma muestra no debera superar el 10 por 100 
relativo al resultado mas elevado para un contenido de 
benzocuato de metilo comprendido entre 4 y 20 mg/kg. 

59.6.3 Recuperaci6n. La recuperaci6n de la mues
tra en blanco reforzada debera ser al menos del 90 
por 100. 

59.7 Resultados de un ensayo colaborativo. Se ana
lizaron cinco muestras en diez laboratorios. Los analisis 
se efectuaron por duplicado para cada muestra. 

Resultados 

(mg/kg) ........... 
S, mg/kg .......... 
CV, (porcentaje) .. 
SR (mg/kg) ........ 
CVR (porcentaje) .. 

Muestra 
on bıanco 

n.d. 

Recuperaci6n (por·1 
centaJe) ........ "l -

Harina 1 

4,50 
0,30 
6,70 
0.40 
8,90 

92,00 

Granulos Harina 2 Granulos 

4,50 8.90 8,70 
0,20 0,601 0,50 
4.40 6,70i 5.70 
0,50 O,90! 1.00 

11,10 10,10 111.50 

93,00 92,00, 89,00 
~ , __ 

S, Desviaci6n estandar de la repetibilidad. 
CV, 'T Coeficiente de variaci6n de la repetibilidad. 
SR Desviaci6n estandar de la reproducibilidad. 
CVR = Coeficiente d.e variaci6n de la reproducibilidad. 

59.8 Referencias. Directiva 93/117/CEE. «Diario 
Oficial de las Coınunidades Europeas» L 329, de 30 de 
diciembre de 1993. 

60. Determinaci6n de la robenidina 
C/orhidratode l,3-bis [(4-c/orobenciliden) amino] 

guanidina 

60.1 Principio. La muestra se extrae con metanol 
acidificado. Se deseca el extracto y se purifica en una 
columna de 6xido de aluminio una parte alicuota. La 
robenidina se eluye de la columna con metanol, se con
centra y s~ completa hasta un volumen adecuado con 
fase m6vil. EI contenido de robenidina se determina 
mediante cromatografia liquida de alto rendimiento de 
fase inversa (CLAR) empleando un detector ultravioleta. 

Este metodo esta concebido para la determinaci6n 
de la robenidina en los alimentos para animales. EI Hmite 
minimo de determinaci6n es de 5 mg/kg. 

60.2 Material y aparatos. 

60.2.1 Columna de vidrio. Columna de vidrio ambar 
provista de lIave y de un dep6sito de 150 ml de capa
cidad aproximadamente, con un diametro interior de 
10,15 mm y una longitud de 250 mm. 

60.2.2 Agitador oscilante de laboratorio. 
60.2.3 Evaporador rotatorio. 
60.2.4 Equipo de CLAR con detector ultravioleta. de 

longitud de onda variable 0 detector de red de diodos 
que funcio?e en el intervalo 250-400 nm. 

60.2.'1 1 Columna para cromatografia de liquidos: 
300 mm x 4 mm con relleno de 10 Ilm de C ,8 0 equi
valente. 

60.2.5 Papel de filtro de fibra de vidrio (Whatman 
GF/A 0 equivalente). 
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60.2.6 Filtros de membrana de 0,22 ıım. 
60.2.7 Fi!tros de membrarıa de 0.45 ıım. 

60.3 Reactivos. 

60.3.1 Metanol. 
60.3.2 Metanol acidificado. Transferir 4,0 ml de aci

do Cıorhidrico (P2D ca, 1,18 g/ml) a un matraz graduado 
de 500 ml. ənrasar con metanol (58.3.1.) y mezclar. 
Esta soluci6n debe prepamrse antes de ;.;ada uso. 

60.3.3 Acetonitrilo 0'3 ca!idad para CLAR. 
60.34 Təmiz molecular. Tipo 3A, perlas de 8-12 

mallas (perlas de 1,6-2,5 mm, alurnirıosilicato cristalino, 
0,3 mm de diametro de poro). 
. 60.3.5 Oxido de alumınio: acido, grado de activi
dad I para cromatograiia de columna. Transferir 100 
9 de 6xido de aluminio.a un recipierıte apropiado y anadir 
2,0 ml de agua. Tapar y ag:tar durante veirıte minutos 
aproximadamente. Almacenar en uı:ı recipiente bien 
cerrado. 

60.3.6 Soluci6n de potasio dihidr6geno fosfato, c = 
= 0,025 molll. En un matraz aforado de 1.000 ml disol
ver 3.40 9 de potasio dihidr6geno f05fato en agua (de 
calidad para CLAR), enrasar y mezclar. 

60.3.7 Soluci6n de disCJdiohidr6geno fosfato, c = 
= 0,025 molll. En un matraz aforado de 1.000 ml disol
ver 3,55 9 de fosfato monoacido de sodio anhidro (0 
4.45 g. de dihidrato u 8,95 9 de dodccahidrato), enrasar 
y mezclar. 

60.3.8 Fase m6vil de la CLAR MezCıar los reactivos 
siguientes: 

650 ml de acetonitrilo (60.3.3). 
250 ml de agua (de calidad para CLAR). 
50 ml de soluci6n de potasio dihidr6geno fosfato 

(60.3.6). 
50 ml de soluci6n de disodiohidr6geno fosfato 

(60.3.7). 
Filtrar por un filtro de 0,22 ıım (60.2.6) y desgasificar 

la soluci6n (por ejemplo, mediante ," aplicaci6n de ultra
sonidos durante diez minutos). 

60.3.9 Sustancia patr6n. Robenıdina pura: Clorhi
drato de 1.3-bis [(4-clorobencilidan) 3mino) guanidina 
(E 758). 

60.3.9.1 Soluci6n patr6n madre de robenidina: 
300 ~g/ml. Pesar 30 mg de sustancia patr6n de robe
nidina (60.3.9) con precisi6n da 0.1 mg. En un matraz 
aforado de 100 ml disolver en metanol acidificado 
(60.3.2), enrasar con el mismo disolvante y mezclar. 
Envolver əl matraz con papel do aluminio y guardar al 
abrigo de la luz. 

60.3.9.2 Soluci6n patr6n de rQbenidina: 12 ııg/ml. 
Transferir 10,0 ml de la soluci6n patr6n madre (60.3.9.1) 
a un matraz aforado de 250 ml, enrasar con la fase 
m6vil (60.3.8) y mezclar. Envolver al matraz con papel 
de alumin;o y guardar al abrigo de la luz. 

60.3.9.3 Soluci6n da calibrado. Transferir 5,0, 10,0, 
15,0, 20,0 y 25,0 ml de la disoluci6n patron intermedia 
(60.3.9.2) a una serie de matraces aforados de 50 ml. 
Enrasar con fase m6vil (60.3.8) y mezclar. Estas solu
ciones corresponden, respectivamente, a 1,2; 2.4; 3,6; 
4,8 Y 6,0 ııg/ml de. robenidina. Estas soluciones deben 
prepararse antes de cada uso. 

.60.4 Procedimiento. 

Nota: La robenidina es sensible a la luz. Debera uti
lizarse material de vidrio ambar en todas las operaciones. 

60.4.1 General. 

60.4.1.1 Debera analizarse un pienso en blanco 
para cornprobar que no contiene ni robenidina ni sus
tancias interferentes. 

60.4.1.2 Debera efectuarse un ensayo de recupə
racion, qua consistira ən analizar el pienso en blanco 
enriquecido con la adici6n de una cantidad de robenidina 
similar a la que contenga la mu",stra. Para enriquecer 
a un nival de 60 mg/kg, transferir 3,0 ml de la solucion 
patr6n madre (60.3.9.1) a un matraz erlenmeyer de 250 
ml. Evaporar la soluci6n en una corriente de nitr6geno 
hasta que resten 0,5 ml aproximadamente. Anadir 15 
9 de pienso ən blanco, mezCıar y esperar diez minutos 
antes de efectudf !a extracci6n (60.4.2). 

Nota: A efectos del presente m!}todo, el pienso en 
blanco debe ser de tipo similar al de la muestra y no 
debe detectərse robanidina en su analisis. 

60.4.2 Extracci6n. Pesar, con precisi6n de 0,01 g, 
15 9 aproximadamente de la muestra preparada. Trans
ferir a un matraz erlenmeyer de 250 ml y anadir 100,0 
ml de metanol acidificado (60.3.2), tapar y agitar durante 
una hora en el agitador (60.2.2). Filtrar la soluci6n por 
un papel de filtro de fibra de vidrio (60.2.5) y recoger 
todo el filtrado en un matraz erlenmeyer de 150 ml. 
Anadir 7,5 9 de təmiz molecular, tapar y agitar durante 
cinco minutos. Fıltrar inmediatamente por un papel de 
filtro de fibra de vidrio. Conservar esta soluci6n para 
la fasa da purıficaci6n (60.4.3). 

60.4.3 Purificaci6n. 

60.4.3.1 Preparaci6n de la columna de 6xido de 
aluminio. Introducir un pequeno tap6n de fibra de vidrio 
en el extremo inferior de la columna de vidrio. Pesar 
11,0 9 de 6xido de aluminio preparaclo (60.3.5) y trans
ferir a la columna. Durante esta fase, debera procurarse 
reducir al maximo la exposici6n a la atmosfera. Golpear 
suavemente el extremo inferior de la columna cargada 
a fin de que se sedimente .131 6xido de aluminio. 

60.4.3.2 Pıırificaci6n de la muestra. Transferir con 
una pipeta a la columna 5,0 ml del extracto de muestra 
preparado .en el punto 60,4.2. Colocar, la punta de la 
pipeta cerca de i~ pared de la columna y dejar que la 
soluci6n quede absorbida en el 6xido de aluminio. Eluir 
la robenidina de la columna con 100 ml de metanol 
(60.3.1), nıanteniendo un flujo de 2-3 mllminuto, y reco
ger el eluido en un nıatraz redondo de 250 ml. Evaporar 
hasta sequedad la soluci6n de metanol a presion redu
cida y a una temperatura de 40 °C, utilizando un eva
porador rotatorio (60.2.3). Disolver nuevamente el 
residuo ən 3-4 ml. de fase m6vil (60.3.8) y transferir 
cuantitatlvamente a un matraz aforado de _1 0 ml. Lavar 
el matraz con varias porciones de 1-2 ml de fase m6vil 
y transferir los lavados al matraz aforado. Enrasar con 
el mismo disolvente y mezclar. Filtrar una alicuota por 
un filtro de 0.45 Ilm (60.2.7). Conservar esta soluci6n 
para la determinaci6n nıediante CLAR (60.4.4). 

60.4.4 Determinaci6n mediante CLAR. 

60.4.4.1 Parametros. Las condiciones siguientes se 
ofrecen coıno guıa; pueden usarse otras condiciones 
siempre que den los misınos resultados. 

Columna para cromatografia de liquidos (60.2.4.1). 
Fase m6vil CLAR (60.3.8) . 

Flujo: de 1,5 a 2 ını por minuto. 
Longitud de onda del detector: 317 nm. 
Voluınen de inyecci6n: de 20 a 50 ııl. 

Comprobar la estabilidad del sistema cromatogrƏfico 
inyectando varias veces la soluci6n de calibrado 
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(60.3.9.3) con un contenido de 3.6 Ilg/ml. hasta que 
se hayan alcanzado alturas 0 areas de pico y tiempos 
de retenci6n constantes. 

60.4.4.2 Curva de calibrado. Inyectar varias veces 
cada soluci6n de calibrado (60.3.9.3) y medir las alturas 
(areas) de pico para cada concentraci6n. Trazar una cur
va de calibrado empleando las alturas 0 areas medias 
de los picos de las soluciones de calibrado como orde
nadas y las correspondientes concentraciones en Ilg/ml 
como abseisas. 

60.4.4.3 Soluci6n de muestra. Inyectar varias veces 
el extracto de muestra (60.4.3.2), empleando el mismo 
volumen utilizado para las soluciones de 'calibrado y 
determinar la altura (0 area) media de los picos de robe
nidina. 

60.5 Caıculos. A partir de la altura (area) media de 
los picos de robenidina de la soluci6n de muestra, determinar 
la concentraci6n de la soluci6n de muestra en Ilg/ml hacien
do referencia a la curva de calibrado (60.4.4.2). 

EI contenido de robenidina w (en mg/kg) de la mues
tra se obtiene mediante la siguiente formula: 

c x 200 
'w= _=_ 

m 

Siendo: 

c = Concentraci6n de robenidina de la soluei6n de 
muestra Ilg/ml. 

m = Masa, en gramos, de la muestra utilizada para 
el ensayo: 

60.6 Comprobaei6n de los resultados. 

60.6.1 Identidad. La identidad del analito se puede 
confirmar mediante una co-cromatograffa, 0 utilizando 
un detector de red de diodos, mediante el cual se com
paran los espectros del extracto de la muestra y de la 
soluei6n de calibrado (60.3.9.3) con un contenido de 
6,Olıg/ml. 

60.6.1.1 Co-cromatograffa. Reforzar un extracto de 
muestra ariadiendole una cantidad apropiada de soluci6n 
de calibrado (60.3.9.3). La cantidad de robenidina aria
dida debera ser similar a la cantidad calculada de robe
nidina hallada en el extracto de la muestra. 

S610 debera aumentar la altura del pico de robenidina, 
teniendo en cuenta tanto la cantidad ariadida como la 
diluci6n del extracto .. La anchura del pico, a la mitad 
de su altura maxima, debera estar comprendida dentro 
del ± 10 por 100 de la anchura original. 

60.6.1.2 Detecci6n por red de diodos. Los resul
tados se evaluan con arreglo a 108 siguientes criterios: 

a) La longitud de onda a la que se da la absorci6n 
maxima de los espectros de la muestra y del patr6n, 
regis.trados en el apice del pico cromatogrƏfico, debe 
ser la misma dentro de un margen determinado por la 
resoluei6n del detector. En el caso del detector de 
red de diodos, el margen esta situado generalmente 
en ± 2 nm. . 

b) Entre 250 y 400 nm, los espectros de la muestra 
y del patr6n registrados en el apice del pico cromato
grƏfico no deberan ser diferentes para aquellas partes 
del espectro comprendidas entre el 10 Y el 1 00 por 1 00 
de la absorbancia relativa. Este criterio se cumple cuando 
estan presentes los mismos maximos y en ningun punto 
observado la desviaei6n entre los dos espectros excede 
del 15 por 100 de la absorbaneia del analito patr6n. 

c) Entre 250 y 400 nm los espectros de la pendiente 
de subida, el apicey la pendiente de bajada del pico 
del cromatograma del extracto de la muestra no deben 
ser distintos unos de otros en 10 que se refiere a las 

partes del espectro comprendidas entre el 10 Y el 100 
por 100 de absorbancia relativa. Este criterio se cumple 
cuando estan presentes los mismos maximos y en nin
gun punto observado la desviaci6n entre los espectros 
excede del 15 por 100 de la absorbaneia del espectro 
del apice del pico. ' 

Si no se cumple alguno de estos criterios, no se con
firma la preseneia de analito. 

60.6.2 Repetibilidad. Ladifereneia entre los resul
tados de dos terminaciones paralelas lIevadas a cabo 
con la misma muestra no debera superar el 10 por 100 
relativo al resultado mas alto obtenido para contenidos 
de robenidina superiores a 15 mg/kg. 

60.6.3 Recuperaci6n. La recuperaci6n de la mues
tra en Iəlanco reforzada debera ser al menqs del 85 
por 100. 

60.7 Resultados de un ensayo colaborativo. La CEE 
organiz6 un ensayo colaborativo en el que se analizaron 
en 12 laboratorios cuatro muestras de piensos para aves 
y conejos, tanto en forma de harinas como en granulos. 
Se efectuaron anƏlisis duplicados de cada muestra y se 
obtuvieron 105 'siguientes resultados: 

Aves Conejos 

Harina Granulo Harina Granulo 

Media (mg/kg) ......... 27,00 27,99 43,6 40,1 
S, (mg/kg) .............. 1.46 1,26 1.44 1,66 
CV, (porcentaje) ........ 5.4 4,5 3,3 4,1 
SR (mg/kg) ............. 4,36 3,36 4,61 3,91 
CVR (porcentaje) ....... 16,1 12,0 10,6 9,7 
Recuperaei6n (Porcen" 

taje) ................... 90,0 93,3 87,2 80,2 

S, Desviaci6n estandar de la repetibilidad. 
CV, = Coefieiente de variaci6n de la repetibilidad. 
SR = Desviaci6n estandar de la reprodueibilidad. 
CVR = Coefieiente de variaei6n de la reprodueibilidad. 

60.8 Referencias. Directiva 93/117/CEE. «Diario 
Oficial de las Comunidades Europeas» L 329, de 30 de 
diciembre de 1993. . 

\ 

5542 REAL DECRETO 203/1995. de 10 defebrero, 
por el que se aprueba el Reglamento de apli
caci6n de la Ley 5/1984. de 26 de marzo, 
reguladora del derecho de asilo y de la con
dici6n de refugiado, modificada por la Ley 
9/1994. de 19demayo. . 

La Ley 5/1984, de 26 de marzo, reguladora del dere
cho de asilo yde la condici6n de refugiado, modificada 
por la Ley 9/1994,_de 19 de mayo, establece los prin
eipios basicos que han de regir dicha materia en nuestro 
ordenamiento jurfdico. 

En tal sentido, la nueva Ley romite de forma reiterada 
los preceptos de La Convenci6n de Ginebra de 1 951 
y el Protocolo de 1967 sobre el Estatuto de los Refu
giados, y se limita, en el ambito procedimental, a con
figurar el marco general al que ha de ajustarse la tra
mitaei6n de las solieitudes de asilo introduciendo un pro
cedimiento de inadmisi6n a tramite para impedir la uti
lizaei6n fraudulenta con fines de inmigraci6n econ6mica 
del sistema de protecei6n a los refugiados. 


