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QUINTA SECCION
SECRETARIA DE SALUD

NORMA Oficial Mexicana NOM-131-SSA1-2012, Productos y servicios. Formulas
para lactantes, de continuacion y para necesidades especiales de nutricion. Alimentos
y bebidas no alcohdlicas para lactantes y nifios de corta edad. Disposiciones y
especificaciones sanitarias y nutrimentales. Etiquetado y métodos de prueba
(Continua de la Cuarta Seccion)

(Viene de la Cuarta Seccion)
B.7.2.2 Materiales

Mecheros de Bunsen o Fischer.

Abrelatas sanitarios.

Pinzas, espatulas y cucharas.

Charolas.

Pipetas seroldgicas de 10 ml con tapon de algodon.
Pipetas despuntadas o tubos de 8 mm de didmetro con tapon de algodon.
Propipeta o bulbo para pipeta.

Tubos de cultivo de 18 x 150 o de 22 x 175 mm.
Embudos grandes de tallo corto.

Portaobjetos.

Cajas de Petri estériles.

Punzon para latas.

Asa de platino o nicromel en porta-asas.

Cepillo para lavar las latas.

Toallas o gasas estériles.

Solucion de yodo al 4% (en etanol al 70%).
Sistema de anaerobiosis.

Varillas de vidrio de 20 cm de longitud y 3 mm de grueso, dobladas en angulo recto
de 5 cm en uno de sus extremos.

Azul de metileno, cristal violeta o equipo para tincion de Gram.

B.7.3 Aparatos e instrumentos

Autoclave con termémetro o mandmetro.

Horno para esterilizar a 180°C.

Incubadoras con termometro y termostato que evite variaciones > de 0,1°C.
Potenciometro de escala expandida.

Microscopio compuesto.

B.7.4 Preparacion de las muestras
B.7.4.1 Llevar un registro en el laboratorio en donde se anoten:

B.7.4.1.1 El nimero de lote (o sefialar si éste no existe o esta incompleto)

B.7.4.1.2 Todos los datos importantes para la identificacion del producto que aparezcan
en la etiqueta; identificar la muestra en forma indeleble, antes de remover la etiqueta.
Conservar el envase y la etiqueta.
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B.7.4.1.3 Los defectos fisicos que se observen en el envase como abolladuras, golpes
que lo deformen, oxidacién, derrames, defectos aparentes de las cerraduras, abombamiento,
etcétera.

Segun su apariencia externa clasificarlas como sigue:
B.7.4.2 Latas
B.7.4.2.1 Latas planas o normales.

B.7.4.2.2 Abombamiento ligero (Flipper), Grado I. Unicamente uno de los extremos de
la lata se encuentra ligeramente abombado, pero puede comprimirse facilmente.

B.7.4.2.3 Abombamiento elastico (Springer), Grado II. Uno de los extremos se
encuentra abombado; al presionarle el extremo opuesto se abulta.

B.7.4.2.4 Hinchazon (Soft swell), Grado III. Ambos extremos se encuentran abombados,
pero pueden comprimirse o ceden ligeramente a la presion.

B.7.4.2.5 Hinchazon (Hard swell), Grado IV. Ambos extremos se encuentran
abombados y no pueden comprimirse: la lata puede reventar.

B.7.4.3 Frascos de vidrio

B.7.4.3.1 Tapa normal

B.7.4.3.2 Tapa abombada

B.7.4.4 Incubacion de los envases

B.7.4.4.1 Incubacion de productos en envases de apariencia normal.

La prueba mas confiable para determinar la esterilidad comercial es la incubacion del
producto a temperaturas apropiadas y por un tiempo suficiente para que cualquier
microorganismo que se encuentre pueda desarrollarse bajo las condiciones del producto
envasado, dando origen a manifestaciones ya sea en el envase o en el producto. Incubar de
30 a 35°C por 10 a 14 dias.

Observar diariamente los envases. La manifestacion de crecimiento es la hinchazon en
diferentes grados y en los envases de vidrio se pueden observar los cambios en el alimento
o la formacion de burbujas. En cuanto se detecte hinchazon en el producto o cualquier otra
desviacion suspender la incubacion.

Al final del periodo de incubacion, abrir las latas para descubrir descomposicion acida
(flat sour), por cambios en el color, olor, consistencia y pH del alimento. Preparar
extensiones, tefiirlas con azul de metileno o tincion de Gram y observarlas
microscopicamente. El hallazgo de cualquier anormalidad indica que el producto no esta
comercialmente estéril y se debe proceder como para los envases alterados.

B.7.4.4.2 Incubacion de envases sospechosos o alterados

Analizar de inmediato una o varias unidades de la muestra e incubar el resto de las latas
que no presenten alteracion evidente o con abombamiento de grado I de 30 a 35°C por 10 a
14 dias.

Los envases con abombamiento muy evidente no deben incubarse. Aquellas que se
clasifiquen como grado III o IV de no analizarse en el momento, deberan refrigerarse.

B.7.4.5 Apertura de las latas o envases
B.7.4.5.1 Area de trabajo

Se debe trabajar preferentemente en un gabinete de flujo laminar que proporcione un
ambiente ultra-limpio, clase 100 (el equipo debe proveer un ambiente libre de particulas de
0,3 micras con una eficiencia del 99,99% en un flujo de 100 pies 3/min). La desinfeccion
de la superficie de trabajo se puede hacer con alcohol o sales cuaternarias de amonio a la
concentracion recomendada por el fabricante. Posteriormente se debe poner a trabajar el
flujo, 30 min antes de efectuar el trabajo.

Para controlar la eficacia del flujo, se deben poner como testigos cajas con medio de
cultivo abiertas, a los lados y al centro del area de trabajo, durante todo el tiempo que dure
la operacion.
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Si no se tiene el equipo necesario, se puede utilizar un cuarto o cubiculo perfectamente
limpio, lavado con agua y jabon, desinfectandolo con un agente bactericida apropiado. En
este caso se trabajaréd entre dos mecheros Bunsen.

B.7.4.5.2 Personal

El personal debe trabajar con bata limpia. Si tiene el pelo largo, debe usar turbante. El
uso de mascarillas quirargicas es opcional. El personal enfermo con gripe o cualquier otro
problema infeccioso no debe intervenir en el analisis.

B.7.4.6 Preparacion de latas o envases normales
Lavar el envase con un cepillo, usando agua caliente y jabon; enjuagar y dejar secar.

Remojar con un sanitizante durante 10 a 15 min, la tapa contraria a donde esta grabado
el lote. Escurrir el liquido y secar con la flama de un mechero.

Destapar con un abridor de latas sanitario estéril.
En las latas de cierre de anillo o dispositivos abre facil, abrir por la cara opuesta.
B.7.4.6.1 Frascos de vidrio

Lavar la tapa del frasco y sumergirlo durante 15 min en una solucioén sanitizante, de
manera que quede cubierta la tapa; esta solucion puede ser cloro 100 mg/kg. Colocar un
algodon estéril en torno a la tapa y con un punzon estéril hacer un orificio en el centro, a fin
de que se pierda el vacio y pueda abrirse con facilidad. Abrir el frasco sin contaminar los
bordes del mismo.

B.7.4.7 Preparacion de latas o envases alterados

Lavar el envase con un cepillo, con agua caliente y jabon; enjuagar y secar. Si la lata
esta muy inflada, mantener en el refrigerador antes de abrirla. Limpiar y sanitizar la tapa
con una solucion de cloro 100 mg/kg o yodo al 2% en alcohol al 70%; limpiar con una gasa
estéril.

En latas muy infladas de pH muy 4cido, es necesario hacer una prueba para hidrogeno,
con objeto de conocer si el gas se debe a la accion del acido sobre el metal.

Para ello, practicar una pequena puntura en el centro de la tapa y recibir el gas en un
tubo de ensayo invertido; inmediatamente ponerlo sobre la flama. Una pequefia explosion
indica la presencia de hidrégeno. No debe flamearse directamente el orificio de la lata.

Para abrir latas infladas, colocar un embudo invertido con un algodon estéril sobre la
tapa y picar con un picahielo estéril, hasta desalojar el gas antes de abrir la lata.

B.7.5 Procedimiento

Abrir la lata entre dos mecheros Bunsen o en el gabinete de flujo laminar vertical.
Tomar porciones tanto del contenido solido como del liquido; si es posible, homogeneizar.
Utilizando utensilios adecuados a la naturaleza del producto (espatulas, pinzas, tubos de
vidrio, pipetas, etcétera) transferir aproximadamente 2 g o 2 ml del producto a los tubos con
el medio que se va a utilizar, dependiendo del pH del alimento.

Conservar una muestra en un frasco estéril, para cualquier aclaracién o para efectuar
pruebas biologicas. Hacer una extension en un portaobjetos del contenido de la lata, ya que
muchas veces los gérmenes causantes del deterioro mueren durante el almacenamiento y
solo el examen microscopico puede dar una idea de los microorganismos involucrados en la
descomposicion. Preparar las extensiones mediante un asa de platino. Si el alimento es
solido o muy espeso, agregar una pequeia cantidad de agua estéril. Si es muy grasoso,
depositar sobre la extension una pequena cantidad de xilol con posterioridad a su fijacion
por calor.

Una vez tomada la muestra, anotar el estado del alimento: su olor, cambios en su color,
consistencia, etcétera. No debe probarse. Determinar el pH y vaciar el contenido de la lata.
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Observar su interior, anotando el estado del barniz, la presencia de manchas, defectos del
frasco o de la tapa, etcétera.

B.7.5.1 Examen de alimentos envasados de baja acidez (pH > 4,6)

Inocular aproximadamente 2 g o 2 ml, en cada uno de 4 tubos con caldo higado,
previamente calentado a 100°C para expulsar el oxigeno disuelto, y enfriar rapidamente.

Inocular asimismo, 4 tubos de caldo purpura de bromocresol.

Incubar segun el siguiente esquema:

MEDIO DE TUBOS | TEMPERATURA | TIEMPO | INVESTIGACION
CULTIVO
Caldo higado o CCC |2 35°C 96 h/120 | Mesofilicos
h anaerobios
Caldo higado o CCC |2 55°C 24 h/72 h | Termofilicos
anaerobios
Caldo purpura de|2 35°C 96 h/120 | Mesofilicos aerobios
bromocresol h
Caldo parpura de|2 55°C 24 h/48 h | Termofilicos aerobios
bromocresol

Transferir los alimentos liquidos por medio de una pipeta, utilizando un bulbo o
propipeta. jPrecaucion! Tener cuidado al manipular el producto, incluso cuando provenga
de envases aparentemente normales. jLa Toxina botulinica puede estar presente! Observar
los tubos diariamente, hasta el término del tiempo de incubacion si no hay crecimiento en
todos los tubos, descartar e informar como NEGATIVO.

Cuadro 1
DIAGRAMA DEL PROCEDIMIENTO DE CULTIVO PARA ALIMENTOS
ENLATADOS DE
BAJA ACIDEZ (> 4,6)
CULTIV | TEMPERATU | SUBCULTI CULTIV | IDENTIFICACI
(0] RA VO O PURO ON
ORIGINA
L
CH o CCC AN o AHT Crecimien | Frotis Tincion de Gram
y 35°C Aerobico to o CH o | Anaerdbico
CGPB  [96/120h ANo AHT | Creeimien | CCC AN AHT
Anaerobico Frotis Tincion de Gram
CH 0 11
rdle Aerdbico
AN o AHT
CH o CCC AN o AHT Crecimien | Frotis Tincion de Gram
y 55°C Aerbbico to ~|CH o [ Anaerobico
CGPB  [24/72h ANo AHT | Crecimien | CCC o mingion de Gram
Anaerdbico Frotis Aerdbico
CH 0
dle AN o AHT

CH = Caldo Higado de Ternera AN = Agar Nutritivo
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CCC = Caldo Carne Cocida AHT = Agar Higado de Ternera
CGPB = Caldo Parpura de Bromocresol

DIAGRAMA DEL PROCEDIMIENTO DE CULTIVO PARA ALIMENTOS
ENLATADOS ACIDOS (> 4,6)

CULTIVO | TEMPERAT | SUBCULTI CULTIV | IDENTIFICA
ORIGINAL URA VO O PURO CION
AN, ADS o |Crecimien |Frotis Tincion de
CA.CEM  |30°C ADP to CA, CEM | Gram
96/120 h Aerdbico t((3)recimien Frotis Anaerdbico
AN, ADS o AN, ADS o
ADP CA, CEM 1\ pp
Anaerobico Tincion de
Gram
Aerdbico
AN, ADS o
ADP
CA AN Crecimien | Frotis Tincion de
55°C Aerodbico to CA Gram
24/72 h AN Crecimien Frotis Anaerobico
to
Anaerobico CA AN
Tincion de
Gram
Aerdbico
AN

CA = Caldo Acido AN = Agar Nutritivo
CEM = Caldo Extracto de Malta ADS = Agar Dextrosa Sabouraud
ADP = Agar Papa Dextrosa

Si hay crecimiento, hacer frotis y tefiir-resembrar a placas de agar higado de ternera (sin
yema de huevo) o agar nutritivo. Incubar a 35°C y 55°C una placa en aerobiosis y
anaerobico (ver cuadro 1) continuar la incubacion a 35°C de caldo de higado (CH) o caldo
carne cocida (CCC) hasta un maximo de 5 dias y guardar para determinacion de toxina
(cuando proceda).

Observar los agares y seleccionar un niumero representativo de los diferentes tipos de
colonias y resembrar a CH y CCC a la temperatura y las condiciones segun se especifica en
el cuadro 1 (a 35°C por 96 a 120 h y 55°C por 24 a 72 h).

Expulsar el oxigeno inmediatamente antes de utilizar el CH que se va a incubar en
anaerobiosis. Mantener viables los cultivos puros aislados. Hacer tincion de Gram.

B.7.5.1.1 Cuando se presente crecimiento microbiano durante las pruebas para
esterilidad comercial en un enlatado y no haya evidencia de descomposicion del alimento,
efectuar la confirmacion de la siguiente forma:

B.7.5.1.1.1 Obtener cultivos puros de la cepa o cepas encontradas.
B.7.5.1.1.2 Seleccionar otro envase del mismo producto y el mismo lote que el anterior.

B.7.5.1.1.3 En condiciones asépticas, practicar una pequefia perforacion en el extremo
de la lata o cerca del cierre.

B.7.5.1.1.4 Inocular el producto con la cepa por abajo de la superficie.
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B.7.5.1.1.5 Flamear el orificio para crear vacio y sellar asépticamente con soldadura o
un material similar.

B.7.5.1.1.6 Después de inocular, incubar a 30 a 35°C durante 10 dias.
B.7.5.1.1.7 Abrir el enlatado y examinar el producto.

El aspecto del producto debe ser igual al que se observo en el envase de donde se obtuvo
el cultivo. Si en el primer enlatado el producto fue de apariencia normal, pero se obtuvo
crecimiento y en el segundo, inoculado con la flora microbiana aislada del primero, se
encuentra el producto alterado (gas, consistencia diferente, olor, etcétera), debe
considerarse que el primer enlatado era comercialmente estéril y que el crecimiento fue el
resultado de un procedimiento deficiente por el laboratorio. Si se encuentra flora mixta
unicamente en el CGPB, hacer informe de los tipos morfoldgicos. Si hay flora mixta en
CH/CCC entre la cual se incluyan bacilos, hacer prueba toxina. Si se observan tinicamente
bacilos Gram positivo o Gram variable tipicos del género Bacillus o Clostridium investigar
presencia de esporas. En algunos casos las células vegetativas envejecidas pueden dar la
apariencia de Gram negativo y debe considerarse como si fuera Gram positivo. Determinar
la presencia de toxina. Esta prueba la podra realizar un laboratorio oficialmente acreditado
por las autoridades correspondientes.

B.7.5.2 Examen microbiologico de alimentos envasados de acidez alta (pH < 4,6)

Inocular 2 g 0 2 ml de alimento en 4 tubos de caldo 4cido y 2 tubos de caldo extracto de
malta.

Incubar segtn el esquema:

MEDIO DE TUBOS | TEMPERAT | TIEMP INVESTIGACION
CULTIVO URA (0)
Caldo acido 2 30°C 96 h Lactobacilos, hongos 'y
levaduras
Caldo acido 2 55°C 48 h Termofilicos de
descomposicion acida
Caldo extracto de|2 30°C 96 h Lactobacilos, hongos 'y
malta levaduras

B.7.6 Expresion de resultados
B.7.6.1 Envases normales

Conviene extremar los cuidados al efectuar los ensayos, seleccionar las muestras e
interpretar los resultados de las pruebas para demostrar la esterilidad comercial, ya que
cualquier error basado en fallas de manipulacion o interpretacion, puede originar la
destruccion de un lote comercialmente estéril, como contaminado. Al incubar el enlatado o
al recibirse la lata, la presencia de hinchazon, principalmente cuando es muy acentuada,
indica contaminacion microbiana. Estas condiciones deben ser confirmadas demostrando la
presencia de un gran nimero de microorganismos en las extensiones preparadas
directamente a partir del alimento, descubriendo cambios en el aspecto del producto
(consistencia, olor, coloracion anormal) o variaciones en el pH, en comparacion siempre
con un producto normal. Los cultivos se practican por duplicado, cuando hay
contaminacion, en ambos tubos se debe hallar una flora similar a la encontrada en las
extensiones de la muestra original. Encontrar sélo uno de los tubos de cultivo positivo y
otro negativo, puede indicar una contaminacién por manipulaciéon en el laboratorio, a
menos que se compruebe que existe el mismo tipo de flora que en la extension de la
muestra original.

A veces existe alguna dificultad en diferenciar particulas del alimento de
microorganismos. Otras veces las levaduras o lactobacilos participan en la produccion del
alimento, como sucede en algunos productos obtenidos por fermentacion. En estos casos,
aunque ya no sean viables, los microorganismos pueden aparecer en la extension, y sélo la
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experiencia y el conocimiento de los procesos permiten interpretar correctamente los
resultados.

B.7.6.2 Envases alterados, con pH > 4,6.

B.7.6.2.1 Presencia de mesofilicos aerobios

La flora presente en este caso, puede estar constituida por bacilos o ser mixta.
B.7.6.2.1.1 Presencia de bacilos esporulados

Generalmente consiste en esporas termorresistentes de diferentes especies de bacilos.
Regularmente el alimento no presenta alteraciones, ya que las esporas no pueden
desarrollarse en condiciones de anaerobiosis; sin embargo, se han encontrado alteraciones
producidas por bacilos con esporas resistentes (Bacillus mesentericus y Bacillus subtilis),
en alimentos de acidez media, con tratamiento térmico adecuado, pero con vacio
incompleto. También se ha encontrado Bacillus 3 nigrificans, en conservas de betabeles
con ennegrecimiento del producto.

B.7.6.2.1.2 Presencia de flora mixta

La presencia de flora mixta se debe generalmente a la penetracion de gérmenes, con
posterioridad al proceso térmico, actuando como vehiculo el agua de enfriamiento. La flora
que se observa puede ser muy variada.

La penetracion de los gérmenes se debe a defectos en las cerraduras, que permiten el
paso de los microorganismos. Las latas generalmente se encuentran infladas y pueden
mostrar defectos o derrames.

El pH y el aspecto del producto varian.
B.7.6.2.2 Presencia de mesofilicos anaerobios

Consiste de anaerobios del género Clostridium, entre los que se encuentran B.
sporogenes, B. putrificans, C. hystoliticum, C. bifermentans, C. perfringens y C. botulinum;
este ultimo es el de mayor importancia sanitaria, por producir una toxina muy potente. Las
latas pueden estar parcialmente infladas y el producto parcialmente digerido; el olor es
putrido. El pH aumenta. En este caso, es necesario practicar la prueba en animales, tanto
del producto como del filtrado del cu1t1V0 para investigar la presencia de la toxina. Esta
prueba la podra realizar un laboratorio oficialmente acreditado por las autoridades
correspondientes.

B.7.6.2.3 Presencia de termofilicos aerobios

Consta de bacilos termofilicos estrictos o facultativos, que poseen esporas muy
resistentes al calor (especie tipo B. stearothermophilus, causante de la descomposicion
acida flat sour). Las latas son planas, sin alteracion y con marcado aumento de la acidez del
producto; puede haber olor anormal o enturbiamiento del liquido.

B.7.6.2.4 Termofilicos anaerobios
Pertenecen también al género Clostridium, con esporas muy resistentes al calor.

La especie tipo C. thermosaccharolyticum, es un anaerobio estricto no productor de
sulfhidrico; las latas se encuentran infladas.

Otro tipo de descomposicion poco comun, puede ser causada por C. nigrificans, que
produce sulthidrico con ennegrecimiento del producto.

B.7.6.3 Interpretacion de resultados en alimentos de acidez alta
B.7.6.3.1 Presencia de mesofilicos aerobios

B.7.6.3.1.1 Presencia de Lactobacillus. La descomposicion por bacterias acidiricas no
formadoras de esporas, puede deberse a varias especies del género Lactobacillus. Se han
aislado L. lycoperci, L. pentoaceticus, L. menitipolum'y L. pleofructi.

B.7.6.3.1.2 Presencia de levaduras. El hallazgo de levaduras indica falta de
procesamiento. Las latas contaminadas generalmente se presentan muy hinchadas y el olor
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del producto es caracteristico de levadura (olor 4cido). Entre las levaduras se han aislado
esporas del género Torula.

B.7.6.3.1.3 Presencia de hongos. Otro tipo de descomposicién puede ser causada por
hongos como Byssochlamys fulva, que forma esporas muy resistentes al calor. Se han
encontrado también algunas cepas de Penicillium; en estos casos generalmente las latas se
encuentran planas, sin alteracion y el hongo crece en la superficie del producto.

B.7.6.3.2 Mesofilicos anaerobios

Clostridium pasteurianum causa una descomposicion poco frecuente, en que las latas se
encuentran infladas y con olor butirico. Si se sospecha este tipo de contaminacion, sembrar
un tubo con medio o caldo acido en anaerobiosis a 35°C.

B.7.6.3.3 Termofilicos aerobios

La descomposiciéon por termofilicos aerobios produce el tipo flat-sour, o sea la
descomposicion acida. Las latas se encuentran planas y se observan cambios en el vacio;
entre los gérmenes causantes estd  B. coagulans, que es el responsable de la
descomposicion de productos derivados del jitomate y de la produccion de grumos de leche
evaporada.

B.7.6.3.4 Termofilicos anaerobios

La descomposicion por termofilicos anaerobios es poco frecuente en productos acidos.
La producen anaerobios butiricos.

En productos de acidez muy alta, con pH inferior a 3,7, como col agria, encurtidos,
etcétera, la descomposicion puede deberse a las bacterias ya sefialadas, pero generalmente
la acidez inhibe el desarrollo de gérmenes. En muchos casos, la hinchazén de la lata se debe
a causas quimicas, por formacién de hidrégeno.

B.7.6.4 Observaciones generales

Algunas veces se pueden encontrar cultivos negativos, procedentes de latas anormales, o
de latas normales con productos descompuestos. Esto puede deberse a que la alteracion
ocurrié antes del procesamiento térmico del enlatado y han muerto los microorganismos
que la originaron, o bien a que en un producto contaminado, los gérmenes murieron al
agotarse el oxigeno o los nutrientes.

En estos casos, un examen microscopico del producto puede ayudar al diagnostico.
METODOS FISICOQUIMICOS

B.8 DETERMINACION DE CADMIO, ARSENICO, PLOMO, ESTANO,
COBRE, FIERRO, ZINC Y MERCURIO EN ALIMENTOS, AGUA POTABLE Y
AGUA PURIFICADA POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION
ATOMICA

B.8.1 Fundamento

El método de absorcion atdmica se basa en hacer pasar un haz de luz monocromatica de
una frecuencia tal que puede ser absorbido por el analito que se encuentra presente en
forma de vapor atomico. La medida de la intensidad luminosa antes y después de su paso
por el vapor atomico permite determinar el porciento de absorcion. La cantidad de
absorcion aumenta con la concentracion de los atomos en el medio absorbente, es decir, la
medida de la absorcion aumenta con la concentracion del elemento en la muestra, ya sea
que esté en su condicion original o sujeta a pretratamiento.

B.8.2 Reactivos y materiales
B.8.2.1 Reactivos
=  Soluciones estandares de referencia certificadas de cada uno de los metales.

=  Agua, debe ser destilada deionizada, con un grado maximo de conductividad de 1
pumho/cm a 25°C.

=  Acido nitrico (densidad especifica 1,41), grado suprapuro.
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Acido nitrico (densidad especifica 1,41), contenido de mercurio muy bajo.
Acido perclorico (densidad especifica 1,67), grado suprapuro.

Acido clorhidrico (densidad especifica 1,19), grado suprapuro.

Acido sulfurico (densidad especifica 1,84), grado suprapuro.

Acido sulfarico 1 N a partir de la solucion grado suprapuro.

Acido nitrico 65% v/v grado RA.

Peréxido de hidrogeno (densidad especifica 1,12).

Hidroxido de sodio granalla reactivo RA.

Aire comprimido seco y limpio.

Gases: acetileno, 0xido nitroso, argén y nitrégeno, grado absorcioén atomica.

Solucion de nitrato de magnesio hexahidratado al 7% p/v. Disolver 70 g de
Mg(NO3)2.6H20 en 1000 ml de HC1 1 N.

Acido clorhidrico 1 N. Diluir 8,3 ml de HCI y llevar a 100 ml de agua.

Acido nitrico al 50% v/v. Diluir 50 ml de HNO3 al 65% v/v grado suprapuro en 50
ml de agua.

Acido clorhidrico 8 M. Diluir 66,0 ml de HCl y llevar a 100 ml con agua.
Acido clorhidrico 0,5 N. Diluir 4,15 ml de HCl y llevar a 100 ml con agua.

Solucion de yoduro de potasio al 15% p/v. Disolver 15 g de KI en 100 ml de agua
(esta solucion debe prepararse en el momento de usarse).

Solucion de yoduro de potasio al 20% p/v. Disolver 20 g de KI en 100 ml de agua
(esta solucion debe prepararse en el momento de usarse).

Solucién de cloruro de potasio (10 mg/ml de K). Disolver 1,91 g de KCl en agua y
diluir a 100 ml con agua.

Solucion de nitrato de magnesio al 50% p/v. Disolver 50 g de Mg(NO3)2.6H20 en
100 ml de agua.

Solucién de éacido clorhidrico al 1,5% p/v. Diluir 1,5 ml de HCI en 100 ml de agua
destilada deionizada.

Solucion de hidroxido de sodio al 1% p/v. Pesar 1 g de hidroxido de sodio y diluir a
100 ml con agua destilada deionizada.

Solucion de borohidruro de sodio al 4% p/v en solucion de hidréxido de sodio al 1%
p/v. Pesar 4 g de borohidruro de sodio en 100 ml de una solucion de hidroxido de
sodio al 1% p/v. Filtrar al vacio.

Solucion reductora para mercurio. Mezclar 50 ml de acido sulfirico concentrado
con aproximadamente 300 ml de agua. Enfriar a temperatura ambiente y disolver 15
g de cloruro de sodio, 15 g de sulfato o cloruro de hidroxilamina y 25 g de cloruro o
sulfato estanoso en solucion. Diluir a 500 ml.

Solucién de dilucion para mercurio. En un matraz de 1 1, conteniendo de 300 a 500
ml de agua destilada deionizada, agregar 58 ml de acido nitrico concentrado de muy
baja concentracion de mercurio y 67 ml de 4cido sulfurico concentrado. Diluir al
volumen con agua.

Solucién de trabajo de As de 1 pg/ml. Diluir 1 ml de la solucién patrén de 1000
pug/ml a 1 1 con 4cido sulfarico 1 N preparada a partir de la solucién grado
suprapuro. Preparar fresca cada dia.

B.8.2.2 Materiales

Matraces Kjeldahl de 500 ml y 800 ml.

Sistema de reflujo con refrigerante.
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Crisoles Vycor de 40 a 50 ml de capacidad.

Crisoles de platino de 40 a 50 ml de capacidad.

Matraces Erlenmeyer de diferentes capacidades.

Matraces volumétricos de diferentes capacidades.

Matraces redondos de fondo plano de 50 ml.

Bombas Parr.

Micropipetas o pipetas de Eppendorf de diferentes capacidades.
Puntas de pléstico para micropipetas.

Papel filtro Whatman No. 2.

Perlas de ebullicion.

Varillas de plastico.

Tubos de ensayo graduados de propilen o propileno de 15 ml.
Recipientes de propilen o propileno.

Embudos de filtracion de diferentes capacidades.

Material comun de laboratorio.

Todo el material utilizado debe someterse a lavado de acuerdo con las siguientes
instrucciones:

- Eljabon que se use debe ser de preferencia neutro.
- Enjuagar perfectamente con agua corriente.

- Sumergir el material de vidrio o C{leist.ico en un recipiente (de preferencia
plastico) que contenga una solucion de 4cido nitrico grado RA al 30%.

- Dejarlo tapado y reposando por un lapso de 24 h.

- Quitar el exceso de 4acido nitrico con varios enjuagues (5 o 6 veces) con agua
deionizada.

- Dejar escurrir y secar.
- Guardar en cuanto esté seco para evitar contaminacion por particulas en el aire.

B.8.3 Aparatos e instrumentos
B.8.3.1 Aparatos

Lamparas de catodo hueco o de descarga sin electrodos para determinar arsénico,
cadmio, cobre, estaiio, fierro, mercurio, plomo y zinc.

Fuente de radiofrecuencia en caso de usar lamparas de descarga.

Automuestreador y recirculador de agua.

Placa de calentamiento con regulador que alcance una temperatura de 400 a 450°C.
Horno de microondas.

Autoclave que alcance 121 &+ 5°C o 15 Ib de presion.

Centrifuga de laboratorio capaz de mantener 1600 rpm.

B.8.3.2 Instrumentos

Los instrumentos que a continuacion se indican deben estar calibrados y ajustados antes
de su operacion.

Espectrometro de absorcion atdmica equipado con los accesorios para flama, horno
de grafito, generador de hidruros o vapor frio, dependiendo del método a seguir.

Balanza analitica con sensibilidad de 0,1 mg.
Mufla capaz de mantener una temperatura de 550 + 10°C.
Horno de calentamiento (estufa) con intervalo de temperatura de 120 + 5°C.
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B.8.4 Preparacion de la muestra

B.8.4.1 Digestion para la determinacion de Cadmio, Cobre, Hierro, Plomo y Zinc.
B.8.4.1.1 Digestion por via himeda.

B.8.4.1.1.1 Pesar con precision de + 0,1 mg, una cantidad apropiada de muestra.

Para la determinacion por el método de absorcion por flama pesar como maximo 40 g de
jugo o bebida, 20 g de alimentos que contengan del 50 al 75% de agua y 10 g de alimentos
solidos o semisolidos. Limite el contenido de grasa o aceite a un maximo de 4 g y el total
de materia orgénicaa 5 g.

~ B.8.4.1.1.2 Afadir 10 ml de 4cido nitrico concentrado y dejar reposar toda la noche o
iniciar directamente la digestion.

B.8.4.1.1.3 Usar matraz de Kjeldhal o matraz conectado al sistema de refrigerantes.
B.8.4.1.1.4 Calentar suavemente.

B.8.4.1.1.5 Digerir la muestra 3 h o mas tiempo si es necesario (algunas muestras
requieren la adicion de mayor cantidad de acido nitrico) hasta la aparicion del color
traslucido, si queda dmbar, adicionar perdxido de hidrégeno gota a gota con agitacion
continua (reaccidon exotérmica).

B.8.4.1.1.6 Enfriar.
B.8.4.1.1.7 Recuperar, filtrar y llevar a un volumen conocido en matraz volumétrico.

B.8.4.1.1.8 Correr un blanco de reactivos y muestra fortificada por cada serie de
digestion.

B.8.4.1.1.9 Leer en el aparato de eleccion (espectrometro de absorcién atdémica por
flama u horno de grafito).

B.8.4.1.2 Digestion por via seca.
B.8.4.1.2.1 Pesar con precision de + 0,1 mg, una cantidad apropiada de muestra.

Para la determinacién por el método de absorcion por flama pesar como maximo 40 g de
jugo o bebida, 20 g de alimentos que contengan del 50 al 75% de agua y 10 g de alimentos
solidos y semisoélidos. Limite el contenido de grasa o aceite a un maximo de 4 g y el total
de materia organicaa 5 g.

B.8.4.1.2.2 Afiadir 10 ml de acido nitrico concentrado y dejar reposar toda la noche o
iniciar directamente la digestion. En productos con alta concentracion de proteinas
adicionar una solucion de nitrato de magnesio al 7,0% p/v y mezclar completamente, llevar
a sequedad aproximadamente durante 6 h en estufa a una temperatura de 90 a 95°C.

B.8.4.1.2.3 Colocar la muestra en una mufla y elevar la temperatura lentamente de 2 a
4°C por minuto hasta 350°C. Mantener la temperatura hasta que cesen los humos.

B.8.4.1.2.4 Elevar gradualmente la temperatura de 500 a 550°C para evitar que la
muestra se incinere y mantener esa temperatura durante 16 h o toda la noche.

B.8.4.1.2.5 Apagar la mufla y dejar enfriar.

B.8.4.1.2.6 Un segundo paso de calcinacion puede ser requerido para remover algunos
residuos de carbon, mediante el siguiente procedimiento:

Lavar las paredes del crisol con 2 ml de 4cido nitrico al 50%. Colocar la muestra en una
placa de calentamiento puesta a 120°C para remover el exceso de dcido. Colocar la muestra
en una mufla fria y elevar la temperatura gradualmente de 500 a 550°C, manteniéndola por
el tiempo necesario. Repetir este procedimiento cuantas veces sea necesario hasta que
quede libre de carbon remanente.

B.8.4.1.2.7 Disolver las cenizas completamente en 5 ml de 4cido clorhidrico 1 N,
transferir la muestra disuelta a un tubo de propileno o a un matraz de volumen conocido,
enjuagar el crisol con dos alicuotas de 5 ml de acido clorhidrico 1 N y transferir al mismo
tubo o matraz para obtener un volumen de 15 ml en el primero y ﬁevar al aforo en el
segundo, tapar y mezclar, si existe presencia de particulas o materia insoluble, filtrar en
papel Whatman No. 2, antes de la determinacion.
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B.8.4.1.2.8 Correr un blanco de reactivos y muestra fortificada por cada serie de
digestion.

B.8.4.1.2.9 Leer en el aparato de eleccion (espectrometro de absorcion atdmica: flama u
horno de grafito).

B.8.4.2 Digestion por via himeda para la determinacion de Estafio.
B.8.4.2.1 Proceder igual que en el punto (B.8.4.1.1.1).

B.8.4.2.2 No adicionar acido nitrico si no se lleva a cabo la digestion total en el mismo
dia.

B.8.4.2.3 Adicionar 30 ml de &cido nitrico concentrado al matraz y calentar suavemente
por 15 min en campana para iniciar la digestion, evitando una excesiva produccion de
espuma.

B.8.4.2.4 Hervir suavemente hasta tener un remanente de 3 a 6 ml o hasta que la muestra
empiece a secarse en el fondo. No dejar que la muestra se calcine.

B.8.4.2.5 Retirar la muestra del calor.
B.8.4.2.6 Al mismo tiempo correr dos blancos de reactivos.

B.8.4.2.7 Adicionar 25 ml de 4&cido clorhidrico concentrado, calentar suavemente
durante aproximadamente 15 min, hasta que todo el cloro sea liberado. Aumentar la
temperatura gradualmente hasta ebullicion.

B.8.4.2.8 Evaporar hasta obtener de 10 a 15 ml, usando un matraz similar con 15 ml de
agua como patron de volumen.

B.8.4.2.9 Adicionar aproximadamente 40 ml de agua.
B.8.4.2.10 Agitar y pasar a un matraz de 100 ml y enjuagar con 10 ml de agua.

B.8.4.2.11 Cuando el 4cido clorhidrico esta presente en la digestion, las muestras se
pueden quedar toda la noche o por mas tiempo.

B.8.4.2.12 Agregar 1 ml de solucion de cloruro de potasio en cada matraz.
B.8.4.2.13 Enfriar a temperatura ambiente.

B.8.4.2.14 Diluir con agua y agregar mas agua para compensar el volumen de grasa en el
matraz.

B.8.4.2.15 Mezclar perfectamente y filtrar de 30 a 50 ml a través de un papel filtro
Whatman No. 2 y recoger el filtrado en un recipiente de propileno, polipropileno o
polietileno.

B.8.4.2.16 No filtrar los blancos. Tapar las botellas durante el andlisis. Las soluciones
son estables por varios meses.

B.8.4.2.17 Correr un blanco de reactivos y muestra fortificada por cada serie de
digestion.

B.8.4.2.18 Leer en el aparato de eleccion (espectrometro de absorcion atomica: flama u
horno de grafito).

B.8.4.3 Digestion por via himeda para la determinacion de Hg.

B.8.4.3.1 Sistema de reflujo.

B.8.4.3.1.1 Pesar con precision de = 0,1 mg, la cantidad apropiada de muestra,
dependiendo el tipo de ésta, en un matraz de digestion y adicionar perlas de ebullicion.

B.8.4.3.1.2 Conectar el matraz al sistema de reflujo y agregar poco a poco la cantidad
necesaria de acido nitrico concentrado y calentar durante media hora o hasta que no se
observen cambios en la digestion.

B.8.4.3.1.3 Dejar enfriar y agregar una mezcla de 4cido nitrico y acido sulfurico
concentrados (1 + 1).
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B.8.4.3.1.4 Calentar y agregar mas acido nitrico gota a gota sobre las paredes del
recipiente, hasta que el color obscuro de la solucion desaparezca.

B.8.4.3.1.5 Enfriar.

B.8.4.3.1.6 Si existe grasa o cera filtrar la solucion.

B.8.4.3.1.7 Correr un blanco de reactivos y muestra fortificada por cada serie de
digestion.

B.8.4.3.1.8 Leer en el aparato de eleccion (espectrometro de absorcion atomica de vapor
frio).

B.8.4.3.2 Sistema cerrado.

B.8.4.3.2.1 Pesar con precision de = 0,1 mg, la cantidad apropiada de muestra,
dependiendo el tipo de ésta, en el recipiente de digestion.

B.8.4.3.2.2 Agregar la cantidad necesaria de acido nitrico concentrado.
B.8.4.3.2.3 Tapar y sellar perfectamente el recipiente de digestion.

B.8.4.3.2.4 Si el recipiente de digestion es un matraz Erlenmeyer, colocar éste en una
autoclave a 15 Ib por 30 min. Si se utiliza bomba Parr, calentar en parrilla controlando la
temperatura a un maximo de 300°C por 30 min.

B.8.4.3.2.5 Enfriar a temperatura ambiente.

B.8.4.3.2.6 En caso de que la digestion no sea completa adicionar peroxido de hidrogeno
y repetir la digestion.

B.8.4.3.2.7 Filtrar en caso de que exista grasa o cera y analizar el contenido de Hg.

B.8.4.3.2.8 Correr un blanco de reactivos y muestra fortificada por cada serie de
digestion.

B.8.4.3.2.9 Leer en el aparato de eleccion (espectrometro de absorcion atomica de vapor
frio).

B.8.4.4 Digestion para la determinacion de As.
B.8.4.4.1 Digestion por via himeda-seca.

B.8.4.4.1.1 Proceder como en el punto (B.8.4.3.2) hasta que la digestion sea completa y
posteriormente continuar con los siguientes pasos.

B.8.4.4.1.2 Con una pipeta tomar una alicuota de la solucion de muestra digerida y
colocarla en un crisol Vycor o vaso de precipitados.

B.8.4.4.1.3 Afadir 1 ml de solucion de nitrato de magnesio al 7% p/v y calentar en una
parrilla a temperatura baja, hasta sequedad.

B.8.4.4.1.4 Incrementar el calor de la placa a un méaximo de 375°C.

B.8.4.4.1.5 Colocar el matraz en la mufla a 450°C para oxidar cualquier residuo de
carbon y descomponer el exceso de nitrato de magnesio, por un tiempo mayor o igual a 30
min.

B.8.4.4.1.6 Enfriar y disolver el residuo en 2 ml de acido clorhidrico 8 M.

B.8.4.4.1.7 Anadir 0,1 ml de yoduro de potasio al 20% p/v para reducir el As(V) a
As(IID).

B.8.4.4.1.8 Dejar reposar por un tiempo mayor a 2 min y transferir a un matraz y llevar
al aforo con agua.

B.8.4.4.1.9 Correr un blanco de reactivos y muestra fortificada por cada serie de
digestion.

B.8.4.4.1.10 Leer en el aparato de eleccion (espectrémetro de absorcidon atdbmica con
adaptacion para horno de grafito o generador de hidruros).

B.8.4.4.2 Digestion por via seca.
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B.8.4.4.2.1 Pesar con precision de + 0,1 mg, la cantidad necesaria de muestra en un
crisol Vycor o de platino.

B.8.4.4.2.2 Anadir el volumen necesario de nitrato de magnesio al 50% p/v.

B.8.4.4.2.3 Homogeneizar con una varilla limpia de plastico extendiendo la mezcla en el
crisol.

B.8.4.4.2.4 Colocar la muestra en una mufla subiendo gradualmente la temperatura hasta
300°C por 2 h. Posteriormente subir gradualmente la temperatura hasta 500°C por 16 h o
durante toda la noche.

B.8.4.4.2.5 Enfriar a temperatura ambiente y humedecer las cenizas con &cido nitrico al
50% v/v.

B.8.4.4.2.6 Calentar en parrilla hasta la eliminacion del acido.

B.8.4.4.2.7 Llevar los crisoles a una mufla elevando gradualmente la temperatura de 23
a 500°C, manteniendo ésta 30 min hasta evaporacion total.

B.8.4.4.2.8 Transferir las cenizas del crisol a un matraz aforado usando una porcion de
10 ml de acido clorhidrico 0,5 N.

B.8.4.4.2.9 Enjuagar los crisoles con 5 ml de agua destilada y transferir al matraz, afiadir
1 ml de solucién de yoduro de potasio al 15% y mezclar.

B.8.4.4.2.10 Dejar reposar durante 15 min y llevar al aforo.

B.8.4.4.2.11 Correr un blanco de reactivos y muestra fortificada por cada serie de
digestion.

B.8.4.4.2.12 Leer en el aparato de eleccion (espectrometro de absorcion atomica con
adaptacion para horno de grafito o generador de hidruros).

B.8.4.5 Digestion para la determinacion de cadmio, arsénico, plomo, estafo, cobre,
hierro, zinc y plata por horno de microondas.

Pesar con precision de + 0,1 mg, 0,5 g como maximo de muestra, afiadir 6 ml de acido
nitrico concentrado y 2 ml de agua oxigenada al 30%, cerrar perfectamente el envase de
reaccion y proceder segun el manual del fabricante.

B.8.5 Procedimiento
B.8.5.1 Espectrometria de absorcion atomica por flama.

B.8.5.1.1 Calibracién. Es necesario comprobar que se tiene una calibracion inicial y
periodica aceptable.

B.8.5.1.1.1 Se inicia la configuracion operacional del instrumento y en el sistema de
adquisicion de datos. Permitir un periodo no menor a 30 min para el calentamiento de las
lamparas de descarga sin electrodos.

B.8.5.1.1.2 Se debe verificar la estabilidad del instrumento mediante el andlisis de una
solucion estandar 20 veces mas concentrada que el limite de deteccion del instrumento
(LDI) para el analito, leida un minimo de cinco veces y calculando la desviacion estandar
resultante, la cual debe ser menor al 5%.

B.8.5.1.1.3 El instrumento debe calibrarse para el analito a determinar usando el blanco
de calibracion y los estandares de calibracion preparados a 3 o 4 niveles de concentracion
dentro del intervalo dinamico de concentracion del analito.

B.8.5.1.1.4 Ajustar el instrumento a O con el blanco de calibracion. Introducir los
estandares de calibracion del analito de menor a mayor concentracion y registrar al menos
tres réplicas de la absorbancia de cada uno.

B.8.5.1.1.5 Elaborar una curva de calibracion graficando absorbancia en funcién de la
concentracion.

Lo anterior puede llevarse a cabo en equipos que se programan directamente, en los
cuales solo es necesario introducir los estandares y marcar su concentracion teorica.
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B.8.5.1.2 Operacion del instrumento.

El desempefio del instrumento se verifica mediante el empleo de blancos de calibracion,
estandares de calibracion y una muestra de control de calidad (MCC).

B.8.5.1.2.1 Después de que se ha realizado la calibracion, se debe verificar que el
instrumento trabaje adecuadamente para el analito. Para ello se analiza una muestra de
control de calidad. Si las mediciones varian en + 10% o mads, al valor establecido para la
MCC, el analisis debe interrumpirse y buscar la posible causa de error, el instrumento se
debe recalibrar y verificar la nueva calibracion.

B.8.5.1.2.2 Para verificar que el instrumento no presenta variacion, por cada 10 anélisis
se debe analizar el blanco de calibracién y un punto intermedio de la curva de calibracion.
Si el valor verdadero del analito difiere +£ 10% o mas, el instrumento debe recalibrarse. Si el
error persiste debe identificarse el problema y corregirse.

Si la matriz de la muestra es responsable de la variacion o afecta la respuesta del analito
puede ser necesario trabajar por adiciones estandar.

B.8.5.1.2.3 La demostracion de la operatividad inicial del instrumento se hace
estableciendo los limites de deteccion del método (LDM) para el analito y el intervalo de
calibracion lineal. Para determinar el LDM se usa un blanco de reactivos fortificado con
una concentracion del analito equivalente de 2 a 5 veces el limite de deteccion estimado. Se
hacen al menos 4 réplicas de lectura de absorbancia del blanco de reactivos fortificado
procesado a través de todo el método analitico. Los LDM se calculan de acuerdo con:

LDhI=¢x3
En donde:

t = valor de la "t" de Student a un intervalo de confianza de 95% y una desviacion
estandar estimada para n-1 grados de libertad. t = 3,14 para 7 réplicas.

s = desviacion estandar de las réplicas del anélisis.

_ El intervalo lineal de calibracion se establece a partir de por lo menos 4 estandares de
diferente concentracién, uno de los cuales debe estar proximo al limite superior del
intervalo lineal.

B.8.5.1.3 Determinacion

B.8.5.1.3.1 Ajustar el instrumento de absorcién atdmica en las condiciones adecuadas
para la determinacion del analito de acuerdo con las indicaciones del manual del
instrumento.

B.8.5.1.3.2 Introducir el blanco de reactivos y la muestra a analizar y registrar los
valores de absorbancia. Se debe analizar al menos un blanco de reactivos con cada grupo de
muestras. Los valores obtenidos ponen de manifiesto la calidad de los reactivos usados y el
grado de contaminacién del laboratorio.

B.8.5.1.3.3 En los equipos que pueden programarse, la lectura obtenida da directamente
la concentracion del elemento en las unidades de concentracion utilizadas.

B.8.5.1.3.4 Se debe analizar al menos un blanco de reactivos fortificado para cada grupo
de muestras. Se calcula la exactitud como el porciento de recuperacion (de acuerdo con el
apartado B.8.5.1.3.6).

B.8.5.1.3.5 Se debe fortificar al menos una muestra por grupo o el 10% de ellas lo que
resulte mayor. La concentracion afiadida debe ser de aproximadamente 0,1 unidades de
absorbancia.

B.8.5.1.3.6 Se debe calcular el porciento de recuperacion para el analito, de acuerdo con:

M-C o iom

YR ecuperacidn =

En donde:
CM = Concentracion de la muestra fortificada
C = Concentracion de la muestra
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CA = Concentracion equivalente de analito afiadido a la muestra.

Si la recuperacion del analito en la muestra fortificada estd fuera del intervalo
previamente establecido y el blanco de reactivos fortificado esta correcto, puede existir un
problema relacionado con la matriz de la muestra. Los datos se deben verificar por el
método de las adiciones estandar.

B.8.5.2 Espectrometria de absorcion atomica por horno de grafito.
B.8.5.2.1 Calibracion
B.8.5.2.1.1 Proceder de acuerdo con los puntos (B.8.5.1.1.1 a B.8.5.1.1.4).

B.8.5.2.1.2 Elaborar una curva de calibracion graficando area de pico o altura maxima
contra concentracion del analito.

La calibracion mediante el uso de una computadora o una calculadora basada en el
ajuste sobre los datos de concentracion respuesta es aceptada.

Lo anterior puede llevarse a cabo en equipos que se programan directamente, en los
cuales solo es necesario introducir los estandares y marcar su concentracion teorica.

B.8.5.2.2 Operacion del instrumento.
B.8.5.2.2.1 Proceder de acuerdo con (B.8.5.1.2.1 a B.8.5.1.2.3).
B.8.5.2.3 Determinacion

B.8.5.2.3.1 Ajustar el instrumento de absorcion atomica en las condiciones adecuadas
para la determinacién del analito, de acuerdo con las recomendaciones del manual del
mstrumento.

El programa de temperaturas para el horno de grafito puede variar dependiendo de la
matriz de la muestra. En el caso de existir interferencias no especificas (absorcion
molecular o dispersion de la luz), se recomienda consultar la bibliografia existente en
cuanto a los métodos disponibles para eliminarlas, asi como en el caso de interferencias de
matriz.

B.8.5.3 Espectrometria de absorcion atémica por generador de hidruros.
B.8.5.3.1 Calibracion
B.8.5.3.1.1 Proceder de acuerdo con los puntos (B.8.5.1.1.1 a B.8.5.1.1.4).

B.8.5.3.1.2 A partir de la solucion estandar de As de 1000 mg/1, preparar una solucién de
As de 1 mg/l en acido clorhidrico de concentracion apropiada al método. Trazar una curva
de calibracion de absorbancia (maximo de la altura de pico) en funcion de la concentracion
del analito para un intervalo de concentraciéon de 0 a 10 pg/l de As bajo las mismas
condiciones de la matriz de la muestra.

B.8.5.3.2 Operacion del instrumento.
B.8.5.3.2.1 Proceder de acuerdo con los puntos (B.8.5.1.2.1 a B.8.5.1.2.3).
B.8.5.3.3 Determinacion

B.8.5.3.3.1 Ajustar el instrumento de absorcién atdmica en las condiciones adecuadas
para la determinacion de As: longitud de onda de 193,7 nm y lampara de descarga sin
electrodos. Colocar y ajustar la celda de absorcion de acuerdo con el manual del fabricante.
Ajustar el flujo de gas (nitrogeno o argon).

B.8.5.3.3.2 Ajustar a 0 de absorbancia con el blanco de calibracion de &cido clorhidrico
al 1,5% siguiendo las instrucciones del manual del fabricante.

B.8.5.3.3.3 Optimizar con un estandar de calibracion la respuesta del instrumento al
analito (por lo general, 10 ml de una solucion de 5 pg/l de As da una absorbancia de 0,2),
ajustando el tiempo de purga I, el tiempo de reaccion y el tiempo de purga II.

B.8.5.3.3.4 Tomar un volumen conocido de la muestra dirigida y seguir el mismo
procedimiento que con los estdndares de calibracion.

B.8.5.4 Espectrometria de absorcion atémica por vapor frio.
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B.8.5.4.1 Calibracion
B.8.5.4.1.1 Proceder igual que en los puntos (B.8.5.1.1.1 a B.8.5.1.1.4.).

B.8.5.4.1.2 A partir de la solucion de trabajo de 1 pg/ml preparar estandares de
calibracién que contengan 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 y 1,0 ug de Hg a frascos de reaccion. A cada
frasco agregar 100 ml de la solucion de dilucién y 20 ml de la solucion de reduccion.
Trazar la curva de calibraciéon de absorbancia (altura maxima de pico) en funcién de la
concentracion del analito.

B.8.5.4.2 Operacion del instrumento.
B.8.5.4.2.1 Proceder de acuerdo con los puntos (B.8.5.1.2.1 a B.8.5.1.2.3).
B.8.5.4.3 Determinacion

B.8.5.4.3.1 Ajustar el instrumento de absorcién atdmica en las condiciones adecuadas
para la determinacién de Hg: longitud de onda de 253,6 nm, slit 0,7 nm y ldmpara de
catodo hueco. Colocar y ajustar la celda de absorcion de acuerdo con el manual del
fabricante. Ajustar el flujo de gas (nitrégeno o argon).

B.8.5.4.3.2 Ajustar a 0 de absorbancia con el blanco de calibracion (solucion de dilucion
y de reduccion) siguiendo las instrucciones del manual del fabricante.

B.8.5.4.3.3 Optimizar con un estandar de calibracion la respuesta del instrumento al
analito.

B.8.5.4.3.4 Tomar 25 ml de la muestra digerida y seguir el mismo procedimiento que
con los estandares de calibracion.

B.8.6 Expresion de resultados
B.8.6.1 Método de calculo

Interpolar los valores de absorbancia o altura de pico de la muestra analizada en la curva
de calibracion y obtener los mg/kg del elemento en la muestra y realizar los calculos
empleando la siguiente formula:

_ AxE

Moletal
iy I

En donde:

A = Concentracion en mg/kg de la muestra a interpolar en la curva de calibracion.
B = Volumen final al que se llevé la muestra (ml).

C = Peso de la muestra (g) o volumen de la muestra (ml) en el caso de agua.

En los equipos que pueden programarse, la lectura obtenida da directamente la
concentracion del elemento en mg/kg o ng/kg.

B.8.7 Informe de la prueba
Los resultados se informaran en mg/kg o ng/kg del elemento a determinar.

B.9 DETERMINACION DE MATERIA EXTRANA EN LECHE, FORMULA
LACTEA O PRODUCTO LACTEO COMBINADO

B.9.1 Principio del método

Los insectos enteros, fragmentos de los mismos, pelos de roedor o alguna materia
extrafia se separan de la muestra por filtracion para su identificacion al microscopio.

B.9.2. Equipo
B.9.2.1 Balanza analitica con 0,1 mg de sensibilidad
B.9.2.2 Equipo de filtracion al vacio.

B.9.2.3 Microscopio binocular estereoscopio con objetivos que pueden ser de 3, 6, 7y
10 X, oculares apareados de amplio campo visual de 10, 30 y 100 X, respectivamente.

B.9.2.4 Lampara para el microscopio o luz natural equivalente.
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B.9.3 Materiales

B.9.3.1 Embudo Biichner.

B.9.3.2 Matraz Kitazato.

B.9.3.3 Vasos de precipitados de 1000 ml.
B.9.3.4 Caja Petri.

B.9.3.5 Papel de filtracion rapida para conteo con lineas paralelas de aproximadamente 5
mm de separacion.

B.9.3.6 Material comun de laboratorio.
B.9.4. Reactivos

Los reactivos que a continuacion se mencionan deben ser grado analitico a menos que se
indique otra especificacion y por agua debe entenderse agua destilada.

B.9.4.1 Solucion de carbonato de sodio (Nap CO3) al 2%.

Disolver 2 g de carbonato de sodio en agua y llevar al volumen de 100 ml.

B.9.4.2 Solucion de oxalato de sodio (Nap C2 O4) al 3%.

Disolver 3 g de oxalato de sodio Nap C204 en agua y llevar al volumen de 100 ml.
B.9.4.3 Mezcla de glicerina:etanol 1:3 (v/v) (opcional).

B.9.5 Procedimiento

B.9.5.1 Preparacion de la muestra

B.9.5.1.1 Productos liquidos

Mezclar bien todo el contenido de la muestra.

B.9.5.1.2 Productos deshidratados

Pesar por duplicado 50 g de leche descremada o 65 g de leche entera y reconstituir
ajustando el volumen a 500 ml con agua a 40°C.

B.9.5.2 Determinacion

B.9.5.2.1 Filtrar toda la muestra sobre un embudo de succion preparado con papel filtro
para conteo, tratando de vertirlo uniformemente.

B.9.5.2.2 Durante la filtracion lavar continuamente el papel filtro con agua a 80°C
aproximadamente, para evitar la acumulacion de particulas que tapen los poros del papel.

B.9.5.2.3 Pasar el papel filtro a una caja Petri y humedecerla con la mezcla glicerina-
etanol (opcional). Examinar al microscopio utilizando una luz suficientemente fuerte que
muestre los detalles en el papel filtro.

B.9.5.2.4 Contar con una aguja de diseccion sobre toda la superficie del papel, linea por
linea y explorar cada pieza del material dado que algunos fragmentos son irreconocibles a
menos que se muevan.

B.9.6 Expresion de resultados
B.9.6.1 Productos deshidratados

Presencia o ausencia de insectos enteros, fragmentos de insectos, pelos
de roedor y cualquier materia extrafia que se encuentre en 50 g 0 65 g de
muestra

B.9.6.2 Productos liquidos

Presencia o ausencia de insectos enteros, fragmentos de insectos, pelos
de roedor y cualquier materia extrafia que se encuentre en la cantidad de
ml que contenga el envase analizado

METODOS PARA LA DETERMINACION DE NUTRIMENTOS
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B.10  DETERMINACION DE VITAMINA A POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC EN FASE REVERSA)

B.10.1 Principio del método

Los lipidos son ésteres que en presencia de un alcali céustico se hidrolizan liberando el
material insaponificable, el cual es extraido con un disolvente organico. Posteriormente la
vitamina A contenida en este material, es cuantificada por medio de Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucion.

B.10.2 Equipo

B.10.2.1. Sistema de HPLC que incluye:

B.10.2.1.1 Bomba HPLC.

B.10.2.1.2 Inyector automatico o manual de muestras.

B.10.2.1.3 Detector espectrofotométrico de longitud de onda variable UV-Visible LC.
B.10.2.1.4 Integrador computarizado LC.

B.10.2.1.5 Columna Octadecil ODS (20), tamafio de particula 5 um, longitud 250 mm x
diametro interno 4,6 mm.

B.10.2.2 Balanza analitica, con capacidad de 160 g, lectura 0,1 mg.
B.10.2.3 Placas de agitacion con calentamiento.

B.10.2.4 Cilindro para gas comprimido de nitrogeno pureza 95%.
B.10.2.5 Cilindro para gas comprimido de helio pureza 95%.
B.10.2.6 Evaporador rotatorio con elevador rapido y bafio maria.
B.10.2.7 Equipo de filtracion para la preparacion de la fase movil.
B.10.2.8 Cronometro o reloj.

B.10.3 Materiales

B.10.3.1 Matraces volumétricos actinicos o de color marrén con tapon de vidrio o teflon
de 50 y 100 ml.

B.10.3.2 Matraces actinicos o de color marrén de fondo plano, cuello corto de 250 ml.

B.10.3.3 Matraces, en forma de pera actinicos o de color marrén, de cuello corto y boca
esmerilada de 500 ml (que embone en el rotavapor).

B.10.3.4 Matraces volumétricos actinicos o de color marron de 10 ml.
B.10.3.5 Vasos de precipitados de 500 ml.

B.10.3.6 Embudo de separacion conico, actinicos o de color marrdn, con llave de teflon
500 ml.

B.10.3.7 Embudo tallo corto didmetro 12 cm.
B.10.3.8 Tapones de teflon huecos hexagonales o actinicos o de color marron.

B.10.3.9 Refrigerante con macho y hembra, manguito 300 ml, de 50 cm de longitud
aproximadamente.

B.10.3.10 Manguera de latex.

B.10.3.11 Papel filtro mediano No. 1 con didmetro de 18,5 cm.
B.10.3.12 Pipetas volumétricas con marca de 5 y 4 ml.
B.10.3.13 Jeringa de vidrio sin aguja desechable de 10 ml.
B.10.3.14 Jeringa de vidrio de 50 ul con aguja sin punta.

B.10.3.15 Filtros para jeringa (acrodiscos para HPLC) de 0,45 pm de tamano de poro y
diametro de 25 mm, para solventes organicos y fase movil.
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B.10.3.16 Membranas de filtracion de fluoruro de polivinilideno, utilizada para fases
moviles (solventes organicos y acuosos), cuyos extractables sean de absorcion en UV, u
otro filtro para fines similares.

B.10.3.17 Magnetos para placa de agitacion.
B.10.4 Reactivos

Los reactivos que a continuaciéon se mencionan deben ser grado analitico y por agua
debe entenderse agua destilada.

B.10.4.1 Estandar de retinol (vitamina A) cristalizada (C20H300O) all trans RETINOL
con certificado de pureza.

B.10.4.2 Hidroxido de potasio en lentejas (KOH).

B.10.4.3 Alcohol etilico absoluto (C2oH50H).

B.10.4.4 Eter de petroleo intervalo de ebullicién 40 a 60°C.

B.10.4.5 Fenolftaleina en solucion etandlica al 1%, indicador (C20H1404).
B.10.4.6 Metanol grado HPLC (CH30OH).

B.10.4.7 Agua destilada filtrada (s6lo para la preparacion de fase movil).

B.10.4.8 Agua destilada que se utilizara en los lavados del saponificado (verificar que el
valor de pH no sea mayor de 6,0).

B.10.4.9 Sulfato de sodio anhidro (Na2S04).
B.10.4.10 Acido ascorbico (C6H8Og).
B.10.4.11 Fase mévil metanol: agua (95:5) para HPLC.

Pasar agua destilada a través de una membrana de filtracion para soluciones acuosas.
Pasar metanol a través de una membrana de filtracion para solventes orgénicos.
Posteriormente mezclar 50 ml de agua destilada en 950 ml de metanol (fase movil).
Degasificar la fase movil pasando una ligera corriente de gas helio o por ultrasonido 15 min
a temperatura ambiente.

B.10.4.12 Soluciones patron de vitamina A

B.10.4.12.1 Solucion concentrada (150 pg equivalentes de retinol). Justo antes de
emplearse, pesar 15 mg de retinol cristalizado (A-OH) y registrar el peso exacto. Colocar el
estandar pesado en un matraz volumétrico de 100 ml. Disolver con metanol y llevar al
volumen.

B.10.4.12.2 Solucion intermedia (15 pg equivalentes de retinol)

Diluir 5 ml de la soluciéon concentrada a 50 ml con el mismo metanol para obtener una
solucion de aproximadamente 50 U.L./ml.

B.10.4.12.3 Solucion de trabajo (6 pg equivalentes de retinol)

Afnadir 4 ml de la solucion estandar intermedia al matraz marcado como estandar y
adicionar los reactivos al igual que al blanco y muestra como se indica en el apartado de
saponificacion. Esta solucion tendra aproximadamente 20 U.L/ml de vitamina A, al final
del proceso de recuperacion, en el matraz volumétrico de 10 ml.

Nota 1: Si el certificado de % de pureza en el estandar es inferior al 85% no debe
prepararse la solucidon patron, siendo necesario un nuevo estdndar de otro lote con una
pureza superior a la antes indicada.

Nota 2: La vitamina A-OH (A-alcohol) se oxida con gran rapidez y es muy sensible a la
luz. Al abrir una ampolleta nueva de vitamina A-cristalizada, pesar la cantidad de estandar
requerida y guardar la ampolleta bajo atmdsfera de nitrogeno o en condiciones similares.

B.10.5 Procedimiento
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Nota 3: La vitamina A es sensible a la luz. Utilizar material actinico o de color marrén o
bien, proteger el material con papel aluminio. Por otra parte efectuar las evaporaciones con
rotavapor a una temperatura maxima de 40°C. No evaporar a sequedad. Romper el vacio e
inmediatamente introducir nitrégeno al sistema o al matraz. Evaporar los ultimos mililitros
mediante una corriente de nitrogeno sin llegar a la sequedad.

B.10.5.1 Toma de muestra

En el caso de productos deshidratados, reconstituir con agua, de acuerdo con las
instrucciones sefialadas en la etiqueta o 130 g del producto llevados a 1 1 con agua. Disolver
y agitar la muestra a fin de homogeneizarla por completo.

Medir de preferencia por duplicado una cantidad de muestra tal, que contenga de 30 a 90
ug equivalentes de retinol (100 a 300 U.I. de vitamina A) o la cantidad correspondiente a lo
declarado en la etiqueta de la muestra. En caso de no contar con esta informaciéon no es
conveniente realizar el analisis.

B.10.5.2 Saponificacion

B.10.5.2.1 Marcar 4 matraces actinicos de cuello corto y esmerilado con fondo plano de
250 ml (cuando la muestra se trabaje por duplicado) de la siguiente manera: blanco,
estandar y muestra.

B.10.5.2.2 Anadir los siguientes reactivos a cada uno de los matraces antes
mencionados: 7 g de hidréxido de potasio y a continuacidon anadir 60 ml de alcohol
absoluto. Mezclar para disolver. Agregar 0,5 g de acido ascérbico asi como una barra
magnética. Adicionar una ligera corriente de nitrogeno a cada uno de los matraces.

B.10.5.2.3 Montar un sistema de reflujo y calentar durante 30 min en placas de
calentamiento o bafio de agua en ebullicion con agitacion constante.

Nota 4: Durante la saponificacion, asegurar una buena agitacién del medio de reaccion.
B.10.5.3 Extraccion del insaponificable

B.10.5.3.1 Una vez concluido el tiempo de saponificacion, enjuagar con maximo 30 ml
de agua destilada (evitar el exceso de agua para prevenir la formacion de emulsiones) por
las paredes internas del refrigerante sin quitar el matraz del saponificado. Enfriar el matraz
aln instalado al refrigerante sumergiéndolo parcialmente en un vaso de precipitados que
contenga agua fria, lo anterior con la finalidad de llevarlo a temperatura ambiente, evitando
enfriarlo demasiado. Trasvasar la suspension a un embudo de separacion de 500 ml.

B.10.5.3.2 Enseguida enjuagar el matraz con 100 ml de éter de petroleo que se afiaden al
embudo de separacion. Extraer la vitamina A agitando ligeramente. Dejar separar las fases.
Vaciar la fase acuosa a otro embudo de 500 ml. Recoger la fase organica a un tercer
embudo de separacion de 500 ml. Repetir la operacion dos veces mas, enjuagando el matraz
con dos porciones de 100 ml de éter cada una.

B.10.5.3.3 Efectuar esta extraccion 3 veces en total (un lavado de 50 ml y 2 lavados de
100 ml). Hacer las agitaciones con mucho cuidado para evitar emulsiones.

B.10.5.3.4 Lavar la solucion organica con porciones de 100 ml de agua adicionandola
por las paredes del embudo, agitando suavemente, hasta que el agua del lavado ya no dé
reaccion colorida con la fenolftaleina. Después del ultimo lavado, esperar de 15 a 30 min
an‘{es. ((116 vaciar la fase acuosa y volver a revisar con el indicador que no exista reaccion
colorida.

B.10.5.3.5 Filtrar la solucion lavada en continuo a través de un filtro que contiene
aproximadamente 10 g de sulfato de sodio anhidro y recoger el filtrado en un matraz de
pera de 500 ml, sin dejar secar el filtro. Al final enjuagar el sulfato de sodio contenido en el
filtro con 50 ml de éter de petréleo.

B.10.5.3.6 Evaporar el disolvente en un rotavapor a 40°C y dejar un remanente de
aproximadamente 6 ml. Tratar de reducir esta cantidad del disolvente a un volumen de 2 ml
aproximadamente mediante una corriente de nitrégeno.
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B.10.5.3.7 Disolver el remanente obtenido con 3 ml de la fase movil y recolectar
cuantitativamente la solucién con una jeringa de vidrio. Filtrar la solucién a través de un
filtro acrodisco de 0,45 pm a un matraz actinico de 10 ml. Lavar el matraz pera con
porciones de 2 ml de fase movil y repetir el mismo procedimiento hasta llegar al aforo del
matraz. Hacer lo mismo para cada filtro de blanco, estdndar y probar por duplicado.

Nota 5: Se recomienda acondicionar el acrodisco de 0,45 um con metanol antes de
utilizarlo en la filtracion del recuperado.

B.10.5.4 Condiciones cromatograficas

B.10.5.4.1 Fijar los siguientes parametros de acuerdo con las instrucciones de operacion
del cromatografo. Columna Octadecil ODS (20), tamafio de particula 5 pm, longitud 250
mm X diametro interno 4,6 mm.

Loop de inyeccion: 20 pl.

Fase movil: metanol: agua 95:5.

Flujo: 1 ml/min.

Detector: Longitud de onda ajustada a 325 nm.
Registrador: 5 mm/min.

B.10.5.5 Determinacion de vitamina A

Inyectar dos veces los siguientes analitos: primero 20 pl del blanco, después 20 ul de la
solucion estandar para HPLC (20 U.L/ml aprox.) y por ultimo 20 ul de la muestra (del
saponificado).

B.10.5.5.1 En el cromatograma, identificar el pico y tiempo de retencion de la vitamina
A correspondiente al estandar. Con estos datos, identificar el pico y tiempo de retencion de
la vitamina A contenida en la muestra.

B.10.5.5.2 Calcular la altura del pico de la solucion patrén y de las muestras en los
cromatogramas obtenidos.

B.10.6 Calculos

El contenido de vitamina A, expresado en Unidades Internacionales por litro de producto
es igual a:

hP ==V 1000
A wm

Witaminad =

En donde:

m = toma de ensayo en g o ml.

hP = altura del pico de la muestra, en mm.

hS = altura del pico de la solucion estandar final, en mm.

C = concentracion de la solucion estandar final inyectada, en U.L./ml para la vitamina A.

V = volumen de solucion estandar final, en el cual ha sido diluido el remanente antes de
la cromatografia.

Los resultados deben reportarse como pg equivalentes de retinol.
B.10.7 Expresion de resultados

ug equivalentes de retinol/l

1 U.I.=0,3 pg equivalentes de retinol (todos los retinoles trans)

B.11 DETERMINACION DE LAS VITAMINAS A Y E POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION (HPLC EN FASE NORMAL)

B.11.1 Fundamento

Saponificacion de la muestra; extraccion de los compuestos insaponificables;
evaporacion y redisolucion en n-hexano e inyeccion en la columna en fase normal
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B.11.2 Material y equipo

Todo el material utilizado debe estar estéril

Instalacion HPLC isocratica

Uno o dos registradores

Balanza analitica con capacidad de 160 g lectura 0,1 mg
Balanza de precision con capacidad de 1600 g lectura 0,01 g
Estufa de laboratorio (para productos con almidén)

Bafio maria con agitadores magnéticos de 4 plazas
Evaporador rotatorio con elevador rapido y bafio

Matraces aforados vidrio marrén con tapon de vidrio de 50 y 100 ml
Matraz de fondo plano con cuello corto de 250 ml

Matraces en forma de pera con vidrio marrén de 10 y 500 ml
Embudo de separacion conico vidrio marron con llave de 500 ml
Embudo vidrio marréon, diametro 12 cm

Tapones huecos hexagonales vidrio marron

Refrigerante con macho y hembra manguito 300 mm
Alargadera para introduccion de gas

Ampolleta de vidrio marrén de 5 ml

Filtro plisado mediano con diametro de 18,5 cm

Pipetas aforadas con una marca de 3 y 5 ml

Jeringuillas de 1 y 5 ml

Aguja para jeringuillas

Cilindro para gas comprimido de nitrogeno

Monodetentor para gas comprimido, nitrdgeno

Filtro de 0,45 p de diametro

Columna de 5 p, 4,6 X 250

Aparato de filtracion

Filtro 0,5 p

B.11.3 Reactivos

Retinol (vitamina A) cristalizada (C20H300)
DL-alfa-tocoferol (vitamina E) para fines bioquimicos (C29H5002)
Hidroxido de potasio en lentejas para analisis (KOH)

Alcohol etilico absoluto, para analisis (CQH50H)
Hidroquinona (CeH4(OH)?2)

Eter de petréleo para andlisis intervalo de ebullicion 40 - 60°C

Fenolftaleina en solucion etandlica al 1%, indicador ((C6eH40H)2COCgH4CO)

diastasa (para productos de almidon)

2-propanol ((CH3)2CHOH)

n-hexano (CH3(CH2)4CH3)

Sulfato de sodio anhidro para analisis (Na2SO4)

Nitrogeno (N?2)

Acido ascorbico (C6H8Og)

B.11.3.1 Fase movil para HPLC, 2-propanol al 1% en n-hexano.
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Degasificar el n-hexano bajo presion reducida y pasar a través de un filtro. Mezclar 10
ml de 2 propanol con 990ml de n-hexano degasificado.

B.11.3.2 Solucién patron de vitamina A
B.11.3.2.1 Solucién concentrada

Justo antes del uso, pesar en un matraz aforado de 100 ml aproximadamente 15 mg de
retinol cristalizado (A - OH) y tomar el peso exacto, disolver en n-hexano y llevar a
volumen con el mismo disolvente (= solucion de aproximadamente 500 U.I./ml).

Esta solucion permanece estable 1 semana a 4°C.
B.11.3.2.2 Solucion para HPLC

Diluir 5 ml de solucion (B.11.3.2.1) a 50 ml con el mismo disolvente para obtener una
solucion de aproximadamente 50 U.I./ml

Medir la extincion (E) a 325 nm y determinar la concentracion de la vitamina A-OH, en
U.I./ml, segtn:

1%
Elcm en n-hexano = 1815
Para 1 U.I. A-OH/ml E = 0,0545

Si el contenido es inferior a 85% del valor tedrico no puede utilizarse esta solucion
patron, es necesaria una nueva preparacion. Si se obtiene otro valor debe considerarse en
los célculos finales.

NOTA:

La vitamina A-OH (A-alcohol) se oxida con gran rapidez y es muy sensible a la luz. Al
abrir una nueva ampolleta de vitamina A-alcohol cristalizada, distribuir el contenido a
razéon de 50 mg en pequefias ampolletas marrones. Trabajar en una cdmara oscura. Las
ampolletas deben cerrarse inmediatamente bajo nitrogeno.

B.11.3.3 Solucién patron de vitamina E

En un matraz aforado de 100 ml, pesar exactamente 100 mg de alfa- tocoferol (E-OH),
disolver en n-hexano y llevar al volumen con el mismo disolvente.

Diluir esta solucion 5 veces con el mismo disolvente para obtener una solucion de 0,2
mg/ml. Esta solucion permanece estable una semana a 4°C.

B.11.4 Procedimiento
NOTAS:

Las vitaminas A y E son sensibles a la luz. Utilizar material de vidrio marron, o proteger
el material corriente con papel aluminio.

Efectuar todas las evaporaciones de disolventes bajo presion reducida a una temperatura
maxima de 40°C. No debe evaporarse a seco. Romper el vacio introduciendo nitrogeno en
el sistema. Evaporar los tltimos mililitros mediante una corriente de nitrégeno.

B.11.4.1 Toma de ensayo

Mezclar o moler la muestra a fin de homogeneizarla por completo. Pesar, con una
precision de 10 mg, una toma de ensayo que contenga 100 a 300 UI de vitamina Ay 0,5 a 1
mg de vitamina E, lo que corresponde en general a 10 g.

B.11.4.1.1 Productos con almidon

En un matraz redondo de fondo plano de 250 ml con cuello esmerilado, mezclar la toma
de ensayo con 10% de su peso de diastasa. Afiadir maximo 30 ml de agua destilada a 45 a
50°C. Mezclar bien para obtener una suspension homogénea. Eliminar el aire del matraz
mediante nitrogeno, tapar y colocar el matraz durante 30 min en una estufa a 45°C.

B.11.4.1.2 Productos sin almidon

En un matraz redondo de fondo plano de 250 ml con cuello esmerilado, mezclar la toma
de ensayo con maximo 30 ml de agua destilada a 45 a 50°C.

B.11.4.2 Saponificacion
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Anadir 7 g de hidréxido de potasio grado analitico en el matraz B.34.3.3.1 o0 B.34.3.1.2,
y mezclar para disolver. A continuacion afiadir 60 ml de alcohol absoluto y 0,5 g de 4cido
ascorbico o hidroquinona.

Montar sobre un sistema de reflujo, introducir una ligera corriente de gas nitrogeno y
calentar durante 30 min en un bafio maria ebulliendo provisto de agitadores magnéticos.

NOTA:
Durante la saponificacion, asegurar una buena agitacion del medio de reaccion.
B.11.4.3 Extraccion del insaponificable

Una vez terminada la saponificacion, enfriar el matraz a temperatura ambiente y
trasvasar la suspension a un embudo de separacion de 500 ml.

Enjuagar con maximo 30 ml de agua fria en 3 porciones de 10 ml que se afiaden al
contenido del embudo de separacion. Evitar un exceso de agua, ya que favorece la
formacion de emulsiones.

Enseguida enjuagar el matraz con 50 ml de éter de petrdleo (rango de 40 a 60 °C) en
varias porciones que se afiaden al embudo de separacion. Extraer las vitaminas A y E
agitando ligeramente. Dejar separar las fases. Vaciar la fase acuosa a otro embudo de
seFaracién de 500 ml. Recoger la fase orgéanica en un tercer embudo de separacion de 500
ml.

Efectuar esta extraccion 5 veces en total. Haciendo las agitaciones con mucho cuidado
para evitar emulsiones.

Lavar la solucion orgéanica con porciones de 100 ml de agua adicionandola por las
paredes del embudo, sin agitar, hasta que el agua de lavado ya no dé reaccion coloreada con
fenolftaleina. Después del ultimo lavado, esperar al menos 15 min antes de vaciar la fase
acuosa.

Filtrar la solucion lavada en continuo a través de un filtro que contiene
aproximadamente 5 g de sulfato de sodio anhidro o en un papel separador de fases tipo 1
PS, y recoger el filtrado en un matraz en forma de pera de 500 ml, sin dejar secar el filtro.
Y al final enjuagar el filtro con 50 ml de éter de petroleo.

Evaporar el disolvente bajo presion reducida en un rotavapor a 40°C, y eliminar los
ultimos mililitros mediante una corriente de nitrogeno.

Disolver el residuo en 3 ml de la fase moévil (B.11.2.1) y filtrar la solucion
inmediatamente a través de un filtro de 0,45 p de tamano de poro y adecuado para solventes
organicos, recoger el filtrado en un matraz. El filtrado debe ser limpido.

La solucion esta lista para la cromatografia.
B.11.5 Cromatografia

Condiciones:

Columnna: Spherisorb Silice, 5 um, 4,6 X 250 mm

Loop de inyecccion: 20 ul

Fase movil: 1% 2-propanol en n-hexano (34.3.1)

Caudal: 2 ml/min

Detector: ya sea: espectrofotometro, longitud de onda variable, ajustada a 292

nm, 0,2 AUFS

ya sea: espectrofotometro, longitud de onda variable, ajustada a 325
nm, 0,2 AUFS, para la vitamina A, en serie con espectrofluorimetro
para vitamina E.

Ex: 294 nm, Em: 236 nm.
Registrador: 10 mm/min
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Inyectar primero 20 pl de solucion patrén de vitamina E (B.11.3.3) y determinar el
tiempo de retencion: debe ser aproximadamente 8 min. En seguida inyectar 20 pl de
extracto obtenido bajo B.11.3.

B.11.6 Calculo, expresion e interpretacion de los resultados
B.11.6.1 Evaluacion

Identificar los picos de las vitaminas A y E en el cromatograma de la muestra mediante
el tiempo de retencion definido por cromatografia de la soluciéon de la muestra y de la
solucion patrén correspondiente.

El contenido en vitamina A, expresado en Unidades Internacionales por 100 g de
producto, y el contenido en vitamina E, expresado en mg por 100 g de producto, es igual a:

itarrina & =."~sz CxF =1
hi=m

Titanina F =Fsz Cx w10
i

En donde:

m = toma de ensayo, en g.

hP = altura del pico de la muestra, en mm

hS = altura del pico de la solucién patron, en mm

C = concentracion de la solucion patrén inyectada, en U.L./ml para la vitamina A, y en
mg/ml para la vitamina E

V = volumen, en ml, en el cual ha sido diluido el residuo antes de la cromatografia (3.3)
B.11.6.2 Limite de deteccion de acuerdo con la sensibilidad del equipo.

1 mg de D- & - tocoferil acetato es = 1 U.I. de vit. E

1 mg de DL- 4 - tocoferol = 1,1 U.I. de vit. E

Vitamina A: aproximadamente 50 U.I./ 100 g

Vitamina E: espectrofotometria: aprox. 0,5 mg/100 g

fluorimetria: aprox. 0,2 mg/100 g

B.11.6.3 Repetibilidad

La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos con la misma muestra para
ensayo, en las mismas condiciones (analista, aparato, laboratorio) en un corto intervalo de
tiempo, no debe exceder 10% de la media entre ambos resultados.

Cuando las vitaminas han sido afiadidas por mezcla en seco, la repetibilidad esta
fuertemente influida por el grado de homogeneidad del producto.

NOTA: Para la determinacién de vitamina A, en leche seguir la metodologia anterior
leyendo con el detector de UV a 325 nm.

La determinacién de vitamina A y vitamina E puede hacerse de manera conjunta
contando con un detector de UV programable o con detector de UV y un fluorémetro. Si no
se cuenta con detector de UV programable o fluorémetro, inyectar dos veces la muestra
para determinar las vitaminas por separado.

B.11.6.4 El contenido de tiamina en los productos objeto de esta Norma no debe ser
inferior a 100 pug/100 g del producto listo para ser consumido.

Debe decir:

B.11.6.5 El contenido de tiamina en los productos objeto de esta Norma no debe ser
inferior a 100 pg/100 kcal.

B.12 DETERMINACION DE VITAMINA D3 POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA PRESION (HPLC)

B.12.1 Preparacion de la muestra
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En el caso de productos deshidratados reconstituir con agua, de acuerdo con las
instrucciones sefialadas en la etiqueta o 130 g de producto llevado a 1 1 con agua. Disolver
y agitar la muestra a fin de homogeneizarla por completo. Medir de preferencia por
duplicado una cantidad de muestra que contenga de 0,5 a 1 pg de vitamina D3 (20 a 40
U.L).

B.12.2 Fundamento

Saponificacion alcalina de la muestra; extraccion con éter de compuestos
insaponificables; evaporacion del éter; solucion del residuo seco en hexano e inyeccion de
una alicuota en columna preparativa de HPLC (fase normal, Silice). Coleccion del eluato
que contiene la fraccion de vitamina D; evaporacion de esta fraccion a sequedad, disolucion
en la fase mévil de HPLC (Analitica, Acetonitrilo: Cloruro de metileno: Isopropanol),
inyeccion en HPLC (fase reversa C18§) y determinacién de la vitamina D con el pico
maximo a 264 nm por calibracion del estandar externo.

B.12.3 Material

Instalacion de bomba HPLC

Uno o dos registradores

Balanza analitica, con capacidad de 160 g, lectura 0,1 mg
Balanza de precision, con capacidad de 1600 g, lectura 0,01 g
Estufa de laboratorio (para productos con almidon)

Bafio de agua con agitadores magnéticos, 4 plazas
Evaporador rotatorio con elevador rapido y bafio

Matraces aforados, vidrio marrén, tapon de vidrio de 5, 50 y 100 ml
Matraz de fondo plano, cuello corto, vidrio marron de 250 ml
Matraces, en forma de pera, vidrio marréon de 10 y 500 ml
Embudo de separacion conico, vidrio marrdn, con llave de 500 ml
Embudo, vidrio marréon, diametro 12 cm

Tapones huecos hexagonales, vidrio marron

Refrigerante con macho y hembra, manguito 300 mm
Alargadera para introduccion de gas

Filtro plisado mediano con diametro de 18,5 cm

Pipeta aforada, con una marca de 2 ml

Jeringuillas de 1 y 5 ml

Aguja para jeringuillas

Cilindro para gas comprimido, nitrogeno

Monodetentor para gas comprimido, N2

Filtro de 0,45 p de didmetro

2 Columnas de 5 p, 4,6 X 250

Aparato de filtracion

Filtro 0,5 p

B.12.4 Reactivos

Colecalciferol, vitamina D3, cristalizada para fines bioquimicos (C27H440)
Hidroxido de potasio en lentejas para analisis (KOH)
Alcohol etilico absoluto, para analisis (CQH50H)
Hidroquinona (C¢H4(OH)?2)

Eter de petréleo para andlisis intervalo de ebullicion 40 -60°C
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Fenolftaleina en solucion etanolica al 1%, indicador ((CgH40OH)2CgH4COOC)
Diastasa (para productos de almidon)

2-propanol (CH3)2CHOH

n-hexano CH3(CH?2)4CH3

Acetonitrilo (CH3CN)

Diclorometano (CH2C12)

Sulfato de sodio anhidro para analisis (Na2SO4)

Nitrogeno (N?2)

Acido ascorbico (CgH8Og)

B.12.4.1 Fase movil para HPLC preparativa, 2-propanol al 1% en n-hexano

Degasificar el n-hexano bajo presion reducida y pasar sobre un filtro. Mezclar 100 ml de
diclorometano con 900 ml de acetonitrilo degasificado.

B.12.4.2 Fase movil para HPLC analitica

Degasificar 1 1 de acetonitrilo bajo presion reducida y pasar a través de un filtro.
Mezclar 100 ml de diclorometano con 890 ml de acetonitrilo degasificado y 10 ml de 2-
propanol.

Nota: La proporcion diclorometano/acetonitrilo debe adaptarse de modo que la vitamina
D3 dé un tiempo de retencion de aproximadamente 8-9 min. Sin embargo, no deberia
rebasar 20:100.

B.12.4.3 Fase movil para lavar la columna preparativa, 2-propanol al 10% en n-hexano
Mezclar 100 ml de 2-propanol con 900 ml de n-hexano degasificado.
B.12.4.4 Solucioén patron de vitamina D3 para HPLC preparativa

En un matraz aforado de 100 ml, pesar exactamente 50 mg de colecalciferol (D3)
cristalizado, disolver en n-hexano y llevar al volumen con el mismo disolvente (= solucion
de 20,000 U.I./ml).

Diluir esta solucién 1000 veces con el mismo disolvente para obtener una solucion de 20
U.L/ml. Esta solucién permanece estable de 3 a 4 semanas a + 4°C.

B.12.4.5 Solucion patron de vitamina D3 para HPLC analitica

Evaporar 2 ml de solucion patron de 20 U.L/ml (B.12.4.4) y tomar el residuo en 2 ml de
fase movil (B.12.4.2).

B.12.5 Procedimiento

Notas: La vitamina D3 es sensible a la luz. Utilizar material de vidrio marrén o proteger
el material corriente con papel aluminio.

Efectuar todas las evaporaciones de disolventes bajo presion reducida a una temperatura
maxima de 40°C. No se debe evaporar a sequedad. Romper el vacio introduciendo
nitrogeno en el sistema. Evaporar los ultimos ml mediante una corriente de nitrogeno.

Al final de la jornada, lavar la columna preparativa durante 15 min con 2-propanol al
10% en n-hexano (B.12.4.3) con un caudal de 2 ml/min.

B.12.5.1 Toma de ensayo

Mezclar o moler la muestra a fin de homogeneizarla por completo. Pesar, con una
precision de 10 mg, una toma de ensayo que contenga 20 a 40 U.L. de vitamina D3, lo que
corresponde en general a 10 g.

B.12.5.1.1 Productos con almidon

En un matraz redondo de fondo plano de 250 ml con cuello esmerilado, mezclar la toma
de ensayo con 10% de su peso de diastasa. Afiadir maximo 30 ml de agua destilada a 45-
50°C. Mezclar bien para obtener una suspension homogénea. Eliminar el aire del matraz
mediante nitrégeno, tapar y colocar el matraz durante 30 min en una estufa a 45°C.

B.12.5.1.2 Productos sin almidon
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En un matraz redondo de fondo plano de 250 ml con cuello esmerilado, mezclar la toma
de ensayo con maximo 30 ml de agua destilada a 45-50°C.

B.12.5.2 Saponificacion

Afadir 7 g de hidroxido de potasio grado analitico en el matraz (B.12.5.1.1 o
B.12.5.1.2), y mezclar para disolver.

A continuacion afiadir 60 ml de alcohol absoluto y 0,5 g de acido ascoérbico o
hidroquinona.

Montar sobre el matraz una alargadera para introducciéon de un gas refrigerante.
Introducir una ligera corriente de gas nitrogeno, y calentar durante 30 min a 70°C en un
bafo de agua en ebullicion provisto de agitadores magnéticos.

Nota: Durante la saponificacion, asegurar una buena agitacion del medio de reaccion.
B.12.5.3 Extraccion del insaponificable

Una vez terminada la saponificacion, enfriar el matraz a temperatura ambiente y
transferir la suspension a un embudo de separacioén de 500 ml.

Enjuagar con méaximo 30 ml de agua fria en 3 porciones de 10 ml que se afiaden al
contenido del embudo de separacion. Evitar un exceso de agua, ya que favorece la
formacion de emulsiones.

En seguida enjuagar el matraz con 50 ml de éter de petrdleo (rango de 40 a 60°C) en
varias porciones que se afiaden al embudo de separacion.

Extraer la vitamina D3 agitando ligeramente.
Dejar separar las fases.

Vaciar la fase acuosa a otro embudo de separacion de 500 ml. Recoger la fase orgénica
en un tercer embudo de separacion de 500 ml.

Efectuar esta extraccion 5 veces en total. Haciendo las agitaciones con mucho cuidado
para evitar emulsiones.

Lavar la solucidon organica con porciones de 100 ml de agua adicionandola por las
paredes del embudo, sin agitar, hasta que el agua de lavado ya no dé reaccion coloreada con
fenolftaleina. Después del ultimo lavado, esperar al menos 15 min antes de vaciar la fase
acuosa.

Filtrar la solucion lavada en continuo a través de un filtro que contiene
aproximadamente 5 g de sulfato de sodio anhidro o en un papel separador de fases tipo 1
PS, y recoger el filtrado en un matraz en forma de pera de 500 ml, sin dejar secar el filtro.
Y al final enjuagar el filtro con 50 ml de éter de petrdleo.

Evaporar el disolvente bajo presion reducida en un rotavapor a 40°C, y eliminar los
ultimos mililitros mediante una corriente de nitrogeno.

Transferir el residuo cuantitativamente a un matraz aforado de 5 ml, mediante pequenas
porciones de fase movil (B.12.4.1) llevar al volumen y filtrar la solucion inmediatamente a
través de un filtro de 0,45 p de tamafio de poro y adecuado para solventes organicos, por
ejemplo Acrodisc-CR o equivalente; recoger el filtrado en un matraz en forma de pera. El
filtrado debe ser limpido.

La solucion esta lista para la cromatografia.
B.12.5.4 Cromatografia preparativa

Condiciones:

Columna: Spherisorb Si, 5 mcm, 4,6 x 250 mm
Loop de inyeccion: 500 ul

Fase movil: 1% 2-propanol en n-hexano (B.12.4.1)

Caudal: 1-3 ml/min (el tiempo de retencion de la vitamina D3 debe ser de
aproximadamente 5 min).
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Detector: espectrofotometro, longitud de onda variable, ajustada a 264 nm (o
eventualmente espectrofotometro de longitud de onda fija a 254 nm, unicamente utilizable
para la etapa preparativa), 0,05 AUFS para el patréon y 0,5 AUFS para el extracto de
muestra

Registrador: 10 mm/min.

Inyectar primero 500 pl de solucién patrén de vitamina D3 (B.12.4.4) y determinar el
tiempo de retencion:

Debe ser aproximadamente 5 min. Inyectar a continuacion la solucion de la muestra
obtenida bajo el numeral (B.12.5.3) y recoger la fraccién que contiene la vitamina D3 en un
matraz en forma de pera de 10 ml.

Comenzando a recoger aproximadamente 1 min antes de la elucion de la vitamina D3 y
parar aproximadamente 1 min después de la elucion de la vitamina D3.

B.12.5.5 Cromatografia analitica

Evaporar a seco la fraccion recogida bajo (B.12.5.4), mediante una ligera corriente de
nitrogeno.

Enfriar el matraz a fin de evitar errores de volumen a una evaporacion eventual de
disolvente; luego tomar el residuo en 300 ul de fase movil (B.12.4.2), agitar ligeramente
para disolver bien el residuo. Condiciones:

Columna: Spherisorb ODS, 5 mcm, 4,6 x 250 mm

Loop de inyeccion: 100 ul

Fase movil: 10% diclorometano, 89% acetonitrilo y 1% de 2-propanol

Caudal: 2 ml/min

Detector: espectrofotometro, longitud de onda variable, ajustada a 264 nm; 0,01 AUFS
Registrador: 10 mm/min

Inyectar primero 100 pl de solucion patron (B.12.4.5) y determinar el tiempo de
retencion: debe ser aproximadamente 8-9 min (adaptar la proporcion de
diclorometano/acetonitrilo si es necesario). Luego inyectar 100 pl de la fraccion obtenida
bajo B.12.5.4.

B.12.6 Calculo, expresion e interpretacion de los resultados
B.12.6.1 Evaluacion

Identificar el pico de la vitamina D3 en el cromatograma de la muestra mediante el
tiempo de retencion definido por cromatografia de la solucion patron. Medir la altura de los
picos obtenidos durante la cromatografia de la solucion patrén y de la soluciéon muestra.

El contenido en vitamina D3, expresado en Unidades Internacionales por 100 g de
producto, es igual a:

hPwC w1 =15 =100
R =m =

Vitamina Dy gy aggy =

En donde:

m = toma de ensayo, en g

hP = altura del pico de la muestra, en mm

hS = altura del pico de la solucion patron, en mm

C = concentracion de la solucion patrén inyectada, en U.I./ml

V0 = volumen en el cual ha sido diluido el residuo antes de la cromatografia preparativa
(B.12.5.3) (en general 5 ml = matraz aforado)
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V1 = volumen del extracto inyectado en la columna preparativa (en general 0,500
ml=volumen del loop de inyeccion)

V2 = volumen en el cual ha sido diluida la fracciéon después de la cromatografia
preparativa (en general 0,300 ml)

Nota: es superfluo un factor de correccion para la isomerizacion de la vitamina D3, en
previtamina D3, ya que este fendmeno es despreciable en las condiciones de saponificacion
aplicadas.

B.12.6.2 Limite de deteccion de acuerdo con la sensibilidad del equipo.
Aproximadamente: 20 U.1./100 g
B.12.6.3 Repetibilidad

La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos con la misma muestra para
ensayo, en las mismas condiciones (analista, aparato, laboratorio) en un corto intervalo de
tiempo, no debe exceder 10% de la media entre ambos resultados.

Cuando las vitaminas han sido afiadidas por mezcla en seco, la repetibilidad esta
fuertemente influida por el grado de homogeneidad del producto

B.13 DETERMINACION DE VITAMINA C (ACIDO ASCORBICO)
B.13.1 Determinacion visual
B.13.1.1 Fundamento

Extraccion del acido ascorbico mediante acido metafosforico. Valoracion visual
oxidométrica del acido ascorbico en el extracto con una solucion de 2,6-diclorofenol-
indofenol.

B.13.1.2 Reactivos y materiales
B.13.1.2.1 Reactivos

Acido ascorbico

Acido sulftirico

Acido metafosforico

Yodo

Sal sodica de 2,6-diclorofenol-indofenol
B.13.1.2.2 Materiales

Pipetas

Matraces aforados

Material comun de laboratorio

B.13.1.3 Aparatos e instrumentos
Parrilla de calentamiento

Estufa

B.13.1.4 Preparacion de soluciones
B.13.1.4.1 Solucion estandar de acido ascorbico 0,5 mg/ml

Pesar exactamente 50,0 mg de acido ascorbico, introducirlos en un matraz aforado de
100 ml, si es posible, de vidrio pardo. Disolver con 4cido metafosforico al 2% y llevar a
volumen con el mismo acido. Esta solucion debe prepararse inmediatamente antes del
empleo.

B.13.1.4.1.1 Verificacion de la pureza del acido ascérbico
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En caso de duda sobre la pureza del 4acido ascorbico, pesar aproximadamente 400 mg
con una precision de 1 mg, disolver en una mezcla de 100 ml de agua destilada hervida y
enfriada, y 25 ml de 4cido sulftrico al 10%. Valorar rapidamente bajo luz difusa con una
solucion de yodo, 0,1 N en presencia de una solucion de almidon como indicador.

1 ml de yodo 0,1 N corresponde a 8,806 mg de acido ascorbico.
B.13.1.4.2 Solucién de acido meta-fosforico al 2%
B.13.1.4.2.1 Preparacion de la solucion base al 10%

Pesar 60-70 g de &cido meta-fosforico. Eliminar la capa blanca que se forma
generalmente en la superficie, lavando las barritas con agua destilada. Secarlas, con papel
filtro y triturarlas en un mortero. Pesar 50 g de este acido limpio y triturado, y disolverlo sin
calentar en 500 ml de agua destilada en un frasco pardo, agitando este ultimo
mecanicamente hasta disolucion.

Filtrar, si es necesario, sobre un filtro plegado en un frasco de vidrio pardo.

El acido meta-fosforico se transforma gradualmente en &cido orto-fosforico, pero esta
solucion al 10% puede conservarse en un refrigerador durante tres semanas.

B.13.1.4.2.2 Preparacion de la solucion al 2%

Preparar la cantidad necesaria en el dia de empleo, diluyendo cinco veces con agua
destilada un volumen dado de la solucion al 10%.

B.13.1.4.3 Solucion de la sal sodica de 2,6-diclorofenol-indofenol (D.1.) al 0,05%

Disolver 100 mg de D.I. en un vaso de 50 ml que contenga 20 ml de agua destilada.
Llevar rapidamente a ebullicidon, removiendo con una varilla de vidrio. Enfriar y transferir a
un matraz aforado de 200 ml. Llevar a volumen con agua destilada. Filtrar en un frasco
pardo. Esta solucion se conserva en un refrigerador durante 8 dias.

Verificar la concentracion antes de cada serie de determinaciones.

La solucion es azul en un medio alcalino (sal de Na+) y rosa en un medio acido.
B.13.1.4.4 Acido acético al 10%

Diluir 100 ml de &cido acético glacial a 1 1 con agua destilada.

B.13.1.4.5 Eventualmente: soluciéon de yodo 0,1 N con factor conocido (determinado
con tiosulfato).

B.13.1.4.6 Eventualmente: solucién de acido sulfurico al 10%

Afadir cuidadosamente 57 ml de 4cido sulfurico concentrado a 500 ml de agua
destilada. Enfriar a la temperatura ambiente y diluir a 1 1 con agua destilada.

B.13.1.4.7 Eventualmente: solucidon de almidon estabilizada al 1%

Disolver 140 g de cloruro de sodio grado purisimo en 375 ml de agua destilada, afiadir 5
g de almiddn soluble disuelto en 5 ml de agua destilada, calentar a ebullicién durante 2 o 3
min, enfriar y filtrar.

B.13.1.5 Procedimiento
B.13.1.5.1 Determinacion del titulo de la solucion de 2,6-diclorofenol-indofenol (D.1.)

Pipetear 3 ml de solucion estandar de 4cido ascorbico (B.13.1.4.2) en un vaso de 100 ml,
afiadir aproximadamente 30 ml de 4cido meta-fosforico al 2% y 5 ml de 4cido acético al
10%. Valorar con la solucion D.I. utilizando un agitador mecénico hasta la aparicion de una
coloracion rosa que persista durante 15 seg.

Ejemplo:

Para 2 ml de solucion estandar (= 1,5 mg de acido ascorbico), volumen empleado 5,84
ml de reactivo:
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Titulo T = L3 0,257
5,84

es decir, 1 ml de solucion D.I. corresponde a 0,257 mg de acido ascorbico.
B.13.1.5.2 Preparacion de la porcidn para ensayo
B.13.1.5.2.1 Producto sin o con poco almidon. Por ejemplo leche en polvo.

Pesar con una precision de 0,1 g una cantidad del producto a analizar que contenga
aproximadamente 5 a 10 mg de acido ascorbico; en la mayoria de los casos se pesan 10 g
en un matraz aforado de 100 ml.

Anadir 20 ml de acido meta-fosforico al 10% y 50 ml de agua destilada a 55°C. Sacudir
vigorosamente durante 10 min. Enfriar y llevar a volumen con agua destilada.

Filtrar rapidamente sobre un filtro plegado, al abrigo de la luz. Las soluciones que filtran
demasiado lento deben centrifugarse a 3000 rpm durante 10 min, decantarse y filtrarse por
un filtro plegado o sobre lana de vidrio.

B.13.1.5.2.2 Productos con almidén, por ejemplo cereales

En un vaso de 100 ml pesar exactamente una porcion para ensayo de 10 a 20 g. Afadir
5% (0,5 a 1 g) de diastasa y 20 ml de agua destilada. Mezclar mediante una varilla de vidrio
de modo que se obtenga una papilla homogénea e incubar 15 min en una estufa a 40°C.
Transferir cuantitativamente a un matraz aforado de 100 ml con 20 ml de solucién de acido
meta-fosforico al 10%; llevar a volumen con agua destilada y agitar vigorosamente. Filtrar
sobre un filtro plegado con una velocidad de filtracion media.

B.13.1.5.2.3 Productos heterogéneos, por ejemplo verdura, fruta

Homogeneizar una muestra de 50 a 100 g con un volumen de acido meta-fosforico de
10% representando 1/5 del volumen total al que sera ajustada la mezcla.

Transferir cuantitativamente a un matraz aforado de 250 ml y llevar a volumen con agua
destilada.

Centrifugar o filtrar la solucion obtenida sobre un filtro plegado.
B.13.1.6 Determinacion

Tomar una parte alicuota del filtrado correspondiente, de 1-2 mg de acido ascorbico.
Anadir 5 ml de 4cido acético al 10% (10 ml para un volumen de filtrado de 30 a 50 ml),
valorar luego con D.I. hasta que se obtenga una coloracidn rosa que persista durante 15 seg.

Generalmente, deben utilizarse 5 a 10 ml de reactivo para la valoracion. Un volumen de
reactivo que excede 10 ml no es aconsejable, ya que la solucion tiene tendencia a volverse
grisdcea en estas condiciones.

Nota:

Preparar las muestras a medida que se valoran.

B.13.1.7 Calculo y expresion de los resultados

B.13.1.7.1 Calculo y formula

El contenido de acido ascorbico expresado en mg por 100 g de producto es igual a:

2xT ¥ oam

¥ m

Arida ascérbico =

gLk

En donde:

a =ml de reactivo empleados

T = titulo del reactivo

v =ml de filtrado empleados

V =ml de solucién de la toma de ensayo
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m = toma de ensayo

Expresar el valor obtenido con una precision de 0,1 mg.

B.13.2 Valoracion con un potenciometro (medidor de pH)

B.13.2.1 Preparacion de la toma de ensayo

La solucion se prepara segun las indicaciones dadas para la valoracion visual.

Tomar una parte alicuota de la solucion a valorar que contenga 1 a 2 mg de acido
ascorbico. Anadir 5 ml de acido acético al 10%.

B.13.2.2 Determinacion

Colocar el recipiente de valoracion, que contiene la solucién a valorar y una barrita
magnética, sobre un agitador magnético.

Sumergir un electrodo de platino combinado en la solucion.

Ajustar el potenciometro a una alta sensibilidad y llevar la aguja hacia el punto 0, 0 a un
valor que corresponda a aproximadamente 1/6 de la escala, si el punto 0 se encuentra al
comienzo de la misma.

Afadir, mediante una bureta motorizada, porciones de reactivo de 0,1 ml a intervalos de
5 seg. La aguja del potencidmetro sube ligeramente con cada adicion de reactivo, pero baja
de nuevo inmediatamente.

El punto alcanzado por la aguja, 5 seg después de cada adicion de reactivo comienza por
ser cada vez mas bajo para subir de nuevo progresivamente.

Cuando la amplitud de oscilacion de la aguja aumente y el punto alcanzado 5 seg
después de la adicion del reactivo es netamente mas alto, afiadir el reactivo en porciones de
0,05 ml y esperar antes de cada nueva adicion hasta que la aguja baje de nuevo ligeramente.

Proseguir de esta manera hasta que la aguja baje de nuevo muy poco, anadir luego muy
pequefias porciones de reactivo hasta que la aguja no baje mas, sino que permanezca en el
punto alcanzado después de la Glltima adicion de reactivo.

Este punto sera considerado como el punto de equivalencia. Anotar el nimero de ml de
reactivo utilizados para alcanzar dicho punto.

B.13.2.3 Calculo y expresion de los resultados
B.13.2.3.1 Célculo
El contenido en acido ascorbico expresado en mg/100 g de producto es igual a:

2xT ¥ oam

v m

Arida ascérbico =

-l

En donde:

a =ml de reactivo correspondiente al punto de equivalencia

T = concentracion del reactivo

v =ml de filtrado empleados

V = volumen en ml de la solucion de la toma de ensayo

m = toma de ensayo en g

B.13.2.3.2 Expresar el valor obtenido con una precision de 0,1 mg.
B.13.2.4 Repetibilidad

s =0,24 mg (0 =10) |
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s
Coeficiente de variacion —=0,5%
¥

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones, simultaneamente o
rapidamente una después de otra por el mismo analista, no debe exceder 0,8 mg para un
producto que contenga aproximadamente 50 mg de acido ascoérbico por 100 g.

B.14 DETERMINACION DE TIAMINA (VITAMINA Bi) Y RIBOFLAVINA
(VITAMINA B2) POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION
(HPLC)

B.14.1 Fundamento

La vitamina B1, es extraida de la muestra por hidrélisis acida y oxidada a tiocromo, su
contenido es determinado por HPLC en fase inversa con deteccion fluorométrica.

B.14.2 Reactivos y materiales

B.14.2.1 Reactivos

Acido clorhidrico fumante, 37% para andlisis (HCI)
Acetato de sodio trihidratado, para analisis

(CH3 x CO2Na x 3H20)

Acido orto-fosforico PO4H3 (P205 x 3H20)

Ferricianuro de potasio, para analisis Fe(CN) gK4 x 3H20
Hidréxido de sodio en lentejas, para analisis.

Monohidrato de tiamina (nitrato de tiamina, Vitamina B] monohidratada), calidad
alimentaria (C12H17N504S)

Papaina soluble.

Amilasa

Diastasa

N,N - Dimetilformamida HCON(CH3) 3

fosfato, acido de-potasio, para anélisis (K2HPO4 x 3H20)
B.14.2.2 Materiales

Matraces en forma de pera, 100 ml

Tapones huecos hexagonales

Matraces aforados, de vidrio de 1000, 100, 50 y 10 ml
Embudos de vidrio de 100 mm de didmetro

Matraces Erlenmeyer, de cuello estrecho, 250 ml
Refrigerante, Allihn, manguito 300 mm

Filtros plisados medianos 185 mm de diametro

Pipetas aforadas con una marca de 2, 3, 5 y 40 ml

Pipetas graduadas hasta la punta de 1 ml: 0,005

Probetas graduadas, en forma alta, de 50 ml: 0,5; 100 ml: 1,0
1000 ml: 10

Todo el material de vidrio debe ser actinico o forrado con papel aluminio.

B.14.2.3 Aparatos e instrumentos
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Balanza analitica, 162 g, lectura 0,1 mg

Balanza de precision electronica, 2100 g, lectura 0,01 g
Bafio de agua en linea con soportes, 6 plazas.

Estufa de laboratorio

Jeringuilla para HPLC, de un 1 ml

Aguja para jeringuilla

Columna ODS o C 18, 5 um, 250 x 4,6 mm; o equivalente
Dispositivo de filtracion sobre membrana

Membrana para filtro

B.14.4 Preparacion de soluciones

B.14.4.1 Solucidn de 4cido clorhidrico

En un matraz aforado de 1000 ml que contenga aproximadamente 500 ml de agua
destilada, anadir con cuidado 82 ml de 4cido clorhidrico al 37% y llevar a volumen con
agua destilada. Trabajar en campana de extraccion.

B.14.4.2 Solucidén de acetato de sodio 2,5 M.

En un matraz aforado de 1000 ml disolver 340 g de acetato de sodio trihidratado en agua
destilada y llevar a volumen.

B.14.4.3 Hidroxido de sodio, solucion de 150 g/l

En un matraz aforado de 1000 ml, disolver 160 g de hidréxido de sodio en lentejas en
agua destilada, llevar a volumen.

Conservar en un matraz provisto de un tapon de polietileno.
B.14.4.4 Solucion de oxidacion
B.14.4.4.1 Solucion de ferricianuro de potasio 1g/100 ml

En un matraz aforado de 100 ml disolver, 1 g de ferricianuro de potasio en agua
destilada y llevar a volumen.

B.14.4.4.2 Solucidn a preparar justo antes del uso

En un matraz aforado de 50 ml, llevar a volumen 2 ml de solucion (B.14.4.4.1) con
solucion (B.14.4.3).

B.14.5 Fase movil para HPLC
B.14.5.1 Solucién de fosfato 4cido de-potasio, 10 mM pH 7,2.

En un vaso de 1000 ml pesar exactamente 2,28 g de fosfato de-potasio, disolver en
aproximadamente 800 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 7,2 con 4cido clorhidrico 1 N
(B.14.4.1). Transferir a un matraz aforado de 1000 ml y llevar a volumen con agua
destilada. Degasificar bajo presion reducida y filtrar.

B.14.5.2 Solucion de dimetilformamida al 15% en fosfato acido de potasio.

En un matraz aforado de 1000 ml agregar 150 ml de dimetilformamida y llevar a
volumen con solucion (B.14.5.1).

B.14.6 Solucion patron de vitamina B1

B.14.6.1 Solucion concentrada

En un matraz aforado de 50 ml de vidrio, pesar exactamente 50,0 mg de monohidrato de

tiamina y disolver en agua destilada. Anadir 5 ml de 4cido clorhidrico 1 N (B.14.4.1) y
llevar a volumen con agua destilada. Esta solucion contiene 1 mg/ml.

B.14.6.2 Soluciones diluidas
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En un matraz aforado de 50 ml, agregar mediante una pipeta, 5 ml de solucion
(B.14.6.1) y llevar a volumen con agua destilada. Luego verter mediante una pipeta, 5 ml
de esta solucion (100 pg/ml) en un matraz aforado de 50 ml y llevar a volumen con agua
destilada. Esta solucion contiene 10 pg/ml.

Verter, mediante una pipeta, 5 ml de esta solucion en un matraz aforado de 50 ml y
llevar a volumen con agua destilada. Esta solucion contiene 1 pg/ml.

B.14.6.3 Preparar de la misma manera solucion concentrada de riboflavina y de manera
subsecuente las soluciones diluidas. No es necesario utilizar matraces de vidrio.

B.14.6.4 Solucion patron oxidada para HPLC

Mediante una pipeta, verter 5 ml de solucion (B.14.6.2) en un matraz aforado de 10 ml
de vidrio. Anadir 3 ml de solucion de ferricianuro de potasio basico (B.14.4.4.2). Agitar
durante 2 min, afiadir 0,45 ml de 4cido fosférico concentrado, mezclar, enfriar y llevar a
volumen con agua destilada. Cromatografiar esta solucion inmediatamente.

B.14.7 Procedimiento

La vitamina B1 no es sensible a la luz; en cambio el producto oxidado, el tiocromo, si lo
es. Durante la etapa de oxidacion, utilizar material de vidrio actinico, o material de vidrio
corriente protegido con papel aluminio.

B.14.7.1 Toma de ensayo

Homogeneizar toda la muestra, mezclando o moliendo y pesar con una aproximacion de
10 mg, una toma de ensayo de 5 g.

Para la determinacion de vitamina B adicionar 0,5 g de amilasa y 0,25 g de papaina,
independientemente de si el producto contiene almidon o no.

B.14.7.1.1 Productos con almidon

En un matraz en forma de pera de 100 ml de vidrio con cuello esmerilado, mezclar la
toma de ensayo con 0,5 g de diastasa y 0,25 g de papaina. Anadir maximo 15 ml de agua
destilada de 45 a 50°C. Mezclar bien, a fin de obtener una suspension homogénea. Tapar el
matraz y colocarlo durante 30 min en una estufa a 40°C. Afadir a continuacion 30 ml de
agua destilada de 45 a 50°C.

B.14.7.1.2 Productos sin almidon, inclusive polvos para bebidas que contengan cacao

En un matraz en forma de pera de 100 ml de vidrio con cuello esmerilado mezclar la
toma de ensayo con 45 ml de agua destilada de 45 a 50°C. Mezclar bien, a fin de obtener
una suspension homogénea.

B.14.7.2 Hidrdlisis

B.14.7.2.1 Productos con o sin almidon, excepto polvos para bebidas que contengan
cacao
Afadir 5 ml de 4cido clorhidrico 1 N al matraz (B.14.7.1.1 o B.14.7.1.2). Mezclar bien,

calentar durante 30 min bajo el reflujo en un bafio de agua en ebullicion. Al cabo de 15
min, agitar el matraz para deshacer los aglomerados.

Enfriar y afadir 5 ml de acetato de sodio 2,5 M (B.14.4.2). Mezclar bien. Transferir
cuantitativamente el contenido del matraz a un matraz aforado de 100 ml y llevar a
volumen con agua destilada.

Filtrar a través de un filtro plisado. La solucidn estd lista para la oxidacion.
B.14.7.2.2 Polvos para bebidas que contengan cacao

Proceder segun (B.14.7.2.1) hasta el enfriamiento después de la hidrdlisis. Transferir
cuantitativamente el contenido del matraz a un matraz aforado de 100 ml y llevar a
volumen con agua destilada.

Filtrar a través de un filtro plisado. Luego verter, mediante una pipeta, 40 ml de filtrado
en un matraz aforado de 50 ml (procedimiento especial para bebidas que contienen cacao
por tener polifenoles que interfieren en la reaccion de B1). Afiadir 5 ml de acetato de sodio
2,5 M (B.14.4.2) y llevar a volumen con agua destilada.

La solucion esta lista para la oxidacion
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B.14.7.3 Oxidacion

En un matraz aforado de 10 ml de vidrio verter, mediante una pipeta, 5 ml de solucion
(B.14.7.2.1 o B.14.7.2.2). Afadir 3 ml de solucion de ferricianuro de potasio basico
(B.14.4.4.2). Agitar durante 2 min. Afiadir 0,45 ml de 4cido fosférico concentrado, mezclar,
enfriar y llevar a volumen con agua destilada. Cromatografiar esta solucion
inmediatamente.

B.14.7.4 HPLC
Condiciones
Columna: ODS o C 18, 5 pm; 250 X 4,6 mm o equivalente
Loop de inyeccion: 50 pul
Fase movil: ver punto 15.5.2
Caudal: 1,5 ml/min
*Detector: espectrofluorimetro, excitacion: 368 nm
emision: 440 nm
Registrador: 10 mm/min

*Para la determinacion de vitamina B2 se inyecta directamente del filtrado y se modifica
la siguiente condicion:

Detector: espectrofluorimetro; excitacion: 450 nm
emision: 530 nm

Inyectar primero 50 pul de solucioén patrén oxidada B.14.6.4 y determinar el tiempo de
retencion: debe ser de aproximadamente 5-6 min. A continuacion inyectar 50 ul de la
solucion obtenida B.14.7.3.

B.14.8 Calculo, expresion e interpretacion de los resultados
B.14.8.1 Evaluacion

Identificar el pico del tiocromo o de la riboflavina en el cromatograma de la toma de
ensayo mediante el tiempo de retencion definido por cromatografia de la solucion patron.
Medir la altura de los picos obtenidos al cromatografia la toma de ensayo y la solucién
patron.

El contenido de vitamina B1, expresado en mg por 100 g de producto, es igual a:

WF w O wF =100

Vitaming By mamg = =0 00

En donde:

m = masa de la toma de ensayo, en g

hP = altura del pico del extracto, en mm

hS = altura del pico de la solucion patron, en mm
C = concentracion de la solucion patron, en pg/ml

V = volumen, en mililitros, en el cual se ha diluido el extracto antes del andlisis por
HPLC (250 para polvos para bebidas que contengan aromas, 200 para los demas productos)

B.14.8.2 Repetibilidad

La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos con la misma muestra para
ensayo, en las mismas condiciones (analista, aparato, laboratorio) en un corto intervalo de
tiempo, no debe exceder 10% de la media entre ambos resultados.
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B.15 DETERMINACION DE NIACINA (VITAMINA B3) POR METODO
MICROBIOLOGICO

B.15.1 Fundamento

Este método permite cuantificar concentraciones desconocidas de niacina utilizando
Lactobacillus plantarum ATCC 8014, microorganismo que no puede sintetizar esta
vitamina, relacionando directamente el crecimiento celular con la concentracion de niacina.
Para preparar la muestra y la curva estandar se utiliza un medio libre de niacina y el
crecimiento celular se cuantifica turbidimétricamente. Por interpolacion en la curva se
determina la concentracion de la muestra.

B.15.2 Reactivos y materiales

B.15.2.1 Reactivos

Acido nicotinico para fines bioquimicos
Acido clorhidrico fumante 37% para analisis
Hidroxido de sodio en lentejas para analisis
Cristales de cloruro de sodio para analisis
B.15.2.2 Materiales

Micropipeta

Vasos de precipitados

Pipetas volumétricas

Matraces Erlenmeyer

Matraces volumétricos

Tubos de ensaye

B.15.3 Aparatos e instrumentos
Autoclave

Incubadora a 35 + 1°C

Espectrofotometro

Centrifuga

B.15.4 Cepa y medios de cultivo
Lactobacillus plantarum ATCC 8014
Leche descremada en polvo grado reactivo
Caldo micro inoculum

Agar bacterioldgico

Caldo Bacto Lactobacilli

Medio de prueba para niacina

B.15.4.1 Medio de mantenimiento de la cepa
Bacto Lactobacilli MRS-agar (MRS-agar)

Preparar 1 1 de medio con 55 g de caldo Bacto Lactobacilli MRS + 15 g de agar
bacteriologico segun las indicaciones de la etiqueta del caldo MRS + 1,5% de leche
descremada (reconstituida al 10% en agua destilada). Repartir a razoén de 6 ml en tubos (de
preferencia con tapon de rosca), esterilizar y enfriar en posicion vertical.

Conservar en el refrigerador a 4°C.
B.15.4.2 Mantenimiento de la cepa
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Inocular por puncion Lactobacillus plantarum en profundidad en el medio (B.15.4.1)
cada cuatro semanas, efectuar un cultivo intermedio de 18 h en el medio liquido (B.15.4.3).
Preparar el nimero de tubos necesarios para el andlisis y guardar por lo menos dos tubos
para el mantenimiento de la cepa.

Incubar durante 18 h a 35°C.
B.15.4.3 Medio de cultivo para el desarrollo del microorganismo
Caldo Micro Inoculum

Preparar 1 1 de solucion segun las indicaciones de la ethueta y repartir a razon de 10 ml
en tubos. Tapar los tubos con capuchones y esterilizar segun las indicaciones del fabricante.

Conservar en el refrigerador a 4°C.
B.15.5 Preparacion de soluciones
B.15.5.1 Solucién fisiologica

Disolver 9 g de cloruro de sodio en 1000 ml de agua destilada. Repartir a razon de 10 ml
en tubos, taparlos con capuchones y esterilizar durante 15 min a 121°C.

Conservar en el refrigerador a 4°C.
B.15.5.2 Solucion de acido clorhidrico aproximadamente 1 N

Bajo una campana de extraccion diluir 82 ml de 4cido clorhidrico al 37% llevandolos a
un volumen de 1000 ml con agua destilada. Para ello verter el acido en el matraz aforado
que ya contiene agua.

B.15.5.3 Solucién de hidroxido de sodio 15 N.

Disolver 300 g de hidroxido de sodio en agua destilada, enfriando bajo agua del grifo.
Completar a 500 ml en una probeta graduada. Conservar en un frasco con tapon de
polietileno o de goma.

B.15.5.4 Solucion de Hidroxido de sodio aproximadamente 1 N

Disolver 20 g de hidroxido de sodio en agua destilada y llevar a volumen en un matraz
aforado de 500 ml con tapon de polietileno.

B.15.5.5 Solucion patrén

Justo antes del uso, pesar exactamente 50,0 mg de acido nicotinico; disolver en agua
destilada y llevar a volumen en un matraz aforado de 500 ml.

B.15.6 Procedimiento

B.15.6.1 Desarrollo del microorganismo

Un dia antes subcultivar en 10 ml de caldo Micro Inoculum.
Incubar durante 18 h a 35°C.

Seis horas antes de la inoculacion del ensayo, inocular 2 gotas (aproximadamente 0,1
ml) del ultimo cultivo de 18 h en otro tubo de 10 ml de caldo Micro Inoculum.

Incubar durante 6 h a 35°C.
B.15.6.2 Preparacion de la toma de ensayo

En un matraz Erlenmeyer de 150 ml, pesar de 1 a 3 g de muestra homogénea, que
contenga aproximadamente 200 pg de vitamina, afiadir 50 ml de solucion de acido
clorhidrico 1N en pequefias cantidades pasando el matraz Erlenmeyer bajo el grifo de agua
corriente después de cada adicion.

Cubrir el matraz con papel de aluminio y colocarlo en el autoclave durante 15 min a
120°C. Enfriar.
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Ajustar el pH a 4,6 anadiendo primero aproximadamente 3 ml de hidroxido de sodio de
60 g/100 ml mientras se enfria el matraz Erlenmeyer, y luego hidroxido de sodio 1 N.
Transferir cuantitativamente a un matraz aforado de 100 ml y llevar a volumen con agua
destilada. Filtrar a través de un filtro plisado con velocidad de filtracion media.

Diluir el filtrado de modo que se obtenga una solucién de aproximadamente 0,05 pg de
vitamina por ml.

B.15.6.3 Solucioén patréon, 0,05 pg/ml
Justo antes del uso diluir la solucion 16.5.5 como sigue:

Smla100ml

10 ml a 100 ml

10 ml a 100 ml = 0,05
png/ml

B.15.6.4 Medio de cultivo para el ensayo
Medio de prueba para niacina

Preparar el volumen necesario en un matraz Erlenmeyer de vidrio actinico de 100 ml.
Proceder segun las indicaciones de la etiqueta, calentando la solucién en una parrilla con
agitacion magnética.

Calculo del volumen necesario:

patrén: 30 tubos 30 x 5 ml =
150 ml

cada producto: |10 tubos 10 x 5 ml =
50 ml

+ 50 a 100 ml de exceso

B.15.6.5 Preparacion del ensayo
B.15.6.5.1 Serie patron

En un soporte metélico para tubos de ensaye, colocar tres filas de 10 tubos (180 x 18
mm), numerados: bl,0,1,2,3,4,5,6,7y8.

Mediante una pipeta verter en triplicado en las tres series de tubos, volimenes crecientes
de la ultima dilucion de la solucidn patrén, completar a 5 ml con agua destilada y mediante
una bureta o una jeringa automatica, afiadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo segin
la tabla siguiente:

Tubo bl 0 1 2 3 4 5 6 7 8
No.:

Solucién {0,00 0,00 (0,25 (0,50 0,75 |[1,00 |1,50 |2,00 (2,50 3,00
patron:
(ml)

Agua:  [5,00 |500 [475 |450 [425 [4,00 (3,50 [3,00 (2,50 {2,00
(ml)

Medio de cultivo: 5 ml en cada tubo
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Los tubos del ensayo en blanco (bl) no se inoculan.
B.15.6.5.2 Serie producto

En otro soporte colocar dos filas de 10 tubos (180 x 18 mm). Los primeros cinco tubos
de ambeas filas van destinados a un producto, los otros cinco de ambas filas, a otro producto.
Numerar de 9 a 13 y de 14 a 18, y asi sucesivamente para todos los productos analizados.

Mediante un pipeta verter en duplicado en ambas series de cinco tubos, volimenes
crecientes de la ultima dilucion de la solucion de la muestra, completar a 5 ml con agua
destilada y anadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo.

Tubo No.: 9 10 11 12 13
Solucién de la 0,25 0,50 0,75 1,0 1,50 ml
muestra:

Agua: 4,75 4,50 4,25 4,0 3,50 ml
Medio de 5 ml en cada tubo
cultivo:

Tapar los tubos con capuchones o mediante una tapa adecuada que cubra ambas filas de
tubos en el soporte.

B.15.6.6 Esterilizacion del ensayo

Esterilizar los tubos durante 10 min a 121°C, luego enfriarlos en un bafio de agua fria.
B.15.6.7 Inoculacion

B.15.6.7.1 Preparacion y estandarizacion del inoculo

Justo antes de inocular el ensayo, transferir una cantidad suficiente del cultivo preparado
bajo (B.15.6.1) a un tubo de centrifu%a estéril, centrifugar a 2600 rpm durante 5 min,
decantar y resuspender el paquete celular en 10 ml de solucion salina. Hacer dos lavados
mas. Transferir a una cubeta de 1 cm y efectuar la lectura en el espectrofotometro a 575
nm. Estandarizar el cultivo a fin de obtener siempre aproximadamente la misma extincion.
No debe olvidarse sustraer de la extincion del cultivo la del medio de ensayo, que es un
medio coloreado.

Segun la extincion, diluir "n" gotas del cultivo (B.15.6.1) en un tubo que contenga 10 ml
de medio (B.15.6.4). Este tubo es el indculo.

Asi pues, para una extincion del cultivo (B.15.6.1) entre 0,2 y 0,4 (después de sustraer la
extincion propia del medios)? introducir de 4 a 8 gotas de cultivo en el tubo que contiene 10
ml de medio (B.15.6.4). S1 la extincidon no se encuentra en la zona arriba mencionada,
adaptar la dilucion como sigue:

-extincién inferior a 0,2: introducir proporcionalmente mas gotas en el tubo (no mas de
10 gotas).

-extincion superior a 0,4: introducir menos gotas o diluir proporcionalmente con el
medio (B.15.6.4).

B.15.6.7.2 Inoculacion

Mediante una micropipeta con punta estéril, inocular 0,1 ml del indculo en cada tubo de
las series patron y producto. Los tubos del blanco (bl) no se inoculan.

Después de inocular, agitar los tubos ligeramente a fin de repartir el microorganismo
uniformemente en el medio.

B.15.6.8 Incubacion

Incubar los tubos inoculados durante aproximadamente 18 a 24 h a 35°C. Observar los

tubos con regularidad al cabo de las 16 h. Verificar si la diferencia de desarrollo del
microorganismo es suficiente entre la primera y la ultima dilucion de la solucion patron.
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_Si es necesario, prolongar la incubacion hasta que se obtenga un crecimiento 6ptimo del
microorganismo.

_ Después de la incubacidn se recomienda interrumpir el crecimiento del microorganismo
simultaneamente en todos los tubos, colocandolos en un bafio de agua fria.

B.15.6.9 Lecturas

Mediante un agitador para tubos de ensaye, poner en suspension el deposito formado por
el desarrollo del microorganismo. Transferir la suspension a un tubo o una cubeta Optica,
segun el fotometro. Medir la transmitancia o absorbancia a 575 nm ajustando el 100% de T
0 a 0% de A del aparato con el blanco (bl).*

Agitar y leer un tubo después de otro, a fin de evitar la sedimentacion del
microorganismo.

* Nota: Si la determinacion se hace en absorbancia buscar el equivalente de los valores
de los ejemplos, dados en transferencia.

B.15.7 Calculos
B.15.7.1 Curva de calibracion

Trazar la curva de calibracion en papel milimétrico, o utilizar una calculadora con
regresion lineal, llevando la lectura media de cada grupo de tres tubos a la ordenada y los
ug de vitamina a la abscisa.

Ejemplo:

Tub lecturas

Noo. ml ug | ) 3 media
0 0,00 0,0000 | 88,7 88,6 88,2 88,5
1 0,25 0,0125 | 73,4 72,6 71,1 72,4
2 0,50 0,0250 | 62,1 61,5 62,6 62,1
3 0,75 0,0375 | 53,3 53,2 55,5 54,0
4 1,00 0,0500 | 47,3 48,0 49,1 48,1
5 1,50 0,0750 | 36,8 37,7 40,5 38,3
6 2,00 0,1000 | 31,0 (45,6) |39)5 35,3
7 2,50 0,1250 | 30,5 27,2 27,2 28,3
8 3,00 0,1500 |29,0 24,8 24,0 25,9

( )= valor aberrante
Observaciones:

La curva de calibracion es caracteristica de cada vitamina. Es mejor cuanto mayor sea la
parte que ocupa la escala de transmision.

Repetir el ensayo cuando la curva de crecimiento est¢ mal desarrollada, esto puede
deberse a la cepa o al medio de cultivo para el ensayo; que deben verificarse por separado.

B.15.7.2 Contenido de vitamina en el producto

La media de las lecturas de cada par de tubos permite leer en la curva de calibracion la
cantidad de vitamina y calcular su concentracion en la Gltima dilucion de la muestra.

Ejemplo:
Tubo lecturas . .
No. ml : 5 media ug ug/ml
9 0,25 |(88,0) |[79,0 79,0 0,0070 (0,028
10 0,50 59,2 58,2 58,7 0,0300 (0,060
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11 0,75 52,0 52,2 52,1 0,0413 10,055

12 1,00 43,8 45,8 44,8 0,0580 (0,058

13 1,50 |35,1 35,5 35,3 0,1000 |0,067
Media 0,0503 =
©)

() = valor aberrante
* = yalores leidos en la curva de calibracion
Observacion:

Fluctuaciones pequenias en los valores de la ultima columna son prueba de un buen
ensayo.

Calcular el contenido de vitamina en mg/100 g de producto, teniendo en cuenta las
diluciones sucesivas y la concentracion en la muestra diluida.

El contenido de vitamina, expresado en mg de acido nicotinico por 100 g de producto es
igual a:

By s ] 100

Arido ricotird B
clolo oot 0 e pgg, m = Fy x1000

En donde:

C = media de las concentraciones leidas en la curva de calibracion, en pg/ml
V1 = volumen en el que se ha disuelto la toma de ensayo, en ml

V2 = parte alicuota de V1 en ml

V3 = volumen al que se ha diluido la parte alicuota V2, en ml

m = toma de ensayo, en g

Ejemplo:

272 g (m) de producto se han pesado en un matraz aforado de 100 ml (V1). Se ha
tomado una parte alicuota de 2 ml (V?2), que se ha diluido en un matraz aforado de 100 ml

(V3).

La media de las concentraciones de niacina leidas en la curva de calibracion es 0,0576
pg/ml (C).

El contenido de vitamina es:

0,0578 =100 =100 =100

Acido nicotin =
cido nicotinicomam, 2,072 «2 1000

=139 mg/100 g

B.16 DETERMINACION DE PIRIDOXINA (VITAMINA Bg) POR METODO
MICROBIOLOGICO

B.16.1 Fundamento

Este método permite cuantificar concentraciones desconocidas de vitamina B6
utilizando Saccharomyces carlsbergensis ATCC 9080, microorganismo que no puede
sintetizar esta vitamina, relacionando directamente el crecimiento celular con la
concentracion de Piridoxina. Para preparar la muestra y la curva estandar se utiliza un
medio libre de Piridoxina y el crecimiento celular se cuantifica turbidimétricamente. Por
interpolacion en la curva se determina la concentracion de la muestra.

B.16.2 Reactivos y materiales
B.16.2.1 Reactivos



Lunes 10 de septiembre de 2012 DIARIO OFICIAL (Quinta Seccion)

Clorhidrato de Piridoxina para fines bioquimicos
Acido clorhidrico fumante al 37% para analisis
Hidroxido de sodio en lentejas para analisis
Cristales de cloruro de sodio para andlisis
Acetato de sodio trihidratado para analisis
B.16.2.2 Materiales

Micropipeta

Matraz Erlenmeyer de vidrio de 250 ml
Matraz aforado de vidrio de 100, 250 y 500 ml
Tapon de vidrio

Frascos con capsula de polietileno a presion
Material comun de laboratorio

Todo el material de vidrio debe ser actinico o forrado con aluminio.
B.16.3 Aparatos e instrumentos

Autoclave

Incubadora a 30 + 1°C

Espectrofotometro

Centrifuga

B.16.4 Cepa y medios de cultivo
Saccharomyces carlsbergensis ATCC 9080
Agar de micro ensayo

Medio de prueba para Piridoxina

B.16.4.1 Medio de mantenimiento de la cepa
Agar de microensayo

Preparar 1 1 de medio segln las indicaciones de la etiqueta. Repartir a razéon de 6 ml en
tubos (de preferencia con tapon de rosca), esterilizar y enfriar en posicion inclinada, a fin
de obtener una pendiente lo mas larga posible (agar inclinado).

Conservar en el refrigerador de 2 a 8°C.
B.16.4.2 Mantenimiento de la cepa

Inocular por estria Saccharomyces carlsbergensis ATCC 9080 en superficie en el medio
(B.16.4.1) cada dos semanas. Preparar el nimero de tubos necesarios para el andlisis y
guardar por lo menos dos tubos para el mantenimiento de la cepa.

Incubar durante 24 h a 30°C.
B.16.4.3 Medio de cultivo para el desarrollo del microorganismo
Piridoxina y medio para prueba, solucion 1:1, enriquecida con 1 ng de vitamina B6/ml.

Diluir 1 ml de solucién patréon B.16.5.7 a 100 ml. Afadir 1 ml de esta dilucion a 500 ml
de medio de cultivo B.16.6.4 y completar a 1 1 con agua destilada. Repartir a razéon de 10
ml en tubos. Tapar los tubos con capuchones y esterilizar segiin las indicaciones del
fabricante.

Conservar en el refrigerador de 2 a 8°C.
B.16.5 Preparacion de soluciones
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B.16.5.1 Solucion fisiologica

Disolver 9 g de cloruro de sodio en 1000 ml de agua destilada. Repartir a razon de 10 ml
en tubos, taparlos con capuchones y esterilizar durante 15 min a 121°C.

Conservar en el refrigerador de 2 a 8°C.
B.16.5.2 Solucién de 4cido clorhidrico aproximadamente 0,44 N

Bajo una campana de extraccion diluir 36,5 ml de &cido clorhidrico al 37% a 100 ml con
agua destilada. Para ello verter el 4cido en el matraz aforado que ya contiene agua.

B.16.5.3 Solucion de acido clorhidrico aproximadamente 0,055 N

Bajo una campana de extraccion diluir 4,5 ml de acido clorhidrico al 37% a 1000 ml con
agua destilada. Para ello verter el acido en el matraz aforado que ya contiene agua.

B.16.5.4 Solucién de hidréxido de sodio, 60 g/100 ml

Disolver 300 g de hidroxido de sodio en agua destilada, enfriando bajo agua del grifo.
Completar a 500 ml en una probeta graduada. Conservar en un frasco con tapon de
polietileno o de goma.

B.16.5.5 Solucion de hidroxido de sodio aproximadamente 1 N

Disolver 20 g de hidroxido de sodio en agua destilada y llevar a volumen en un matraz
aforado de 500 ml con tapdon de polietileno.

B.16.5.6 Solucién de acetato de sodio aproximadamente 2,5 M

En un matraz aforado de 500 ml disolver 170 g de acetato de sodio trihidratado en agua
destilada y llevar a volumen.

B.16.5.7 Solucion patrén

Pesar exactamente 50,0 mg de piridoxina; disolver en agua destilada y llevar a volumen
en un matraz aforado de 500 ml. Conservar esta solucion congelada en fracciones de 5 ml
durante maximo 6 meses.

B.16.6 Procedimiento

La vitamina B6 es fotosensible. Por lo tanto, para todas las soluciones que contienen
dicha vitamina se debe utilizar material actinico o cubrir el material de vidrio corriente con
papel de aluminio o pafio negro.

B.16.6.1 Desarrollo del microorganismo

Tres dias antes de la inoculacion del ensayo, efectuar dos cultivos sucesivos de 24 h en
superficies de agar. Un dia antes del ensayo, subcultivar el microorganismo tomado del
ultimo cultivo sobre agar, en un tubo del medio liquido B.16.4.3.

Incubar durante 24 h a 30°C.
B.16.6.2 Preparacion de la toma de ensayo

En un matraz Erlenmeyer de 250 ml, pesar de 1 a 2 g de muestra homogénea, que
contenga por lo menos 2 ug de vitamina. Poner en suspension en 180 ml de:

Solucidén de acido clorhidrico 0,44 N si el producto contiene almidon.
Solucioén de &cido clorhidrico 0,055 N si el producto no contiene almidon.

Cubrir el matraz con papel de aluminio y colocarlo en el autoclave durante 1 h a 125°C.
Enfriar.

Después de enfriar anadir:
3 ml de solucién de hidréxido de sodio (B.16.5.4) si el producto contiene almidén.
8 ml de solucidn de acetato de sodio (B.16.5.6) si el producto no contiene almidon.
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Ajustar el pH a 4,6 con solucion de hidroxido de sodio 1 N. Transferir cuantitativamente
a un matraz aforado de 250 ml y llevar a volumen con agua destilada. Filtrar a través de un
filtro plisado con velocidad de filtracion media.

Diluir el filtrado de modo que se obtenga una solucion de aproximadamente 5 ng de
vitamina por ml.

B.16.6.3 Solucion patréon, 5 ng/ml
Justo antes del uso diluir la solucion B.10.5.7 como sigue:
S5mla 100 ml

5 ml a 100
ml

5mla250 ml =5 ng/ml

B.16.6.4 Medio de cultivo para el ensayo
Medio Y para prueba de piridoxina

Preparar el volumen necesario en un matraz Erlenmeyer de vidrio de 1000 ml. Proceder
segun las indicaciones de la etiqueta, calentando la solucién en una parrilla con agitacién
magnética.

Calculo del volumen necesario:

patron: 30 tubos 30 x 5 ml = 150
ml

cada 10 tubos 10 x 5 ml = 50 ml

producto:

+ 50 a 100 ml de exceso

B.16.6.5 Preparacion del ensayo
B.16.6.5.1 Serie patrén

En un soporte metalico para tubos de ensayo, colocar tres filas de 10 tubos (180 x 18
mm), numerados bl, 0, ..., 8; el primero corresponde al blanco (bl).

Mediante una pipeta verter en triplicado en las tres series de tubos, volimenes crecientes
de la ultima dilucién de la solucion patron, completar a 5 ml con agua destilada y mediante
una bureta o una jeringa automatica, anadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo segin
la tabla siguiente:

Tubo 0 1 2 3 4 5 6 7 8

No.: bl

Solucion | 0,0 0,25 0,50 0,75 1,0 1,5 2 2,5 3,0 ml
patron:

0,0

Agua:5 |5 4,75 4.5 4,25 4,0 3,5 3,0 2,5 2 ml
Medio de cultivo: 5 ml en cada tubo

Los tubos del ensayo en blanco (bl) no se inoculan.
B.16.6.5.2 Serie producto
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En otro soporte colocar dos filas de 10 tubos (180 x 18 mm). Los primeros cinco tubos
de ambas filas van destinados a un producto, los otros cinco de ambas filas, a otro producto.
Numerar de 9 a 13 y de 14 a 18 y asi sucesivamente para todos los productos analizados.

Mediante una pipeta verter en duplicado en ambas series de cinco tubos, volimenes
crecientes de la ultima dilucion de la solucion de la muestra, completar a 5 ml con agua
destilada y anadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo.

Tubo No.: 9 10 11 12 13
Solucion de la muestra: | 0,50 0,75 1,0 1,50 ml
0,25

Agua: 4,75 4,50 4,25 4,0 3,50 ml
Medio de cultivo: 5 ml en cada tubo

Tapar los tubos con capuchones o mediante una tapa adecuada que cubra ambas filas de
tubos en el soporte.

B.16.6.6 Esterilizacion del ensayo

Esterilizar los tubos durante 10 min a 115°C, luego enfriarlos en un bafio de agua fria.
B.16.6.7 Inoculacion

B.16.6.7.1 Preparacion y estandarizacion del inoculo

Justo antes de inocular el ensayo, transferir una cantidad suficiente del cultivo preparado
bajo (B.16.4.1) a un tubo de centrifuga estéril, centrifugar a 1000 rpm durante 2 min.
Decantar la solucién y lavar el sedimento 3 veces con 10 ml de solucion fisiologica estéril,
centrifugando y decantando la solucion después de cada lavado.

Suspender el sedimento en 5 ml de solucion fisiolégica. Diluir de 3 a 4 gotas de esta
suspension en un tubo que contenga 10 ml de solucidn fisiologica. Este tubo es el indculo.

B.16.6.7.2 Inoculacion

Mediante una micropipeta con punta estéril, inocular 0,1 ml del in6culo en cada tubo de
las series patron y producto. Los tubos del blanco (bl) no se inoculan.

Después de inocular, agitar los tubos ligeramente a fin de repartir el microorganismo
uniformemente en el medio.

B.16.6.8 Incubacion

Incubar los tubos inoculados durante aproximadamente 19 h a 30°C. Dado que
Saccharomyces carlsbergensis es aerobio, inclinar los tubos al maximo a fin de que la
superficie de contacto entre el liquido y el aire sea la mayor posible.

Verificar si la diferencia de desarrollo del microorganismo es suficiente entre la primera
y la tlltima dilucién de la solucion patron.

Si es necesario, prolongar la incubacioén hasta que se obtenga un crecimiento 6ptimo del
microorganismo.

Después de la incubacion se recomienda interrumpir el crecimiento del microorganismo
simultdneamente en todos los tubos, colocdndolos en un bafio de agua fria.

B.16.6.9 Lecturas

Mediante un agitador para tubos de ensaye, poner en suspension el depdsito formado por
el desarrollo del microorganismo. Transferir la suspension a un tubo o una cubeta Optica,
segun el fotometro. Medir la transmitancia o absorbancia a 575 nm ajustando el 100% de T
0 a 0% de A del aparato con el blanco (bl).*

Agitar y leer un tubo después de otro, a fin de evitar la sedimentacion del
microorganismo.
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* Nota: Si la determinacion se hace en absorbancia buscar el equivalente de los valores
de los ejemplos, dados en transmitancia.

B.16.7 Calculos
B.16.7.1 Curva de calibracion

Trazar la curva de calibracion en papel milimétrico o utilizar una calculadora con
regresion lineal, llevando la lectura media de cada grupo de tres tubos a la ordenada y los
pg de vitamina a la abscisa.

Ejemplo:

Tubo lecturas .

No. ml ng " > 3 media
0 0,0 0,0 91,2 90,6 (90,5 90,7

1 0,25 [1,25 |704 70,0 70,2 |70,2

2 0,50 2,5 51,5 54,6 |55,5 53,9

3 0,75 3,75 |42,2 44,4 44,5 43,7

4 1,0 5,0 33,8 33,2 34,5 |33,8

5 1,5 7,5 23,2 243 126,0 (24,5

6 2 10 20,0 18,5 19,2 19,2
7 2,5 12,5 |15,1 152 |15,7 |153
8 3,0 150 |14,2 13,2 13,2 [13,5

Observaciones:

La curva de calibracion es caracteristica de cada vitamina. Es mejor cuanto mayor sea la
parte que ocupa de la escala de transmision.

Repetir el ensayo cuando la curva de crecimiento esté mal desarrollada, esto puede
deberse a la cepa o al medio de cultivo para el ensayo; que deben verificarse por separado.

B.16.7.2 Contenido de vitamina en el producto

La media de las lecturas de cada par de tubos permite leer en la curva de calibracion la
cantidad de vitamina y calcular su concentracion en la Gltima dilucion de la muestra.

Ejemplo:
Tubo lecturas . .
No. ml " 5 media | pg ug/ml

9 0,25 |(80) [683 68,3 1,20 |4,78
10 0,50 |51,5 |[54)5 53,0 2,435 |[4,85
11 0,75 43,5 |41,1 42,3 13,615 [4,81
12 1 34,9 33,7 343 1495 [4,95

13 L,5 23,9 |25,1 245 |7,47 4,987
Media 4,87 =(C)

() = valor aberrante
* = valores leidos en la curva de calibracion
Observacion:
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Fluctuaciones pequefias en los valores de la ultima columna son prueba de un buen
ensayo.

Calcular el contenido de vitamina en mg/100 g de producto, teniendo en cuenta las
diluciones sucesivas y la concentracion en la muestra diluida.

El contenido de vitamina, expresado en mg de clorhidrato de piridoxina por 100 g de
producto es igual a:

Chx Py w1 =100

Clortd drato de piridoxing  am, = I, =1000
Mg X

En donde:

C = media de las concentraciones leidas en la curva de calibracion, en ng/ml
V1 = volumen en el que se ha disuelto la toma de ensayo, en ml

V2 = parte alicuota de V1 en ml

V3 = volumen al que se ha diluido la parte alicuota V2, en ml

m = toma de ensayo, en g

Ejemplo:

232 g (m) de producto se han pesado en un matraz aforado de 250 ml (V1). Se ha
tomado una parte alicuota de 10 ml (V?2), que se ha diluido en un matraz aforado de 100 ml

(V3).
La media de las concentraciones de piridoxina leidas en la curva de calibracion es 4,87
ng/ml (C).

El contenido de vitamina es:

_ A4ET =100 x250 100
ABE 203210 %1000 1000

B.17 DETERMINACION DE ACIDO FOLICO (VITAMINA Bg) POR METODO
MICROBIOLOGICO

B.17.1 Fundamento

Este método permite cuantificar acido folico utilizando Lactobacillus casei ATCC 7469,
microorganismo que no puede sintetizar esta vitamina, relacionando directamente el
crecimiento celular con la concentracion de folato presente. Para preparar la muestra y la
curva estandar se utiliza un medio comercial libre de folato. El crecimiento celular se mide
turbidimétricamente y por interpolacion en la curva se determina la concentracion en la
muestra.

B.17.2 Reactivos y materiales

B.17.2.1 Reactivos

Cloruro de calcio fundido o granulado para analisis
Fosfato diacido de potasio anhidro

Fosfato 4cido di-potasico anhidro

Hidroxido de sodio en lentejas para analisis
Cristales de cloruro de sodio para analisis

Alcohol etilico absoluto

Clorkd drato de pari doxing =0,599 mgz f100 g

a-amilasa

Lactosa

B.17.2.2 Materiales

Matraz Erlenmeyer de vidrio de 250 ml
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Matraz aforado de vidrio de 100, 250 y 500 ml
Tapones de vidrio

Micropipetas

Material comun de laboratorio

Todo el material de vidrio debe ser actinico o forrado con papel aluminio.
B.17.3 Aparatos e instrumentos

Autoclave

Incubadora a 35 + 1°C

Espectrofotometro

Centrifuga

B.17.4 Cepa y medios de cultivo
Lactobacillus casei ATCC 7469

Leche descremada en polvo grado reactivo
Caldo Micro Inoculum

Agar bacterioldgico

Caldo Bacto Lactobacilli MRS

Medio de prueba para acido folico

B.17.4.1 Medio de mantenimiento de la cepa
Bacto Lactobacilli MRS-agar (MRS-agar)

Preparar 1 1 de medio con 55 g de caldo Bacto Lactobacilli MRS + 15 g de agar
bacteriologico, segiin las indicaciones de la etiqueta del caldo MRS + 1,5% de leche
descremada (reconstituida al 10% en agua destilada). Repartir a razon de 6 ml en tubos (de
preferencia con tapon de rosca), esterilizar y enfriar en posicion vertical.

Conservar en el refrigerador a 4°C.
B.17.4.2 Mantenimiento de la cepa

Inocular por puncidén Lactobacillus casei en profundidad en el medio (B.17.4.1) cada
cuatro semanas, efectuando un cultivo intermedio de 18 h en el medio liquido (B.17.4.3).
Preparar el nimero de tubos necesarios para el andlisis y guardar por lo menos dos tubos
para el mantenimiento de la cepa.

Incubar durante 18 h a 35°C.
B.17.4.3 Medio de cultivo para el desarrollo del microorganismo
Caldo Micro Inoculum

Preparar 1 1 de solucidn segun las indicaciones de la etiqueta y repartir a razoén de 10 ml
en tubos. Tapar los tubos con capuchones y esterilizar segiin las indicaciones del fabricante.

Conservar en el refrigerador a 4°C.
B.17.5 Preparacion de soluciones
B.17.5.1 Solucion fisiologica

Disolver 9 g de cloruro de sodio en 1 000 ml de agua destilada. Repartir a razon de 10
ml en tubos, taparlos con capuchones y esterilizar durante 15 min a 121°C.

Conservar en el refrigerador de 2 a 8°C.
B.17.5.2 Solucién tampoén pH 6,1
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Disolver 2 g de hidroxido de sodio en agua destilada y llevar a volumen en un matraz
aforado de 500 ml con tapon de polietileno.

B.17.5.3 Solucion de cloruro de calcio, CaClp, al 2%

Disolver 2 g de cloruro de calcio en agua destilada y completar a 100 ml en un matraz
aforado.

B.17.5.4 Solucién patron

Pesar exactamente 50,0 mg de acido folico (acido pteroilglutamico), disolver en agua
destilada en un matraz aforado de vidrio de 500 ml, anadir 50 ml de NaOH 0,1 N, 100 ml
de alcohol y llevar a volumen con agua destilada.

Conservar esta solucion a 4°C durante maximo 6 meses.
B.17.6 Procedimiento

El acido folico es fotosensible. Por lo tanto, para todas las soluciones que contienen
dicha vitamina se debe utilizar material de vidrio actinico o cubrir el material de vidrio
corriente con papel de aluminio o un pafio negro.

B.17.6.1 Desarrollo del microorganismo
Un dia antes, subcultivar en 10 ml de caldo Micro Inoculum (B.17.4.3).
Incubar durante 18 h a 35°C.

Seis horas antes de la inoculacion del ensayo, inocular 2 gotas (aproximadamente 0,1
ml) del altimo cultivo de 18 h en otro tubo de 10 ml de caldo Micro Inoculum.

Incubar durante 6 h a 35°C.
B.17.6.2 Preparacion de la toma de ensayo
B.17.6.2.1 Productos sin almidon

En un matraz Erlenmeyer de 250 ml, pesar de 1 a 3 g de muestra homogénea, que
contenga aproximadamente 1 pg de acido folico. Disolver en 30 ml de solucion tampoén pH
6,1 (B.17.5.2). A fin de evitar la formacion de grumos, afadir la solucién tampoén en
pequenas cantidades pasando el matraz Erlenmeyer bajo el grifo de agua caliente.

Cubrir el matraz con papel de aluminio y colocar en el autoclave durante 20 min a
102°C. Enfriar.

Transferir cuantitativamente a un matraz aforado de vidrio de 100 ml. Anadir al
contenido del matraz 0,8 ml de solucion de cloruro de calcio al 2% y agitar. Dejar reposar
durante 15 min, luego llevar a volumen con agua destilada. Filtrar a través de un filtro
plisado con velocidad de filtracion media.

Diluir el filtrado de modo que se obtenga una solucion de aproximadamente 0,2 ng de
acido folico por ml.

B.17.6.2.2 Productos con almidon
Proceder segun el primer apartado bajo (B.17.6.2.1).

Antes de colocar la solucion en el autoclave, afiadir una cantidad de mezcla al 6% de a-
amilasa pancreatica en lactosa, correspondiente a 1% de la toma de ensayo.

Incubar durante 30 min a 42°C. Cubrir el matraz con papel de aluminio y colocar en el
autoclave durante 20 min a 102°C. Enfriar. A continuacion transferir cuantitativamente a un
matraz aforado de vidrio de 100 ml y proseguir como se describe en (B.17.6.2.1)

Nota: Con cada nuevo lote de diastasa efectuar un ensayo en blanco.

Mediante una pipeta tomar 10 ml de solucion patron (B.17.6.3) dilucion d. Anadir 30 ml
de agua. Afadir 100 mg de mezcla al 6% de o-amilasa pancreatica en lactosa. Incubar
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durante 30 min a 42°C. Transferir cuantitativamente a un matraz aforado de 100 ml. Llevar
a volumen vy filtrar.

La curva de calibracion obtenida con esta solucion debe ser comparable a aquella
obtenida con la solucion patrén no tratada.

B.17.6.3 Solucién patron 0,2 ng/ml
Justo antes del uso diluir la solucion 18.5.4 como sigue:

|10mla 100 ml |

[10mla 100 ml |

2 ml a 100
ml

10 ml a 100 ml |

10 ml a 100 ml = 0,2
ng/ml

B.17.6.4 Medio de cultivo para el ensayo
Medio para prueba de acido folico.

Preparar el volumen necesario en un matraz Erlenmeyer de vidrio de 1000 ml. Proceder
segun las indicaciones de la etiqueta, calentando la solucién en una parrilla con agitacion
magnética.

Calculo del volumen necesario:

patron: 30 tubos 30 x 5 ml =
150 ml

cada producto: | 10 tubos 10 x 5 ml = 50
ml

+ 50 ml a 100 ml de exceso

B.17.6.5 Preparacion del ensayo
B.17.6.5.1 Serie patron

En un soporte metalico para tubos de ensaye, colocar 3 filas de 10 tubos (180 x 18 mm),
numerados bl, 0,..., 8; el primero corresponde al blanco.

Mediante una pipeta vertir en triplicado en las tres series de tubos, volimenes crecientes
de la ultima dilucion de la solucidn patrén, completar a 5 ml con agua destilada y mediante
una bureta o una jeringa automatica, anadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo segin
la tabla siguiente:

Tubo No.: bl 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Soluciéon 0,0 0,25 (0,50 10,75 1,0 1,5 2 2,5 |3,0ml
patron: 0,0

Agua: 5 5 475 14,5 425 14,0 |35 3,0 (2,5 |2ml
Medio de cultivo: 5 ml en cada tubo

Los tubos del ensayo en blanco (bl) no se inoculan.
B.17.6.5.2 Serie producto
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En otro soporte colocar dos filas de 10 tubos (180 x 18 mm). Los primeros cinco tubos
de ambeas filas van destinados a un producto, los otros cinco de ambas filas, a otro producto.
Numerar de 9 a 13 y de 14 a 18 y asi sucesivamente para todos los productos analizados.

Mediante una pipeta verter en duplicado en ambas series de cinco tubos, volimenes
crecientes de la ultima dilucion de la solucion de la muestra, completar a 5 ml con agua
destilada y anadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo.

Tubo No.: 9 10 11 12 13
Solucion de 1a|0,50 0,75 1,0 1,50 ml
muestra: 0,25

Agua: 4,75 4,50 4,25 4,0 3,50 ml
Medio de cultivo: 5 ml en cada tubo

Tapar los tubos con capuchones o mediante una tapa adecuada que cubra ambas filas de
tubos en el soporte.

B.17.6.6 Esterilizacion del ensayo

Esterilizar los tubos durante 10 min a 121°C, luego enfriarlos en un bafio de agua fria.
B.17.6.7 Inoculacion

B.17.6.7.1 Preparacion y estandarizacion del inoculo

Justo antes de inocular el ensayo, transferir una cantidad suficiente del cultivo preparado
bajo (B.17.6.1) a un tubo de centrifuga estéril, centrifugar a 2600 rpm durante 5 min,
decantar y resuspender el paquete celular en 10 ml de solucion salina. Hacer dos lavados
mas. Transferir a una cubeta de 1 cm y efectuar la lectura en el espectrofotometro a 575
nm. Estandarizar el cultivo a fin de obtener siempre aproximadamente la misma extincion.
No debe olvidarse sustraer de la extincion del cultivo la del medio de ensayo, que es un
medio coloreado.

Segun la extincion, diluir "n" gotas del cultivo (B.17.6.1) en un tubo que contenga 10 ml
de medio (B.17.6.4). Este tubo es el indculo.

Asi pues, para una extincion del cultivo (B.17.6.1) entre 0,40 y 0,60 (después de sustraer
la extincion propia del medio), introducir 5 gotas de cultivo en el tubo que contiene 10 ml
de medio (B.17.6.4). Si la extincion no se encuentra en la zona arriba mencionada, adaptar
la dilucion como sigue:

- extincion inferior a 0,40: introducir proporcionalmente mas gotas en el tubo (no mas
de 10 gotas)

- extincion superior a 0,60: introducir menos gotas o diluir proporcionalmente con el
medio (B.17.6.4).

B.17.6.7.2 Inoculacion

Mediante una micropipeta de punta estéril, inocular 0,1 ml del indculo en cada tubo de
las series patron y producto. Los tubos del blanco (bl) no se inoculan.

Después de inocular, agitar los tubos ligeramente a fin de repartir el microorganismo
uniformemente en el medio.

B.17.6.8 Incubacion

Incubar los tubos inoculados durante aproximadamente 19 h a 35°C. Observar los tubos
con regularidad al cabo de las 19 h. Verificar si la diferencia de desarrollo del
microorganismo es suficiente entre la primera y la ultima dilucion de la solucidn patron.

Si es necesario, prolongar la incubacidn hasta que se obtenga un crecimiento 6ptimo del
microorganismo.
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Después de la incubacion se recomienda interrumpir el crecimiento del microorganismo
simultaneamente en todos los tubos, colocandolos en un bafio de agua fria.

B.17.6.9 Lecturas

Mediante un agitador para tubos de ensaye, poner en suspension el depdsito formado por
el desarrollo del microorganismo. Transferir la suspension a un tubo o una cubeta Optica,
segun el fotometro. Medir la transmitancia o absorbancia a 575 nm ajustando el 100% de T
0 a 0% de A del aparato con el blanco (bl).

Agitar y leer un tubo después de otro, a fin de evitar la sedimentacion del
microorganismo.

B.17.7 Calculos
B.17.7.1 Curva de calibracion

Trazar la curva de calibracion en papel milimétrico o mediante una calculadora con
regresion lineal, llevando la lectura media de cada grupo de tres tubos a la ordenada y los
ug de acido folico a la abscisa.

*Nota: Si la determinacion se hace en absorbancia buscar el equivalente de los valores
de los ejemplos, dados en transmitancia.

Ejemplo:

Tubo lecturas .

No. ml ug ] 5 3 media
0 0,0 0,0 88,1 87,6 87,5 |87,7
1 0,25 0,05 78,4 78,5 |79,5 |78.8
2 0,50 10,1 70,5 70,4 |71,3 70,7
3 0,75 0,15 64,1 64,6 |64,6 |644
4 1,0 0,20 58,9 59,6 59,3 [59,3
5 1,5 0,30 50,8 51,3 |514 |51,2
6 2 0,40 44,7 44,1 |45,5 44,8
7 2,5 0,50 39,7 39,7 38,2 39,2
8 3,0 0,60 35,6 36,1 |35,2 |35,6

Observaciones:

La curva de calibracion es caracteristica de cada vitamina. Es tanto mejor cuanto mayor
sea la parte que ocupa de la escala de transmision.

Repetir el ensayo cuando la curva de crecimiento esté mal desarrollada, esto puede
deberse a la cepa o al medio de cultivo para el ensayo; que deben verificarse por separado.

B.17.7.2 Contenido de vitamina en el producto

La media de las lecturas de cada par de tubos permite leer en la curva de calibracion la
cantidad de vitamina y calcular su concentracion en la tltima dilucidon de la muestra.

Ejemplo:

lecturas
];lllgo ml ] 3 media | pg* ug/ml

9 0,25 80,2 79,4 79,8 10,045 |0,18
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10 (0,50 [71,6 73,7 72,6 0,095 [0,19
T |0,75 |66,1 |67,7 669 [0,135 |0,18
2|1 614  [(56,5 |64 0,185 [0,185
13 [1,5 |53, [52,1 520 |0,280 [0,i187
Media 0,184 (=C)

() = valor aberrante
* = yalores leidos en la curva de calibracion
Observacion:

Fluctuaciones pequefias en los valores de la ultima columna son prueba de un buen
ensayo.

Calcular el contenido de vitamina en png/100 g de producto, teniendo en cuenta las
diluciones sucesivas y la concentracion en la muestra diluida.

El contenido de 4cido folico, expresado en pg/100 g de producto es igual a:

bucido f55ico g = —c?:fg EE;DDD

En donde:

C = media de las concentraciones leidas en la curva de calibracion, en ng/ml
V1 = volumen en el que se ha disuelto la toma de ensayo, en ml

V2 = parte alicuota de V1, en ml

V3 = volumen al que se ha diluido la parte alicuota V2, en ml

m = toma de ensayo, en g

Ejemplo:

1 g (m) de producto se han pesado en un matraz aforado de 100 ml(V1). Se ha tomado
una parte alicuota de 10 ml (V?2), que se ha diluido en un matraz aforado de 250 ml (V3).

La media de las concentraciones en acido folico leidas en la curva de calibracion es
0,184 ng/ml (C).

El contenido en acido folico es:

0,184 %250 %100 >100
W 1101000

Acidafélico ., =460 pg 100 g

B.18 DETERMINACION DE PANTOTENATO DE CALCIO POR METODO
MICROBIOLOGICO

B.18.1 Fundamento

Este método permite cuantificar pantotenato de calcio utilizando un microorganismo que
no es capaz de sintetizarlo (Lactobacillus plantarum ATCC 8014); el crecimiento celular se
relaciona directamente con la concentracion de pantotenato presente.

Para preparar la muestra y la curva estandar se utiliza un medio basal libre de
pantotenato. El crecimiento celular se mide turbidimétricamente y por interpolacion en la
curva se determina la concentracion de la muestra.

B.18.2 Reactivos y materiales

B.18.2.1 Reactivos

Leche descremada en polvo grado reactivo
Calcio D(+) pantotenato para fines bioquimicos
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Acido acético glacial 100% para analisis

Hidréxido de sodio en lentejas para andlisis

Cristales de cloruro de sodio para analisis

Papaina

Diastasa

B.18.2.2 Materiales

Mortero de porcelana, interior esmaltado, didmetro 80 mm.

Pistilo de porcelana, cabeza esmaltada, longitud 75-80 mm (serruchado, si es demasiado
largo)

Probeta graduada de 100 ml

Material comun de laboratorio

B.18.3 Aparatos e instrumentos
Autoclave

Incubadora a 35 + 1°C

Espectrofotometro

Micropipeta

Centrifuga

B.18.4 Cepa y medios de cultivo
Lactobacillus plantarum, ATCC 8014
Caldo Micro Inoculum

Agar bacteriologico

Caldo Bacto Lactobacilli MRS

Medio de prueba para pantotenato
B.18.4.1 Medio de mantenimiento de la cepa
Bacto Lactobacilli MRS-agar (MRS-agar)

Preparar 1 1 de medio de agar bacterioldgico con 55 g de caldo Bacto Lactobacilli MRS
+ 15 g agar bacteriologico, segun las indicaciones de la etiqueta del caldo MRS+1,5% de
leche descremada (reconstituida al 10% en agua destilada). Repartir a razén de 6 ml en
tubos (de preferencia con tapon de rosca), esterilizar y enfriar en posicion vertical.

Conservar en el refrigerador a 4°C.
B.18.4.2 Mantenimiento de la cepa

Inocular por puncion Lactobacillus plantarum en profundidad en el medio (B.18.4.1)
cada cuatro semanas, efectuando un cultivo intermedio de 18 h en el medio liquido
B.18.4.3. Preparar el nimero de tubos necesarios para el andlisis y guardar por lo menos
dos tubos para el mantenimiento de la cepa.

Incubar durante 18 h a 35°C.
B.18.4.3 Medio de cultivo para el desarrollo del microorganismo
Caldo micro Inoculum

Preparar 1 1 de solucidn segun las indicaciones de la etiqueta y repartir a razoén de 10 ml
en tubos. Tapar los tubos con capuchones y esterilizar segiin las indicaciones del fabricante.

Conservar en el refrigerador a 4°C.
B.18.5 Preparacion de soluciones
B.18.5.1 Solucion fisiologica
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Disolver 9 g de cloruro de sodio en 1000 ml de agua destilada. Repartir a razon de 10 ml
en tubos, taparlos con capuchones y esterilizar durante 15 min a 121°C.

Conservar en el refrigerador a 4°C.

B.18.5.2 Solucién de 4cido acético aproximadamente 1 N

Diluir 29 ml de 4cido acético glacial en 500 ml con agua destilada.
B.18.5.3 Solucién de hidroxido de sodio, aproximadamente 1 N

Disolver 20 g de hidréxido de sodio en agua destilada y llevar a volumen en un matraz
aforado de 500 ml con tapon de polietileno.

B.18.5.4 Solucion tampoén pH 4,6

En un matraz aforado de 500 ml, mezclar 100 ml de acido acético 1 N con 50 ml de
hidroxido de sodio (B.17.5.3) y llevar a volumen con agua destilada.

B.18.5.5 Solucién patron

Justo antes del uso, pesar exactamente 50,0 mg de pantotenato de calcio; disolver en
agua destilada y llevar a volumen en un matraz aforado de 500 ml.

B.18.6 Procedimiento

B.18.6.1 Desarrollo del microorganismo

Un dia antes, subcultivar en 10 ml de caldo Micro Inoculum (B.18.4.3).
Incubar durante 18 a 24 h a 35°C.

Seis horas antes de la inoculacion del ensayo, inocular 2 gotas (aproximadamente 0,1
ml) del ultimo cultivo de 18 h en otro tubo de 10 ml de caldo Micro Inoculum.

Incubar durante 6 h a 35°C.
B.18.6.2 Preparacion de la toma de ensayo

Proximo a la determinacion, pesar en pequefios morteros de porcelana de 1-2 g de
muestra homogénea, que contenga aproximadamente 50 pug de pantotenato de calcio.
Anadir 100 mg de papaina y 50 mg de diastasa. Moler todo cuidadosamente mediante el
pistilo.

Mojar la mezcla con 10 ml de solucion tampdn pH 4,6 (B.18.5.4). Cubrir los morteros y
los pistilos con papel de aluminio y a continuacion colocarlos en una estufa.
Incubar una noche a 42°C.

Después de la incubacion, verificar el pH y af'ustarlo a 4,6 si es necesario. Transferir
cuantitativamente a un matraz aforado de 100 ml y llevar a volumen con agua destilada.
Filtrar a través de un filtro plisado con velocidad de filtracion media.

Diluir el filtrado de modo que se obtenga una solucién de aproximadamente 0,05 pg de
pantotenato de calcio por ml.

Observacion: Con cada nuevo lote de diastasa y de papaina, efectuar un ensayo en
blanco:

Tratar 5 g de papaina o de diastasa como la toma de ensayo. Sin diluir, groceder segun
(B.18.6.5.2). El contenido de pantotenato de calcio de la enzima no debe rebasar 1 mg/100

g.
B.18.6.3 Solucioén patréon, 0,05 pg/ml
Justo antes del uso diluir la solucion 17.5.5 como sigue:

| Smla100ml

| 10 ml a 100 ml

| 10 ml a 100 ml = 0,05 pg/ml
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B.18.6.4 Medio de cultivo para el ensayo
Medio de prueba para pantotenato.

Preparar el volumen necesario en un matraz Erlenmeyer de vidrio de 1000 ml. Proceder
segun las indicaciones de la etiqueta, calentando la solucién en una parrilla con agitacién
magnética.

Calculo del volumen necesario:

patrén: 30 tubos 30 x 5 ml =
150 ml

cada 10 tubos 10 x 5 ml =50

producto: ml

+ 50 a 100 ml de exceso

B.18.6.5 Preparacion del ensayo
B.18.6.5.1 Serie patron

En un soporte metélico para tubos de ensaye, colocar tres filas de 10 tubos (180 x 18
mm), numerados bl, 0, ..., 8; el primero corresponde al blanco (bl).

Mediante una pipeta verter en triplicado en las tres series de tubos, volimenes crecientes
de la Ultima dilucion de la solucion patrén, completar a 5 ml con agua destilada y mediante
una bureta o una jeringa automatica anadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo segin la
tabla siguiente:

Tubo No.: {0 1 2 3 4 5 6 7 8

bl

Solucion 0,0 0,25 0,50 0,75 1,0 1,5 2 2.5 3,0ml
Patron:

0,0

Agua: 5 5 4,75 4.5 4,25 4,0 3,5 3,0 2.5 2 ml
Medio de cultivo: 5 ml en cada tubo

Los tubos del ensayo en blanco (bl) no se inoculan.
B.18.6.5.2 Serie producto

En otro soporte colocar dos filas de 10 tubos (180 x 18 mm). Los primeros cinco tubos
de ambas filas van destinados a un producto, los otros cinco de ambas filas, a otro producto.
Numerar de 9 a 13 y de 14 a 18 y asi sucesivamente para todos los productos analizados.

Mediante una pipeta verter en duplicado en ambas series de cinco tubos, volimenes
crecientes de la ultima dilucion de la solucion de la muestra, completar a 5 ml con agua
destilada y anadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo.

Tubo No.: 9 10 11 12 13
Solucion de 0,50 4,75 1,0 1,50 ml
la muestra: 0,25

Agua: 4,75 4,50 4,25 4,0 3,50 ml
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Medio de cultivo: 5 ml en cada tubo

Tapar los tubos con capuchones o mediante una tapa adecuada que cubra ambas filas de
tubos en el soporte.

Esterilizar los tubos durante 15 min a 115°C, luego enfriarlos en un bafio de agua fria.

B.18.6.6 Inoculacion
B.18.6.6.1 Preparacion y estandarizacion del inoculo

Justo antes de inocular el ensayo, transferir una cantidad suficiente del cultivo preparado
bajo (B.18.6.1) a un tubo de centrifuga estéril, centrifugar a 2600 rpm durante 5 min,
decantar y resuspender el paquete celular en 10 ml de solucion salina. Hacer dos lavados
mas. Transferir a una cubeta de 1 cm y efectuar la lectura en el espectrofotometro a 575
nm. Estandarizar el cultivo a fin de obtener siempre aproximadamente la misma extincion.
No debe olvidarse sustraer de la extincion del cultivo la del medio de ensayo, que es un
medio coloreado.

Segun la extincion, diluir "n" gotas del cultivo (B.18.6.1) en un tubo que contenga 10 ml
de medio (B.18.6.4). Este tubo es el indculo.

Asi pues, para una extincion del cultivo (B.18.6.1) entre 0,2 y 0,4 (después de sustraer la
extincion propia del medio), introducir de 4 a 8 gotas de cultivo en el tubo que contiene 10
ml de medio (B.18.6.4). Si la extincidon no se encuentra en la zona arriba mencionada,
adaptar la dilucién como sigue:

- extincion inferior a 0,2: introducir proporcionalmente mas gotas en el tubo (no mas
de 10 gotas).

- extincidn superior a 0,4: introducir menos gotas o diluir proporcionalmente con el
medio (B.18.6.4).

B.18.6.6.2 Inoculacion

Mediante una micropipeta de punta estéril, inocular 0,1 ml del indculo en cada tubo de
las series patron y producto. Los tubos del blanco (bl) no se inoculan.

Después de inocular, agitar los tubos ligeramente a fin de repartir el microorganismo
uniformemente en el medio.

B.18.6.7 Incubacion

Incubar los tubos inoculados durante aproximadamente 16 h a 35°C. Observar los tubos
con regularidad al cabo de las 16 h. Verificar si la diferencia de desarrollo del
microorganismo es suficiente entre la primera y la ultima dilucion de la solucidn patron.

Si es necesario, prolongar la incubacidn hasta que se obtenga un crecimiento 6ptimo del
microorganismo.

_ Después de la incubacion se recomienda interrumpir el crecimiento del microorganismo
simultaneamente en todos los tubos, colocandolos en un bafio de agua fria.
B.18.6.8 Lecturas
Mediante un agitador para tubos de ensaye, poner en suspension el deposito formado por
el desarrollo del microorganismo. Transferir la suspension a un tubo o una cubeta Optica,

segun el fotdmetro. Medir la transmitancia o absorbancia a 575 nm ajustando el 100% T o a
0% de A del aparato con el blanco (bl). *

Agitar y leer un tubo después de otro, a fin de evitar la sedimentacion del
microorganismo.

* Nota: Si la determinacion se hace en absorbancia, buscar el equivalente de los valores
de los ejemplos, dados en transmitancia.

B.18.7 Calculos
B.18.7.1 Curva de calibracion
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Trazar la curva de calibracion en C{)'apel milimétrico, o mediante una calculadora con
regresion lineal llevando la lectura media de cada grupo de tres tubos a la ordenada y los pg
de pantotenato de calcio a la abscisa.

Ejemplo:

Tubo lecturas .

No. ml ug " 5 3 media

0 0,0 0,0 99,0 98,9 99,7 99,2

1 0,25 0,0125 (93,0 92,2 91,0 |92

2 0,50 0,025 82,8 83,3 [82,9 83,0
3 0,75 0,0375 72,3 70,2 73,0 |71,8
4 1,0 0,050 57,4 58,9 64,2 |60,1
5 1,5 0,075 39,8 36,5 [39,8 38,7
6 2 0,100 26,9 27,0 27,2 (27,0
7 2,5 0,125 22,4 20,2 |21,0 [21,2
8 3,0 0,150 18,9 17,1 189 |18,3

Observaciones:

La curva de calibracion es caracteristica de cada vitamina. Es tanto mejor cuanto mayor
sea la parte que ocupa de la escala de transmision.

Repetir el ensayo cuando la curva de crecimiento est¢ mal desarrollada, esto puede
deberse a la cepa o al medio de cultivo para el ensayo; que deben verificarse por separado.

B.18.7.2 Contenido de vitamina en el producto

La media de las lecturas de cada par de tubos permite leer en la curva de calibracion la
cantidad de vitamina y calcular su concentracion en la ltima dilucion de la muestra.

Ejemplo:

lecturas
Tﬁgo ml ] 3 media | pg* | pg/ml
9 0,25 (81) 92,1 92,1 0,0119]0,0476

10 0,50 82,7  |81,7 [82,2 [0,02520,0504
11 0,75 |7L,4 |722 |78 0,038 |0,0507
12 1 572|588 58,0 0,050 |0,0500
13 15 379 39,1 38,5 [0,076 |0,0507

Media 0,0498(=C)

() = valor aberrante
* = valores leidos en la curva de calibracion
Observacion:

Fluctuaciones pequefias en los valores de la ultima columna son prueba de un buen
ensayo.

Calcular el contenido de vitamina en mg/100 g de producto, teniendo en cuenta las
diluciones sucesivas y la concentracion en la muestra diluida.

El contenido de pantotenato de calcio expresado en mg/100 g de producto es igual a:
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_ O F 00

Fartotenatn de calcio =
= mF %1000

En donde:

C = media de las concentraciones leidas en la curva de calibracion, en pg/ml
V1 = volumen en el que se ha disuelto la toma de ensayo, en ml

V2 = parte alicuota de V1, en ml

V3 = volumen al que se ha diluido la parte alicuota V2, en ml

m = toma de ensayo, en g

Ejemplo:

1,127 g (m) de producto se han pesado en un matraz aforado de 100 ml(V1). Se ha
tomado una parte alicuota de 10 ml (V2), que se ha diluido en un matraz aforado de 100 ml

(V3).
La media de las concentraciones de pantotenato de calcio leidas en la curva de
calibracion es 0,0498 pg/ml (C).

El contenido de pantotenato de calcio es:

_ 0,049 8100 100100
r 1,127 10 1000

B.19 DETERMINACION DE CIANOCOBALAMINA (VITAMINA Bj12) POR
METODO MICROBIOLOGICO

B.19.1 Fundamento

Este método permite cuantificar cianocobalamina utilizando Lactobacillus leichmannii
ATCC 7830, microorganismo que no puede sintetizar esta vitamina, relacionando
directamente el crecimiento celular con la concentracion de cianocobalamina presente. Para
preparar la muestra y la curva estdndar se utiliza un medio comercial libre de
cianocobalamina. El crecimiento celular se mide turbimétricamente y por interpolacion en
la curva se determina la concentracion de la muestra. El analisis debe realizarse con baja
intensidad de luz porque la vitamina B2 es fotosensible.

Pantotenato de caleio _, =4 42 mpg 1100 g

B.19.2 Reactivos y materiales

B.19.2.1 Reactivos

Vitamina B12 para fines bioquimicos

Acido clorhidrico fumante al 37% para analisis
Cianuro de sodio (CN) para analisis
Cristales de cloruro de sodio para analisis
Hipoclorito de sodio

Diastasa

B.19.2.2 Materiales

Micropipetas

Centrifuga

Matraz en forma de pera de vidrio de 100 ml
Matraz aforado de vidrio de 100 y 500 ml
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Matraz Erlenmeyer de vidrio de 250 ml
Bafio de agua

Refrigerante Allihn

Frascos con capsula de polietileno a presion de 8 ml
Tapon de vidrio

Pera de goma, propipeta

Material comun de laboratorio

Todo el material de vidrio debe ser actinico o forrado con papel aluminio.
B.19.3 Aparatos e instrumentos

Autoclave

Incubadora a 35 + 1°C

Espectrofotometro

B.19.4 Cepa y medios de cultivo
Lactobacillus leichmannii ATCC 7830
Leche descremada en polvo grado reactivo
Caldo micro inoculum

Agar bacterioldgico

Caldo Bacto Lactobacilli MRS

Medio de prueba para vitamina B12

B.19.4.1 Medio de mantenimiento de la cepa
Bacto Lactobacilli MRS-agar (MRS-agar)

Preparar 1 1 de medio con 55 g de caldo Bacto Lactobacilli MRS + 15 g de agar
bacteriologico, segun las indicaciones de la etiqueta del caldo MRS + 1,5% de leche
descremada (reconstituida al 10% en agua destilada). Repartir a razoén de 6 ml en tubos (de
preferencia con tapon de rosca), esterilizar y enfriar en posicion vertical.

Conservar en el refrigerador de 2 a 8°C.
B.19.4.2 Mantenimiento de la cepa

Inocular por puncion Lactobacillus leichmannii en profundidad en el medio (B.19.4.1)
cada cuatro semanas, efectuando un cultivo intermedio de 18 h en el medio liquido
(B.19.4.3). Preparar el nimero de tubos necesarios para el andlisis y guardar por lo menos
dos tubos para el mantenimiento de la cepa.

Incubar durante 18 h a 35°C.
B.19.4.3 Medio de cultivo para el desarrollo del microorganismo
Caldo Micro Inoculum

Preparar 1 1 de solucidn segun las indicaciones de la etiqueta y repartir a razoén de 10 ml
en tubos. Tapar los tubos con capuchones y esterilizar segiin las indicaciones del fabricante.

Conservar en el refrigerador de 2 a 8°C.
B.19.5 Preparacion de soluciones
B.19.5.1 Solucion fisiologica
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Disolver 9 g de cloruro de sodio en 1000 ml de agua destilada. Repartir a razon de 10 ml
en tubos, taparlos con capuchones y esterilizar durante 15 min a 121°C.

Conservar en el refrigerador 2 a 8°C.
B.19.5.2 Solucién de 4cido clorhidrico aproximadamente 1 N

Bajo una campana de extraccion diluir 82 ml de acido clorhidrico al 37% llevandolos a
un volumen de 1000 ml con agua destilada, para ello vertir el 4cido en el matraz aforado
que ya contiene agua.

B.19.5.3 Solucién de cianuro de sodio, 10 g /100 ml
CUIDADO: VENENO. UTILIZAR GUANTES.

En un matraz aforado de 100 ml disolver 10 g de cianuro de sodio en agua destilada y
llevar a volumen.

Conservar en el refrigerador 2 a 8°C.
B.19.5.4 Solucion de cianuro de sodio al 1%

Justo antes del uso, tomar mediante una pipeta y una pera de goma, 1/ml de solucion de
cianuro de sodio (B.19.5.3) y diluir a 10 ml con agua destilada en un matraz aforado de 10
ml.

Nota: La solucion sobrante de cianuro de sodio al 1% debe destruirse mediante adicion
de solucién de hipoclorito de sodio al 15% (aproximadamente 1 ml por 10 ml de solucion
de cianuro de sodio). Dejar reaccionar durante 2 dias bajo una campana de extraccion.

B.19.5.5 Solucién patron

Pesar exactamente 50,0 mg de vitamina B12; disolver en agua destilada y llevar a
volumen en un matraz aforado de vidrio de 500 ml. Verificar la concentracion de la
solucion como sigue:

Diluir 1 ml de solucién con 3 ml de agua destilada. Medir la extincidon de dicha solucion
en una cubeta de 1 cm a 360 nm.
_100%F

0,517

f

En donde:

f = contenido de vitamina B2, en %

E = extincion leida

Corregir la concentracion de la solucion proporcionalmente segun el ejemplo:

Olngiml < =0,07 ngtmi
AT £

para f=76
Eliminar la soluciodn si el valor de f es inferior a 70%

Conservar esta solucion congelada en porciones de 5 ml en matraces actinicos durante
maximo 6 meses.

B.19.6 Procedimiento

La vitamina B2 es fotosensible. Por lo tanto, para todas las soluciones que contienen
dicha vitamina se debe utilizar material de vidrio actinico o cubrir el material de vidrio
corriente con papel de aluminio o un pafio negro.

B.19.6.1 Desarrollo del microorganismo
Un dia antes, subcultivar en 10 ml de caldo Micro Inoculum (B.19.4.3).
Incubar durante 18 h a 35°C.
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Seis horas antes de la inoculacion del ensayo, inocular 2 gotas (aproximadamente 0,1
ml) del altimo cultivo de 18 h en otro tubo de 10 ml de caldo Micro Inoculum.

Incubar durante 18 a 24 h a 35°C.
B.19.6.2 Preparacion de la toma de ensayo

En un matraz de 100 ml con esmerilado normalizado, pesar de 3 a 4 g de muestra
homogénea, que contenga aproximadamente 100 ng de vitamina B12.

Disolver la toma de ensayo en 25 ml de agua destilada a 50°C. A fin de evitar la
formacion de grumos, afiadir el agua destilada en pequefias cantidades agitando cada vez.

Afadir 0,2 ml de solucidn de cianuro de sodio (B.19.5.4) recién preparada (CUIDADO:
VENENO) y agitar.

Dejar la solucion durante 30 min a temperatura ambiente, al abrigo de la luz y agitar de
vez en cuando. Al cabo de este tiempo, ajustar el pH de 4,8 - 5 con solucion de éacido
clorhidrico I N. A continuacion calentar el matraz dlljlrante 35 min en un bano de agua en
ebullicion. Enfriar (*). Ajustar el pH a 4,6. Transferir cuantitativamente a un matraz
aforado de 100 ml y llevar a volumen con agua destilada. Filtrar a través de un filtro plisado
con velocidad de filtracion media.

* Para productos con almidon se recomienda aplicar un tratamiento enzimatico a fin de
obtener un filtrado limpido. Afiadir a la solucion la cantidad de diastasa equivalente al 10%
de la toma de ensayo. Incubar durante 30 min a 42°C.

Diluir el filtrado de modo que se obtenga una solucidon de aproximadamente 0,05 ng de
vitamina B12/ml.

Nota: con cada nuevo lote de diastasa efectuar un ensayo en blanco.

Tratar 3 g de diastasa como la toma de ensayo. El contenido de vitamina B2 de la
diastasa no debe rebasar 0,5 pg/100 g.

B.19.6.3 Solucion patrén 0,05 ng/ml
Justo antes del uso diluir la solucion (B.19.5.5) como sigue:

10 ml a 100
ml
5 ml a 100
ml
5 ml a 100
ml

|2 ml* a 100 ml = 0,05 ng/ml |

* 4+ 0,2 ml de cianuro de sodio (CUIDADO VENENO)
B.19.6.4 Medio de cultivo para el ensayo
Medio para prueba de vitamina B12

Preparar el volumen necesario en un matraz Erlenmeyer de vidrio de 1000 ml. Proceder
segun las indicaciones de la etiqueta, calentando la solucién en una parrilla con agitacién
magnética.

Calculo del volumen necesario:

patron: 30 tubos 30 x 5 ml =
150 ml

cada producto: |10 tubos 10 x 5 ml = 50
ml

+ 50 ml a 100 ml de exceso
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B.19.6.5 Preparacion del ensayo
B.19.6.5.1 Serie patrén

En un soporte metalico para tubos de ensaye, colocar 3 filas de 10 tubos (180 x 18 mm),
numerados bl, 0,..., 8; el primero corresponde al blanco.

Mediante una pipeta verter en triplicado en las tres series de tubos, volimenes crecientes
de la Ultima dilucion de la solucion patrén, completar a 5 ml con agua destilada y mediante
una bureta o una jeringa automatica, anadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo segin
la tabla siguiente:

Tubo No.: bl 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Solucién patrén: (0,0 0,25 (0,50 |0,75 1,0 |15 2 2,5 (3,0ml
0,0

Agua: 5 5 4,75 |4,5 4,25 4,0 1[3,5 3,0 12,5 |[2ml
Medio de cultivo: 5 ml en cada tubo

Los tubos del ensayo en blanco (bl) no se inoculan.
B.19.6.5.2 Serie producto

En otro soporte colocar dos filas de 10 tubos (180 x 18 mm). Los primeros cinco tubos
de ambas filas van destinados a un producto, los otros cinco de ambas filas, a otro producto.
Numerar de 9 a 13 y de 14 a 18, y asi sucesivamente para todos los productos analizados.

Mediante una pipeta verter en duplicado en ambas series de cinco tubos, volimenes
crecientes de la ultima dilucion de la solucion de la muestra, completar a 5 ml con agua
destilada y anadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo.

Tubo No.: 9 10 11 12 13
Solucion de la|0,50 0,75 1,0 1,50 ml
muestra: 0,25

Agua: 4,75 4,50 4,25 4,0 3,50 ml
Medio de cultivo: 5 ml en cada tubo

Tapar los tubos con capuchones o mediante una tapa adecuada que cubra ambas filas de
tubos en el soporte.

B.19.6.6 Esterilizacion del ensayo

Esterilizar los tubos durante 10 min a 115°C, luego enfriarlos en un bafio de agua fria.
B.19.6.7 Inoculacion

B.19.6.7.1 Preparacion y estandarizacion del inoculo

Justo antes de inocular el ensayo, transferir una cantidad suficiente del cultivo preparado
bajo (B.19.6.1) a un tubo de centrifuga estéril, centrifugar a 2600 rpm durante 5 min,
decantar y resuspender el paquete celular en 10 ml de solucion salina. Hacer dos lavados
mas. Transferir a una cubeta de 1 cm y efectuar la lectura en el espectrofotometro a 575
nm. Estandarizar el cultivo a fin de obtener siempre aproximadamente la misma extincion.
No debe olvidarse sustraer de la extincion del cultivo la del medio de ensayo, que es un
medio coloreado.

Segun la extincion, diluir "n" gotas del cultivo (B.19.6.1) en un tubo que contenga 10 ml
de medio (B.19.6.4). Este tubo es el indculo.

Asi pues, para una extincion del cultivo (B.19.6.1) entre 1,10 y 1,25 (después de sustraer
la extincidn propia del medio), introducir 2 gotas de cultivo en el tubo que contiene 10 ml
de medio (B.19.6.4). Si la extincidon no se encuentra en la zona arriba mencionada, adaptar
la dilucién como sigue:
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-extincion inferior a 1,10: introducir proporcionalmente mas gotas en el tubo (no mas
de 3 gotas)

-extincion superior a 1,25: diluir proporcionalmente con el medio (B.19.6.4).

B.19.6.7.2 Inoculacion

Mediante una micropipeta de punta estéril, inocular 0,1 ml del indculo en cada tubo de
las series patron y producto. Los tubos del blanco (bl) no se inoculan.

Después de inocular, agitar los tubos ligeramente a fin de repartir el microorganismo
uniformemente en el medio.

B.19.6.8 Incubacion

Incubar los tubos inoculados durante aproximadamente 18 a 24 h a 35°C. Observar los
tubos con regularidad al cabo de las 14 h. Verificar si la diferencia de desarrollo del
microorganismo es suficiente entre la primera y la ultima dilucion de la solucidn patron.

Si es necesario, prolongar la incubacion hasta que se obtenga un crecimiento 6ptimo del
microorganismo.

Después de la incubacion se recomienda interrumpir el crecimiento del microorganismo
simultaneamente en todos los tubos, colocandolos en un bafio de agua fria.

B.19.6.9 Lecturas

Mediante un agitador para tubos de ensaye, poner en suspension el deposito formado por
el desarrollo del microorganismo. Transferir la suspension a un tubo o una cubeta Optica,
segun el fotometro. Medir la transmitancia o absorbancia a 575 nm ajustando el 100% T o a
0% de A del aparato con el blanco (bl). *

Agitar y leer un tubo después de otro, a fin de evitar la sedimentacion del
microorganismo.

* Nota: Si la determinacion se hace en absorbancia buscar el equivalente de los valores
de los ejemplos, dados en transmitancia.

B.19.7 Calculos
B.19.7.1 Curva de calibracion

Trazar la curva de calibracion en papel milimétrico o mediante una calculadora con
regresion lineal, llevando la lectura media de cada grupo de tres tubos a la ordenada y los
ng de vitamina B2 a la abscisa.

Ejemplo:

%lgf) ml ng ] lect;ras 3 media
0 0,0 0,0 95,1 95,0 95,1 95,0
1 0,25 10,0125 |82,2 80,9 (824 81,8
2 0,50 10,025 67,5 67,0 |66,1 66,9
3 0,75 10,0375 |[55,0 56,5 |57.5 56,3
4 1,0 0,050 48,5 48,9 (47,2 48,2
5 1,5 0,075 37,1 37,8 36,8 37,2
6 2 0,100 30,5 30,5 (30,3 30,4
7 2,5 0,125 25,4 23,2 |24,4 24,3
8 3,0 0,150 20,2 21,2 20,0 20,5

Observaciones:
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La curva de calibracion es caracteristica de cada vitamina. Es tanto mejor cuanto mayor
sea la parte que ocupa de la escala de transmision.

Repetir el ensayo cuando la curva de crecimiento est¢ mal desarrollada, esto puede
deberse a la cepa o al medio de cultivo para el ensayo; que deben verificarse por separado.

B.19.7.2 Contenido de vitamina en el producto

La media de las lecturas de cada par de tubos permite leer en la curva de calibracion la
cantidad de vitamina y calcular su concentracion en la Gltima dilucion de la muestra.

Ejemplo:

Tubo | ml lecturas media | pg* ug/ml
No. i 3
9 0,25 |(93) 81,8 81,8 [0,0131 |0,0524
10 0,50 |66,1 65,3 65,7 10,0263 |0,0526
11 0,75 54,8 56,8 55,8 10,038 [0,0507
12 1 48,5 48,1 48,3 10,049 |0,0490
13 1,5 37 38 37,5 10,077 [0,0513
Media 0,0512(=C)

() = valor aberrante
* = valores leidos en la curva de calibracion
Observacion:

Fluctuaciones pequenias en los valores de la ultima columna son prueba de un buen
ensayo.

Calcular el contenido de vitamina en pg/100 g de producto, teniendo en cuenta las
diluciones sucesivas y la concentracion en la muestra diluida.

El contenido de vitamina B12, expresado en pug/100 g de producto es igual a:

_ Oy F w100

‘.FﬂﬂmlﬂﬂEu Lok g - m=F 1000
2

En donde:

C = media de las concentraciones leidas en la curva de calibracion, en ng/ml
V1 = volumen en el que se ha disuelto la toma de ensayo, en ml

V2 = parte alicuota de V1, en ml

V3 = volumen al que se ha diluido la parte alicuota V2, en ml

m = toma de ensayo, en g

Ejemplo:

246 g (m) de producto se han pesado en un matraz aforado de 100 ml (V1). Se ha
tomado una parte alicuota de 20 ml (V?2), que se ha diluido en un matraz aforado de 100 ml

(V3).
La media de las concentraciones en vitamina B12 leidas en la curva de calibracion es
0,0512 ng/ml (C).

El contenido en vitamina B2 es:
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0,0512 =100 =100:=100

— 1,25 sz /100
7,046 = 20 <1000 HESTEE

v itﬂ.min& B]_: il g =

B.20 DETERMINACION DE VITAMINA K{ POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

B.20.1 Fundamento

Se extrae la fraccion liposoluble de una muestra en un tubo de centrifuga o mediante una
columna de tierra de infusorios. Se separan las grasas en una columna HPLC preparativa y
se recoge la fraccion que contiene la vitamina K. Se inyecta esta fraccion en una columna
HPLC analitica y se determina el contenido de vitamina K] mediante un detector
espectrofotométrico.

B.20.2 Reactivos y materiales

B.20.2.1

Dimetilsulféxido (DNSO) para sintesis

Alcohol etilico absoluto para analisis

n-Hexano grado purisimo

Isooctano para analisis

Acetonitrilo para cromatografia

Vitamina K1

Pirogalol para analisis

Diclorometano para cromatografia

Papaina soluble

Tetrahidrofurano para analisis

20 columnas preparadas para extraccion de sustancias lipofilas de soluciones acuosas
Envase de repuesto para 50 rellenos de la columna
Diastasa

B.20.2.2 Materiales

Tubos para centrifuga de vidrio de 40 ml

Tapones huecos hexagonales de diferentes medidas
Matraces en forma de pera de 10 ml

Matraces en forma de pera de vidrio de 25 y 250 ml
Pipetas graduadas hasta la punta de 1 ml: 0,005; 5 ml: 0,05; 10 ml: 0,10 y 20 ml: 0,10
Micromatraz aforado de precision de 2 ml

Matraces aforados de vidrio de 10, 50 y 100 ml
Filtro con poro de 0,45 pm

Nota: Utilizar material de vidrio actinico cuidadosamente lavado, con el fin de evitar
que sea fuente de contaminacion.

B.20.3 Aparatos e instrumentos

Jeringuilla para HPLC de 1 ml y de aguja intercambiable
Aguja para jeringuilla de HPLC

Cilindro para gas comprimido, N2

Manodentor para gas comprimido, N2
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Agitador para tubos de ensaye
Estufa de laboratorio
Instalacion de HPLC que consta de:

Para cromatografia preparativa: una bomba, un inyector (loop de 500 pul), una columna
preparativa, un detector de longitud de onda variable, un registrador para cromatografia
analitica: una bomba, un inyector (loop de 100 pl), una columna analitica, un detector de
longitud de onda variable, un registrador.

Para una determinacion por dia, basta con un detector de longitud de onda variable y un
solo registrador para ambos sistemas.

Balanza de precision

Balanza analitica, 162 g; 0,1 mg

Centrifuga

Placa con pinzas para tubos de centrifuga
Mesa vibrante, movimiento alternante

Bafio ultrasonico

B.20.4 Preparacion de soluciones

B.20.4.1 Solucién de pirogalol de 1 g/100 ml

El dia de la determinacion disolver en un matraz aforado de 25 ml, 250 mg de pirogalol
en alcohol etilico.

B.20.4.2 Fase movil para HPLC preparativa: 1% de acetato de etilo en isooctano.

En un matraz aforado de 1 000 ml, mezclar 10 ml de acetato de etilo con isooctano
previamente degasificado bajo presion reducida y filtrado. Llevar a volumen.

B.20.4.3 Fase movil para purificar la columna preparativa: 10% de acetato de etilo en
1sooctano.

En un matraz aforado de 500 ml, mezclar 50 ml de acetato de etilo con isooctano
previamente degasificado bajo presion reducida y filtrado. Llevar a volumen.

B.20.4.4 Fase movil para HPLC analitica: acetonitrilo-diclorometano-propanol-2
89:10:1 v/v/v

Degasificar 1 litro de acetonitrilo bajo presion reducida y filtrar sobre una membrana.

En un matraz aforado de 1 000 ml, mezclar 100 ml de diclorometano y 10 ml de
propanol-2 con acetonitrilo y llevar a volumen.

B.20.4.5 Soluciones patrén de vitamina K

En un matraz aforado de 100 ml, pesar exactamente 40 mg de vitamina K]
(fitomenadiona). Disolver y llevar a volumen con n-hexano. Esta es la solucion 1 de 0,40
mg/ml. Se conserva una semana a 4°C.

Justo antes de la determinacion, efectuar las diluciones siguientes con n-hexano:
Solucién 2: diluir 5 ml de solucidon 1 en un matraz aforado de 50 ml (40 pg/ml).

Soluciéon 3: diluir 5 ml de soluciéon 2 en un matraz aforado de 50 ml (4 pg/ml).
Determinar la concentracion exacta de vitamina K1 midiendo la extincién (E) a 248 nm.
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E1% en n-hexano = 435

1 cm

Solucion 4: diluir 5 ml de solucién 3 en un matraz aforado de 50 ml (0,4 pg/ml). Utilizar
esta solucion como patron en la cromatografia preparativa para determinar el tiempo de
retencion.

Solucion 5: Mediante una pipeta, vertir 1 ml de solucidon 3 en un matraz aforado de 10
ml; evaporar a sequedad el disolvente bajo una ligera corriente de nitrogeno. Disolver y
llevar a volumen con la fase movil (B.23.4.4). Utilizar esta solucién (0,4 pg/ml) como
patron en la cromatografia analitica.

B.20.5 Procedimiento

B.20.5.1 Preparacion de la toma de ensayo
B.20.5.1.1 Extraccion en tubos de centrifuga
B.20.5.1.1.1 Productos so6lidos

Pesar 20 g de producto en un matraz aforado de 100 ml. Afiadir 50 ml de agua a 45°C,
luego 0,1 g de diastasa; a continuacion, incubar durante 20 min a 40°C. Introducir 0,1 g de
papaina e incubar de nuevo durante 20 min a 40°C. Llevar a volumen con agua a
temperatura ambiente. La suspension debe ser homogénea; si no, colocar el matraz en un
bafo ultrasénico durante unos 5 min. Tomar 5 ml de suspension e introducir en un tubo de
centrifuga de vidrio provisto de un esmerilado. Anadir 10 ml de dimetilsulféxido y mezclar.
Introducir 5 ml de solucion de pirogalol y agitar. Luego afadir 10 ml de n-hexano y agitar
el tubo vigorosamente durante 10 min mediante una mesa vibrante. Centrifugar el tubo, a
fin de separar las dos fases liquidas.

Transferir la fase superior a otro tubo de centrifuga.

Afadir 10 ml de n-hexano al primer tubo y agitar, luego centrifugar igual que arriba.
Tomar la fase superior y anadir a la que ya se ha recuperado.

B.20.5.1.1.2 Productos liquidos

Pesar 5 g de producto homogéneo en un tubo de centrifuga de vidrio provisto de un
esmerilado. Anadir 10 ml de dimetilsulfoxido y mezclar bien. Anadir 5 ml de soluciéon de
pirogalol y agitar. Luego afiadir 10 ml de n-hexano y agitar el tubo vigorosamente durante 5
min mediante una mesa vibrante. Centrifugar el tubo, a fin de separar las dos fases liquidas.

Transferir la fase superior a otro tubo de centrifuga.

Anadir 10 ml de n-hexano al primer tubo y agitar, luego centrifugar igual que arriba.
Tomar la fase superior y afiadir a la que ya se ha recuperado.

B.20.5.1.1.3 Lavado del extracto

En el tubo de centrifuga que contiene la fase orgénica, afiadir 10 ml de agua destilada.
Agitar vigorosamente durante 5 min mediante la mesa vibrante y centrifugar.

Mediante una pipeta Pasteur tomar lo mejor posible la fase organica, que debe ser
limpida y transferirla a un matraz en forma de pera de vidrio de 50 ml. Afadir 2 ml de n-
hexano en la superficie de la fase acuosa, tomar de nuevo la fase orgénica e introducir en el
matraz.

B.20.5.1.2 Extraccion mediante la columna de tierra de infusorios.
B.20.5.1.2.1 Productos solidos

En un matraz aforado de 100 ml de vidrio, pesar 2 g de producto. Afadir 0,200 g de
papaina, luego 25 ml de agua a 45°C. Mezclar bien, utilizar un bafio ultrasénico si es
necesario para deshacer los grumos. Incubar durante 30 min en la estufa a 40°C. Afiadir 10
ml de dimetilsulféxido y agitar el matraz durante 5 min mediante una mesa vibrante.
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Enfriar el matraz si es necesario y afiadir 40 ml de tetrahidrofurano. Agitar el matraz
vigorosamente durante 10 min. Llevar a volumen con agua y mezclar bien.

B.20.5.1.2.2 Productos liquidos

En un matraz aforado de 10 ml de vidrio, pesar 10 g de producto. Afiadir 0,200 g de
papaina y mezclar bien. Incubar durante 30 min en la estufa a 40°C. A continuacion afiadir
20 ml de agua y 10 ml de dimetilsulfoxido y agitar el matraz durante 5 min mediante una
mesa vibrante. Enfriar el matraz si es necesario y afadir 40 ml de tetrahidrofurano. Agitar
el matraz vigorosamente durante 10 min. Llevar a volumen con agua y mezclar bien.

B.20.5.1.2.3 Preparacion de la columna de extraccion

Colocar el filtro circular de 10 mm en el portafiltro inferior e introducir éste en el cuerpo
de la columna. Rellenar la columna con el contenido de un sobre y agitar de 10 a 20 seg
mediante un vibrador de reactivos.

Presionar el filtro circular de 24 mm en el anillo con borde reforzado del recambio y
deslizar éste dentro del cuerpo de la columna hasta que el filtro se encuentre sobre la
superficie del relleno.

Fijar una aguja a la conexion Luer, situada en el extremo inferior de la columna; sujetar
¢ésta mediante una pinza.

B.20.5.1.2.4 Llenado de la columna y elucion

Mediante una pipeta aforada transferir 20 ml del contenido del matraz aforado
(B.20.5.1.2.1 o B.20.5.1.2.2) a la columna de extraccion B.20.5.1.2.3. Evitar arrastrar
sedimento durante esta operacion. Al cabo de 15 min eluir lentamente con 100 ml de n-
hexano. La fase acuosa debe permanecer absorbida en la columna. Recoger el eluato en un
matraz en forma de pera de 250 ml de vidrio. Interrumpir la operacién a més tardar 30 min
después que todo el n-hexano haya penetrado en la columna.

B.20.5.2 Evaporacion del extracto y preparacion del extracto final de la toma de ensayo.

Evaporar la solucion (B.20.5.1.1.3 o B.20.5.1.2.4) bajo presion reducida y eliminar las
ultimas trazas de disolvente mediante una ligera corriente de nitrogeno. Recuperar el
residuo cuantitativamente con la fase movil y transferir a un matraz aforado de 5 ml para la
extraccion en tubos de centrifuga o de 2 ml para la extraccion en columnas. Filtrar sobre
una membrana antes de inyectar en la columna HPLC.

B.20.5.3 Cromatografia preparativa

Mantener el sistema HPLC preparativo con las caracteristicas siguientes:

Columna: |[Lichrosorb-Si 60, 5 pm, 8§ x 120 mm, o
equivalente.

Loop: 500 pl

Fase movil: |ver punto 23.4.2

Caudal: 3 ml/min
Detector: Espectrofotometro 254 nm, 0,05 AUFS

Registrador: | 10 mm/min

Inyectar primero 0,500 ml de solucion patrén 4 y determinar el tiempo de retencion
aproximado debe ser de 5 a 7 min. A continuacién inyectar 0,500 ml de solucién de
extracto y recoger la fraccion que contiene la vitamina K] en un matraz en forma de pera
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de 10 ml de vidrio, comenzando unos 30 seg antes de que se eluya la vitamina Kj;
interrumpir la operacioén unos 30 seg después de que haya sido eluida la vitamina K7.

B.20.5.4 Limpieza de la columna preparativa

A fin de eliminar rapidamente todas las impurezas retenidas por la columna durante la
cromatografia preparativa, aumentar la polaridad de la fase movil utilizando una mezcla al
10% de acetato de etilo en isooctano (B.20.4.3). Esta operacion dura aproximadamente de
10 a 15 min.

Volver a introducir la fase movil (B.20.4.2) y eluir hasta obtener una linea de base
estable (aproximadamente 10 min). La columna esta lista para otra inyeccion preparativa.

B.20.5.5 Cromatografia analitica

Evaporar a sequedad bajo una ligera corriente de nitrégeno la fraccion recogida bajo
(B.20.5.3). Recuperar el residuo con 250 pl de fase moévil (B.20.4.4); agitar suavemente
para disolver bien el residuo.

Montar el sistema HPLC analitico con las caracteristicas siguientes:

Columna: Spherisorb ODS, 5 um, 4,6 x 250 mm, o equivalente.
Loop: 100 ul

Fase movil: ver punto 23.4.4

Caudal: 2 ml/min

Detector: espectofotometro 248 nm, 0,01 AUFS

Registrador: 10 mm/min

Inyectar primero 0,100 ml de solucién patréon 5 y determinar el tiempo de retencion
aproximado: debe ser aproximadamente de 5 min. A continuacion inyectar 0,100 ml de la
fraccion obtenida mas arriba.

Medir la altura de los picos correspondientes a la vitamina K] en el patron asi como en
el extracto.

Nota: El grado de silanizaciéon de la columna en fase inversa puede variar. Si es
necesario, ajustar el porcentaje de diclorometano contenido en la fase movil B.20.4.4 a fin
de obtener un tiempo de retencion de unos 5 min. Si el tiempo de retencioén es demasiado
largo o demasiado corto, aumentar o disminuir respectivamente la cantidad de
diclorometano.

B.20.6 Calculo y expresion de resultados.
El contenido de vitamina K1 (fitomenadiona), en ug/100 g de producto, es igual a:
Productos liquidos, con tratamiento de extraccion en tubos de centrifuga:

By W O I w1 =100

Vitamina Ky gam, = BV
1

Productos soélidos, con tratamiento de extraccion en tubos de centrifuga; productos
solidos y liquidos con tratamiento de extraccion en columnas:
by Oy =Py =100 =¥

Vitamina Ky eam, = By w8 2 F wm

En donde:

hp = altura del pico del extracto, en mm
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C = concentracion de la solucion patron, en pg/ml (en general 0,4 pg/ml)
V( = volumen de extracto obtenido bajo B.20.5.2 (en general 5 6 2 ml)

V2 = volumen en el cual ha sido diluida la fraccion después de la cromatografia
preparativa (en general 0,250 ml)

V = volumen en el cual ha sido disuelta la toma de ensayo, en ml (en general 100 ml)
h] = altura del pico del patrén, en mm

V3 = parte alicuota de V vertida en la columna de extraccion en ml (en general 20 ml), o
parte alicuota de V introducida en el tubo de extraccion, en ml (para productos sélidos, en
general 5 ml)

V1 = volumen del extracto (V() inyectado en la columna preparativa (en general 0,500
ml)

m = masa de la toma de ensayo, en g
B.20.7 Sensibilidad del método

El limite de deteccion es de aproximadamente 3 pg/100 g de producto; asi pues, es
posible medir con precision aceptable contenidos de vitamina K] a partir de una
concentracion de 5 pg/100 g.

B.20.8 Repetibilidad

La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos con la misma muestra para
ensayo, en las mismas condiciones en un corto intervalo de tiempo, no debe exceder 10%
de la media de los resultados.

B.21 DETERMINACION DE BIOTINA (VITAMINA H) POR METODO
MICROBIOLOGICO

B.21.1 Fundamento

Este método permite cuantificar concentraciones desconocidas de biotina utilizando
Lactobacillus plantarum ATCC 8014, microorganismo que no puede sintetizar esta
vitamina, relacionando directamente el crecimiento celular con la concentracion de biotina
presente. Para preparar la muestra y la curva estandar se utiliza un medio libre de biotina y
el crecimiento celular se cuantifica turbidimétricamente. Por interpolacion en la curva se
determina la concentracion de la muestra.

B.21.2 Reactivos y materiales

B.21.2.1 Reactivos

D (+) - Biotina para fines bioquimicos
Acido sulfarico 95-97% para analisis
Hidroxido de sodio en lentejas para analisis
Cristales de cloruro de sodio para analisis
Alcohol etilico absoluto

B.21.2.2 Material

Micropipeta

Material comun de laboratorio

B.21.3 Aparatos e instrumentos
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Centrifuga

Autoclave

Incubadora a 35 + 1°C

Espectrofotometro

B.21.4 Cepa y medios de cultivo
Lactobacillus plantarum ATCC 8014
Leche descremada en polvo grado reactivo
Caldo micro inoculum

Agar bacteriologico

Caldo Bacto Lactobacilli MRS (MRS-agar)
Medio de prueba para biotina

B.21.4.1 Medio de mantenimiento de la cepa
Bacto Lactobacilli MRS-agar (MRS-agar)

Preparar 1 1 de medio con 55 g de caldo Bacto Lactobacilli MRS + 15 g de agar
bacteriologico, segiin las indicaciones de la etiqueta del caldo MRS + 1,5% de leche
descremada (reconstituida al 10% en agua destilada). Repartir a razon de 6 ml en tubos (de
preferencia con tapon de rosca), esterilizar y enfriar en posicion vertical.

Conservar en el refrigerador 2 a 8°C.
B.21.4.2 Mantenimiento de la cepa

Inocular por puncion Lactobacillus plantarum en profundidad en el medio (B.21.4.1)
cada cuatro semanas, efectuar un cultivo intermedio de 18 h en el medio liquido B.21.4.3.
Preparar el nimero de tubos necesarios para el andlisis y guardar por lo menos dos tubos
para el mantenimiento de la cepa.

Incubar durante 18 a 24 h a 35°C.
B.21.4.3 Medio de cultivo para el desarrollo del microorganismo
Caldo Micro Inoculum

Preparar 1 1 de solucion segun las indicaciones de la etiqueta y repartir a razon de 10 ml
en tubos. Tapar los tubos con capuchones y esterilizar segiin las indicaciones del fabricante.

Conservar en el refrigerador de 2 a 8°C.
B.21.5 Preparacion de soluciones
B.21.5.1. Solucién fisioldgica

Disolver 9 g de cloruro de sodio en 1000 ml de agua destilada. Repartir a razon de 10 ml
en tubos, taparlos con capuchones y esterilizar durante 15 min a 121°C.

Conservar en el refrigerador de 2 a 8°C.
B.21.5.2 Solucién de 4cido sulfurico aproximadamente 3 N

Disolver 85 ml de 4cido sulfurico 95 - 97% a 1000 ml con agua destilada. Para ello
verter al dcido con PRECAUCION en el matraz aforado que ya contiene agua. Enfriar el
matraz durante la operacion. Llevar a volumen.

B.21.5.3 Solucion de Hidréxido de sodio, 60 g/100 ml
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Disolver 300 g de hidroxido de sodio en agua destilada, enfriando bajo el agua del grifo.
Completar a 500 ml en una probeta graduada. Conservar en un frasco con tapon de
polietileno o de goma.

B.21.5.4 Solucion de Hidroxido de sodio aproximadamente 1 N

Disolver 20 g de hidroxido de sodio en agua destilada y llevar a volumen en un matraz
aforado de 500 ml con tapon de polietileno.

B.21.5.5 Solucion patrén

Pesar exactamente 50,0 mg de biotina; disolver en una mezcla 1:1 agua destilada/alcohol
etilico y llevar a volumen en un matraz aforado de 500 ml. Conservar esta solucidon en un
frasco actinico a 4°C durante méximo 6 meses.

B.21.6 Procedimiento

B.21.6.1 Desarrollo del microorganismo

Un dia antes, subcultivar en 10 ml de caldo Micro Inoculum.
Incubar durante 18 a 24 h a 35°C.

Seis horas antes de la inoculacion del ensayo, inocular 2 gotas (aproximadamente 0,1
ml) del ultimo cultivo de 18 h en otro tubo de 10 ml de caldo Micro Inoculum.

Incubar durante 6 h a 35°C.
B.21.6.2 Preparacion de la toma de ensayo

En un matraz Erlenmeyer de 150 ml, pesar de 1 a 2 g de muestra homogénea, que
contenga aproximadamente 1 pg de vitamina, afadir 50 ml de 4cido sulfurico 3 N y
dispersar bien el producto. A fin de evitar la formacion de grumos, anadir el acido en
pequefias cantidades pasando el matraz Erlenmeyer bajo el grifo de agua caliente después
de cada adicion.

Cubrir el matraz con papel de aluminio y colocarlo en el autoclave durante 1 h a 120°C.
Enfriar.

Ajustar el pH a 4,6 anadiendo primero aproximadamente 3 ml de hidroxido de sodio de
60 g/100 ml mientras se enfria el matraz Erlenmeyer, y luego hidroxido de sodio 1 N.
Transferir cuantitativamente a un matraz aforado de 250 o 300 ml y llevar a volumen con
agua destilada. Filtrar a través de un filtro plisado con velocidad de filtraciéon media.

Diluir el filtrado de modo que se obtenga una solucion de aproximadamente 0,2 ng de
vitamina por ml.

B.21.6.3 Solucion patrén, 0,2 ng/ml
Justo antes del uso diluir la solucion (B.21.5.5) como sigue:
I mla 100 ml

1 ml a 100
ml

2mla 100 ml =0,2 ng/ml
B.21.6.4 Medio de cultivo para el ensayo

Medio de prueba para biotina

Preparar el volumen necesario en un matraz Erlenmeyer de vidrio de material actinico de
1000 ml. Proceder segun las indicaciones de la etiqueta, calentando la solucion en una
parrilla con agitacion magnética.

Calculo del volumen necesario:
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patron: 30 tubos 30 x 5 ml = 150
ml

cada 10 tubos 10 x 5 ml = 50

producto: ml

+ 50 a 100 ml de exceso

B.21.6.5 Preparacion del ensayo
B.21.6.5.1 Serie patron

En un soporte metélico para tubos de ensaye, colocar tres filas de 10 tubos (180 x 18
mm), numerados bl, 0, ..., 8; el primero corresponde al blanco (bl).

Mediante una pipeta verter en triplicado en las tres series de tubos, volimenes crecientes
de la ultima dilucion de la solucidn patrén, completar a 5 ml con agua destilada y mediante
una bureta o una jeringa automatica, anadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo segin
la tabla siguiente:

Tubo No.: bl 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Solucién patron: | 0,0 0,25 10,50 10,75 1,0 (1,5 2 2,5 3,0 ml
0,0

Agua: 5 5 4,75 14,5 4,25 (4,0 |35 3,5 |2 2 ml

Medio de cultivo: 5 ml en cada tubo

Los tubos del ensayo en blanco (bl) no se inoculan.
B.21.6.5.2 Serie producto

En otro soporte colocar dos filas de 10 tubos (180 x 18 mm). Los Primeros cinco tubos
de ambas filas van destinados a un producto, los otros cinco de ambas ftilas, a otro producto.
Numerar de 9 a 13 y de 14 a 18, y asi sucesivamente para todos los productos analizados.

Mediante una pipeta verter en duplicado en ambas series de cinco tubos, volimenes
crecientes de la ultima dilucion de la solucion de la muestra, completar a 5 ml con agua
destilada y afiadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo.

Tubo No.: 9 10 11 12 13
Solucion de la|0,50 0,75 1,0 1,50 ml
muestra: 0,25

Agua: 4,75 4,50 4,25 4,0 3,50 ml
Medio de cultivo: 5 ml en cada tubo

Tapar los tubos con capuchones o mediante una tapa adecuada que cubra ambas filas de
tubos en el soporte.

B.21.6.6 Esterilizacion del ensayo

Esterilizar los tubos durante 15 min a 115°C, luego enfriarlos en un bafio de agua fria.
B.21.6.7 Inoculacion

B.21.6.7.1 Preparacion y estandarizacion del inoculo

Justo antes de inocular el ensayo, transferir una cantidad suficiente del cultivo preparado
bajo (B.21.6.1) a un tubo de centrifuga estéril, centrifugar a 2600 rpm durante 5 min,
decantar y resuspender el paquete celular en 10 ml de solucion salina. Hacer dos lavados
mas. Transferir a una cubeta de 1 cm y efectuar la lectura en el espectrofotometro a 575
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nm. Estandarizar el cultivo a fin de obtener siempre aproximadamente la misma extincion.
No debe olvidarse sustraer de la extincion del cultivo la del medio de ensayo, que es un
medio coloreado.

Segun la extincion, diluir "n" gotas del cultivo B.21.6.1 en un tubo que contenga 10 ml
de medio (B.21.6.4). Este tubo es el indculo.

Asi pues, para una extincion del cultivo (B.21.6.1) entre 0.2 y 0,4 (después de sustraer la
extincion propia del medio), introducir de 4 a 8 gotas de cultivo en el tubo que contiene 10
ml de medio (B.21.6.4). Si la extincidon no se encuentra en la zona arriba mencionada,
adaptar la dilucién como sigue:

- extincion inferior a 0,2: introducir proporcionalmente mas gotas en el tubo (no mas
de 10 gotas).

- extincion superior a 0,4: introducir menos gotas o diluir proporcionalmente con el
medio (B.21.6.4)

B.21.6.7.2 Inoculacion

Mediante una micropipeta con punta estéril, inocular 0,1 ml del indculo en cada tubo de
las series patron y producto. Los tubos del blanco (bl) no se inoculan.

Después de inocular, agitar los tubos ligeramente a fin de repartir el microorganismo
uniformemente en el medio.

B.21.6.8 Incubacion

Incubar los tubos inoculados durante aproximadamente 18 a 24 h a 35°C. Observar los
tubos con regularidad al cabo del final del tiempo de incubacion. Verificar si la diferencia
de desarrollo del microorganismo es suficiente entre la primera y la ultima dilucion de la
solucion patron.

Si es necesario, prolongar la incubacion hasta que se obtenga un crecimiento 6ptimo del
microorganismo.

Después de la incubacion se recomienda interrumpir el crecimiento del microorganismo
simultaneamente en todos los tubos, colocandolos en un bafio de agua fria.

B.21.6.9 Lecturas

Mediante un agitador para tubos de ensaye, poner en suspension el depdsito formado por
el desarrollo del microorganismo. Transferir la suspension a un tubo o una cubeta Optica,
segun el fotometro. Medir la transmitancia o absorbancia a 575 nm ajustando el 100% de T
0 a 0% de A del aparato con el blanco (bl).*

Agitar y leer un tubo después de otro, a fin de evitar la sedimentacion del
microorganismo.

* Nota: Si la determinacion se hace en absorbancia buscar el equivalente de los valores
de los ejemplos, dados en transmitancia.

B.21.7 Calculos
B.21.7.1 Curva de calibracion

Trazar la curva de calibracion en papel milimétrico o utilizar una calculadora con
regresion lineal, llevando la lectura media de cada grupo de tres tubos a la ordenada y los
ug de vitamina a la abscisa.

Ejemplo:
lecturas
%lgf) ml ug ] ; 3 media

0 0,0 0,0 96,6 96,5 96,8 96,6
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1 0,25 0,05 89,9 89,1 90,1 89,7
2 0,50 0,10 80,9 82 82,1 81,7
3 0,75 0,15 75,1 74,8 74,9 74,9
4 1,0 0,20 69,0 68,1 68,9 68,7
5 1,5 0,30 59,9 59,0 58,9 59,3
6 2 0,40 51,8 51,8 51,2 51,6
7 2,5 0,50 46,0 45,7 45,1 45,6
8 3,0 0,60 41,5 40,5 40,0 40,7
Observaciones:

La curva de calibracion es caracteristica de cada vitamina. Es mejor cuanto mayor sea la
parte que ocupa de la escala de transmision.

Repetir el ensayo cuando la curva de crecimiento est¢ mal desarrollada; esto puede
deberse a la cepa o al medio de cultivo para el ensayo; que deben verificarse por separado.

B.21.7.2 Contenido de vitamina en el producto

La media de las lecturas de cada par de tubos permite leer en la curva de calibracion la
cantidad de vitamina y calcular su concentracion en la tltima dilucidon de la muestra.

Ejemplo:

%130 ml T lectura52 media | pg* pug/ml
9 0,25 (82) 87,5 87,5 0,065 0,26
10 0,50 80,2 78,2 79,2 0,120 0,24
11 0,75 71,8 72,6 72,2 0,175 10,23
12 1 64,7 66,1 65,4 0,235 0,24
13 1,5 54,1 53,8 53,9 0,37 0,25

Media 0,244 =(C)

() = valor aberrante
* = yalores leidos en la curva de calibracion
Observacion:

Fluctuaciones pequefias de los valores de la ultima columna son prueba de un buen
ensayo.

Calcular el contenido de vitamina en png/100 g de producto, teniendo en cuenta las
diluciones sucesivas y la concentracion en la muestra diluida.

El contenido en vitamina, expresado en pg de biotina/100 g de producto es igual a:

_ ¥y =¥ =100
Aibe mxF, «1000

Bictina
En donde:
C=media de las concentraciones leidas en la curva de calibracion, en ng/ml
V1= volumen en el que se ha disuelto la toma de ensayo, en ml
V2= parte alicuota de V|, en ml
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V3= volumen al que se ha diluido la parte alicuota V2, en ml
m = toma de ensayo, en g
Ejemplo:

1,032 g (m) de producto se han pesado en un matraz aforado de 250 ml (V1). Se ha
tomado una parte alicuota de 20 ml (V2), que se ha diluido en un matraz aforado de 100 ml

(V3).

La media de las concentraciones de biotina leidas en la curva de calibracion es 0,244
ng/ml (C).

El contenido en vitamina es:

0,244 = 100 = 250 100
1,032=20=1000

Eiotina - 2055 g 00 g

B.22 DETERMINACION DE SODIO (NA) POR ESPECTROFOTOMETRIA DE
ABSORCION ATOMICA CON ADITAMENTO DE FLAMA

B.22.1 Método de espectrofotometria de absorcion atomica con aditamento de
flama

B.22.2.1 Fundamento

La muestra se somete a una digestion acida con acido nitrico concentrado para que el
analito liberado sea cuantificado por espectrofotometria de absorcion atémica.

B.22.2.2 Reactivos y materiales
B.22.2.2.1 Reactivos

Acido nitrico (HNO3) concentrado grado suprapuro
Acido nitrico (HNO3) concentrado G.R.

Estandar certificado de Na de 1000 pg/ml

Agua deionizada

B.22.2.2.2 Materiales

Sistema de reflujo

Material comun de laboratorio

Papel filtro No. 1

B.22.2.3 Aparatos e instrumentos

Balanza analitica con una sensibilidad de 0,1 mg
Espectrofotometro de absorcion atdmica con aditamento de flama
Parrilla de calentamiento

Lampara de catodo hueco de sodio

B.22.2.3 Preparacion de la muestra para ensayo
B.22.2.3.1 Productos solidos

Tomar una cantidad representativa de la muestra a analizar. Si es necesario moler el
producto mediante un molino o un mortero. Evitar cualquier contaminacion durante esta
manipulacion. Mezclar bien.

B.22.2.3.2 Productos liquidos

Mezclar bien el producto antes de abrir el recipiente. A continuacion transferir a un
recipiente de vidrio o de plastico descontaminado. Guardar en el refrigerador (4°C).
Mezclar bien antes del uso.

B.22.2.4 Descontaminacion del material

En una cubeta de polietileno (volumen aproximado de 15 1) introducir 10 1 de mezcla
acido nitrico/ agua (1:1).
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En este bano descontaminar durante una noche todos los matraces aforados, tapones,
recipientes de polietileno o de polipropileno, asi como todo el material de vidrio necesario.
Enjuagar con agua destilada.

Secar.
B.22.2.5 Procedimiento

Se pesa de 1 a 2 g de muestra en un matraz de fondo plano de 250 ml con boca
esmerilada, se le afiaden 10 ml de HNO3 grado suprapuro y se digieren por calentamiento
en un sistema de reflujo durante 2 h o hasta digestion completa.

La muestra se enfria y se filtra a través de papel filtro No. 1 y se recibe en un matraz
aforado de 100 ml.

Se lava tres veces el matraz de la digestion con tres porciones de 10 ml de agua
deionizada y los lavados se filtran y se reciben en el matraz aforado, se lleva a volumen con
agua deionizada.

Ajustar el espectrofotdmetro de acuerdo con las recomendaciones del fabricante usando
un estandar certificado. Se leen las muestras y se anotan los resultados obtenidos en pg/ml.

Longitud de onda: 589,6 nm
Llama: aire-acetileno, oxidante

Nota: Se recomienda meter una muestra afiadida para valorarla y hacer un blanco de
reactivos para cada serie de digestiones.

B.22.2.6 Calculo
Sodin = LATEXE

I

En donde:

A = ng/ml de Na+ en la muestra

B = pg/ml de Na+ en el blanco

C =ml de aforo de la muestra

D = peso de la muestra en g tomada para el analisis
B.22.2.7 Sensibilidad del método

0,15 pg/ml para 1% de absorcion

B.23 DETERMINACION DE POTASIO (K) POR ESPECTROFOTOMETRIA
DE ABSORCION ATOMICA

B.23.1 Fundamento

Hidrolisis parcial del producto con dacido clorhidrico. Filtracion. Dilucion y
determinacion por emision de llama.

B.23.2 Reactivos y materiales

B.23.2.1 Reactivos

Acido nitrico minimo 65% para analisis

Acido clorhidrico fumante 37%

Solucioén patron de potasio minimo para analisis
Solucién patron de potasio lista para el uso, 1000 mg/1
B.23.2.2 Materiales

Matraces aforados 50, 100 y 1000 ml
Micropipetas de 50 - 200 pl y 200 - 1000 ul
Pipetas ajustables 5 ml

Puntas amarillas de 50 a 200 pl



(Quinta Seccion) DIARIO OFICIAL Lunes 10 de septiembre de 2012

Puntas azules de 200 a 1000 pl

Puntas blancas

Probetas graduadas forma alta 10, 25 y 500 ml

Matraces Erlenmeyer cuello estrecho 100 ml

Embudos

Filtros redondos (< 0,007% de cenizas)

Frascos de polietileno flexible cuello estrecho de 100 y 1000 ml

Cubeta de polietileno 15 1

Descontaminacion del material: En una cubeta de polietileno introducir 10 | se mezcla de
acido nitrico/agua (1:1)

En este bafio descontaminar durante una noche todos los matraces aforados, tapones,
recipientes de polietileno o de polipropileno, asi como todo el material de vidrio necesario.
Enjuagar con agua destilada y secar.

B.23.3 Aparatos e instrumentos

Balanza de precision capacidad 4100/600g: 0,1/0,001
Lampara de potasio de tipo catodo hueco
Espectrofotometro de absorcion atémica

Destilador de agua

Bafio de agua

B.23.4 Preparacion de soluciones

B.23.4.1 Solucidn de acido clorhidrico 1,2 N

En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 500 ml de agua destilada
y 100 ml de acido clorhidrico concentrado. Enfriar. Llevar a volumen con agua destilada.

B.23.4.2 Solucioén de acido clorhidrico, 4 N

En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 500 ml de agua destilada
y 330 ml de acido clorhidrico concentrado. Enfriar. Llevar al volumen con agua destilada.

B.23.4.3 Solucioén de acido clorhidrico, 6 N

En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 300 ml de agua destilada
y 500 ml de acido clorhidrico concentrado. Enfriar. Llevar al volumen con agua destilada.

B.23.4.4 Solucion patron de potasio, 1000 mg/1

En un matraz aforado de 1000 ml introducir el contenido de una ampolleta de cloruro de
potasio. Enjuagar la ampolleta y llevar al volumen con agua destilada.

Conservada en un frasco de polietileno o polipropileno descontaminado, esta solucion es
estable durante aproximadamente un afio a temperatura ambiente.

También puede utilizarse una solucidn patron de potasio de 1000 mg/1 lista para el uso.
B.23.4.5 Soluciones patrén diluidas de potasio

En matraces aforados de 100 ml vertir mediante una pipeta 0 - 100 - 200, 500 y 1000 ml
de solucion B.23.4.4. Y llevar al volumen con solucion B.23.4.1. Estas soluciones
contienen respectivamente 0 - 1,0 - 2 - 5,0 y 10 pg de potasio/ml. Transferir
inmediatamente a frascos de polietileno o polipropileno descontaminados.

Estas soluciones deben prepararse cada semana. Se recomienda comparar las nuevas
soluciones con otras preparadas anteriormente a fin de detectar cualquier error grave de
preparacion.

B.23.5 Preparacion de la muestra para ensayo

B.23.5.1 Productos solidos
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Tomar una cantidad rePresentativa de la muestra a analizar. Si es necesario moler el
producto mediante un molino o un mortero. Evitar cualquier contaminacion durante esta
manipulacion. Mezclar bien.

B.23.5.2 Productos liquidos

Mezclar bien el producto antes de abrir el recipiente. A continuacion transferir a un
recipiente de vidrio o de plastico descontaminado. Guardar en el refrigerador (4°C).
Mezclar bien antes de su uso.

B.23.6 Procedimiento
B.23.6.1 Toma de ensayo

En un matraz aforado de 50 ml pesar, con una precision de 0,01 g; 1g de producto en
polvo o 10g de producto liquido. Afadir agua destilada hasta un volumen de
aproximadamente 15 ml. Anadir 10 ml de solucion de acido clorhidrico 6 N (B.23.4.3).

alentar en un bafio maria en ebullicion durante 30 min. Dejar enfriar a temperatura
ambiente. Llevar al volumen con agua destilada. Filtrar a traves de un filtro exento de
cenizas, eliminar los primeros 5 ml. Recolectar el resto del filtrado.

B.23.6.2 Dilucion

En matraz aforado de 100 ml verter mediante una pipeta un volumen de la solucion de
toma de ensayo (B.23.6.1), tal que la concentracion final esté comprendida entre 1 y 10
pg/ml. Llevar al volumen con solucién de acido clorhidrico 1,2 N.

B.23.6.3 Determinacion

Ajustar el aparato de absorcion atomica segun las indicaciones del fabricante. Se
recomienda utilizar mejor un quemador provisto de un nebulizador de hélice, que un
nebulizador con bola de impacto. Deben respetarse las siguientes condiciones:

Longitud de onda: 766,5 nm
Llama: aire-acetileno, oxidante

Encender la llama y esperar unos 15 min a que alcance el equilibrio. Colocar el
quemador y ajustar el fotomultiplicador de manera Optima; para ello aspirese el patron mas
concentrado.

Aspirar las soluciones patron (B.23.4.5), luego las soluciones de la toma de ensayo
(B.23.6.2). Después de cada medida, aspirar un poco de soluciéon (B.23.4.2), luego agua
destilada a fin de evitar que el capilar se obstruya. Después de aspirar diez soluciones de
tomas de ensayo, verificar la calibracion aspirando una solucion patrén y efectuando un
"reslope".

Trabajar de preferencia con la opcion "integracion"; la duracion de las medidas debe ser
de por lo menos 5 seg. Efectuar cada medida por lo menos tres veces. Ninguna solucion de
toma de ensayo no debe rebasar la concentracion del patron més concentrado. Efectuar una
nueva dilucion si es necesario (B.23.6.2).

B.23.7 Calculo y expresion de resultados
B.23.7.1 Modo de célculo

Calcular o trazar la curva de calibracion llevando la absorbancia a la ordenada y la
concentracion de las soluciones patrén diluidas, en pg/ml, a la abscisa. Determinar la
concentracion de las soluciones de las tomas de ensayo (C). Restar el valor del blanco (B)
de aquellos de los productos.

El contenido de potasio en el producto, en mg/100 g, es igual a:

(C- Bl=F= D100 (C-F)=¥F=D

Patasin - -
w0 10010 w =100

En donde:
C = concentracidn de potasio en las soluciones de las tomas de ensayo, en pg/ml
B = concentracion de potasio en el blanco (solucion patron de 0 pg de potasio por ml)
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V = volumen inicial en las soluciones de las tomas de ensayo, en ml
D = factor de dilucion

m = masa de la toma de ensayo, en g

B.23.7.2 Expresion de los resultados

Contenidos inferiores a 100 mg/100 g: expresar los resultados con dos cifras
significativas.

Contenidos superiores a 100 mg/100 g: expresar los resultados con tres cifras
significativas.

B.23.8 Repetibilidad

La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos con la misma muestra, en las
mismas condiciones, en un corto intervalo de tiempo, no debe exceder el 5% de su valor
medio.

B.24 DETERMINACION DE CLORURO (C]l) POR VALORACION
B.24.1 Fundamento

Haciendo una solucion o suspension del producto en acido nitrico, se valora por
potenciometria directa mediante un electrodo de vidrio y una solucion valorada de nitrato
de plata hasta un potencial final previamente establecido.

B.24.2 Reactivos y materiales

B.24.2.1 Reactivos

Solucidén de nitrato de plata de 0,1 mol o nitrato de plata para analisis
Solucién de cloruro de sodio 0,1 mol o cloruro de sodio para analisis
Gelatina en polvo

Acido nitrico minimo 65% para analisis

B.24.2.2 Materiales

Vasos de forma alta de 150 ml

Pipetas automaticas de bascula de 1 ml

Material comun de laboratorio

Bureta de 20 0 25 ml

Agitador magnético

B.24.3 Aparatos e instrumentos

Los aparatos de medidas descritos se refieren al método mas utilizado, es decir, la
determinacion semiautomatica.

Desecadores

Pesafiltros de forma alta con tapon esmerilado de 10 ml
Soportes para desecadores

Estufa de laboratorio

Electrodo anular de plata

La valoracion potenciométrica puede efectuarse de tres maneras y el equipo para cada
una de ellas es el siguiente:

B.24.3.1 Determinacién manual
Medidor de pH/milivoltimetro con escala de lectura de = 700 mV

Electrodo de plata con superficie tan grande como sea posible (para mayor estabilidad),
y electrodo de referencia. O bien un solo electrodo anular de plata combinado.
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B.24.3.2 Determinacion semiautomatica

Puesto de valoracion automatico, compuesto de: aparato de medida (milivoltimetro);
aparato de mando programable (valorador, generador de impulsos) y bureta de piston
motorizada.

Imprimente o trazador de curvas (facultativo)

Electrodo ver (B.24.3.1)

B.24.3.3 Determinacion automatica

Ademas de los aparatos citados en (B.24.3.2):

Cambiador de muestras automatico con unidad de mando y puesto de valoracion

Valorador segun (B.24.3.2) con bureta de piston motorizada, pero con distribucion y
llenado a control remoto, asi como trasmisioén de datos a la imprimente.

Nota: Segln los instrumentos disponibles se puede optar por una solucion intermedia.
B.24.4 Preparacion de soluciones
B.24.4.1 Solucion de nitrato de plata 0,1 N

En un matraz aforado de 1000 ml diluir el contenido de una ampolleta de solucién 0,1 N
lista para el uso, o bien: si no se dispone de solucion valorada lista para el uso, pesar, con
una aproximacion de 0,5 mg; 16,9890 g de nitrato de plata previamente secado durante 2 h
a 102 £ 2°C. Disolver en agua destilada y llevar a volumen en un matraz aforado de 1000
ml. Comprobar el titulo, por valoracion segin (B.24.5.3), de 20 ml de solucion exactamente
0,1 N de cloruro de sodio.

B.24.4.2 Solucién de cloruro de sodio 0,1 N

En un matraz aforado de 1000 ml diluir el contenido de una ampolleta de solucion 0,1 N
lista para uso, o bien: si no se dispone de solucion valorada lista para el uso, pesar, con una
aproximacion de 0,5 mg; 5,8440 g de cloruro de sodio previamente secado durante 2 h a
102 + 2°C. Disolver en agua destilada y llevar a volumen en un matraz aforado de 1000 ml.

B.24.4.3 Solucion de gelatina aproximadamente 5g/100 ml (volumen aproximado de 15
ml), justo antes del uso, disolver, calentando 1 g de gelatina en 20 ml de agua destilada.
Enfriar.

B.24.5 Procedimiento

La preparacion de la muestra, la toma de ensayo y la disolucidon son idénticas para las
tres variantes. No es preciso clarificar la solucion a valorar, ya que ni el color del producto
ni su contenido en sustancias insolubles influyen en el potencial final. En general, una
adicion de 4cido nitrico elimina las interferencias.

B.24.5.1 Toma de ensayo y disolucion

En un recipiente de valoracién o en un vaso pesar con una aproximacion de 0,1 mg,
entre 1 y 5 g de producto, segiin el contenido supuesto en cloruro y la homogeneidad del
producto. Para productos liquidos, afiadir mediante una pipeta un volumen exacto
correspondiente a los mismos criterios. La toma de ensayo debe consumir entre 1 y 15 ml
de nitrato de plata. Anadir agua destilada para obtener un volumen final de unos 50 ml, asi
como un iman mezclador. Colocar sobre un agitador magnético y agitar hasta obtener una
solucion o una suspension fina, sin grumos. La duracion varia entre 1 y 30 min, segun la
naturaleza del producto. Mediante una pipeta automatica afadir 1 ml de acido nitrico
concentrado y mezclar. El pH de la solucion debe ser inferior a 1,5. En caso de duda,
verificarlo mediante un medidor de pH vy, si es necesario anadir mas acido nitrico.

B.24.5.2 Determinacién manual
B.24.5.2.1 Preparacion del aparato
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Conectar los electrodos al aparato de medida y, si es necesario, precalentar el mismo
segun las instrucciones del fabricante. Sumergir el o los electrodos, pero nunca la punta de
la bureta, en una mezcla de 50 ml de agua destilada y 1 ml de 4cido nitrico concentrado
(solucion de calibracion) y colocar sobre un agitador magnético. Ajustarlo de modo que
mezcle bien sin salpicar durante las valoraciones ulteriores. Consultar el manual del aparato
para ajustar la escala de los milivoltios mediante una contratension a fin de obtener un
potencial cercano al medio de la escala de lectura (ese sera el potencial final). Después de
esta calibracion no se deben efectuar mas ajustes en el milivoltimetro.

Ver notas B.24.8.
B.24.5.2.2 Valoracién

Sumergir los electrodos en la solucion acidificada de la toma de ensayo. Si se utiliza un
agitador magnético y una bureta de piston, sumergir asimismo la punta de la bureta a media
altura del electrodo de plata, o a la altura del anillo de plata si se utiliza un electrodo
combinado, a aproximadamente 1 cm delante de éste (en el sentido de rotacion del liquido).
Asi es posible valorar con la mayor precision, ya que el electrodo sefiala inmediatamente un
exceso de reactivo.

Agitando continuamente, sin tocar los electrodos, valorar mediante la solucion de nitrato
de plata 0,1 N, primero rapidamente hasta unos 100 mV antes del potencial final, luego
lentamente con porciones cada vez mas pequefias hasta el potencial final, que debe
permanecer estable durante al menos 10 seg. Una ejecucion minuciosa con bureta de piston
permite determinar el punto final con una precision de 0,01 ml.

Variante: Para determinaciones aun mas precisas, sobre todo para determinar contenidos
muy bajos en cloruro, la valoracion a "potencial final" puede reemplazarse ventajosamente
por la valoracion "en incrementos" o porciones. El volumen de reactivo correspondiente al
punto de equivalencia puede encontrarse ya sea graficamente, o por céalculo.

B.24.5.2.3 Enjuague de los electrodos

Enjuagar los electrodos con agua destilada inmediatamente después de cada valoracion.
Si se pega materia grasa a los electrodos, eliminarla sumergiéndolos brevemente en
acetona.

B.24.5.2.4 Verificacion del potencial de fin de reaccion

Al efectuar grandes series de valoraciones hasta potencial final, debe verificarse la
concordancia entre el potencial final fijado y aquel medido por los electrodos sumergidos
en la mezcla agua/acido nitrico. Para ello, después de 30 a 60 min de valoracion y después
de apartar la punta de la bureta, sumergir los electrodos en el vaso que contiene la mezcla
agua/acido nitrico y agitar. Si es necesario, corregir el potencial. (Una diferencia de mas de
10 mV indica que los electrodos estan sucios)

B.24.5.2.5 Verificacion del método

Periddicamente valorar segun el punto (B.24.5.2.2); 20 ml de solucion 0,1 N de cloruro
de sodio.

Al valorar soluciones puras de cloro, el cloruro de plata precipitado tiende a adherirse a
la superficie activa del electrodo de plata o al anillo de plata del electrodo combinado, lo
cual impide el buen funcionamiento. Para evitar este inconveniente, se recomienda afiadir
antes de comenzar la valoracién unos mililitros de solucidon de aproximadamente 5g/100 ml
de gelatina recién preparada. Corregir mediante un ensayo en blanco si la gelatina contiene
cloruro.

B.24.5.3 Determinacion semiautomatica
B.24.5.3.1 Preparacion del aparato

Montar el aparato, efectuar las manipulaciones y verificar el funcionamiento del
valorador segun las instrucciones del fabricante.
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La disposicion de los electrodos y de la punta de la bureta en el recipiente de valoracion
debe ser exactamente la misma como para la valoracion manual.

Antes de cada valoracion comprobar:

El llenado del sistema de la bureta y, si es necesario, la posicion de la llave.

La puesta a cero de la bureta y, si es necesario, del registrador.

La posicion de la punta de la bureta

La 'Yelocidad del motor de la bureta si es manual. La velocidad minima ofrece mayor
precision.

La velocidad del agitador

La velocidad del papel y la escala deseada en el registrador.

B.24.5.3.2 Valoracion

Dado que la valoracion es automatica se necesita vigilar el aparato cuando menos la
primera vez después del ajuste. El valorador se para automaticamente en caso de valoracion
a potencial final; en cambio, si la valoracion se registra graficamente, debe interrumpirsele
cuando el milivoltimetro indica unos 120 mV mas all4 del punto final.

Al efectuar grandes series de valoraciones hasta potencial final, debe verificarse la
concordancia entre el potencial final fijado y aquel medido por los electrodos sumergidos
en la mezcla agua/acido nitrico. Apartar la punta de la bureta. Ver punto (B.24.5.2.4).

Para la limpieza de los electrodos después de cada valoracion, ver (B.24.5.2.3) y
(B.24.8).

B.24.5.4 Determinacion automatica
Montar y utilizar la instalacion siguiendo estrictamente las instrucciones del fabricante.

Normalmente ajustar el valorador como para la determinacion semiautomatica. Solo
pueden efectuarse valoraciones a potencial final.

Deben observarse estrictamente todos los detalles indicados mas arriba: disposicion de
los electrodos en el recipiente de valoracion, tratamiento de los electrodos, etc.; si es
necesario puede adaptarse el volumen de la solucion a valorar a la capacidad del recipiente
de valoracion. La cantidad de acido nitrico debe ser de al menos 1 ml por 50 ml de solucién
a valorar.

Antes de comenzar la valoracion, ademds de los controles indicados bajo (B.24.5.3.1),
ajustar el programador del cambiador de muestras y comprobar los puntos siguientes:

Posicion correcta de los recipientes de valoracion en el cambiador de muestras.
Cantidad suficiente de reactivo, de agua de enjuague y de papel en el registrador.

Comprobar el buen funcionamiento del aparato durante la primera valoracién. Basta con
verificar de vez en cuando la reserva de reactivo, de agua de enjuague y de papel en el
registrador, asi como el funcionamiento correcto de la valoracion y de la impresion.

B.24.6 Calculo y expresion de resultados
B.24.6.1 Calculo

El contenido de cloruro en el producto, expresado en porcentaje de masa, es igual a:

_ Ax35 45 N 100

Clo
m 0 1000

En donde:

A = ntimero de ml de solucidon de nitrato de plata 0,1 N utilizados para la valoracion
(lectura en la bureta o determinados graficamente o por calculo)

35,45 = peso atomico del cloro

N = normalidad exacta de la solucion de nitrato de plata (0,1)
m = masa de la toma de ensayo, en g; o volumen en ml
B.24.6.2 Expresion de resultados
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Expresar los resultados en g de cloruro/100 g o 100 ml.
Para expresar el resultado en mg de cloruro/100 g, multiplicar el porcentaje por 100.

Si es necesario, también se puede dar el resultado en cloruro de sodio, reemplazando en
la formula de célculo, el peso atdmico del cloro (35,45) por el del cloruro de sodio (58,44)

B.24.7 Repetibilidad

La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos con la misma muestra para
ensayo, en las mismas condiciones en un corto intervalo de tiempo, no debe exceder 1% de
su valor medio.

La heterogeneidad de una muestra puede influir desfavorablemente en la repetibilidad y
la reproducibilidad.

B.24.8 Notas

B.24.8.1 Agua destilada

Utilizar agua destilada totalmente exenta de cloruro.

B.24.8.2 Mantenimiento de los electrodos

B.24.8.2.1 Electrodo de plata

- Normalmente: enjuagar con agua destilada y secar.

- Electrodo grasiento: sumergir en acetona, enjuagar con agua destilada y secar.

- Electrodo manchado, sucio u oscuro (violeta): frotar con un pafio mojado y detergente
para vajilla, enjuagar con agua destilada y secar.

- Conservar en un lugar seco, en una caja u otro recipiente hermético, a fin de retrasar la
oxidacion de la plata.

B.24.8.2.2 Electrodo de referencia
- Enjuagar con agua destilada y secar.

- Para el mantenimiento, sirvase consultar las instrucciones del fabricante. En general
debe renovarse periddicamente el electrolito.

- Conservar en un lugar seco o en agua.

B.24.8.2.3 Electrodo anular de plata combinado

- Enjuagar con agua destilada y secar.

- Tratar la parte de plata como un electrodo de plata.

- Para el mantenimiento, sirvase consultar las instrucciones del fabricante. En general
debe renovarse periddicamente el electrolito.

- Conservar en un lugar seco o en agua.
B.24.8.2.4 Enjuague de los electrodos

Cuidado: Enjuagar los electrodos previamente con agua destilada y apartar la punta de
la bureta, ya que incluso trazas de iones Ag+ o C1- pueden interferir en la calibracion y
acarrear errores en toda la serie de analisis. Esta observacion también es valida para las
calibraciones de control, que deben efectuarse aproximadamente cada 60 min durante las
series de andlisis. Un desvio importante en estas calibraciones indica que los electrodos
estan sucios.

B.24.9 Calculos para la valoracion con adiciones constantes

Después de cada adicion, leer el potencial cuando se haya estabilizado. Calcular la
diferencia de potencial entre las adiciones. El punto de equivalencia se sitia entre los dos
voliimenes con la mayor diferencia de potencial.



Lunes 10 de septiembre de 2012 DIARIO OFICIAL (Quinta Seccion)

Sean Vi, V2, V3, V4 los volimenes cuyos potenciales son P1, P2, P3, P4; las
diferencias de potencial son P2 - P1, P3 - P2, P4 - P3, y P3 - P2 es la diferencia mayor. V2
=V1+V;V3=V2+V;V4=V3+V;V=volumen de la adicion.

El punto de equivalencia exacto se sitlia en:
(P-P=¥

Punto de equivalencia exacto =V+P_P iy~

Ejemplo numérico:

AgNO3 Lectura diferencia
[ml] [mV] [mV]
9,0 58,0
9,1 59,6 1,6 para 0,1 ml
AgNo3
9,2 62,5 2,9
9,3 64,6 2,1
9,4 68,1 3,5
9,5 70,9 2,8
9,6 73,9 3,0
9,7 79,3 5,4
9,8 83,9 4,6
9,9 92,4 8,5
10 102,7 P1 10,3
10,1 114,9 P2 12,2
10,2 155,7 P3 40,8 mayor
10,3 196,0 P4 40,3
10,4 218,5 22,5
10,5 2273 8,8
10,6 234,2 6,9
V2 =10,1 ml V=0,1 ml

(196,0 -155,7)x 0,1

Purttn de equivalenci -10,1
* et = T a5 10,7+ (196,0 -155,7)

=10,177 ml

B.25. DETERMINACION DE CALCIO (Ca) POR ESPECTROFOTOMETRIA
DE ABSORCION ATOMICA

B.25.1 Fundamento

Hidrolisis parcial del producto con dacido clorhidrico. Filtracion. Dilucién y
determinacion por espectroscopia de absorcion atomica.

B.25.2 Reactivos y materiales
B.25.2.1 Reactivos

Acido nitrico minimo 65% para analisis
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Oxido de lantano (III) (maximo 0,0005% Ca) para espectroscopia de absorcion atdmica
Acido clorhidrico fumante minimo 37% para analisis
Solucién patrén de calcio

Solucién patron de calcio lista para el uso, 1000 mg/1
B.25.2.2 Materiales

Matraces aforados 50, 100 y 1000 ml

Micropipetas de 50 - 200 ul y 200 - 1000 pl

Pipetas ajustables 5 ml

Puntas amarillas de 50 a 200 pl

Puntas azules de 200 a 1000 pl

Puntas blancas

Probetas graduadas forma alta 10, 25 y 500 ml
Matraces Erlenmeyer cuello estrecho de 100 ml
Embudos

Filtros redondos (< 0,007% de cenizas)

Frascos de polietileno flexible cuello estrecho de 100 ml y 1000 ml
Cubeta de polietileno 15 1

Descontaminacion del material: En una cubeta de polietileno introducir 10 1 de mezcla
de 4cido nitrico/agua (1:1).

En este bafio descontaminar una noche todos los matraces aforados, tapones, recipientes
de polietileno o de polipropileno, asi como todo el material de vidrio necesario. Enjuagar
con agua destilada y secar.

B.25.3 Aparatos e instrumentos

Balanza de precision capacidad 4100/600g: 0,1/0,001
Lampara de calcio de tipo catodo hueco
Espectrofotometro de absorcion atémica

Destilador de agua

Bafio de agua

B.25.4 Preparacion de soluciones

B.25.4.1 Solucién de lantano 5 g/100 ml

En un matraz aforado de 1000 ml pesar 58,6 g de oOxido de lantano. Afadir
aproximadamente 200 ml de agua destilada, agitar hasta que todo el 6xido esté bien
mojado. Anadir lentamente 250 ml de 4cido clorhidrico concentrado (minimo 37%). Enfriar
y llevar al volumen con agua destilada.

Debe verificarse el contenido de calcio de cada nuevo lote de 6xido de lantano
preparando una solucion de lantano de 1 g/100 ml y comparando su contenido en calcio con
aquél de una solucion patrén de calcio de 0 pg/ ml procedente de un lote anterior.

B.25.4.2 Solucidn de acido clorhidrico 4 N

En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 500 ml de agua destilada
y 330 ml de acido clorhidrico concentrado. Enfriar. Llevar al volumen con agua destilada.

B.25.4.3 Solucidn de acido clorhidrico 6 N
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En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 300 ml de agua destilada
y 500 ml de acido clorhidrico concentrado. Enfriar. Llevar al volumen con agua destilada.

B.25.4.4 Solucion patron de calcio 1000 mg/1

En un matraz aforado de 1000 ml introducir el contenido de una ampolleta de cloruro de
calcio. Enjuagar la ampolleta y llevar al volumen con agua destilada.

Conservar en un frasco de polietileno o polipropileno descontaminado, esta solucion es
estable durante aproximadamente un afio a temperatura ambiente.

También puede utilizarse una solucion patron de calcio de 1000 mg/1 lista para el uso.
B.25.4.5 Soluciones patrén diluidas de calcio

En matraces aforados de 100 ml verter mediante una pipeta 0, 100, 200, 300, 500 y 1000
ul de solucién patron de calcio, 1000 mg/l. Anadir 20 ml de solucién de lantano (B.25.4.1)
y llevar al volumen con agua destilada. Estas soluciones contienen respectivamente 0 - 1 - 2
-3 -5y 10ug de calcio/ml. Transferir inmediatamente a frascos de polietileno o
polipropileno descontaminados.

Estas soluciones deben prepararse cada semana. Se recomienda comparar las nuevas
soluciones con otras preparadas anteriormente a fin de detectar cualquier error grave de
preparacion.

B.25.5 Preparacion de la muestra para ensayo
B.25.5.1 Productos solidos

Tomar una cantidad representativa de la muestra a analizar. Si es necesario moler el
producto mediante un molino o un mortero. Evitar cualquier contaminacion durante esta
manipulacion. Mezclar bien.

B.25.5.2 Productos liquidos

Mezclar bien el producto antes de abrir el recipiente. A continuacion transferir a un
recipiente de vidrio o de plastico descontaminado. Guardar en el refrigerador (4°C).
Mezclar bien antes de su uso.

B.25.6 Procedimiento
B.25.6.1 Toma de ensayo

En un matraz aforado de 50 ml pesar, con una precision de 0,01 g, 1 g de producto en
polvo o 10 g de producto liquido. Afadir agua destilada hasta un volumen de
aproximadamente 15 ml. Afiadir 10 ml de solucién de &cido clorhidrico 6 N. Calentar en
un baio maria en ebullicion durante 30 min. Dejar enfriar a temperatura ambiente. Llevar al
volumen con agua destilada. Filtrar a través de un filtro exento de cenizas, eliminar los
primeros 5 ml. Recolectar el resto del filtrado.

B.25.6.2 Dilucion

En matraz aforado de 100 ml verter mediante una pipeta un volumen de la solucion de
toma de ensayo, que la concentracion final esté comprendida entre 1 y 10 pg/ml. Afiadir 20
ml de solucion de lantano. Llevar al volumen con agua destilada. Esta solucion contiene 1 g
de lantano/100 ml.

B.25.6.3 Determinacion

Ajustar el aparato de absorcidon atomica segun las indicaciones del fabricante. Se
recomienda utilizar mejor un quemador provisto de un nebulizador de hélice, que un
nebulizador con bola de impacto. Deben respetarse las siguientes condiciones:

Lampara de calcio de tipo catodo hueco
Longitud de onda: 422,7 nm
Llama: aire-acetileno, reductora
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Dejar calentar la ldmpara durante 15 - 20 min. Encender la llama y esperar unos 15 min
a que alcance el equilibrio. Colocar el quemador de manera 6ptima.

Aspirar las soluciones patron (B.25.4.5), luego las soluciones de la toma de ensayo
(B.25.6.2). Después de cada medida, aspirar un poco de solucion (B.25.4.2), luego agua
destilada a fin de evitar que el capilar se obstruya. Después de aspirar diez soluciones de
tomas de ensayo, verificar la calibracion aspirando una solucidén patrén y efectuando un
"reslope".

Trabajar de preferencia con la opcion "integracion"; la duracion de las medidas debe ser
de por lo menos 5 seg. Efectuar cada medida por lo menos tres veces. Ninguna solucion de
toma de ensayo no debe rebasar la concentracion del patron mas concentrado. Efectuar una
nueva dilucion si es necesario (B.25.6.2)

B.25.7 Calculo y expresion de resultados
B.25.7.1 Modo de célculo

Calcular o trazar la curva de calibracion llevando la absorbancia a la ordenada y la
concentracion de las soluciones patron diluidas, en pg/ml, a la abscisa. Determinar la
concentracion de las soluciones de las tomas de ensayo (C). Restar el valor del blanco (B)
de aquellos de los productos.

El contenido de calcio en el producto, en mg/100 g, es igual a:

(C-Bl=F=D=100 [C-F)x¥F=D

Calcin - -
we= 1000 w100

En donde:

C = concentracién de calcio en las soluciones de las tomas de ensayo en pg/ml
B = concentracion de calcio en el blanco (solucion patron de 0 pg de calcio/ml)
V = volumen inicial en las soluciones de las tomas de ensayo en ml

D = factor de dilucion (B.25.6.2)

m = masa de la toma de ensayo en g

B.25.7.2 Expresion de los resultados

Contenidos inferiores a 100 mg/100 g: expresar los resultados con dos cifras
significativas.

Contenidos superiores a 100 mg/100 g: expresar los resultados con tres cifras
significativas.

B.25.8 Repetibilidad

La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos con la misma muestra, en las
mismas condiciones, en un corto intervalo de tiempo, no debe exceder el 5% de su valor
medio.

B.26 DETERMINACION DE FOSFORO (P) POR COLORIMETRIA CON AZUL
DE MOLIBDENO

B.26.1 Fundamento

Calcinacion de la muestra. Reaccion del fosforo con molibdato de sodio y sulfato de
hidracinio como reductor. Medir espectrofotométricamente a 700 nm la absorbancia del
complejo de azul de molibdeno que se ha formado.

B.26.2 Reactivos y materiales

B.26.2.1 Reactivos

Acido clorhidrico fumante 37% para analisis
Acido nitrico 65% para analisis
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Acido sulftrico 95 - 97% para analisis

Sulfato de hidracinio para analisis

Fosfato diacido de potasio para analisis

Carbonato de sodio anhidro para analisis
Molibdato de sodio dihidratado para analisis
B.26.2.2 Materiales

Vasos de forma alta de 1000 ml

Varillas de vidrio de extremos redondeados de 4 mm de didmetro y 100 mm de longitud
Embudos 60° de 120 mm de diametro

Recipiente para guardar liquidos de 20 1

Pipetas graduadas hasta la punta de 10, 20 y 25 ml
Pipetas ajustables de 5 ml

Puntas blancas de polipropileno

Filtros redondos rapidos de 125 mm de didmetro
Bafio de agua redondo y su tapa

Cubeta de polietileno de 15 1

Nota: Evite utilizar detergentes a base de polifosfatos para lavar el material. Toda la
vajilla debe enjuagarse abundantemente con agua destilada antes del uso.

B.26.3 Aparatos e instrumentos
Cubetas oOpticas de vidrio de 10 x 10 mm
Balanza analitica electronica
Cronometro de mesa

Placa calefactora

Espectrofotometro con accesorios
Cépsulas de porcelana o platino

Si es necesario, descontaminar durante una noche, en una cubeta de polietileno que
contenga 15 1 de mezcla de acido nitrico/agua (1:1), todos los matraces aforados, tapones,
recipientes de plastico, asi como las capsulas. Enjuagar con agua destilada. Secar en estufa
a 80°C.

B.26.4 Preparacion de soluciones
B.26.4.1 Solucién de 4cido clorhidrico 6 N

En un matraz aforado de 1000 ml vertir 400 ml de agua destilada y 500 ml de acido
clorhidrico. Enfriar y llevar a volumen con agua destilada.

B.26.4.2 Solucion de acido sulfurico aproximadamente 10 N

En un vaso de 1000 ml que contenga 500 ml de agua destilada, afiadir con cuidado 270
ml de 4cido sulfurico. Mezclar bien y enfriar a temperatura ambiente. Transferir a un
matraz aforado de 1000 ml, enjuagar el vaso y llevar a volumen con agua destilada.

B.26.4.3 Solucién de molibdato de sodio 2,5 g/100 ml

En un matraz aforado de 500 ml, disolver 12,5 g de molibdato de sodio, en 200 ml de
acido sulfurico 10 N. Dejar enfriar a temperatura ambiente, transferir a un matraz aforado
de 500 ml y llevar a volumen con (B.26.4.2).

B.26.4.4 Solucién de sulfato de hidracinio, 0,15 g/100 ml
CUIDADO: El sulfato de hidracinio es toxico.
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En un matraz aforado de 200 ml introducir 0,30 g de sulfato de hidracinio. Disolver y
llevar a volumen con agua destilada.

B.26.4.5 Reactivo de molibdato de sodio y sulfato de hidracinio

Justo antes del uso, mezclar 125 ml de solucion (B.26.4.3) y 50 ml de solucion
(B.26.4.4) en un matraz aforado de 500 ml. Llevar a volumen con agua destilada.

Nota: Esta solucion no se conserva.
B.26.4.6 Solucion patron de fosforo, 1000 mg/1
Secar 5 g de fosfato didcido de potasio, durante 2 h a 105°C.

En un matraz aforado 500 ml agregar 2,197 g de fosfato didcido de potasio seco.
Disolver con agua destilada y afiadir 15 ml de solucion 25.4.1. Llevar a volumen con agua
destilada y mezclar bien.

En un recipiente de polietileno o de polipropileno, esta solucion se conserva durante un
mes.

B.26.4.7 Solucion patron de fosforo, 10 pg/ml

El dia del uso, verter mediante una pipeta, en un matraz aforado de 100 ml; 1,0 ml de
solucion (B.26.4.6). Llevar a volumen con agua destilada y mezclar bien.

B.26.4.8 Solucion de carbonato de sodio e hidroxido de sodio

En un matraz aforado de 200 ml, introducir 10 g de carbonato de sodio y 1,2 g de
hidroxido de sodio. Disolver en agua destilada. Enfriar a temperatura ambiente y llevar a
volumen con agua destilada.

B.26.5 Preparacion de la muestra para ensayo
B.26.5.1 Productos soélidos

Tomar una cantidad representativa de la muestra a analizar. Si es necesario, moler el
producto mediante un molino o mortero.

B.26.5.2 Productos semi-liquidos

Transferir el contenido del bote a un vaso de capacidad suficiente. Homogenizar
mediante una batidora. Mezclar bien.

B.26.5.3 Productos liquidos

Mezclar bien el producto antes de abrir el recipiente. A continuacién transferir a un
recipiente de vidrio o de polipropileno. Guardar en el refrigerador (4°C). Deje alcanzar la
temperatura ambiente antes de pesar.

B.26.6 Procedimiento

Efectuar cada determinacion por duplicado.
B.26.6.1 Calcinacion

B.26.6.1.1 Productos no acidificados

Calcinar a una temperatura maxima de 550°C.

Mojar las cenizas con un poco de agua destilada, luego afiadir 10 ml de acido clorhidrico
6 N. Calentar sobre un bafio maria en ebullicion hasta disolucion completa de las cenizas.
Dejar enfriar a temperatura ambiente. Filtrar la solucion a través de un filtro exento de
cenizas y recoger el filtrado en un matraz aforado de 100 ml. Enjuagar la cépsula y el filtro
con agua destilada. Llevar a volumen con agua destilada.

B.26.6.1.2 Productos acidificados
A fin de evitar pérdida de fésforo, proceder como sigue:

En una capsula de platino o equivalente, pesar con una aproximacion de 0,1 mgde2 a5
g de muestra para ensayo. Afiadir 10 ml de solucion. Mezclar bien con una varilla de vidrio.
Enjuagar la varilla con un poco de agua destilada. En una campana, evaporar a sequedad la
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toma de ensayo sobre una placa calefactora. Luego calcinar el producto y disolver las
cenizas como se describe arriba.

B.26.6.2 Dilucion

Si la concentracion de fosforo en la solucioén de la toma de ensayo rebasa 90 pg/l, diluir
con agua destilada. La solucion a analizar debe contener entre 10 y 90 ug de fosforo/ml.

B.26.6.3 Determinacion
En matraces aforados de 50 ml, verter mediante una pipeta, segun el esquema siguiente:

Solucién Patrones (1) (ml) Toma de ensayo (ml) | Blanco (ml)
De la toma de 1,0 (2)
ensayo 24 23 20 15 (2403 25
Agua destilada 1 2 5 10 |20 20
B.33.4.7 20 20 20 20
B.33.4.5

(L) Estas soluciones contienen 10 - 20 - 50 y 100 pg de fésforo.
2) Verter més si el contenido en fésforo es muy bajo.
(3) Ajustar el volumen de agua segun el volumen de solucion de la toma de ensayo, a fin
de obtener un volumen total de aproximadamente 25 ml.

Mezclar bien, llevar a volumen con agua destilada. Tapar los matraces. Mezclar bien y
dejar reaccionar durante 15 min en un bafio de agua en ebullicion para el revelado del color.
Enfriar a temperatura ambiente.

B.26.6.4 Medida espectrofotométrica

Medir la extincidn de las soluciones arriba indicadas en cubetas de vidrio de 10 mm a la
longitud de onda de 700 nm contra el blanco (B).

Notas:

Todas las medidas, tanto las soluciones patron como las tomas de ensayo, deben
efectuarse en el intervalo de una hora después del final de la reaccion, debido a la
inestabilidad de la coloracion.

El complejo de azul de molibdeno presenta el maximo de absorciéon a 830 nm, no
obstante, la sensibilidad atin es buena a 700 nm. Asi pues, es posible utilizar una gama mas
amplia de espectrofotdmetros.

B.26.7 Calculo y expresion de resultados
B.26.7.1 Célculo

Trazar la curva de calibracion llevando a la abscisa el contenido en fosforo (en pg) y ala
ordenada la extincion leida en el espectrofotdmetro.

Leer en la curva de calibracion el valor en pg de fosforo correspondiente a la extincion
media (C).

El contenido de foésforo en mg/100 g de producto, es igual a:

Fésfero = CxF=E
10 A

En donde:

C = contenido de fosforo en la soluciéon de la toma de ensayo leido en la curva de
calibracion, en pug

D = factor de dilucion, si es necesario
m = masa de la toma de ensayo, en g
V = total de la solucién de la toma de ensayo en 100 ml
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A = parte alicuota de la solucion de la toma de ensayo para la determinacion
B.26.7.2 Expresion de los resultados

Expresar los resultados en mg/100 g con tres cifras significativas.

B.26.8 Repetibilidad

La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos por el mismo método con la
misma materia sometida al ensayo, en las mismas condiciones y corto intervalo de tiempo,
no debe exceder 2% del valor medio.

B.27 DETERMINACION DE MAGNESIO Mg) POR
ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA

B.27.1 Fundamento

Hidrolisis parcial del producto con d4cido clorhidrico. Filtracion. Dilucién y
determinacion por espectroscopia de absorcion atomica.

B.27.2 Reactivos y materiales

B.27.2.1 Reactivos

Acido nitrico minimo 65% para analisis

Oxido de lantano (III) (maximo 0,0005% Ca) para espectroscopia de absorcion atdmica.
Acido clorhidrico fumante minimo 37% para analisis
Solucién patron de magnesio

Solucién patron de magnesio lista para el uso 1000 mg/1
B.27.2.2 Materiales

Matraces aforados, 50, 100 y 1000 ml

Micropipetas de 50 - 200 pl y 200 - 1000 pl

Pipetas ajustables, 5 ml

Puntas amarillas de 50 a 200 pl

Puntas azules de 200 a 1000 pl

Puntas blancas

Probetas graduadas forma alta 10, 25 y 500 ml

Matraces Erlenmeyer cuello estrecho 100 ml

Embudos

Filtros redondos (< 0,007% de cenizas)

Frascos de polietileno flexible cuello estrecho de 100, 1000 ml
Cubeta de polietileno de 151

Descontaminacion del material: En una cubeta de polietileno introducir 10 I de mezcla
de 4cido nitrico/agua (1:1).

En este bafio descontaminar una noche todos los matraces aforados, tapones, recipientes
de polietileno, asi como todo el material de vidrio necesario. Enjuagar con agua destilada y
secar.

B.27.3 Aparatos e instrumentos
Balanza de precision, capacidad 4100/600g: 0,1/0,001
Lampara de calcio de tipo catodo hueco
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Espectrofotometro de absorcion atémica
Destilador de agua

Bafio de agua

B.27.4 Preparacion de soluciones
B.27.4.1 Solucién de lantano 5 g/100 ml

En un matraz aforado de 1000 ml pesar 58,6 g de oOxido de lantano. Afadir
aproximadamente 200 ml de agua destilada, agitar hasta que todo el 6xido esté bien
mojado. Anadir lentamente 250 ml de 4cido clorhidrico concentrado (minimo 37%). Enfriar
y llevar al volumen con agua destilada.

Debe verificarse el contenido de magnesio de cada nuevo lote de 6xido de lantano
preparando una solucion de lantano de 1 g/100 ml y comparando su contenido en magnesio
con aquel de una solucion patrén de magnesio de 0 pg/ml procedente de un lote anterior.

B.27.4.2 Solucién de acido clorhidrico 4 N

En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 500 ml de agua destilada
y 330 ml de acido clorhidrico concentrado. Enfriar. Llevar al volumen con agua destilada.

B.27.4.3 Solucidn de acido clorhidrico 6 N

En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 300 ml de agua destilada
y 500 ml de acido clorhidrico concentrado. Enfriar. Llevar al volumen con agua destilada.

B.27.4.4 Solucién patron de magnesio 1000 mg/1

En un matraz aforado de 1000 ml introducir el contenido de una ampolleta de cloruro de
magnesio. Enjuagar la ampolleta y llevar al volumen con agua destilada.

Conservada en un frasco de polietileno o polipropileno descontaminado, esta solucién es
estable durante aproximadamente un afio a temperatura ambiente.

También puede utilizarse una solucion patrén de magnesio de 1000 mg/I lista para el
uso.

B.27.4.5 Solucion patron de magnesio de 100 mg/1

En un matraz aforado de 100 ml verter mediante una pipeta 10 ml de solucion
(B.27.4.4). Llevar a volumen con agua destilada.

Conservada en un frasco de polietileno o polipropileno descontaminado, esta solucion es
estable durante aproximadamente un mes a temperatura ambiente.

B.27.4.6 Soluciones patron diluidas de magnesio

En matraces aforados de 100 ml verter mediante una pipeta 0 - 0,2 - 0,5-1,0 y 1,5 ml de
solucion (B.27.4.5). Anadir 20 ml de solucion de lantano (B.27.4.1) y llevar al volumen con
agua destilada. Estas soluciones contienen respectivamente 0- 0,2 - 0,5 - 1,0 y 1,5 pg de
magnesio/ml. Transferir inmediatamente a frascos de polietileno o polipropileno
descontaminados.

Estas soluciones deben prepararse cada semana. Se recomienda comparar las nuevas
soluciones con otras preparadas anteriormente a fin de detectar cualquier error grave de
preparacion.

B.27.5 Preparacion de la muestra para ensayo

B.27.5.1 Productos solidos
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Tomar una cantidad representativa de la muestra a analizar. Si es necesario moler el
producto mediante un molino o un mortero. Evitar cualquier contaminacion durante esta
manipulacion. Mezclar bien.

B.27.5.2 Productos liquidos

Mezclar bien el producto antes de abrir el recipiente. A continuacién transferir a un
recipiente de vidrio o de plastico descontaminado. Guardar en el refrigerador (4°C).
Mezclar bien antes de su uso.

B.27.6 Procedimiento
B.27.6.1 Toma de ensayo

En un matraz aforado de 50 ml pesar, con una precision de 0,01 g, 1g de producto en
polvo o 10g de producto liquido. Afadir agua destilada hasta un volumen de
aproximadamente 15 ml. Afadir 10 ml de solucién de acido clorhidrico 6 N (B.27.4.3).
Calentar en un bafio maria en ebullicion durante 30 min. Dejar enfriar a temperatura
ambiente. Llevar al volumen con agua destilada. Filtrar a través de un filtro exento de
cenizas, eliminar los primeros 5 ml. Recolectar el resto del filtrado.

B.27.6.2 Dilucion

En un matraz aforado de 100 ml verter mediante una pipeta un volumen de la solucion
de toma de ensayo (B.27.6.1), tal que la concentracion final esté comprendida entre 0,2 y
1,5 pg/ml. Anadir 20 ml de solucién de lantano. Llevar al volumen con agua destilada. Esta
solucion contiene 1 g de lantano/100 ml.

B.27.6.3 Determinacion

Ajustar el aparato de absorcion atomica segun las indicaciones del fabricante. Se
recomienda utilizar mejor un quemador provisto de un nebulizador de hélice, que un
nebulizador con bola de impacto. Deben respetarse las siguientes condiciones:

Lampara de magnesio de tipo catodo hueco
Longitud de onda: 282,2 nm
Llama: aire-acetileno, reductora

Dejar calentar la ldmpara durante 15 a 20 min. Encender la llama y esperar unos 15 min
a que alcance el equilibrio. Colocar el quemador de manera 6ptima.

Aspirar las soluciones patron (B.27.4.6), luego las soluciones de la toma de ensayo
(B.27.6.2). Después de cada medida, aspirar un poco de solucion (B.14.4.2), luego agua
destilada a fin de evitar que el capilar se obstruya. Después de aspirar diez soluciones de
tomas de ensayo, verificar la calibracidon aspirando una solucidén patrén y efectuando un
"reslope".

Trabajar de preferencia con la opcion "integracion"; la duracion de las medidas debe ser
de por lo menos 5 seg. Efectuar cada medida por lo menos tres veces. Ninguna solucion de
toma de ensayo no debe rebasar la concentracion del patron mas concentrado. Efectuar una
nueva dilucion si es necesario (B.27.6.2).

27.7 Calculo y expresion de resultados
B.27.7.1 Modo de célculo

Calcular o trazar la curva de calibracion llevando la absorbancia a la ordenada y la
concentracion de las soluciones patron diluidas, en pg/ml, a la abscisa. Determinar la
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concentracion de las soluciones de las tomas de ensayo (C). Restar el valor del blanco (B)
de aquellos de los productos.

El contenido de magnesio en el producto, en mg/100 g, es igual a:

[C‘—E:p-c ¥ Do 100 [C‘—j‘jx ¥Fa D
2 = 1000 e T

Bolagpe cin -

En donde:

C = concentracion de magnesio en las soluciones de las tomas de ensayo en pg/ml

B = concentracion de magnesio en el blanco (solucion patron de 0 pg de magnesio/ml)
V = volumen inicial en las soluciones de las tomas de ensayo en ml

D = factor de dilucion (B.14.6.2).

m = masa de la toma de ensayo en g

B.27.7.2 Expresion de los resultados

Contenidos inferiores a 100 mg/100 g: expresar los resultados con dos cifras
significativas.

Contenidos superiores a 100 mg/100 g: expresar los resultados con tres cifras
significativas.

B.27.8 Repetibilidad

La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos con la misma muestra, en las
mismas condiciones, en un corto intervalo de tiempo, no debe exceder el 5% de su valor
medio.

B.28 DETERMINACION DE HIERRO (Fe) POR ESPECTROFOTOMETRIA DE
ABSORCION ATOMICA

B.28.1 Fundamento

Hidrolisis parcial del producto con dacido clorhidrico. Filtracion. Dilucion y
determinacion por espectroscopia de absorcion atomica.

B.28.2 Reactivos y materiales

B.28.2.1 Reactivos

Acido nitrico minimo 65% para analisis

Acido clorhidrico fumante minimo 37% para analisis
Solucién patrén de hierro

Solucidén patron de hierro lista para el uso, 1000 mg/1
28.2.2 Materiales

Matraces aforados 50, 100 y 1000 ml

Micropipetas de 50 a 200 ul y 200 a 1000 pl

Pipetas ajustables 5 ml

Puntas amarillas de 50 a 200 pl

Puntas azules de 200 a 1000 pl

Puntas blancas

Probetas graduadas forma alta 10, 25 y 500 ml
Matraces Erlenmeyer cuello estrecho 100 ml
Embudos

Filtros redondos (< 0,007% de cenizas)

Frascos de polietileno flexible cuello estrecho de 100 y 1000 ml
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Cubeta de polietileno 15 1

Descontaminacion del material: En una cubeta de polietileno introducir 10 1 se mezcla de
acido nitrico/agua (1:1)

En este bano descontaminar durante una noche todos los matraces aforados, tapones,
recipientes de polietileno o de polipropileno, asi como todo el material de vidrio necesario.
Enjuagar con agua destilada y secar.

B.28.3 Aparatos e instrumentos

Balanza de precision, capacidad 4100/600g: 0,1/0,001
Lampara de hierro de tipo catodo hueco
Espectrofotometro de absorcion atémica

Destilador de agua

Bafio de agua

B.28.4 Preparacion de soluciones

B.28.4.1 Solucidn de acido clorhidrico 1,2 N

En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 500 ml de agua destilada
y 100 ml de acido clorhidrico concentrado. Enfriar. Llevar a volumen con agua destilada.

B.28.4.2 Solucidn de acido clorhidrico 4 N

En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 500 ml de agua destilada
y 330 ml de acido clorhidrico concentrado. Enfriar. Llevar al volumen con agua destilada.

B.28.4.3 Solucidn de acido clorhidrico 6 N

En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 300 ml de agua destilada
y 500 ml de acido clorhidrico concentrado. Enfriar. Llevar al volumen con agua destilada.

B.28.4.4 Solucién patron de hierro 1000 mg/1

En un matraz aforado de 1000 ml introducir el contenido de una ampolleta de cloruro de
hierro. Enjuagar la ampolleta y llevar al volumen con agua destilada.

Conservada en un frasco de polietileno o polipropileno descontaminado, esta solucién es
estable durante aproximadamente un afio a temperatura ambiente.

También puede utilizarse una solucion patron de hierro de 1000 mg/1 lista para el uso.
B.28.4.5 Soluciones patrén diluidas de hierro

En matraces aforados de 100 ml verter mediante una pipeta 0 - 100 - 200 - 500 y 1000 pl
de solucién (B.28.4.4). Afadir 20 ml de solucidon de acido clorhidrico 6 N y llevar al
volumen con agua destilada. Estas soluciones contienen respectivamente 0 - 1,0 -2 -5,0y
10 pg de hierro/ml. Transferir inmediatamente a frascos de polietileno o polipropileno
descontaminados.

Estas soluciones deben prepararse cada semana. Se recomienda comparar las nuevas
soluciones con otras preparadas anteriormente a fin de detectar cualquier error grave de
preparacion.

B.28.5 Preparacion de la muestra para ensayo
B.28.5.1 Productos solidos

Tomar una cantidad representativa de la muestra a analizar. Si es necesario moler el
producto mediante un molino o un mortero. Evitar cualquier contaminacion durante esta
manipulacion. Mezclar bien.

B.28.5.2 Productos liquidos
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Mezclar bien el producto antes de abrir el recipiente. A continuacion transferir a un
recipiente de vidrio o de plastico descontaminado. Guardar en el refrigerador (4°C).

Mezclar bien antes de su uso.
B.28.6 Procedimiento
B.28.6.1 Toma de ensayo

En un matraz aforado de 50 ml pesar, con una precision de 0,01 g; 1g de producto en
polvo o 10g de producto liquido. Afadir agua destilada hasta un volumen de
aproximadamente 15 ml. Afiadir 10 ml de solucién de acido clorhidrico 6 N (B.28.4.38).
Calentar en un bafio maria en ebullicion durante 30 min. Dejar enfriar a temperatura
ambiente. Llevar al volumen con agua destilada. Filtrar a través de un filtro exento de
cenizas, eliminar los primeros 5 ml. Recolectar el resto del filtrado.

B.28.6.2 Dilucion

En matraz aforado de 100 ml verter mediante una pipeta un volumen de la solucion de
toma de ensayo (B.28.6.1), tal que la concentracion final est¢ comprendida entre 1 y 8
pg/ml. Llevar al volumen con solucién de acido clorhidrico 1,2 N.

B.28.6.3 Determinacion

Ajustar el aparato de absorcion atomica segun las indicaciones del fabricante. Se
recomienda utilizar mejor un quemador provisto de un nebulizador de hélice, que un
nebulizador con bola de impacto. Deben respetarse las siguientes condiciones:

Lampara de hierro de tipo catodo hueco
Longitud de onda: 248,3 nm
Llama: aire-acetileno, oxidante (azul, pobre en acetileno)

Dejar calentar la ldmpara durante 15 - 20 min. Encender la llama y esperar unos 15 min
a que alcance el equilibrio. Colocar el quemador de manera 6ptima.

Aspirar las soluciones patron (B.28.4.5), luego las soluciones de la toma de ensayo
(B.28.6.1 o B.28.6.2). Después de cada medida, aspirar un poco de solucion (B.28.4.2),
luego agua destilada a fin de evitar que el capilar se obstruya. Después de aspirar diez
soluciones de tomas de ensayo, verificar la calibracién aspirando una solucién patréon y
efectuando un "reslope".

Trabajar de preferencia con la opcion "integracion"; la duracion de las medidas debe ser
de por lo menos 5 seg. Efectuar cada medida por lo menos tres veces. Ninguna solucion de
toma de ensayo no debe rebasar la concentracion del patron mas concentrado. Efectuar una
nueva dilucion si es necesario.

B.28.7 Calculo y expresion de resultados
B.28.7.1 Modo de célculo

Calcular o trazar la curva de calibracion llevando la absorbancia a la ordenada y la
concentracion de las soluciones patrén diluidas, en pg/ml, a la abscisa. Determinar la
concentracion de las soluciones de las tomas de ensayo (C). Restar el valor del blanco (B)
de aquellos de los productos.

El contenido de hierro en el producto, en mg/100 g, es igual a:

[C— B Fx D100 [C-F)x FxD

Hietro -
w = 1000 M= 100

En donde:

C = concentracion de hierro en las soluciones de las tomas de ensayo, en pg/ml
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B = concentracion de hierro en el blanco (solucion patrén de 0 pg de hierro por ml)
V = volumen inicial (B.28.6.1), en ml (en general 50)

D = factor de dilucion (B.28.6.2).

m = masa de la toma de ensayo, en g

B.28.7.2 Expresion de los resultados

Expresar los resultados con dos cifras significativas.

B.28.8 Repetibilidad

La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos con la misma muestra, en las
mismas condiciones, en un corto intervalo de tiempo, no debe exceder el 10% de su valor
medio.

B.29 DETERMINACION DE IODO I) POR ELECTRODO DE ION
SELECTIVO

B.29.1 Fundamento

La proteina es removida por precipitacion con acido. El iodo en el filtrado se mide
usando el electrodo de ion selectivo, seguida de otra medicion después de agregar una
solucion estandar de adicion conocida. Las interferencias para las respuestas del electrodo
son eliminadas con Nitrato de Niquel.

B.29.2 Aparatos

Balanza analitica con sensibilidad de + 0,1 mg.

Potenciémetro digital con escala de 0,1 mV.

Licuadora con motor a prueba de explosion.

Electrodos: 1) Electrodo de i6n-selectivo de I
2) Electrodo de referencia Ag/AgCl

B.29.3 Reactivos y materiales

B.29.3.1 Materiales

Matraces volumétricos

Frascos de vidrio color &mbar

Material comun de laboratorio

Agitador magnético, cubierto con una capa de estireno espumoso o material aislante para
prevenir calentamiento de la muestra.

Papel filtro, de filtracion rapida, doblados, con retencion de particulas de 20-25 pm
(sustitutible por papel filtro No. 541)

B.29.3.2 Reactivos
B.29.3.2.1 Agua destilada

B.29.3.2.2 Solucion de acido acético glacial (C2H40) al 3% v/v. Transferir 15 ml de
acido acético glacial a un matraz volumétrico de 500 ml que contenga aproximadamente
250 ml de agua. Llevar a volumen con agua y mezclar bien.

B.29.3.2.3 Yoduro de potasio (KI) o yoduro de sodio (Nal), se recomienda usar
preferentemente estdndares de referencia.

B.29.3.2.4 Solucidn estandar de lodo

B.29.3.2.4.1 (Solucion I) Solucion estandar de referencia de I-, de 0,100 £ 0,001 M (12,6
g de i0odo/1) estandarizada. Pesar 16,998 g de KI o 14,898 de Nal y disolverlos en un matraz
aforado de 1000 ml, llevar al volumen con agua, almacenar en un frasco dmbar a
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temperatura ambiente y protegido de la luz, descartar 12 meses después de la
estandarizacion o 6 meses después de haberse abierto el frasco.

B.29.3.2.4.1.1 Estandarizacion de la solucion 1
Preparar los siguientes reactivos:

- Solucidn estandar titulante de nitrato de plata (AgNO3) 0,0141 M (0,0141). Disolver
2,395 g de AgNO3 en agua destilada y diluir a un litro con agua destilada, almacenar en
frasco ambar.

- Solucién indicadora de cromato de potasio (K2CrO4). Disolver 50 g de K2CrO4 en un
poco de agua, agregar de la solucion de nitrato de plata anteriormente preparada hasta que
se forme un precipitado rojo. Dejar reposar por 12 h, filtrar y diluir a un litro con agua
destilada.

- Acido Sulftrico (H2SO4) 0,1 N o
- Hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 N

Procedimiento: medir lo mas exactamente posible 10 ml de la solucion I de referencia de
Iodo y transferir a un matraz volumétrico de 100 ml y diluir a la marca con agua destilada,
llevar a un pH entre 7 y 10 usando acido sulfirico o hidréxido de sodio 0,1 N. Tomar
alicuotas de 25 ml y completar con agua destilada hasta aproximadamente 100 ml, agregar
1 ml de la solucion indicadora de cromato de potasio y titular con la solucion de nitrato de
plata, hasta un vire color rojizo, asegurar la consistencia del punto final. Correr
paralelamente un blanco de reactivos.

Calculos:

_ [ A= FYx 126 200

Es tard an=acidn sobicion I R I P——

En donde:

A = ml gastados de nitrato de plata en la muestra
B = ml gastados de nitrato de plata en el blanco
N = Normalidad del nitrato de plata

126 900 = miliequivalentes del I- por 100 ml

B.29.3.2.4.2 Solucién II. Solucion stock de Todo 101,5 mg/l. Colocar 8 ml de solucion
estandar de referencia de lodo dentro de un matraz volumétrico de 1 1. Diluir a volumen
con agua y mezclar bien. Guardar en frasco de color ambar o en otro que proteja de la luz.
Desechar después de dos semanas.

B.29.3.2.4.3 Solucidn III. Solucién estandar intermedia de iodo, 1 mg/l. Colocar con una
pipeta 5 ml de la solucién II (stock de lodo), dentro de un matraz volumétrico de 500 ml.
Diluir a un volumen con agua y mezclar bien. Guardar en frasco de color ambar o en otro
que proteja de la luz. Desechar después de dos semanas.

B.29.3.2.4.4 Solucion IV. Solucién estandar intermedia de iodo, 0,1 mg/l. Colocar con
una pipeta 10 ml de solucion 111 (estandar intermedia de Iodo, dentro de un matraz de 100
ml. Diluir a volumen con agua y mezclar bien. Guardar en frasco de color ambar o en otro
que proteja de la luz. Desechar después de dos semanas.

B.29.3.2.4.5 Solucion V. Solucion estandar de adicion conocida. Colocar con una pipeta
10 ml de solucion II (stock de Iodo), dentro de un matraz volumétrico de 1 1. Diluir a
volumen con agua y mezclar bien. Tomar una alicuota de 100 ml de esta soluciéon y
adicionar 1 ml de cada una de las siguientes soluciones: AFI, solucion de nitrato de niquel y
agua. Preparar solucion fresca diariamente.
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B.29.3.2.5 Solucidn para guardar el electrodo. Solucion de Todo 0,1 mg/l. Diluir 1 ml de
la solucion II (stock de Iodo) a 1 1 con agua y mezclar bien. Guardar en frasco de color
ambar o en otro que proteja de la luz. Desechar la solucion después de 3 meses. Guardar el
electrodo de 16n selectivo en esta solucion cuando no se use, reemplazar la solucion
semanalmente.

B.29.3.2.6 Ajustador de fuerza idnica (AFI). Solucion de nitrato de sodio 5 M. Disolver
42,5 g de nitrato de sodio, NaNO2, en aproximadamente 50 ml de agua en un matraz
volumétrico de 100 ml, diluir al volumen con agua y mezclar bien.

B.29.3.2.7 Solucioén de nitrato de niquel 2 M, Ni(NO3)26H20. Disolver 58,2 g de nitrato
de niquel hexahidratado en aproximadamente 50 ml de agua en un matraz volumétrico de
100 ml. Diluir a volumen con agua y mezclar muy bien.

B.29.4 Preparacion de la muestra

Si la muestra es liquida tomar directamente 100 ml. Si la muestra es sélida, pesar una
cantidad de muestra tal que contenga entre 75 y 150 ul/l de Iodo y reconstituirla con agua
hasta un volumen de 100 ml.

Colocar la muestra en un matraz volumétrico de 250 ml, adicionar 10 ml de solucion de
acido acético al 3%, diluir al volumen con agua y mezclar bien. Pasar el contenido del
matraz a una licuadora y mezclar a baja velocidad por 2 min. Filtrar para obtener un filtrado
claro, si el filtrado es turbio descartar los primeros 10 ml.

B.29.5 Determinacion

Precaucion: Agitar todas las soluciones con agitador magnético antes de medir el
potencial con el electrodo.

B.29.5.1 Calibracion de la pendiente del electrodo. En un vaso de precipitados tomar
100 ml de la solucion IV estandar intermedia de iodo (0,1 mg/l), introducir los electrodos y
agregar con agitacion 1 ml de cada una de las siguientes soluciones: solucion AFI, solucién
de nitrato de niquel y agua, cuando la lectura del potencial sea estable aproximadamente de
2 a 5 min, registrar hasta décimas de mV como E1.

Retirar los electrodos, enjuagarlos con agua y secarlos.

En otro vaso de precipitados colocar 100 ml de la solucion III estdndar intermedia de
iodo (1,0 mg/l), introducir los electrodos y adicionar con agitacion 1 ml de las siguientes
soluciones: solucion AFI, solucion de nitrato de niquel y agua, cuando la lectura del
potencial sea estable aproximadamente de 2 a 5 min registrar la lectura hasta décimas de
mV como E2.

Retirar los electrodos enjuagarlos con agua y secar.

Calcular la pendiente (S) del par de electrodos de la siguiente manera:
S=F2-Fl

Medir la pendiente cada 4 h cuando el electrodo esté en uso continuo. Usar el valor de la
pendiente mas reciente para calcular los resultados de las subsecuentes mediciones de iodo.

B.29.5.2 Valoracion de la muestra. En un vaso de precipitados tomar 100 ml de la
muestra filtrada y agitarla con un agitador magnético, adicionar 1 ml de las siguientes
soluciones: solucion AFI, solucion de nitrato de niquel y 4cido nitrico concentrado. Colocar
los electrodos en la solucién a analizar. Cuando la lectura del potencial sea estable
aproximadamente 2 min registrar la lectura hasta décimas de mV como E3, inmediatamente
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con una pipeta adicionar 10 ml de la solucion V estandar de adicidén conocida y agitar.
Cuando sea estable aproximadamente 2 min registrar hasta décimas de mV como E4.

B.29.5.3 Calculos

Calcular el contenido de lodo de la muestra como sigue:

lodo,, e . = 0%0,9854 _,, %2,5%1,03
Usandao:
0. 0885
o= (E4—E3)
ﬂnﬁ'lﬂg["—] -0,912
En donde:

0,9854 mog/l = concentracion de iodo de la solucion de estandar de adicidén conocida
2,50 = Factor de correccidn por dilucion de 100 ml de muestra a 250 mi.

1,03 = Factor de correccion de 100 ml de muestra filtrada con el volumen total de reactivos de 103 ml y
S=E2-E1

0.0885 — ml de estandar adicionads _ 1
" ml originales + ml de estandar adicionade 103 +10
0.017 — ml eriginales 103

ml originales + ml de estandar adicionade T103+10

B.30 DETERMINACION DE CINC (Zn) POR ESPECTROFOTOMETRIA DE
ABSORCION ATOMICA

B.30.1 Fundamento

Hidrolisis parcial del producto con 4cido clorhidrico. Filtracion. Dilucion y
determinacion por espectroscopia de absorcion atomica.

B.30.2 Reactivos y materiales

B.30.2.1 Reactivos

Acido nitrico minimo 65% para analisis

Acido clorhidrico fumante minimo 37% para analisis
Solucién patrén de zine

Solucidén patron de zinc lista para el uso, 1000 mg/1
B.30.2.2 Materiales

Matraces aforados 50, 100 y 1000 ml

Micropipetas de 50 a 200 ul y 200 a 1000 pl
Pipetas ajustables 5 ml

Puntas amarillas de 50 a 200 pl

Puntas azules de 200 a 1000 pl

Puntas blancas

Probetas graduadas forma alta 10, 25 y 500 ml
Matraces Erlenmeyer cuello estrecho 100 ml
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Embudos

Filtros redondos (< 0,007% de cenizas)

Frascos de polietileno flexible, cuello estrecho de 100 y 1000 ml
Cubeta de polietileno 15 1

Descontaminacion del material: En una cubeta de polietileno introducir 10 1 se mezcla de
acido nitrico/agua (1:1).

En este bafio descontaminar durante una noche todos los matraces aforados, tapones,
recipientes de polietileno o de polipropileno, asi como todo el material de vidrio necesario.
Enjuagar con agua destilada y secar.

B.30.3 Aparatos e instrumentos

Balanza de precision capacidad 4100/600g: 0,1/0,001
Lampara de zinc de tipo catodo hueco
Espectrofotometro de absorcion atémica

Destilador de agua

Bafio de agua

B.30.4 Preparacion de soluciones

B.30.4.1 Solucion de acido clorhidrico 1,2 N

En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 500 ml de agua destilada
y 100 ml de acido clorhidrico concentrado. Enfriar. Llevar a volumen con agua destilada.

B.30.4.2 Solucién de acido clorhidrico 4 N

En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 500 ml de agua destilada
y 330 ml de acido clorhidrico concentrado. Enfriar. Llevar al volumen con agua destilada.

B.30.4.3 Solucidn de acido clorhidrico 6 N

En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 300 ml de agua destilada
y 500 ml de acido clorhidrico concentrado. Enfriar. Llevar al volumen con agua destilada.

B.30.4.4 Solucion patron de zine 1000 mg/1

En un matraz aforado de 1000 ml introducir el contenido de una ampolleta de cloruro de
zinc. Enjuagar la ampolleta y llevar al volumen con agua destilada.

Conservada en un frasco de polietileno o polipropileno descontaminado, esta solucién es
estable durante aproximadamente un afio a temperatura ambiente.

También puede utilizarse una solucion patron de zinc de 1000 mg/1 lista para el uso.
B.30.4.5 Solucion patron de zine de 10 mg/1

En un matraz aforado de 100 ml verter mediante una pipeta 1 ml de solucion (B.30.4.4).
Llevar a volumen con 4cido clorhidrico.

Conservada en un frasco de polietileno o polipropileno descontaminado, esta solucién es
estable durante aproximadamente una semana a temperatura ambiente.

B.30.4.6 Soluciones patrén diluidas de zinc

En matraces aforados de 100 ml verter mediante una pipeta 0 - 1-2,5-5-7,5y 10 ml
de solucién (B.30.4.5). Afadir 20 ml de solucidon de acido clorhidrico 6 N y llevar al
volumen con agua destilada. Estas soluciones contienen respectivamente 0 - 0,1 - 0,25 -
0,50 - 0,75 y 1,0 pg de zinc/ml. Transferir inmediatamente a frascos de polietileno o
polipropileno descontaminados.

Estas soluciones deben prepararse cada semana. Se recomienda comparar las nuevas
soluciones con otras preparadas anteriormente a fin de detectar cualquier error grave de
preparacion.
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B.30.5 Preparacion de la muestra para ensayo
B.30.5.1 Productos solidos

Tomar una cantidad representativa de la muestra a analizar. Si es necesario moler el
producto mediante un molino o un mortero. Evitar cualquier contaminacion durante esta
manipulacion. Mezclar bien.

B.30.5.2 Productos liquidos

Mezclar bien el producto antes de abrir el recipiente. A continuacion transferir a un
recipiente de vidrio o de plastico descontaminado. Guardar en el refrigerador (4°C).
Mezclar bien antes de su uso.

B.30.6 Procedimiento
B.30.6.1 Toma de ensayo

En un matraz aforado de 50 ml pesar, con una precision de 0,01 g; 1 g de producto en
polvo o 10 g de producto liquido. Afadir agua destilada hasta un volumen de
aproximadamente 15 ml. Afiadir 10 ml de solucion de acido clorhidrico 6 N (B.30.4.3).
Calentar en un bafio maria en ebullicion durante 30 min. Dejar enfriar a temperatura
ambiente. Llevar al volumen con agua destilada. Filtrar a través de un filtro exento de
cenizas, eliminar los primeros 5 ml. Recolectar el resto del filtrado.

B.30.6.2 Dilucion

En matraz aforado de 100 ml verter mediante una pipeta un volumen de la solucién de
toma de ensayo (B.30.6.1), tal que la concentracion final esté comprendida entre 0,1 y 0,8
pg/ml. Llevar al volumen con solucién de acido clorhidrico 1,2 N.

B.30.6.3 Determinacion

Ajustar el aparato de absorcidon atomica segun las indicaciones del fabricante. Se
recomienda utilizar mejor un quemador provisto de un nebulizador de hélice, que un
nebulizador con bola de impacto. Deben respetarse las siguientes condiciones:

Lampara de zinc de tipo catodo hueco
Longitud de onda: 213,9 nm
Llama: aire-acetileno, oxidante (azul, pobre en acetileno)

Dejar calentar la lampara durante 15 - 20 min. Encender la llama y esperar unos 15 min
a que alcance el equilibrio. Colocar el quemador de manera 6ptima.

Aspirar las soluciones patron (B.30.4.6), luego las soluciones de la toma de ensayo
(B.30.6.1 o B.30.6.2). Después de cada medida, aspirar un poco de solucion (B.30.4.2),
luego agua destilada a fin de evitar que el capilar se obstruya. Después de aspirar diez
soluciones de tomas de ensayo, verificar la calibracién aspirando una solucién patréon y
efectuando un "reslope".

Trabajar de preferencia con la opcion "integracion"; la duracion de las medidas debe ser
de por lo menos 3 seg. Efectuar cada medida por lo menos tres veces. Ninguna solucion de
toma de ensayo no debe rebasar la concentracion del patron més concentrado. Efectuar una
nueva dilucion si es necesario (B.30.6.2).

B.30.7 Calculo y expresion de resultados
B.30.7.1 Modo de célculo

Calcular o trazar la curva de calibracion llevando la absorbancia a la ordenada y la
concentracion de las soluciones patron diluidas, en pg/ml a la abscisa. Determinar la
concentracion de las soluciones de las tomas de ensayo (C). Restar el valor del blanco (B)
de aquellos de los productos.

El contenido de zinc en el producto, en mg/100 g, es igual a:
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=|:C'—E':|><V><D><1EIII=|:C‘—B:|><V>< o
s 1000 m 100

En donde:

C = concentracidn de zinc en las soluciones de las tomas de ensayo, en pg/ml
B = concentracion de zinc en el blanco (solucion patron de 0 pg de zinc por ml)
V = volumen inicial en las soluciones de las tomas de ensayo en ml

D = factor de dilucion B.30.6.2

m = masa de la toma de ensayo, en g

B.30.7.2 Expresion de los resultados

Expresar los resultados con dos cifras significativas.

B.30.8 Repetibilidad

La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos con la misma muestra, en las
mismas condiciones, en un corto intervalo de tiempo, no debe exceder el 4% de su valor
medio.

B.31 DETERMINACION DE ARSENICO, CADMIO, COBRE, CROMO,
ESTANO, HIERRO, MERCURIO, NIQUEL, PLATA, PLOMO, SELENIO Y ZINC
POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA

B.31.1 Principio del método

La propiedad que tienen los elementos en su estado atomico basal de absorber radiacion
electromagnética emitida por una fuente constituida por el mismo elemento de tal manera
que al hacer pasar un haz de luz monocromatica de una frecuencia especifica pueda ser
absorbido por el analito que se encuentra presente. La cantidad de radiacion absorbida es
proporcional a la concentracion de los atomos de acuerdo con la Ley de Lambert-Beer.

B.31.2 Equipo

B.31.2.1 Espectrofotometro de absorcion atémica equipado con:

B.31.2.1.1 Sistema de atomizacion por flama directa.

B.31.2.1.2 Horno de grafito.

B.31.2.1.3 Sistema generador de hidruros y vapor ftio.

B.31.2.1.4 Sistema de corrector de fondo (Deuterio, Zeeman o Smith-Hieftje).
B.31.2.1.5 Automuestreador, aspiracion o inyeccion manual.

B.31.2.1.6 Sistema de lectura directa, digital o analdgica, registrador o sistema de datos
apropiado para el control del instrumento.

B.31.2.2 Fuente de radiofrecuencia en caso de usar lamparas de descarga sin electrodos.
B.31.2.3 Horno de digestion por microondas.

B.31.2.4 Balanza analitica con sensibilidad de 0,1 mg.

B.31.2.5 Mufla.

B.31.2.6 Parrilla de calentamiento con control de temperatura.

B.31.2.7 Autoclave que alcance las 15 Ib de presion u horno de calentamiento.

B.31.3 Materiales

B.31.3.1 Lamparas de catodo hueco o de descarga sin electrodos para determinar plata,
arsénico, cadmio, cromo, cobre, hierro, mercurio, niquel, plomo, selenio, estafio y zinc.
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B.31.3.2 Tubos de grafito pirolizados.

B.31.3.3 Vasos para digestion de teflon. Enjuagar con acetona, lavar con agua
desionizada, y mantener los vasos cubiertos con una solucion de acido nitrico 1 M por al
menos 30 min. Enjuagar con agua desionizada y secar.

B.31.3.4 Matraces volumétricos de 10, 25, 50, 100, 250 y 1000 ml.
B.31.3.5 Matraces apropiados para el generador de hidruros.
B.31.3.6 Recipientes y tapas de plastico.

B.31.3.7 Micropipeta o dosificador.

B.31.3.8 Matraces Kjeldahl.

B.31.3.9 Sistema de reflujo con refrigerante.

B.31.3.10 Bombas Parr (opcionales).

B.31.3.11 Crisoles o capsulas adecuados.

B.31.3.12 Material comun de laboratorio.

Lavar todo el material de vidrio y plastico primero con agua y detergente. En seguida
enjuagar con agua de la llave y después con agua destilada. Sumergir en un recipiente que
contenga una solucion de 4cido nitrico al 30%. Tapar y dejar en reposo por un lapso de 24
h. Quitar el exceso de 4cido nitrico con varios enjuagues (5 o 6 veces) de agua desionizada.
Dejar escurrir y secar.

B.31.4 Reactivos

Todos los reactivos deben ser grado suprapuro o su equivalente a menos que se indique
otra especificacion y por agua se entiende agua desionizada o tridestilada.

B.31.4.1 Soluciones patron de referencia certificadas de plata, arsénico, cadmio, cromo,
cobre, hierro, mercurio, niquel, plomo, selenio, estafio y zinc a una concentracion de 1000
mg/l.

B.31.4.2 Acido nitrico concentrado, 65% p/p (HNO3).
B.31.4.3 Peroxido de hidrogeno al 30% p/p (H202).
B.31.4.4 Acido sulfurico concentrado, 96% p/p (H2SO4).
B.31.4.5 Acido clorhidrico concentrado, 37% p/p (HCI).
B.31.4.6 Fosfato monobasico de amonio RA (NH4)H2PO4.
B.31.4.7 Nitrato de magnesio hexahidratado RA (Mg(NO3) 2.6H20).
B.31.4.8 Borohidruro de sodio RA (NaBHg).

B.31.4.9 Cloruro de potasio RA (KCI).

B.31.4.10 Permanganato de potasio RA (KMnO4).
B.31.4.11 Cloruro estanoso (SnClI?).

B.31.4.12 Yoduro de potasio (KI).

B.31.4.13 Modificador de matriz.

Pesar 10 g de fosfato monobasico de amonio y 0,5 g de nitrato de magnesio en un
matraz volumétrico de 200 ml, disolver y llevar al volumen con agua.

B.31.4.14 Solucioén de nitrato de magnesio al 7% p/v.
Pesar 7 g de nitrato de magnesio y mezclar con 100 ml de acido clorhidrico 1 N.
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B.31.4.15 Acido clorhidrico 1 N.

Medir 8,3 ml de HCl y llevar a 100 ml con agua.

B.31.4.16. Solucion de acido nitrico al 50% v/v.

Diluir 50 ml de HNO3 concentrado en 50 ml de agua.
B.31.4.17 Solucioén de nitrato de magnesio al 50% p/v.

Pesar 50 g de nitrato de magnesio y mezclar con 100 ml de acido clorhidrico 1 N.
B.31.4.18 Solucion de acido clorhidrico 0,5 N.

Diluir 4,15 ml de HCl y llevar a 100 ml con agua.

B.31.4.19 Solucidn de cloruro de potasio de 10 mg de K/ml.
Pesar 1,91 g de KCl y llevar a un volumen de 100 ml con agua.
B.31.4.20 Solucién de permanganato de potasio al 5% p/v.
Pesar 5 g de KMnO4 y mezclar con 100 ml de agua.

B.31.4.21 Solucioén reductora.

Preparar de acuerdo con el manual de operacion del equipo.
B.31.4.22 Solucidn de acido nitrico al 2% v/v.

Agregar lentamente 2 ml de acido nitrico concentrado a 100 ml de agua.
B.31.4.23 Aire comprimido seco y limpio.

B.31.4.24 Acetileno grado absorcion atémica.

B.31.4.25 Oxido nitroso grado absorcion atomica.

B.31.4.26 Argdn grado absorcion atdémica.

B.31.4.27 Nitrégeno grado absorcion atémica.

B.31.5 Preparacion de la muestra

B.31.5.1 Digestion por microondas para la determinacion de arsénico, cadmio, cromo,
cobre, hierro, mercurio, niquel, plomo, selenio, estafio y zinc.

B.31.5.1.1 Pesar en un vaso de digestion como maximo 0,5 g de muestras secas yde 5 a
10 g de muestras liquidas.

B.31.5.1.2 Adicionar 5 ml de 4cido nitrico concentrado y 2 ml de peroxido de hidrégeno
al 30%. Tapar los vasos y colocarlos en el horno de microondas.

B.31.5.1.3 Fijar el programa de calentamiento del horno de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

B.31.5.1.4 Sacar los vasos del horno y dejar enfriar a temperatura ambiente. Transferir la
solucion digerida a un matraz volumétrico adecuado y llevar al volumen con agua.

B.31.5.2 Digestion por via hiimeda para la determinacion de cadmio, cromo, cobre,
hierro, niquel, plomo y zinc.

B.31.5.2.1 Pesar como méximo 40 g de jugo o bebida, 20 g de alimentos que contengan
de 50 al 75% de agua y 10 g de alimentos so6lidos o semisélidos. Limitar el contenido de
grasa o aceite a un maximo de 4 g y el total de materia organicaa 5 g.

B.31.5.2.2 Afnadir 10 ml de acido nitrico concentrado y dejar reposar toda la noche o
iniciar directamente la digestion, dependiendo del comportamiento de la muestra.
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B.31.5.2.3 Digerir en un sistema Kjeldahl o en un sistema de reflujo refrigerante e
iniciar el calentamiento gradualmente para evitar pérdidas de muestra.

B.31.5.2.4 Digerir la muestra durante 3 h o mas tiempo si es necesario (algunas muestras
requieren la adicion de mayor cantidad de 4cido nitrico) hasta que la solucion sea
traslucida. Si esto no sucede, adicionar perdxido de hidrogeno gota a gota con agitacion
continua hasta lograr una solucion traslucida.

B.31.5.2.5 Enfriar, filtrar y llevar a un volumen conocido con agua.
B.31.5.3 Digestion por via seca para la determinacion de Cu, Fe, Cr, Niy Zn.

B.31.5.3.1 Pesar en un crisol o capsula como maximo 40 g de jugo o bebida, 20 g de
alimentos que contengan del 50 al 75% de agua y 10 g de alimentos sélidos o semisolidos.
Limitar el contenido de grasa o aceite a un maximo de 4 g y el total de materia organica a 5
g.

B.31.5.3.2 Afnadir 10 ml de acido nitrico concentrado y dejar reposar toda la noche o
iniciar directamente la digestion dependiendo del comportamiento de la muestra. En
productos con alta concentracion de proteinas adicionar una solucion de nitrato de
magnesio al 7% p/v y mezclar completamente. Llevar a sequedad aproximadamente
durante 6 h en estufa a una temperatura de 90 a 95°C.

B.31.5.3.3 Colocar la muestra en mufla y elevar la temperatura lentamente de 2 a 4°C
por minuto hasta 350°C. Mantener la temperatura hasta que cesen los humos.

B.31.5.3.4 Elevar gradualmente la temperatura hasta 500 a 550°C para evitar que la
muestra se incinere y mantener esta temperatura durante 16 h o toda la noche.

B.31.5.3.5 Un segundo paso de calcinacion puede ser requerido para remover algunos
residuos, para ello lavar las paredes del crisol con 2 ml de acido nitrico al 50%. Colocar la
muestra en una parrilla de calentamiento a 120°C para remover el exceso de acido y hasta
la eliminacion de vapores. Colocar la muestra en mufla fria y elevar la temperatura
gradualmente hasta 500 a 550°C, manteniéndola por el tiempo necesario. Repetir este
procedimiento cuantas veces sea necesario hasta que la muestra quede libre de carbon
remanente.

B.31.5.3.6 Disolver las cenizas completamente en acido clorhidrico 1 N. Transferir la
muestra disuelta a un matraz volumétrico adecuado, enjuagando el crisol con dos porciones
de 5 ml de 4cido clorhidrico 1 N.

Adicionar los enjuagues al matraz y llevar al volumen con agua.
B.31.6 Procedimiento

B.31.6.1 Determinacion de cadmio, cromo, cobre, hierro, niquel, plomo, estafio y zinc.
EAA por flama directa.

B.31.6.1.1 Preparacion de las curvas patron.

Preparar un blanco y al menos 3 diluciones de la solucidon patron para cada metal, en el
intervalo lineal de trabajo utilizar acido nitrico al 2% para hacer las diluciones.

Nota: Las soluciones patron de Estafio deben contener 1 ml de solucion de cloruro de
potasio por cada 100 ml.
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B.31.6.1.2 Determinacion

B.31.6.1.2.1 Dejar estabilizar el equipo y fijar las condiciones para cada metal de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Utilizar como guia el siguiente cuadro:

Elemento Longitud de onda (nm) Mezcla de gases
Cadmio 228,8 Aire/acetileno
Cromo 357,9 Aire/acetileno

Cobre 324,7 Aire/acetileno
Hierro 248,3 Aire/acetileno
Niquel 232 Aire/acetileno
Plomo 217,3 0283,3 Aire/acetileno
Estano 235,5 Oxido nitroso/acetileno
Zinc 213,8 Aire/acetileno

B.31.6.1.2.2 Ajustar el instrumento a 0 de absorbancia con el blanco de calibracion.
Aspirar las soluciones patron de calibracion del analito de menor a mayor concentracion y
registrar al menos dos réplicas de la absorbancia de cada uno.

B.31.6.1.2.3 Elaborar una curva de calibracion, graficando la absorbancia en funcion de
la concentracion de cada metal. Ajustar la curva por medio de minimos cuadrados
(regresion lineal).

B.31.6.1.2.4 Lo anterior puede llevarse a cabo en equipos que se programan
directamente, en los cuales sélo es necesario introducir los estdndares y marcar su
concentracion tedrica.

B.31.6.1.2.5 Aspirar las muestras preparadas en (B.31.5.1 o B.31.5.3) y registrar la
absorbancia de cada una ellas. Calcular la concentracion de cada metal a partir de la curva
de calibracion correspondiente.

Se debe analizar al menos un blanco de reactivos con cada lote de muestras.

B.31.6.1.2.6 Asegurarse de que las concentraciones de las muestras caen dentro del
intervalo de calibracion de la curva patron. De no ser asi, efectuar la dilucion
correspondiente y volver a analizar.

Nota: Esta metodologia no aplica para la determinacion de Cadmio y Plomo cuando las
muestras son digeridas por horno de microondas.

B.31.6.2 Determinacion de As y Se. EAA por generador de hidruros.
B.31.6.2.1 Preparacion de la curva patron.

B.31.6.2.1.1 Preparar un blanco y al menos 3 soluciones patron en el intervalo lineal de
trabajo.

B.31.6.2.1.2 Antes de aforar adicionar la solucion reductora de acuerdo con el manual
del fabricante. Dejar reposar = 30 min y llevar al volumen con agua.

B.31.6.2.2 Determinacion

B.31.6.2.2.1 Conectar el generador de hidruros al espectrofotdmetro y ajustar la longitud
de onda, la celda, el flujo de gases y tiempos de purga de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

B.31.6.2.2.2 Ajustar a 0 de absorbancia con el blanco de calibracion y optimizar la
respuesta del instrumento con la solucion patron establecida en el manual de operacion del
equipo.
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B.31.6.2.2.3 Llevar a cabo la reaccion para la formacion de hidruros con cada una de las
soluciones patron de menor a mayor concentracion y registrar al menos dos réplicas de la
absorbancia de cada uno.

B.31.6.2.2.4 Elaborar una curva de calibracion, graficando la absorbancia en funcion de
la concentracion de As. Ajustar la curva por medio de minimos cuadrados (regresion
lineal).

B.31.6.2.2.5 Lo anterior puede llevarse a cabo en equipos que se programan
directamente, en los cuales sélo es necesario introducir los estdndares y marcar su
concentracion teorica.

B.31.6.2.2.6 Analizar la muestra digerida en (B.31.5.1), de la misma forma que las
soluciones patron. Analizar un blanco de reactivos con cada lote de muestras.

B.31.6.2.2.7 Asegurarse de que las concentraciones de las muestras caen dentro del
intervalo de calibracion de la curva patrén. De no ser asi, repetir la determinacién con una
alicuota mas pequena.

B.31.7 Expresion de resultados
B.31.7.1. Calculos

Para alimentos, hebidas alcoholicas y no alcohdlicas y aditivos:
- (4-B)=xV

Metal . =

Para agua vy hielo:
Metal _, =4-3

En donde:

A = concentracion del metal en la muestra leido directamente del instrumento o de la
curva de calibracion

B = concentracion del metal en el blanco de reactivos del instrumento leido directamente
del instrumento o de la curva de calibracion

V = volumen de la solucion de la muestra digerida

M = peso de la muestra

Si la muestra ha sido diluida, el factor de dilucidén debe ser tomado en cuenta.

B.31.8 Informe de la prueba

mg metal/kg o 1

B.32 DETERMINACION DE INOSITOL POR METODO MICROBIOLOGICO
B.32.1 Fundamento

Este método permite cuantificar Inositol utilizando Saccharomyces carlsbergensis
ATCC 9080, microorganismo que no es capaz de sintetizar inositol, relacionando
directamente el crecimiento celular con la concentracion de Inositol presente. Para preparar
la muestra y la curva estdndar se utiliza un medio comercial basal libre de Inositol. El
crecimiento celular se mide turbidimétricamente y por interpolacion en la curva se
determina la concentracion de la muestra.

B.32.2 Reactivos y materiales

B.32.2.1 Reactivos

myo-inositol para fines bioquimicos

Acido clorhidrico fumante al 37% para analisis
Hidroxido de sodio en lentejas para analisis
Cristales de cloruro de sodio para analisis
Metanol para analisis
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o- amilasa pancredtica 25 U/mg
Fosfatasa

Lactosa monohidratada

B.32.2.2 Materiales

Micropipetas

Material comun de laboratorio
C32.3 Aparatos e instrumentos
Autoclave

Incubadora a 35 £ 1°C
Espectrofotometro

Centrifuga

Termorreactor

B.32.4 Cepa y medios de cultivo
Saccharomyces carlsbergensis ATCC 9080

Medio para la prueba de Inositol modificado. Por cada 100 ml agregar (NH4) SO4: 1,5
g, Ascorbato de sodio: 25 g, ZnSO4 7H20: 15 mg, CuSO4: 15 mg, NaMoO4 x 2H20 :15
mg, Nitrato de tiamina: 0,5 mg, Nicotinamida: 5 mg, Lactosa: 23,45 g.

Agar de microensayo
B.32.4.1 Medio de mantenimiento de la cepa
Agar de microensayo (Micro Assay)

Preparar 1 1 de medio seglin las indicaciones de la etiqueta. Repartir a razéon de 6 ml en
tubos (de preferencia con tapon de rosca), esterilizar y enfriar en posicion inclinada, a fin
de obtener una pendiente lo mas larga posible (agar inclinado).

Conservar en el refrigerador de 2 a 8°C.
B.32.4.2 Mantenimiento de la cepa

Inocular por estria Saccharomyces carlsbergensis en superficie en el medio B.32.4.1
cada dos semanas. Preparar el nimero de tubos necesarios para el andlisis y guardar por lo
menos dos tubos para el mantenimiento de la cepa.

Incubar durante 24 h a 30°C.
B.32.5 Preparacion de soluciones
B.32.5.1 Solucion fisiologica

Disolver 9 g de cloruro de sodio en 1000 ml de agua destilada. Repartir a razon de 10 ml
en tubos, taparlos con capuchones y esterilizar durante 15 min a 121°C.

Conservar en el refrigerador de 2 a 8°C.
B.32.5.2 Solucion de acido clorhidrico aproximadamente 3 N

Bajo una campana de extraccion vertir en un matraz aforado de 1000 ml que ya contenga
agua destilada, 250 ml de 4cido clorhidrico al 37% y llevar a volumen.

B.32.5.3 Solucién de acido clorhidrico - metanol 1:1

En una probeta graduada de 500 ml, mezclar 250 ml de metanol con 250 ml de 4cido
clorhidrico 3 N

B.32.5.4 Solucion de hidroxido de sodio, 60 g/100 ml

En una probeta graduada de 500 ml, disolver 300 g de hidroxido de sodio en agua
destilada, enfriando bajo el agua del grifo. Completar a 500 ml. Conservar en un matraz con
tapon de polietileno o de goma.
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B.32.5.5 Solucién de hidroxido de sodio aproximadamente 1 N

En un matraz aforado de 500 ml con tapdn de polietileno, disolver 20 g de hidroxido de
sodio en agua destilada y llevar a volumen.

B.32.5.6 Solucion patrén

Justo antes del uso, pesar exactamente 25,0 mg de Inositol. Disolver en agua destilada y
llevar a volumen en un matraz aforado de 250 ml.

B.32.5.7 Mezcla de enzimas para hidrolisis

En un mortero, mezclar 0,50 g de o-amilasa pancredtica de aproximadamente 25
unidades/mg y 0,10 g de fosfatasa con 9,4 g de lactosa monohidratada.

B.32.6 Procedimiento
B.32.6.1 Desarrollo del microorganismo

Tres dias antes de la inoculacion del ensayo, efectuar tres cultivos sucesivos de 24 h en
superficie de agar.

Incubar durante 24 h a 30°C.
B.32.6.2 Preparacion de la toma de ensayo e hidrolisis

En un matraz aforado de 50 ml, pesar 5 g de muestra para ensayo. Anadir
aproximadamente 40 ml de agua destilada a 50°C, luego agitar hasta obtenciéon de una
suspension homogénea. Enfriar y llevar a volumen con agua.

De cada muestra tomar una parte alicuota de 10 ml que contenga aproximadamente 0,2 a
0,3 mg de inositol e introducir en un tubo de hidrélisis. En cada tubo anadir 100 mg de
mezcla de enzimas (B.32.5.7), cubrir con papel de aluminio e incubar durante 15 min a
42°C. A continuacioén anadir 20 mg de papaina e incubar otros 15 min a la misma
temperatura.

Luego introducir en cada tubo 15 ml de solucion de hidrolisis B.32.5.3 y tres perlas de
vidrio.

Conectar los refrigerantes, luego calentar a reflujo a 110°C durante 6 h. Dejar enfriar.
Nota:
Los hidrolizados pueden conservarse una noche.

Transferir cuantitativamente el contenido de los tubos a matraces Erlenmeyer de 250 ml.
Llevar el pH a 5,2 con solucién de hidroxido de sodio de 60 g/100 ml, luego con solucion
de NaOH 1 N. A continuacion transferir cuantitativamente a matraces aforados de 100 o
150 ml. Llevar a volumen con agua destilada.

Filtrar sobre papel filtro plisado con velocidad de filtracion media. La solucion final
debe contener de 3 a 4 pg de inositol/ml.

B.32.6.3 Solucion patron de 4/ug de Inositol por ml.
Justo antes del uso diluir la soluciéon B.32.5.6 como sigue:
10 ml a 250 ml =4 pg/ml

B.32.6.4 Medio de cultivo para el ensayo

Medio para prueba de Inositol

En un matraz Erlenmeyer de vidrio actinico de 1000 ml, preparar el volumen necesario
para los tubos utilizados en el ensayo. Proceder seglin las indicaciones de la etiqueta,
calentando la solucion en una parrilla con agitacion magnética.

Calculo del volumen necesario:
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patrén: 30 tubos 30 x 5 ml =
150 ml

cada 15 tubos 15 x 5 ml =75

producto: ml

+ 50 ml a 100 ml de exceso

B.32.6.5 Preparacion del ensayo
B.32.6.5.1 Serie patrén

En un soporte metalico para tubos de ensaye, colocar 3 filas de 10 tubos (180 x 18 mm),
numerados bl, 0,...., 8; el primero corresponde al blanco.

Mediante una pipeta verter en triplicado en las tres series de tubos, volimenes crecientes
de la Ultima dilucion de la solucion patrén, completar a 5 ml con agua destilada y mediante
una bureta o una jeringa automatica, afiadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo segin
la tabla siguiente:

Tubo No.: bl 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Solucién patrén: (0,0 0,25 (0,50 |0,75 1,0 |15 2 2,5 (3,0ml
0,0

Agua: 5 5 4,75 14,5 4,25 40 (3,5 3,0 (25 2 ml
Medio de cultivo: 5 ml en cada tubo

Los tubos del ensayo en blanco (bl) no se inoculan.
B.32.6.5.2 Serie producto

En otro soporte colocar tres filas de 10 tubos (180 x 18 mm). Los primeros cinco tubos
de las tres filas van destinados a un producto, los otros cinco tubos de las tres filas, a otro
producto. Numerar de 9 a 13 y de 14 a 18 y asi sucesivamente para todos los productos
analizados.

Mediante una pipeta verter en triplicado en las tres series de cinco tubos, volimenes
crecientes de la tltima dilucion de la toma de ensayo, completar a 5 ml con agua destilada y
afiadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo, segln la tabla siguiente:

Tubo No.: 9 10 11 12 13
Solucién de laj1,0 1,50 2 2,50 ml
muestra: 0,75

Agua: 4,25 4,0 3,50 3,0 2,50 ml
Medio de Cultivo: 5 ml en cada tubo

Tapar los tubos con capuchones o mediante una tapa adecuada que cubra las tres filas de
tubos en el soporte.

B.32.6.6 Esterilizacion del ensayo

Esterilizar los tubos durante 10 min a 115°C, luego enfriarlos en un bafio de agua fria.
B.32.6.7 Inoculacion

B.32.6.7.1 Lavado del cultivo

Unos instantes antes de la inoculacion del ensayo, poner en suspension el
microorganismo del Gltimo cultivo sobre agar (B.32.6.1), adicionando 10 ml de solucion
fisiologica en el tubo que contiene el cultivo. Transferir a un tubo de centrifuga estéril y
centrifugar durante 2 min a 1000 rpm (aproximadamente 100 g).
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Decantar la solucion fisioldgica. Tomar aproximadamente 2 ml de esta suspension e
introducirla en una cubeta 6ptica de 1 cm. Medir la absorbancia a 575 nm.

B.32.6.7.2 Preparacion del indculo.
Estandarizar el cultivo a fin de obtener siempre mas o menos la misma extincion.

Segin la extincidon obtenida, diluir en un tubo que contenga 10 ml de solucion
fisiologica "n" gotas del cultivo (B.32.6.7.1); este tubo constituye el indculo.

Asi pues, para una extincion del cultivo (B.32.6.7.1) superior o igual a 1,5 (después de
sustraer la extincion propia del medio), es necesario introducir 1 gota del mismo en el tubo
que contiene 10 ml del medio (B.32.6.4). Si la extinciéon no se encuentra dentro de los
valores arriba citados, adaptar la dilucion como sigue:

- extincion inferior a 1,5: introducir dos gotas en el tubo
- extincidn inferior a 1,2: introducir tres gotas

B.32.6.7.3 Inoculacion

Mediante una micropipeta con punta estéril, inocular 0,1 ml del indculo en cada tubo de
las series patron y producto. Los tubos del blanco (bl) no se inoculan.

Después de inocular, agitar los tubos ligeramente a fin de repartir el microorganismo
uniformemente en el medio.

B.32.6.8 Incubacion

Incubar los tubos inoculados durante aproximadamente 21 h a 30°C. Dado que
Saccharomyces carlsbergensis es aerobio, inclinar los tubos al maximo a fin de que la
superficie de contacto entre el liquido y el aire sea lo mayor posible. Verificar si la
diferencia de desarrollo del microorganismo es suficiente entre la primera y la tltima
dilucién de la solucion patron.

Si es necesario, prolongar la incubacion hasta que se obtenga un crecimiento 6ptimo del
microorganismo.

Después de la incubacion se recomienda interrumpir el crecimiento del microorganismo
simultaneamente en todos los tubos, colocandolos en un bafio de agua fria.

B.32.6.9 Lecturas

Mediante un agitador para tubos de ensaye, poner en suspension el depdsito formado por
el desarrollo del microorganismo. Transferir la suspension a un tubo o una cubeta Optica,
segun el fotdémetro. Medir la transmitancia o absorbancia a 575 nm ajustando el 100% T o a
0% de A del aparato con el blanco (bl).

NOTA: si la determinacion se hace en absorbancia buscar el equivalente de los valores
de los ejemplos dados en transmitancia.

Agitar y leer un tubo después de otro, a fin de evitar la sedimentacion del
microorganismo.

B.32.7 Calculos
B.32.7.1 Curva de calibracion

Trazar la curva de calibracion en papel milimétrico o utilizar una calculadora con
regresion lineal, llevando la lectura media de cada grupo de tres tubos a la ordenada y los
pg de inositol a la abscisa.

Ejemplo:
Tubo lecturas .
No. ml ng n > 3 media

0 0,0 0,0 95,7 1959 (96,0 |95,8
1 0,25 |1,0 91,2 90,5 (91,2 |91,0
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2 0,50 (2 85,6 |859 |85,1 85,5
3 0,75 (3,0 79,5 79,5 (80,9 [80,0
4 1,0 4,0 73,5 (72,6 |72,5 |72,9
5 1,5 6,0 584 57,6 [55,8 |57,3
6 2 8,0 50,4 (50,4 [50,1 50,3
7 2,5 10 48,5 454 |48,5 475
8 3,0 12 4.0 41,6 (44,3 |42,6
Observaciones:

La curva de calibracion es caracteristica de cada vitamina.
Es tanto mejor cuanto mayor sea la parte que ocupa de la escala de transmision.

Repetir el ensayo cuando la curva de crecimiento esté mal desarrollada, esto puede
deberse a la cepa o al medio de cultivo para el ensayo, que deben verificarse por separado.

B.32.7.2 Contenido de vitamina en el producto

La media de las lecturas de cada par de tubos permite leer en la curva de calibracion la
cantidad de vitamina y calcular su concentracion en la Gltima dilucion de la muestra.

Ejemplo:
Tubo lecturas medi «
No. ml 1 > 3 a ug* | pg/ml

9 0,75 (78,7 80,4 (80,2 |79,8 |2,9 |3,87
10 1,0 73,7 |74,6 (74,2 74,2 |3,7 |3,70
11 1,5 61,9 62,3 62,8 (62,3 |55 |3,67
12 2 49,0 (49,6 49,8 49,5 (83 |4,15

13 |25 [40,8 |40,8 (403 [40,3 |** [**
Media 3,85 (=C)

* = yalores leidos en la curva de calibracion
** = punto fuera de la curva

Observacion:

Fluctuaciones pequefias en los valores de la ultima columna son prueba de un buen
ensayo.

Calcular el contenido de vitamina en mg/100 g de producto, teniendo en cuenta las
diluciones sucesivas y la concentracion en la muestra diluida.

El contenido de inositol, expresado en mg/100 g de producto es igual a:

_ CxFlw b =100
aecd w1000

Iositol
En donde:
C = media de las concentraciones leidas en la curva de calibracion, en pg/ml
V1 = volumen en el que se ha disuelto la toma de ensayo, en ml
V2 = parte alicuota de V1, en ml
V3 = volumen al que se ha diluido la parte alicuota V2, en ml
m = toma de ensayo, en g

Ejemplo:
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5,025 g (m) de producto se han pesado en un matraz aforado de 50 ml (V1). Se ha
tomado una parte alicuota de 10 ml (V2), que se ha diluido en un matraz aforado de 100 ml

(V3).
La media de las concentraciones de Inositol leidas en la curva de calibracion es 3,85
pg/ml (C).

El contenido de Inositol es:

. 3,85+ 100x Sx100
hwsitol = 2o A R e 5 g 110
. 5. 025%10%100 rESTE

B.33. DETERMINACION DE PROTEINA CRUDA POR KJELDAHL-GUNNING
B.33.1 Fundamento

Las proteinas y demas materias organicas son oxidadas por el acido sulfurico y el
nitrogeno organico de las proteinas se fija como sulfato de amonio; esta sal se hace
reaccionar con una base fuerte para desprender amoniaco que se destila y se recibe en un
acido débil, en el cual se puede titular el amoniaco con un 4cido fuerte. En este método de
Kjeldahl-Gunning, se usa el sulfato de cobre como catalizador y el sulfato de sodio para
aumentar la temperatura de la mezcla y acelerar la digestion.

B.33.2 Material

Matraz de Kjedahl de 800 ml

Matraz Erlenmeyer de 500 ml

Bureta de 50 ml

Pipetas volumétricas de 5 ml

Probeta

Cuerpos de ebullicion

Balanza analitica con sensibilidad de 0,1 mg
Digestor-destilador de Kjeldahl

B.33.3 Reactivos

Acido sulfarico (H2SO4)

Sulfato de cobre (CuSO4 5 H20)

Granalla de zinc (malla 20)

Sulfato de sodio anhidro (Na2S0O4)

Acido borico al 4% en agua (H3BO3)
Solucion concentrada de hidréxido de sodio 1:1 m/v (NaOH)
Acido clorhidrico 0,1 N (HCI)

B.33.3.1 Indicador de Wesslow

B.33.3.1.1 Rojo de metilo al 0,2% en una mezcla de 60 ml de alcohol etilico y 40 ml de
agua (CH3)NCeH4N=NCgH4COOH y C2H50H y H2O.

B.33.3.1.2 Azul de metileno al 0,2% en agua C16H18N3SCL.CI2Zn.H2O.

Mezclar dos partes de (B.33.3.1.1) y una parte de (B.33.3.1.2.)

B.33.4 Procedimiento

Pesar exactamente 1 g de muestra en un matraz de Kjedahl, agregar 2 g de sulfato de
cobre, 10 g de sulfato de sodio anhidro, 25 ml de 4cido sulfurico y unos cuerpos de
ebullicion; colocar a baja temperatura, hasta que todo el material esté carbonizado y
aumentar gradualmente la temperatura hasta que el contenido del matraz esté
completamente claro, dejar por 30 min mas.
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Dejar enfriar y agregar 400 ml de agua destilada para disolver completamente el residuo
del matraz; dejar enfriar, agregar 6-7 granallas de zinc, estratificando, y sin agitar, agregar
50 ml de solucion de hidroxido de sodio. Conectar el matraz al destilador y recibir el
destilado en un matraz Erlenmeyer de 500 ml, que contenga 50 ml de acido borico y unas
gotas del indicador de Wesslow (la parte terminal del tubo del destilador debe estar dentro
del acido). Destilar hasta aproximadamente 300 ml. Retirar el matraz y titular con acido
clorhidrico 0,1 N.

B.33.5 Calculos

== 0004=1000
i

Proteina 6%

En donde:

V =ml de acido clorhidrico 0,1 N requeridos en la titulacién
N =normalidad del 4cido clorhidrico

M = ml de muestra

6,38 = factor para convertir nitrogeno a proteinas de la leche

B.33.6 Seglin el método de Kjeldahl para determinar el contenido de nitrégeno total
(N2) de la formula, seguido del calculo del contenido de proteina cruda como sigue:

N2 x factor = proteina cruda
Factores que deben usarse
Proteina de trigo 5,70
Proteina de soya 6,25
Proteina derivada de la leche 6,38
Proteinas mixtas:

Cuando el alimento contiene mas de por ejemplo el 90% (peso seco) de proteina de
trigo, soya o derivada de leche, el factor proteina debe ser 5,70; 6,25 y 6,38
respectivamente.

Cuando el alimento esta constituido por una cantidad importante conocida (por ejemplo
80%) de peso seco de proteina de trigo, soya o derivada de leche, el factor para dicha
proteina debe ser el factor apropiado segun se indica arriba. Cuando la proteina remanente
esta constituida por una mezcla desconocida de estas proteinas, debe aplicarse el factor 6,25
a la cantidad remanente de proteina.

Cuando se conoce la cantidad de cada una de las proteinas de trigo, de soya o derivada
de leche contenida en el alimento, el factor proteina empleado debera ser el derivado
proporcionalmente usando los factores arriba citados.

B.33.7 Los resultados se expresan como g de proteina cruda por 100 g del alimento tal
como se vende y por 100 kcal.

B.34 DETERMINACION DE GRASA

B.34.1 Método del Extracto etéreo. Para productos como chocolates, granos, polvos
con chocolate, entre otros.

B.34.1.1 Fundamento

El método para la extraccion de los lipidos libres, utiliza un agente deshidratante que
absorbe la humedad de la muestra y arena de mar que provoca un medio poroso que
permite que el disolvente pase con mayor facilidad a través de ésta, extrayendo la grasa
presente. En la extraccion de lipidos combinados se utiliza el medio acido para disolver las
proteinas y asi permitir la separacion de la grasa.
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B.34.1.2 Reactivos y materiales
B.34.1.2.1 Reactivos

Acido clorhidrico (HCI) diluido al 33% v/v. Diluir 100 ml de HCI concentrado con 200
ml de agua destilada.

Arena de mar tratada

Eter de petréleo G.R. (P.E. 30-60°C), libre de grasa o éter etilico G.R. libre de
peroxidos.

Sulfato de sodio anhidro G.R.

Tierra de diatomaceas (celite 503)
B.34.1.2.2 Materiales

Agitador de vidrio de 20 cm

Algodon libre en grasa

Cartucho de extraccion de tamafio adecuado al extractor
Cuerpo de ebullicion

Embudo de vidrio de 9 cm de didmetro
Extractor de Soxhlet

Matraz de boca esmerilada 24/40 de 250 ml
Matraz Erlenmeyer de 250 ml

Papel filtro Whatman No. 1 y No. 540
Papel indicador de pH

Material comun de laboratorio

Vaso de precipitado de 50 ml

Vidrio de reloj de 4 cm de didmetro
B.34.1.3 Aparatos e instrumentos

Balanza analitica con sensibilidad de 0,1 mg
Bafio de agua

Estufa con regulador de temperatura para mantener a 100 + 2°C
B.34.1.4 Procedimiento

B.34.1.4.1 Extraccion de lipidos libres

Pesar de 1 a 2 g de muestra finamente molida dentro de un cartucho de extraccion,
agregar igual cantidad de sulfato de sodio, mezclar con un agitador de vidrio.

Agregar de 1 a 2 g de arena de mar, mezclar nuevamente y sin retirar el agitador, colocar
el cartucho en un vaso de precipitado de 50 ml. Secar en la estufa durante 6 h.

Cubrir la mezcla contenida en el cartucho, con una porcion de algodon, colocar en el
extractor de Soxhlet, ajustar en la parte inferior del extractor un matraz con cuerpos de
ebullicion a peso constante. Lavar el vaso donde fue secada la muestra con varias porciones
de éter adicionando los lavados al extractor. Agregar suficiente éter hasta obtener de 2-3
descargas del extractor. Conectar el refrigerante al extractor y hacer circular el agua.
Calentar el matraz hasta obtener un minimo de condensacion de 3-6 gotas por segundo.

Efectuar la extraccion durante 4 a 6 h. Suspender el calentamiento, quitar el extractor del
matraz y dejar caer una gota de éter del extractor sobre un papel filtro o un vidrio de reloj,
si al evaporarse el éter se observa una mancha de grasa, ajustar el Soxhlet de nuevo al
matraz y continuar la extraccion.

Terminada la extraccion, evaporar a bzfg' a temperatura el disolvente del matraz; secar en
la estufa a 100°C hasta peso constante, enfriar en desecador y pesar.
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B.34.1.4.2 Extraccion de lipidos combinados

Pesar de 1 a 2 § de muestra finamente molida dentro de un matraz Erlenmeyer de 250
ml, agregar 50 ml de HCI diluido, unos cuerpos de ebullicion y tapar con un vidrio de relo;j.

Calentar en bafio de agua durante 1 h manteniendo el volumen constante por la adicion
de agua destilada.

Agregar 150 ml de agua caliente, alrededor de un gramo de tierra de diatoméceas o
alrededor de 100 cm2 de papel filtro cortado en pequeas piezas.

Filtrar a través de papel filtro Whatman No. 540 himedo de 15 cm de didmetro (si se
prefiere se puede usar doble), lavar el matraz Erlenmeyer y el vidrio de reloj con agua
cali@fnte agregando los lavados al papel filtro. Secar el matraz y el vidrio de reloj en la
estufa.

) _gontinuar lavando el papel filtro con agua caliente hasta que el filtrado esté libre de
acido.

Secar el papel filtro a 120°C sobre un vidrio de reloj o a 60°C por toda la noche si fue
agregado de papel filtro cortado en piezas.

Con la ayuda de unas pinzas pasar el papel filtro seco al cartucho de extraccion, tapar
con una porcion de algodon y colocar en el extractor de Soxhlet, ajustar en la parte inferior
del extractor un matraz con cuerpos de ebullicion a peso constante. Lavar el matraz
Erlenmeyer y el vidrio de reloj secos con éter adicionando los lavados al extractor. Agregar
suficiente éter hasta obtener de 2-3 descargas del extractor.

Proceder como se indica en la extraccion de lipidos libres donde dice: "Conectar el
refrigerante al extractor..."

B.34.1.4.3 Calculos
PG - FR

%o Grasa= =10

En donde:

PG = Peso del matraz con grasa seca en g

PB = Peso del matraz con cuerpos de ebullicidon a peso constante en g
PM = Peso de la muestraen g

B.34.2 METODO DE ROESE-GOTTLIEB (HIDROLISIS ALCALINA). PARA
FORMULAS PARA LACTANTES, FORMULAS DE CONTINUACION, LECHES
EN POLVO, ENTRE OTROS

B.34.2.1 Fundamento

El método descrito es una modificacion al de Roese-Gottlieb. Se utiliza amoniaco para
suavizar la caseina, alcohol etilico para romper la emulsiéon y la combinacion grasa-
proteina, asi como favorecer la extraccion de la grasa por el éter etilico. Se usa también éter
de petroleo que disminuye la solubilidad del éter etilico en la capa acuosa. Extraida la grasa
¢sta se estima por diferencia de peso.

B.34.2.2 Reactivos y materiales
B.34.2.2.1 Reactivos

Hidréxido de amonio G.R.

Alcohol etilico de 96°

Eter etilico (libre de peroxidos)

Eter de petréleo (P.E. 30-60°C)
B.34.2.2.2 Materiales

Tubos de Roese-Gottlieb o de Mojonier
Vasos de precipitados de 125 ml
Pipetas de 10 ml graduadas en 0,1 ml
Perlas de vidrio



Lunes 10 de septiembre de 2012 DIARIO OFICIAL (Quinta Seccion)

B.34.2.3 Aparatos e instrumentos

Desecador

Estufa para secar que alcance una temperatura entre 70 a 80°C
Bafio de agua caliente o placa caliente

Balanza analitica con sensibilidad de 0,1 mg

B.34.2.4 Procedimiento

B.34.2.4.1 Pesar de 1 a 2 g de muestra y colocarlos en el tubo, agregar 9 ml de agua
hirviendo y agitar vigorosamente hasta que la muestra esté disuelta, enfriar a la temperatura
ambiente. Agregar 1,5 ml de hidréoxido de amonio y mezclar perfectamente. Agregar 10 ml
de alcohol etilico, tapar y agitar fuertemente; agregar 25 ml de éter etilico, tapar y agitar
vigorosamente por 90 seg. Agregar 25 ml de éter de petrdleo, tapar y volver a agitar
suavemente por 90 seg. Centrifugar a 600 rpm o dejar reposar hasta que el liquido superior
esté practicamente claro. Decantar la capa etérea en un vaso de precipitado a peso
constante. Lavando el labio y el tapdn del tubo con una mezcla de partes iguales de los dos
éteres. Agregar estos lavados al vaso. Repetir la extraccion del liquido sobrante en el tubo,
dos veces mas utilizando 25 ml de cada disolvente. Efectuar una tercera extraccion con 20
ml de cada disolvente. Evaporar los disolventes del vaso en una placa caliente o un bafo de
vapor, a una temperatura apropiada que permita la eficiente evaporacion, secar la grasa en
estufa a 80°C, enfriar y pesar.

B.34.2.4.2 Después de introducir el producto en el tubo Mojonnier, afadir
aproximadamente 0,1 g de amilasa y un agitador magnético, para facilitar la suspension,
luego adicionar de 8 a 10 ml de agua destilada a 45°C, evitando que el nivel de agua suba
demasiado.

Colocar el tubo Mojonnier tapado por 2 h al bafio de agua a 65°C. Remuévase
ligeramente de vez en cuando.

Comprobar que el almidon se haya degradado por completo: al afiadir dos gotas de
solucion de yodo aproximadamente 0,1 N no debe formarse coloracion azul. En caso
contrario, volver a colocar el tubo al bano de agua hasta que desaparezca la coloracion.
Enfriar el tubo Mojonnier y contintie con el procedimiento.

B.34.2.5 Calculos
_PEx1m

%% Grasa

En donde:

PG = Peso de la grasa extraida

PM = Peso de la muestra

B.34.2.6 Reproduccion de la prueba

En la reproduccion de la prueba, la diferencia maxima permisible para la determinacion
efectuada por duplicado, no debe ser mayor de 0,1%, en caso contrario se recomienda
repetir la determinacion.

B.34.3 POR HIDROLISIS ACIDA. PARA HARINAS, PAN, CEREALES Y
AQUELLOS PRODUCTOS CUYA PRESENTACION SEA EN GALLETAS,
BARRAS, ENTRE OTROS

B.34.3.1 Fundamento

Se basa en la disolucion de la proteina en el acido y la grasa que se separa, puede ser
extraida utilizando como disolvente organico, una mezcla de éter etilico-éter de petroleo.

B.34.3.2 Reactivos y materiales
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B.34.3.2.1 Reactivos

Acido clorhidrico (25+11) v/v

Alcohol etilico, G.R.

Eter de petréleo (P.E. 40 - 60°C) G.R. libre de grasa

Eter etilico grado reactivo libre de grasa

B.34.3.2.2 Materiales

Algodon absorbente libre de grasa

Cuerpos de ebullicion

Embudo de filtracion, tallo corto

Probetas graduadas

Tubo de extraccion de Mojonnier

Vasos de precipitados, capsulas de vidrio, niquel o aluminio de 125 ml
Material comun de laboratorio

B.34.3.3 Aparatos e instrumentos

Balanza analitica con sensibilidad de 0,1 mg

Bafio de agua con sistema eléctrico para mantener a 70-80° C
Estufa con regulador de temperatura para mantener a 100°C
B.34.3.4 Procedimiento

B.34.3.4.1 Pesar de 1 a 2 g de muestra finamente molida en un vaso de precipitado de 50
ml (la muestra puede ser pesada directamente en el tubo de extraccion de Mojonnier),
agregar 2 ml de alcohol etilico y agitar adecuadamente para humedecer la muestra. Agregar
10 ml de acido clorhidrico 25:11, dos cuerpos de ebullicion, mezclar y colocar en bafo de
agua durante 30-40 min, agitando ocasionalmente durante este tiempo. Agregar 10 ml de
alcohol etilico, mezclar y dejar enfriar.

B.34.3.4.2 Vaciar la mezcla al tubo de extraccion, lavar el vaso con 3 porciones y un
total de 25 ml de éter etilico (pasando cada lavado al tubo de extraccion). Tapar el tubo con
un tapon de hule sintético y agitar vigorosamente durante un min. Agregar 25 ml de éter de
petroleo y agitar nuevamente durante un min. Dejar el tubo en posicion vertical hasta que el
liquido superior esté practicamente claro o centrifugar 20 min a aproximadamente 600 rpm.

B.34.3.4.3 Decantar tanto como sea posible la solucion éter-grasa, sobre un filtro de
algodon empacado con firmeza en el embudo de filtracion, recibiendo el éter en un vaso o
capsula de 125 ml a peso constante (puede ser llevado a peso constante con cuerpos de
ebullicion). Lavar la boca del tubo de extraccion y el tapon con varios ml de una mezcla de
disolventes en partes iguales recibiendo en el mismo vaso.

B.34.3.4.4 Reextraer el liquido sobrante del tubo dos veces mas, utilizando para este
proposito 15 ml de cada disolvente en cada ocasion. Agitar bien después de cada adicion de
¢ter. Decantar la solucion éter-grasa en el mismo embudo utilizado anteriormente; lavar el
embudo y el tallo del embudo con varios ml de una mezcla de disolventes en partes iguales.

B.34.3.4.5 Evaporar la mezcla de disolventes lentamente sobre bafio de vapor (en un
sistema de extraccion) secar la grasa en una estufa a 100°C hasta peso constante, enfriar en
desecador y pesar.

Corregir el resultado por la determinacién de un blanco de reactivos.

B.34.3.5 Calculos

F2-F

Yo Grsa = TiE « 100

En donde:
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P2 = Peso del vaso o capsula con grasa a peso constante
P1 = Peso del vaso o capsula vacia a peso constante
PM = Peso de la muestraen g

PRECAUCION: El éter etilico es un disolvente organico extremadamente flamable. Se
ueden formar perdxidos inestables cuando se almacenan mucho tiempo o se exponen a la
uz solar. Puede reaccionar con explosion cuando esta en contacto con el 6xido de cloro,

litio o con agentes fuertemente oxidantes. Por ello es recomendable el empleo de
extractores de vapores efectivos y evitar la electricidad estatica.
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