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

de dieciséis pesetas, mas otro proporcionel del cuarto por ciento -

de la cantidad girada-. .

Pagina 193681, articulo vigésimo cuatro, apariado Uno. Dos.
Uno, en la formula de la quinta linea, dice:

: «C=p P+ + K+ Bs,
debe decir:
«C =p P+ Zn K Bl

ORDEN de 31 de julio de 1879 por la que se esta-

blecen métodos oficiales de andlisis de aceites y

grasas. productos cdrnicos, cereales y derivados,

fertilizantes, productos fitosanitarios, productos

sz'cteos, piensos, aguas y productos derivados de
uva. -

21118

Excelent{simos sefiores. -

Por Ordenes de 30 de noviembre de 1978 («Boletin Oficial
del Estados de 4 de enero de 1977} y de 31 de enero de 1977
{sBoletin Oficial del Estados de 14 de julic) se. establecieron
diversos métodos oficiales de analisis, contemplando en el
apartado segundo la posibilidad de su ampliacién a medida
que los correspondientes grupos de trabajo avancen en el es-
tudio de nuevos métodos. Por otra parte, el continuo progreso
de las técnicas de analisis aconsejan la revisiéon periddica de
estos métodos medificandolos, completandolos o sustituyéndolos.

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

Primero.—Se aprueban como oficiales los métodos de anali-
sis de aceites y grasas, productos carnicos, tereales y derivados,
fertilizantes, productos fitosenitarios, productos lacteos, piensos,

aguas y productos derivados de la uva, que se citan respectiva-

mente en los anejos del I al IX.

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

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

Cuarto,—La presente disposicién entrarg en vigor & los trein-
ta dias de su publicacién en el «Boletin Oficial del Estado».

Lo que comunice a VV, EE.
Madrid, 31 de julio de 1979,

PERFZ-LLORCA Y RODRIGO

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

ANEJO 1

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

] {Método potenciométricol
Wi{h).1. Principio.

La determinacién de la acidez libre se efectuara por volu-
metria, utilizando indicador potenciométrico, siendo ‘éste el
método aplicable cuando la valoracién intensa de la solucién
o su turbidez dificultan la apreciacion del viraje del indicador
coloreado. .

10(b).2.

10(b).2.1. Equipo de valoratién potenciométrica equipado con
electrodos de vidrio/calomelano o' de wolframio/calomelano.

10(b).2.2. Agitador magnético.

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

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

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

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

Material v aparatos.

forma alta.

10(h).3. Reactivos.

10(b) 3.1. Isobutil-metil-cetona d2*°> = 0,8, p. e. = 114-117°C,
40

10(b) 3.2 lsopropan.ol.
10(b).3.3. Hidréxido potéasico.

10(b).3:4. Acido benzoico.
1ol(b).3.5. Disolucion 0,1 N de hidréxido potasico en isopro-
“ panol.

Pesar 7 g de hidroxido pc Jisico, en lentejas, e introducirlas
en un matraz aforado de un litro. Adicionar alcohol isopropi-
lico, agitar con agitador magnético hasta conseguir una diso-
]bucibn_ completa y enrasar, Esta disolucién se valora con acido

enzoico. '

10(b) 4. Procedimiento.

10(b) 4.1. Preparacién de ia muestra.

La muesira debera estar seca y libre de materias extrafas
en suspension. En caso contrario, antes de proceder a la pe-
sada, deberd decantarse el agua si hubiese lugar a ello; y, en
todo caso, filtrar con papel de filtro, efectuandese esta opera-
cion a una temperatura ligeramente superior a la del punto
de fusion de la grasa, ' -

Las grasas que contengan Acidos grases volatiles no podrén
calentarse, debido al riesge de volatilizacién de acidos libres.
En estos casos, se procedera a la determinacién de la acidez
directamente, refiriéndose a muestra seca y exenta de impu-
rezas insclubles, basandose en las determinaciones realizadas
sobre muestras independientes. - .

o
10(b) .4.2. Determinacion.

Pesar de 5 a 10 g de meteria grasa en un vas¢ de 150 ml y
agregar 50 ml del reactivo 10(b}.3.1. A continuacion introducir
los electrodos y proceder a la valoracion con la disolucién de
hidroxido potasico.

10(b).5.

Cdlculos. .
Calcular el indice de acidez aplicando la siguiente fdrmula:

V.5811-N
Iy = e
P

A = volumen, €n ml, consumidos en la valoracion.
N = normalidad de la disolucién de hidréxido potasico.
P peso, en g, de la muestra. R

M|

10(b}.6. Observaciones. .

Cuando se utilicen electrodos simples la union entre la diso-
lucién saturada de cloruro potasico y la disclucion de medida
es conveniente hacerla a iravés de una espiga de porcelana
porosa de unos 3 ¢cm de longitud o por cualguier otro sistema
gue impida una difusién apreciable entre ambas disolucionts
durante el tiempo que dura la valoracién.

10(b).7. Referencias.

1. Institute Nacional de Racionalizaciéon y Normalizacion
del Trabajo. Una Norma Espafiola 55.083.

11(b}. INL.CE DE SAPONIFICACION
(Método potenciométrice)

11(b).1. Principio.

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

La determinacion se realiza saponificando la muestra con
una disolucion previamente valorada de hidrdxido potasico,
determinando por volumetria el exceso de hidroxido potasico,
utilizandg™ indicador potenciométrico. Este método debe apli-
carse cuando la eoloracién intensa de la solucién o turbidez
dificulten la apreciacién del viraje del indicador coloreado.

11h).2. Material y aparalos.

11{h).2.1. Equipo de valoracién potenciométrica equipado
con electrodos de vidric/calomelano o wolframio/calomelano.

11(h).2.2. Agitador magnetico,

11(b)_2.3. Bureta de .25 ml, dividida en décimas de ml.

11{b).2.4.  Pipeta aforada de 25 ml. ‘

i1(b} 2.5. Matraz aforado de 1.000 ml.

11(h}.2.8. Probeta graduada de 50 ml.

11(b).2.7. Matraces redondos de 100 m! provistos de tubo de
refiujo, de un metro de longitud, con ajuste normalizado 14/23.

11(b).2.8. Vasos de precipitado de 150 ml, forma alta.

11(h}.3. HReactivos.

11(»).3.1, Isopropanol. ,

11(b) 3.2. Etilenglicol. Indice de refraccion a 20°C: 1,4274-
14 100,33, Acido clorhidrico d = 1,18. /

11(b).3.4. "Hidroxido potésico.

11{b}.3.5. Tris- (hidroxi- metil) -aminomeiano (CHgOngoNHA
de. calidad utilizada para la preparacién de soluciones patron,
peso equivalente 121,14,
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11(h}.3.6. Disolucién 05N de hidroxido potasico en iso-
propanocl. Pesar 35 g de hidrdxido potasico, en lentejas, e intro-
ducir en un matraz aforado de 1 litro, Adicionar alcohol iso-
propilico, agitar con agitador magnético hasta conseguir la
disolucién completa y enrasar, .

11(b}.3.7. Disolucién 0,5 N de 4cido clorhidrico en isopro-
panol. Medir con probeta 42 ml de 4cido clorhidrice y verterlos
en un matraz aforado de 1000 ml, completando el wolumen
hasta el enrase con isopropancl. Para valerar esta disolucién
pesar, en vidrio de reloi ¥ con precisién de 0,2 mg, aproxima-
damente, 1,2 g de tris-(hidroxi-metil)-aminometano, pasandolo
a un vaso de 150 ml, forma alta Disolver en 20 ml de isopro-
panol, adicionandose 20 ml de etanodiol, efectuAndose seguida-
mente la valoracion con la disolucién clorhidrica, segun se
describe en 11(b).4.2, La valoracién también se puede realizar
utilizando indicador coloreado, adicionégndose para ello 2 gotas
de disolucién azul de timoal al 1 por 100 en isopropancl, acusin-
dose el punto de equivalencia por un viraje brusco del ama-
rillo al rosa. Sean P los gramos de THMAM pesados y V los
mililitros de acido clorhidrico consumidos en la valoracién:

P

N = c—ee— —m——
0,12114 - V

11(b}.4. Procedimiento.

11(b) .4.1. Preparacion de la muestra.

La muestra deber4 estar seca y libre de materias extranas
en guspensién. En caso contrario, antes de proceder a la pe-
sada, debera decantarse el agua, si hubiere lugar a ello, y, en
todo caso, filtrar por papel de filtro, efectuandose esta ope-
racién a una temperatura ligeramente superior a la del punto
de fusion de la grasa.

Las grasas que contengan #acidos grasos volatiles no pedran
calentarse, débido al riesgo de volatilizacion de acidos libres.
En estos casos, se procederi a la determinacion de la acidez
directamente, refiriéndos® a muestra seca y exenta de impure-
zas insolubles, basandose en . las determinaciones realizadas
sobre muestras independientes. »\ .

11(b).4.2.. Determinacidn.

Pesar en un matraz redondo de 100 ml, aproximadamente,
2 g de la muestira. Adicionar seguidamente con pipeta 25 ml de
la disolucién 0,5 N de 11{b)3.6. Ajustar el tubo de reflujio y ca-
lentar hasta ebuilicitn, manteniéndola durante media hora o
mAs si_fuera necesario hasta conseguir la saponificacién com-
pleta. Retirar el matraz y dejar enfriar. Antes de que se enfrie
completamente transvasar el contenido & un vaso de precipi-
tado de 150 ml, lavando el matraz con 30 mi de etilenglicol
adicionado en porciones sucesivas, Completar el lavado con
5 ml de isopropancl. Paralelamente se realiza una prueba en
blanco con 25 ml de la disolucién de hidréxido potasico 0,5 N.
Al terminar el periodo de ebullicién enfriar y transyasar a un
vaso de 150 ml como anteriormente. A continuacidn introducir
los electrodos y proceder a la valoracién con la disolucién de
&cido clorhidrico. Ver 11(b).8.

11{b) 5. Cdlculos. . .
Calcular e! indice de saponificacién ap]icando’ la siguiente
férmula: :
(Vo—V) --N - 56,1
P

Ig =
Siendo:
Vo = volumen, en ml, consumidos en la valoracion en blanco.
v volumen, en ml, consumidos en el ensayo con la mues-
tra de materia grasa
N = normalidad de la disolucion de &cido clorhidricoe.
P = peso, en g, de la muestra.

il

11(b).8. Observaciones.

- Cuando se utilicen clectrodos simples la unién entre la di-
solucién saturada de clorurc potasico y la disolucién de me-
dida se hara & través de una espiga de porcelana porosa. de
unos 3 cm de longitud o por cualquier otro sistema que impida
una difusién apreciable entre ambas™disoluciones durante el
tiempo que dure la valoracién. .

11(b).7. Referencias.

1. Instituto de Racionalizacién y Normalizacién del Trabajo.
Una Norma Espariola 55 084,

4. DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS POR CROMATOGRAFIA
GASFOSA

41.1, Principio.

El método estd basado en al separacién y determinacién por
;ll“‘glglamgrafm gasecsa de los ésteres metilicos de los acidos

0S8, -

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

a&cidos grasos de 12 a 24-atomos de carbono. En el caso de
la mantequilla y de otras grasas que contengan acidos grasos
inferiores, deberd utilizarse un método adecuado para la pre-
paraciénn de los ésteres metilicos o aislamiento de los acidos
libres de pequefia longitud de cadena, siendo necesario para
Ia separacién y determinacién de estos Gltimos, efectuar la cro-
matografia en condiciones distintas de las que se describen en
estg norma. : . '

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

'41.2. Preparacion de los ésteres metilicos.
41.2.1.

41.2.1.1. Matraz redondo. fondo planc, de unos 50 ml de
capacidad, con boca esmerilada.

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

Material necesario.

41.2.1.3. Ampolie de decantacion de unos 500 m] de capa-
cidad. . :

41.2.1.4. Matraz redondo, fondo plano, de unos 100 m! de ca-
pacidad. :

41.2.1.5. Matraz fondo plano, de unos 50 m! de capacidad,

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

41.22  Reactivos necesarios.

.41.2.2.1, Metanol absoluto
para analisis.

41.2.2.2. Sodio metalico reactive para analisis.

41.2.2.3. Disolucidén de metilato sédico. Se disuelven 5 g de
sodio metal en 1.000 m] de metanol absoluto (0,2 N aproxima-
damente).

41.2.2.4. Eter de petroleo (p. e. 40° 60° C) o hexano de calidad
adecuada para cromatografia. —

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

Pesando el Erlenmeyer con el metanol al comienzo de la
operacicn, por pesadas sucesivas, se determina la cantidad di-
suelta de clorhidrice, prolongando la operacion hasta alcanzar
una concentracién superior a la deseads. Se adiciona la can-

(99,8 por 100), calidad reactivo

tidad de metanol para lograr la concentracién del 3-4 por
100 (p/p).
41.2.2.8. Cloruro sdédico.
y 41.2.2.7. Sulfato sbédico anhidro, calidad reactivo para ang-
isis.
41.2.2.8. Disolucién de fenolftaleina al 1 por 100 en metanol,
41229 Disolucién de rojo de metilo al 0,1 por 130 en me-

tanol al 0 por 100 (v/v},
41.2.2.10. Gas nitrégeno puro, con un contenido minimo del
99,8 por 100. :

41.2.3. Procedimiento operatorio.

41.23.1. Preparscion de los ésteres metilicos.—Los ésteres
metilicos de los Acidos grasos pueden ser preparados por in-
teresterificacidn directa de la grasa, siguiendo el método que
se detalla en el parrafo siguiente, el cual tiene un caractes ge-
neral, aplicable a una grasa, cualquiera que sea su acidez libre
vy siempre gue no tenga un contenido de materia insaponificable
supericr 2] 2 por 100, como es el caso de la innrensa. mayoria
de las materias grasas corrientes. . i

Pesar 0,3 g de grasa pérfectamente homogeneizada en el ma-
traz de 50 ml {ver nota 4151), y se agregan 6 ml de la. diso-
lucién de metilato sédica. Se colpca sl refrigerante al mdtiraz,
se hierve hasta obtenrcién de una sela fase y, como minimo,
5 min. Se interrumpe la calefaccion.

-Se agregan al matraz 8 ml de la disolucién de clorhidrico en
metanol ¥ se vuelve a calentar, manteniendo en ebullicién du-
rante 5 min. Se enfria vy se procede segun se indica en el
apartado 41.2.3.2 (ver 41.5.3).

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

41.2.312. Si se trata de 4cidos grasos libres o materias
grasas de fuerte acidez (80 por 100 en Aacido oleico), se podra
omitir la metandlisis alcalina, reduciendo la operacién a la
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metanélisis en medic acido Para ello, se pesa, en el matraz
en que se vaya & realizar la operacion 0,3 g de muestra, pre-
viamente filirada y seca. Se agregan 8 ml de la disolucién de

clorhidrico en metano, procediendo como se sefiala en el apar-

tado 41.2.3.2, .

41.2.3.1.3. En el caso de que sea mnecesario la eliminacién
previa de la materia insaponificable, se procede segun se indi-
ca €n el método 22{a) «<Insaponificable. Método éter de petréleos.
La disolucion hidroalcohdlica de jabén se concentra al vacio,

" preferiblemente en evaporador rotatoric o bajo corriente de

hidrogeno, sl no se dispusiese de este aparato, hasta alcanzar
unos 50 ml aproximadamente; se pasa el concentrado a una am-
polla de extraccién, acidificando ton acido clorhidrico 2 N hasta
reaccion acida al rojo de metilo. Se extrae con éter de petroleo
o hexano, procediéndose de forma analoga a como se indica
en el apartado 41.2.3.1.2 para la preparacion de los ésteres me-
tilices. . .

41232, Extraccién .de los ésteres metilicos.—Para la extrac-
cién de lbs ésteres metilicos ‘se procede segin uno de los mé-
todos gue se 'describen a continuacién. En los analisis que in-
terese mucho la rapidez y se opere con aceites y grasas de

tipo normal, es preferible el método a). Este método tiene,

ademas, la ventaja de no exigir la evaporacién del disolvente
¥, por tanto, se disminuye el riesgo de pérdida de écidos grasos
de bajo peso molecuiar, cuando existen en el problema. El mé-
todo b) es un procedimiento mds seguro de recuperacién cuan-
titativa de los 4cidos grasos y debe ser utilizado como método
de referencia en los limites de aplicacion de esta norma. Ope-
rando de Il forma que se indica en el apartado 41.2.3.2.2, hay
riesgo de pérdida de acidos grasos con longitud de cadena in-
ferior a Ci,. .

41.2.3.2.1. Método a).—Se pasa la disolucién contenida en el
matraz a otro de unos 50 ml de capacidad, con cuellc estrecho
¥ largo {41.2.1.5), enjuagando con unos 6-8 ml de hexano o hep-
tano de pureza adecuada para cromatografia gaseosa, que se
vierten también al matraz, calentandose suavewmente sin llegar
a hervir, mientras se agita dando un movimiento de rotation
al matraz, durante uno o dos minutos. A continuacién se agre-

ga disolucidén acuosa saturada de cloruro sédico en cantidad

.suficiente para situar la capa de hexano o heptano en el cuello

del matraz. Esta disolucién, que contiene los ésteres metilicos,
debe estar limpia y iransparente, tomandose .con una pipeta
2 6 3 ml, que se pasan a un frasquito o & una ampolla para
su conservacién, pudiéndose inyectar directamente esta diso-
lucién en el cromatégrafo.

. 5i la metilacién se hubiera 'efectuade en este matraz, no
hara falta el transvase, adicionandose directamente 6-8 ml de
hexano o heptano y la disoluciéon de clorurs sédico.

. .41'2.3.2.2. Método b).—Se pasa la disolucién contenida en el
matraz a una ampolla de extraccién de 500 ml, enjuagando
con unos 20 ml de éter de petr6leo o hexano y anadiendo, a
continuacion, en la ampolla 100 ml de agua destilada. Se agita
enérgicamente y se deja reposar. Se decanta la capa inferior,
que se pasa a otra ampolla de extraccién y se vuelve & extraer
con otros 20 ml de éter o hexano, repitiéndose la operacién una
vez még. Los tres extractos se reanen en una ampolia de ex-
traccioén, y se lavan con porciones sucesivas de 10 ml de agua
destilada, hasta eliminacién completa del acido, acusado con
la disolucidon indicadora de rojo de metilo. Se seca la disolucién
con sulfato sédico anhidro y se elimina el disolvente en el
matraz de 100 ml, c4leniando en un bafioc de agua bajo corriente
de nitrégeno. Esta operacidon se debe realizer, preferiblemente,
en un evaporador rofatorio de vacfo. -

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

41.3. Procedimiento cromatogradfico.
41.31. Material necesario.

41.3.1.1. Cromatografo.—Un cromatégrafo apto para la sepa-
racion de los ésteres metilicos de Acidos grasos, que disponga
de un horno capaz de ser calentado a temperatura regulada
hasta 250-300° C, superior a la temperatura del horno; un siste-
ma de deteccidén sensible, vy un aparato registrador continuo.
~41.3.1,2, Tubo de nitrégeno.—Un tubo de nitrégeno a pre-
sién, utilizable como gas portador, debiendo tener una rigueza
minima del 89.8 por 100. .

41.3.1.3, Jeringa.—Una jeringa para la inyeccién de 1a mues-
tra, con una capacidad de 5 ¢ 10 pl. o

41.3.1.4. Aire seco y puro. - .

41.3.1.5. Hidrégeno con una riqueza minima del 99,0 por 100
¥y seco. - - )

41.3.1.8, Columna,

41.3.16.1. Columna de acero inoxidable, aluminio, o vidrio
de’2-4 mm de diémetro interior y 2 m de longitud rellena de

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

41.3,1.6.2. Preparaciéon de la columna.

41.3.1.6.2.1. - Preparacién del soporte.—Para los fines propues-
tos en esta norma, son recomendables como soportes el Chromo-
sorb G o W de B0-100 mallas, aunque sin excluir la posibilidad
de que puedan ser utilizados otros productos analogos de efi-
cacia comprobada, que puedan comportarse de forma snaloga
o, incluso, superior & los recomendados. '

E] soporte elegido debera haber sido lavado con 4cido y so-

" metido a un tratamiento de silanizacién.

Para conseguir un comportamiento ¢ptimo de la columna es
importante que el relleno tenga la mayor homogeneidad po-
sible, siendo necesario para elic que el graneado del soporte
sea uniforme. En caso de duda, debe procederse a un tamizado
del producto lavado con dcido y silanizado, suministrado por
la casa fabricante, -recogiende Unicamente la porciéon que pasa
por €l tamiz 80 y es retenido por el 100 desechando los gruesos
y finos (ver 41.5.3) - '

41.3.1.8.2.2. Impregnacion del soporte.—~Se pasa la cantidad
de soporte que se desee, introduciéndolo en un matraz de 100
& 200 m]l de capacidad, agregando la cantidad necesaria de
cloruro de metileno para conseguir unsa papilla fluida. Se hace
el vacfo en el matraz hasta que cese el desprendimiento del aire
ocluido en el soporte. A continuacién se agrega la cantidad de
fase fija correspondiente al 2,5 por 100 del peso del soporte
utilizado, disuelta en el volumen necesaric de cloruro de me-
tileno. Se homogeniza la mezcla, haciendo nuevamente el vacio
y manteniéndolo duranie 10-15 minutos, Transcurrido este tiem-
l;;o, se tapa el matraz, dejandolo en reposo durante unas 16-12

oras.

Seguidamente se elimina’ el disolvente en evaporador rota-
torio, con vacio. Una vez seco el relleno, se introduce el matraz
en una estufa calentada a unos 150° C, manteniéndolo asi du-
rante 4-6 horas. . '

* Terminada esta operacion, el relleno queda listo para su
introduccién -en la columna y acondicionamiento, tal. como se
describe en los apartados siguientes:

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

41.3,1.8.24. Antes de emplear una columna nueva en la re-
solucién de problemas analiticos, debe ser acondicionada, mon-
tandola en el cromatdgrafo desconectada del detector y calen-
tando & unos 10° por encima de la temperatura maxima & que
vaya a ser utilizads; haciendo pasar, al mismo tiempo, una
corriente de nitrégeno, gue se mantiene durante veinticuatro
horas como minimo. La columna es apta para su utilizacién, si
}a linea base dibujada por el registrador acusa la estabilidad
del fsistema.

41.3.2. Condiciones operatorias.
41.3.21. Se ajdsta el flujo del gas portador (nitrégeno), que

~debe ser el adecuado para permitir la elucién del linolenato de

metilo en un tiempo minimo de veinticinco minutos. La presidn
de entrada y el flujo necesario para conseguirlo varia segun la
columna y el instrumento utilizado, pero es relativamente cons-
tante para un aparato y columna determinada. Es necesario
mantener uh flujo constante durante todo el analisis. El flujo
gaseoso se mide con un medidor de burbuja de jabdn y otro
dispositivo adecuado,

Se pone en marcha la calefaccién del horno de la cAmara
de inveccién y del detector. El horno se regula & una tempera-
tura aproximada de 180°-170° C; la cAmare de inyeccién, a una

temperatura de 50° C superior a la temperatura de la ¢lumna,

v el detector, a 25° C por éncima de la temperatura de la co-
lumna. :

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

Las condiciones operativas mas adecuadas deben ser estabie-
cidas por cada operador, a la vista de los resultados obtenidos
con mezclas patrones de ésteres metilicos, siguiendo las ins-
trucciones que se dan en el apartado 41.33.

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

Se prepara una disolucién de los ésteres metilicos con ace-
tona © hexano, cuya pureza haya sido previamente compro-
bada y, utilizando la jeringa, se inyectan 0,4-0,6 pl, y se retira
rapidamente la aguja. .

El registro obtenido debe satisfacer las condiciones que se
indican & continuacién; caso contrario, se repite la inyeccion
hasta obtener un cromatograma satisfactorio.
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Los requisitos exigibles son los siguientes: = -

a) El area total descrita en el cromatograma, referida a la
sensibilidad maxima utilizada en el curso de la operacién, debe

ser de un orden aproximado-de 2.000 mm3, con una velocidad |

del papsel, en el registrador, de Smm/min. De esta forma,
los componentss presentes, en una cuantia del 0,1 por 100, de-
ben dar. un pico, como minimo, de 2 mma3, siendo, por tanto,
perfectamente reconacibles. . .

b) Con el fin de conseguir. que todos s picos caigan den-
tro” del papel registrador, se utilizard, en cada caso, la atenua-
cién de sensibilidad que sea necesaria. )

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

41.3.3. Identificacién de los picos.

41.3.3.1. Criterio basado en los tiempos de retencién.—Refi-
riéndonos exclusivamente a los dcidos gque entran normalmente
en la composicién de las grasas naturales, sus ésteres aparecen
en el cromatograma en orden creciente de sus atomos de car-
bono vy a su insaturacién. Esto es, el palmitico (C.g) aparece
delante del estedrico (Cig), ¥ los ésteres en Cyz aparecen en el
orden estearato, oleato, linclenato. El éster del acide araquico
(Cs¢.¢), usualmente, aparece antes del linolénico (Cyg.3) pero,
puede ocurrir lo' contrario, en algunos casos, dependiendo del
tipo de columne y de las condiciones de su utilizacién: o in-
clusp, superponerse el uno al otro, "

Operando en condiciones ‘constantes, los tiempos de reten-

cidén son reproducibles en cada especie quimica, siendo &l criterio
mas frecuente empleado para su identificacion.
. El tiempo de retencién viene dado por la distancia, medida
en el cromatograma, entre sl maximo del pico del aire y la
posicion del maximo de la banda. Trabajando con detector de
Hamea de hidrégeno, la salida del aire no se defecta, pudiéndose
tomar, en este caso, el momento en que se inicia la salida del
disolvente, acusada por una fuerte desviacién de la pluma del
registrador.

41.3.3.2. Criterio basado en los tiempos de retencién rela-
tivos.—Los tiempos de retencion’ relatives son mas reproducibles.
Las retenciones relativas vienen- determinadas por el cociente
de* dividir el tiempo de retencién de cada pico por el tiempo
registrado para el pico del palmitato de metilo, o bien por
otro éster que se tome como comprobacion, determinados todos
ellos seguin el criterio expuesto en el apartada 4:.3.3.1, .

41.3.3.3. Como el comportamiento de la columna cambia como
cansecuencia de factores muy diversos, y durante su utilizacion
continuada experimenta un proceso de envejecimiento que altera
su capacidad de retencién, es conveniente comprobar, periddi-
camente, la posicion de los distintos ésteres en el cromatograma,
utilizando mezclas patrones convenlentementd preparadas, o
bien ésteres metilicos de una grasa previamente analizada ¥
conocida. Esto constituye una de las opsraciones de compro-
bacién & que se hace referencia en el capituls 41.4.

41.3.4. )eterminacién cuantitativa.

La determinacién cuantitativa se-basa en el principio de que
los pesos de cada uno de los componentes separados en la
mezcla son proporcionales a las Areas comprendidas dentro  ds
los tridngulos dibujados debajo de cada pico. El area de cada
tridngulo se obtiene trazando rectas tangentes a los puntos de
inflexion de cada pico, prolongandolas hasta su interseccién
con la linea base y multiplicando la altura dsl triangulo por
la mitad de la base. En el caso de haber trabajado con ate-
nuaciones diferentes para cada picd, se referiran todas las me-
didas a una misma sensibilidad del registrador, multiplicando
la altura por el factor de atenuacién correspondiente en cada
caso, y el valor de la altura asi corregida, por la mitad de la
base., Si no es necesario efectuar correccién en relacién al
cambio de atenuacién, como ocurre en la mayor parte de los
anélisis de rutina en. que sa trabaja con una sola atenuaci6n,
la medida del 4rea_se resliza mAs coémodamente multiplicando
la altura del pico por el ancho a la mitad de la altura. El con-
tenido de cada 4gido en la muestra viene dado por la expresién

Superficie A

Porcentaje A en peso = x 100,

-% de las superficies ‘

siendo A el éster metilico corljespondiente a un pica dado.
414, ‘
41.4.1.

Laurato de metilo.
Palmitato de metilo.
- Estearato de metilo.
Oleato de metilo.
Linoleate de metilo. ) _

Estos ésteres metilicos han de ser puros, comprobada su pu-
reza por cromatograffa gaseosa, y conservados en cohdiciones
que garanticen su inalterabilidad y comerciales como se indi-
ca en 41.2,3.3.

41.4.2. Prueba de comportamiento del instrumento y de la
columna. '

Operaciones de comprobacién,
Reactivos necesarios;

Se realiza determinando la resclucién de dos productos cri-
ticos, como sornl el oleato y el estearato de_metilo. La resolucién
viene determinada por la expresién )

2D

Resolucion = ——————
O+E

Siendc:,

D = distancia entre los dos maximes de los picos del oleato
v el estearato. N

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

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

Estos valores se determinan sobre el cromatograma obtenido
con una muestra que contenga cantidagdes aproximadamente
iguales de estearato y oleato de metilo, inyectando una cantidad
tal que la altura de estos picos alcance al 25-50 por 100 del
ancho del papel de registro. 5 :

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

41.4.3. Situacion de los ésterss en el cromatograma.

Utilizando los producios patrones a que se hace referencia
en el apartado 414.1, se prepara una mezcla que contengsa,
preferiblemente, cantidades: de un arden aproximado al exis-
tente en la grasa o grasas que se frata de analizar. Se registra
el cromatograma de la forma usual, determinando los tiempos
de retencitn absolutos o relativos para cada unia de las especies
contenidas en la mezcla. .

En el caso de tener que identificar en el problema algan pico
gue no ceincide con los ésteres conténidos. en la mezcla patron,
es de sumea utilidad efectuar, s partir de los datos obtenides
con la mezcla patréon, la rspresentacidn grafica de la funcién

que -relaciona los logaritmos de los tiempos de retencidn, con’

el numero de atomos de carbono de cada acido; para los tér-
minos comprendidos en una misma séris homologa, esta fun-
cion es lineal; por lo tanto, los tiempos de retencion de los
términos de la serle de los que no se disponga de muestra
patrén pueden calcularse por interpolacién o yiceversa.

41.4.4. Calibrado para aplicacién cuantitativa.

Utilizando los productos patrones a que se hace referencia
en el apartado 41.4.1, se prepara una mezcla que contenga can-
tidades exactamente pesadas de cada uno de los ésteres, de-
biendo tener una cdmposicién analoga & la de la muestra
praoblema. Se registra el cromatograma de la forma usual, efec-
tuandose los calculos cuantitativos segin se indica en el apar-
tado 41.3.4. .

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

L}

El factor de correccién para cada &cido se calcula con rela--

cion al &cido palmitico, utilizando mezclas Fatrones con una
composicién analoga a la de la muestra problema que se trata
de analizar. Se procede de la forma siguiente: se divide =1 por-
centaje de cada acide por el area del pico correspondiente y
el cociente por el valor obténido para el Acido palmitico:

x P x Ap

- A, A -3
Siendo: .

« = factor de correccion del acido.
X = tanto por ciento del acito en la mezcla patrén.
-A, = area del pico x. !
P = tanto por ciento del icido palmitico en la mezcla patrén.
Ap = érea del pico del 4cido palmitico: -

Para aplicar estos factores a la mezcla problema se multipli-
can por la relacion entre el 4rea medida para cada acido en
el cromatograma y el area del pico correspondiente al #cide
palmitico: se obtiene, procediendo de esta forma, la relacién
entre’ ¢l contenido de cada 4cido vy el palmitico, tomado como
unidad. - :

- X .
Ty«

P A,

Si estan comprendidos en .el cromatagrama todos los dcidos
companentes de la mezcla problema, a partir de las relaciones

1,
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calculladas se puede pasar famlmente ala oomposicmn cente-
. s1ma. -

"41.5. Notas, )

4151, En el caso de utilizarse el método de extraccién a)
“(apartado 41.2.3.2.1), la pesada y metilacion de la muestra se
efectuard mas comodamente en sl matraz de cuello largo, des-
crito en-el apartado 41.2.1.5, efectuandose en el mismo recipien-
te, sin necesidad de transvase, la adicion de la disolucion sa-
turada de cloruro sédico. )

" 415.2. En el caso de qile se tuviese dificultad en ila prepa-
racién de la disclucién de acido clorhidrico, se podria sustituir
con una disolucién ~del 5-8 por 100 (g/pl de &acido sulfurico
(d = 1,04),"en metanocl anhidro, utilizal

raciones descritas en los a J:artados 4123.11 y 41.23.1.2.

41.5.3. La designacién los tamices corresponde a la mDo-
menclatura del sistema U. S., referida & numero de mallas por
pulgada lineal; de acuerdo ‘con la Normia UNE 7050, los tami-
ces de 80 ¥ 100 mallas/pulgada linea!l (sistema U. 'S.) . serian
designados, respectivamente, tamiz 0,177 UNE 7050 y tamiz-
0,149 UNE 7050, siendo las cifras indicadas las“aberturas de
malla, expresa.das en milimetros.

41.8. Referencias.

~ UNE 55037 Materias grasas. Determmamén de écidos gra-
sos por cromatogralia gaseosa.

RECONOCIMIENTO DE ESTEHES NO GLIGERIDOS EN GRASAS
COMESTIBLES PCR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

43.1. Principio.

Disolucion de la muesira en hexanc y posterior separacidn
de los triglicéridos por cromatografia en capa fina.

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

El métode ha sido estudiado con ésteres de écidos grasos
v los alcoholes siguientes: metanol, 1,2 ¥ 1,3 propilenglicol y
etilenglicol.

Los limites detectados, segin ensayo _célaborativo en el que
han intervenido cinco laborator:os oscila entre 0,7 por 100 {(p/p}
y 1 por 100 {p/p). =~ .

43.

43.2. Material ¥ aparatos. .

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

43.2.2. Placa calefactora adecuada é)ara quemar placas que
permita aicanzar temperaturas ¢e 360°

‘43,2.3. Microjeringa de 10 pl.

43.3. BReactivos. . , .

43.3.1. Hexano para cromatografia (dypo = 0,884),
43.3.2. Eter etflico (d, o = 0,715).

42.3.3. Liqujdo de desarrollo.

. Mezclar 82 volumenes de hexano v 8 volumenes de éter eti-
ico. -

43.3.4.  Acido sulfl’xriCc_x al 50 por 100
43.4. Procedimiento. .

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

_ -Introducir en la cubeta contenida el liquido de desarrolle
hexano-éter -etilico, esperando hasta que el frente del disocl-
wente se sitlle & unos 3 cm, aproximadamente, del borde supe-

rios de la placa. Sacar la placa de la cubeta y dejar secar al
aire, lo cual se consigue en -unos minutos, Con el fin de facili-
tar el reconocimiento de ios ésteres mas dificilmente separables,
es recomendable v necesario en algunos casos efectuar dos ¢
tres desarrollos. Para ello, terminado el primer desarroilo y una
vez seca la placa, volver a introducir en la cubeta, mantenién

dola hasta gue el frentg tel disclvente se haya situade a la
misma altura anterior. Repetir el proceso una vez mas si es
necesario. En los casos de duda sobre el resultado positive de
la prueba, debera repetirse la cromatografla sometiendo la
placa a dos o tres desarrollos. - -

Pulverizar la placa seca con una disolucion de Acido sulfu-
r:;)? éﬂ 50 por 100 y quemar sobre la placa calefactora a unos
3

43.5. Interpretacién de resultados.

A un tercio, aproximadamente, del borde inferior de la pla—
ca_ aparece una mancha intensa correspond:ente a los triglice-
ridos, En aceltes puros no-aparece por encima ninguna otra
mancha préxime a la de los triglicéridos, & excepcitn de algu-
nos componentes del insaponificabls que marchan con el frente
del disolvente. Una mancﬁa més o menos intensa, situada por
encima, proxima & la de los triglicéridos, acusa la presencia
de -ésteres extrafios al glicerol. La distencia rélativa entre estas
dos manchas depende, légicamente, del alcohol de que se trate;
los ésterss de monoalcoholes, tales como el metflico o etflico,
s¢ sithan mas distanciados de como lo hacen los ésteres de
dialcoholes, tales como el etilenglicol o propilenglicol,

le también en las ope-.

-

43.8. Referencias.

1. Instituto de Racionalizacién del Trabsajo. Une Noro: Es.
paﬁola 55.085.

44. TEMPERATURA DE INFLAMACION

44.1. Principio.

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

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

: MANCUITO DE CONEXION AL
TUBD DE ENTRADA DE GAS PARA L MOTOR

MICRO-MECNERD BE ENCENDINO.
POSICION ABIERTA

hirig

F[EJE DELTLOVOMETAO

SUJECIGN DEL Tuso be
ALIMENTACION DEL Mis
TRG-MECHERY PILOTE.

BARO DE CALENTAMIENTO

Fig. 441 (dimensiones en milimetros)

44.2,1.1. Taza cilindrica de latén ¢ bronce o aleaci6én simi-
lar no oxidable y de conductividad térmica eguivalente (figu-
ra 44.2). Debera ir provista de una pestafa a todo su alrededor
para su ejecucion en el bafio de calefaccitn, debiendo, ademas,
fijarse en una posicién determinada, 1mp1d1endo todo movi-
miento giratoric una vez situada dentro del bafic. Llevard una
marca circular alrededor de la pared interior, a una altura
de 34 milimetres del fondo, indicando la cantidad que debe to-
marse del aceite. a- ensayar. El volumen necesario para el ensa-
yo, sefialado por esta marca es de 70 ml. Llevara tam- -~
bién un mango con el aislamiento conveniente, que permita el
maneio cémodo de la. taza para su colocacién y retirada del
blogque,

r

PESTARA

TAZA

Fig. 442, (dimensiones en milimetros)
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44,212 Tapa (fig. 44.3),

La taza ira provista de una taps, la cual encajarda en la
parte superior, estando provista de cuatro orificiog cuya situa-
cién” y dimensiones son las indicadas en la figu}-a.

-
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Fig. +43 (dimensiones en milimetros)

44.2.1.3. Obturador (fig. 44.4).

Encima de la tapa lleva una lamina que puede girar sobre
el eje central del aparato, pudiendo efectuarse este giro accio-
nande manualmente un mecanismo que permita el desplaza-
miento de la ldmina enire dos posiciones extremas: Una, que
puede denominarse posicidon de reposo, y otra, posicién de en-
cendido. El mecanisme iré provisto de un muelle gue manten-
ga el obturador en posicién de reposo, siende necesario actuar
er. sentido contrario para pasarlo a la posicion de encendido;
de la presién manual, el obturador debera recobrar autométi-
camente la posicién inicial.

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

MANDC REGULADOR DE LA
/ LLAMA OF ENCENDIDO

. | e |
MICRO-MEGHERQ DE ENCENDIDO

SENTIDO DE GIRO DEL
OETUAADOR

" MECANISMO DE ACCIONAMIENTO
PARA Ei. GO DEL OBTUR

ORIURADOA % POSICION CEMMADA D DE AspOsc |

Fig. 44.4 (dimensiones en milimetros)

44.2.1.4. Micromechero. de encendido (fig. 44.4),

Esta constituido por un pequefio tube, con un orificio de
salida de 0,5 milimetros de diametro, provisto de una valvula
accionada por un tornillo que permite la regulacién de la
lama. Puede utilizarse gas ciudad o buiano.

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

" 44.21.5. Micromechero piloto. -
Es un mechero de caracteristicas ahé.loga.s al anterior, pero

con un orificio de salida de 0,25 milimetros y ‘sin valvula de
regulacion. Estd situado en una posicién horizontal, perpen-

' dicularmente al mechero de encendido, separado dos milime-

tros de la tapa movil designado como obturador (fig. 44.4). E! ob-
jeto de este micromechero es el mantener encendida una ilama
piloto que, al bascular el micromechero de encendido, e inmedia-
tamente "antes de penetrar en la abertura A, se encienda, pe-
netrando ya encendido; al volver el mechero. a su posicién
normal horizontal debera apagarse nuevamente.

44.2.1.8. Agitador.

La tapa descrita anteriormente irda equipada con un agita-
dor {fig. 44.1) montado en el centro de la tapa y constituido por
dos laminas rectangulares de 15 mm de longitud v 8 mm de
ancho, dispuestas formando entre si un angulo de 920% la dis-
tancia entre los extremos de las laminas sera de 40 mm ¥y la
distancia entre la cara interior de la tapa y el extremo inferior
del agitador ser4d de 50 mm. En la parte superior del efe y en
la posicién qué se indica en el dibujo, llevard un segundo sis-
tema de paletas, con un ancho de 8 mm y una distancia entre

los extremos de las laminas de 18 mm. El eje con los sistemas

de paleta ird conectado a un motor eléctrico, verificandose esta
conexiént mediante un cable flexible que pueda conectarse y des-
conectarse a voluntad.

El mando de accionamienta del agitador ird unido a un sis-
tema_mecédnico adecuado para que al mismo tiempo de accionar
el ohturador, desconecte al motor del agitador y haga vascular
e! micromechero de encendide, para encender la llama e in-
troducirla en la taza, tal como se ha explicado anteriormente;
al dejar en libertad el mando de accionamiento del obturador,
se estahlecera la situacién anterior, quedando apagado el micro-
mecherg en su posicion normal, cerrada la taza y restablecido
ol funcionamiento del.motor. El ciclo completo de estos movi-
mientos debera realizarse en un tiempo comprendide entre dos
y tres segundos.

44 2,17. Baiflo de calentamiento.

Esta constituido por un cilindro metalico de aleacién andloga
a la de la taza, provisto de un sistema de calefaccién en el
gue puede utilizarse una llama o calentamiento eléctrico, lo
cual es preferible. En cualquier caso, el sistema utilizade dara
lugar a un calentamiento uniforme de toda la superficie del
bafio, tanto en el.fondo como en las paredes laterales, y la
fuente de calefaccidon tendra potencia suficiente para elevar la
temperatura del bafic de la forma que se especifica mas ade-
lante, pudiendo llevar el aceite contenido en la taza del ensayo
a una temperatura de 350° C. E] bafio ird provisto, en su parte
superior, de una placa con un orificio de 54,5 mm de didmetro,
por el que se introducira la taza conteniendo el aceite a ensayar,
haciendo descansar sobre la placa la pestafia de que va provista
la taza (fig. 44.2). La posicion de la taza se fija exactamente en
el centro del bafio mediante unos tornillos que encajan en unas
muescas situadas en la. pestafia o utlizando cualquier otro
dispositiva de fitaciéon quedando espacio libre entire la taza y
el baifio de calentamiente, de 4,5 mm, que debe mantenerse
uniforme por toda la superficie (fondo y paredes laterates).

44.2.1.8. Termémetros.

Adaptables al aparato, con intervalos de 1°C y compren-

diendo los limites entra los cuales se presume se han de situar
las temperaturas a medir. Deberdn haber, sido debidamente

contrastados, con una tolerancia en el error de escala de 10,5

grados centigrados,

4422, Cenirifuga de cebeza oscilante, con capacidad sufi-
ciente para centrifugar, en una sola operacion, unos 100 ml de
aceite, -

-44.3. Reactivos.

44.3.1. Sulfato ciprico anhidro, quimicamente puro. Pulve-
rizar en un mortero unos 50 g de SG5H,0. E{ producte pulve-

rizado se coloca en una cadpsula que se mantiene en una estufa’

dos horas a 150° C.

44.4, Procedimiento.” ” »
44 4.1, Preparacién de la muestra.

Tomar aproximadamente 100 g de. muestra y adicionar un

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

un minuto en una vasija cerrada y dejar reposar durante media
hora. Centrifugar en tubo cerrado con tapétn esmerilade ‘a
2.800 r.p.m., debiendo quedar ei aceite limpio (ver 44.6.1 y 44.8.2),
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44.4.2, Ensayo preliminar,

En el caso general de tratarse de una muestra para la que
se desconozca totalmente su comporthmiento en el ensayo, sera
necesario efectuar previamente una o varias determinaciones
preliminares gque sirvan para conoccer e] valor aproximado del
«punto de inflamacién». Si se tratase de una muestra de natu-
raleza conocida para la qué pueda preverse el orden aproximado

de «la temperatura de inflamaciéns, podria omitirse el ensayo -
preliminar, pudiendo cumplirse los requisitos exigidos en el

ensayo definitivo.
44.4.3. Ensayo definitivo,

- Llenar la taza del aparato con la grasa convenientemente
{Jreparada, cuidando que la base del menisco coincida con la
inea marcada en el interior y evitando la formacién de bur-
bujas de aire. Colocar la tapa asi preparada en el aparato,
junto con los demas dispositivos y e] termometro de escala
adecuada. ;

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

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

Alcanzada la temperatura previamente establecida, continuar
la calefaccién, regulada de formia que el aumento de tempe-
ratura sea de 0,5 C/min. Cuando falten unos 3° C para al-
canzar la «ltemperatura de inflamaciéns se comienzan los en-
savos, Para ello y a :ntervalos de un.minuto se interrumpe la
apgitacidn y »e acerca la llama a la superficie del aceite, abrien-
do el obturador que cierra la ventana de la taza y vasculando
el micromechero hasta introducir la llama en el interior, de-
biéendose realizar esta operacidon en medio segundo. Dejar en
esta posicién un segurdo, volviéndolo rapidamente a su posicién
primitiva, pcniendo inmediatamente en marcha la agitacién
(ver 44.6 4). . -

Repetir esta operacién a intervalos de un minuto, hasta que
se observe una inflamacién clara pero fugaz en les vapores
que cxisten en el interior de la taza, y se extienden par teda la
superficie del aceite. La temperatura a la que se produce esie
fentmeno es.la que se toma como «temperatura de inflama.-
cién-. Anotar la presién atmosférica a la que se ha realizado
el ensayo {ver 4165 y 44646), ~

El nimero de aperiuras del chturador hasta alcanzar la «tem-
peratura de inflamacions ne deberd ser nunca superior a cince
Si fuera necesario rebasar esta cifra, repetir el ensayo tomando
una nueva muesira de aceite.

Analogamente, si se consiguiese la inflamacién en el primer
intento, la temperotrra registrada no se dura ccmo aceptahle,
dehiéndose repetir €l cpsavo cen las correcciones ORoriunas.

La duracién total dél snsayo serd aproximadamente de una
hora v media,

445, Celculos.

. 760 — p
Tc = Te —

) 30
Siendo: _

Te = Valor leido como temperatura de inflamacién.

Tc = Valer corrcgido, expresado en grados centigrados, re-
ferido a la presién normal.

p = presidn atmosférica, expresada en mumn de Hg, a la que
que se ha efectuado la medida.

La difeivnvia cdle sesulladus succsives wbicnidos por el
mismo operador, con el mismo instrumental ¥ con una misma
muestra, no debe sohbrepasar dos unidades. De no ser asi, reali-
Zar un tercer ensayvo o los que fueran necesarios hasta alcanzar
la constancia debida. ’ :

44.8. Observaciones.

44.6.1. Si la grasa es so6lida a la temperatura del lahoratorio,
fundir calentando a una temperatura que no exceda de 10°C a
la temperatura de fusién. La.determinacién de la temperatura

~de inflamnacién se comenzhré, en esie caso,
a la cual se hava realizado este proceso previo de fusién. Si
fuese necesaria la desecacién, se realizara, también, sobre la
grasa licuada.

446.2 La deshidratacién puede ser suprimida si la hume-
dad de la muestra no es superior & 0,1 por 100. Si el contenido
en agua fuese mas elevado, la desecacisdn -es necesaria para
eludir la posibilidad de que se forme wuna espuma excesiva,
(’;ue podria apagar la llama al introducir el micromechero en
a taza.

44683. En los aparatos de funcionamiento automético, al
reacricnar el mecanismo del chturader; se preducen simulta-
neamente todos los movimientos descritos debiéndose preocu-
par el operador Unicamente de mantener el mecanismo en ten-

a la temperatura

sién durante el tiempo establecido de un segundo, observando
€l proceso de inflamacién y la temperatura.

44.64. El intervalo de un minuto entre cada dos ensayos
de inflamacién es el tiempo minimo gue se considera necesa-
rio para restaplecer la concentracion de saturacion de los va-
pores del espacio libre de la taza, en equilibrio con el aceite
en ensayo, equilibrio éste que se altera &l efectuarse cada en-
sayo de inflamacioén.

44.6.5. El verdadero fentmeno de inflamacién no debe con-
fundirse con el halo azulado que se ohserva algunas veces ro-
deando la llama; esto indica que el fenémeneo de inflemacion
esta proximo, pero no dehe confundirse con la verdadera infla-
macion del aceite. -

Si al introducir la llama de encendido por la asbertura de
le placa se produce una inflamacién permanente de los gases
combustibles distinta al destello que se ha descrito anterior-
mente, este hecho pone en evidencia que el aceite se encuen-
tra a4 una temperatura superior a su puntc de inflamacién,
debiendo repetirse la experiencia partiendo de una nueva

muestra.

44.7. Referencias.

1. Instituto de Racionalizécién del Trabajo. Una Norma
Espancla. 55.103.

45, RECONOCIMIENTO DE ANTIOXIDANTES

45.1. Principio.

Los antioxidantes son extraidos por el acetcnitrilo de una
solucion de la muestra en hexano y postérior fraccionamiento
e identificacion.

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

Los antigxidantes identificados por este método son: Acido
nordihidroguayarético (NDHG), galato de propilo (GP), galato
de octilo (GO}, galatoe de dodecilo (GD), butilkidroxianisol
(BHA) v butilhidroxitolueno (BHT).

45.2. Material y aparatos.

45.2.1. Equipo de cromatografia en capa fina, con placas de
gel de silice G de tamafio conveniente, segin el numero de
muestras que se deseen examinar en unha sola operacién y un
espesor de capa de 0,25 milimetros. Ver 458.1.

45.2.2, Evaporador rotatorio. .

45.2.3. Matraz de fondo redondo de 2506 ml, wutilizable con
el evaporador rotatorio.

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

45.25. Ampollas de extraccion con capacidad ds 250 ml.

45.2.6. Matraeces conicos de 250 ml y 1.000 ml con tapon
esmerhiado ¥y cono normalizado 29/32 .

45.2.7 Matraces aforades de 100 ml con tapdn esmerilado
y cono normalizado 14/23.

45.2.8. Vaso de 150 ml

452.9. Jeringa de 20 pl, graduada en p.

45.3. Reactivos.

45.3.1. Ge! de silice G, de-calidad adecuada para cromato-
grafia en capa fina v en especial para el fraccionamiento de
los productos que se trata de separar, lo gque se comprueba
con los patrones correspondientes.

45.3.2. Metanc] con un contenido de agua que no sobrepa-
s¢ el 0,5 por 100 (v/v).

4532 Firannl- con una rigqueza de 98/87 por 160 (v/v).
45.3.4. Hexano normal para cromatografia {(dy® = 0,584},
45.3.5. Acetonitrilo.

45.3.8. Acetato de etilo.

45.3.7. Benszeno.

45.3.8. Claroformo. .
45.3.9. Acido acético cristalizable.

45.3.10, Acelonitrilo saturade de hexano—En un matraz c6-
nico de 100 ml introducir 800 mi de acetonitrile. Agregar 100 ml
de hexano v un poco de sulfato sodico seco. Agitar, cerrar el
mattezs” con’ B8] tapbn ¥ GciEI e raposy “Un&St asre Noras. Li
el momento del uso, sacar la cantidad necesaria de acetonitrilo.

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

45.3.12. Liguido de desarrollo.—lnmediatamente antes de su
utilizacién preparar una mezcla de hexano, benceno y 4acido
acético en las proporciones 40:40:20 (v/v/v}.

453.13. Revelador.—Solucién al 1 por 10¢ en etanol (m/v)
de diclore-2-5-quinona ‘clorimida. N

45.3.14. Soluciones patrén.—Disolver al 0,1 por 100 (m/v)
en etanol los antioxigenos cuya identificacion se quiera reali-
zar en la grasa. Estos productos deberan ser puros, compor-
tandose en la cromatografia como una sola especie quimica;



20228 -

29 agosto 1979

B. O. del E.—Num. 207"

sl apareciesen impurezas, éstas no deberdn perturbar la mar-
cha del procese ni el reconocimiento de los otros antioxi-

dantes. . .
.45.4. Procedimiento.

45.4.1. Extraccién de los antioxidantes.

Pesar de 7,5 a 10 ml de la muestra de aceite o grasa e in-
troducirla en un vaso de 158 ml. Disolver con 100 ml de hexa-
no, pudiéndose calentar suavemente en caso de necesidad para
acelerar el proceso de. disolucién. Pasar la solucién a una
ampolla de extraccién de 250 ml. Lavar el vaso con 25 ml de
hexano, agregemdo este lquido a la ampcella de extraccién.
No debe quedar ninguna particula inscluble en la solucion.
Afiadir 25 m] de acetonitrilo saturade de hexano y agitar du-
rante un minuto. Sacar la fase inferior de acetonitrilo, pa-
sandola a una segunda ampolla de 250 ml. Si se forma una
emulsion, calentar suavemente lg ampolla haciendo caer sobre
ella, desde un frasco lavador, un chorro de agua a unos
50° C, haciéndola girar al mismo tiempo muy lentamente. Pro-
longar la operacion hasta lograr la separacién en dos fases
limpias.

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

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

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

Una vez evaporado el disolvente, disolver el 'residuc en 2 ml
de metanol, pasando la disolucién a un frasquito de capacidad
ad:;:iuada para su conservacién y utilizacién en la cromato-
grafia.

Si el residuo obtenido en la concentracién no se disuelve to-.

talmente en el metanol, filtrar la solucion. ’

Para contenidos pequefios de antioxidantes, por ejemplo,: de
un {)rden inferior a 0,1 por 1,000, debe emplearse menos disol-
vente.

45.4.2. Cromatografia en capa fina.

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

Depositar 4 11 de cada uno de los patrones con que se desee
operar, a la derecha vy a la izquierda de la mancha problems,
distantes entre si 10-15 mm.

Introducir la placa en la cubeta de desarrollo, cuidande que
las manchas depositadas queden por encima del nivel del liguido
e la cubeta. : -

Dejar la cubeta preferiblemente en la oscuridad o en una
estancia débilmente iluminada, prolongando el desarrcllo hasta
que el frente del disclvente se sitde a unos 15 ¢m de la linea
dle partida de los antioxidantes. Sacar la placa dejandola secar
al aire,

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

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

45.5. Interpretacién de resultados.

El orden de colocacion de los antioxidantes, en orden de
menor a mayor desplazamiento, es el siguiente: NDHG, GP, GO,
BHA, BHT (ver 45.8.2 y 45.6.3).

. 45.8. Observaciones.

45.8.1. En determinados casos, para conseguir una separacion
efectiva de antioxidantes, con valores de Rf muy pféximos,
coma por ejemple el NDHG v GP, es aconsejable operar con es-
pesores de gel de silice de 0,40 mm en lugar de 0,25 mm, que
es el masg frecuents y con el que se consiguen normalmente re-
sultados satisfactorios.

45.8.2. Se puede intensificar la coloraci6n de las manchas,
fa,cxhtando su reconccimiento v la sensibilidad del método, me-
diante reaccién con el amoniaco,

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

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

45.8.3. A titulo de orientacién, se dan a continuacién los va-
lm-e:’.t Rf obtenidos con los seis antioxidantes citados anterior-
mente;

NDHG GP
0,10 0,14

GO GD BHA BHT.
0,28 035 075 0,08

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

Antioxidantes ..i.. . ..
Rf ... vie ven

are wne ter sen wen was

" 45.7. - Referencias.

1. Instituto de Racionalizacién del Trabaje. Una Norma Es-
pafiola. 55.017,

46. ACIDOS GRASOS DE CADENA CORTA

46.1.

Obtencion de los ésteres metilicos de los acidos grasos me-
diante reaccién con una solucién de hidroxido potasico en me-
tanol y subsiguiente inyeccién directamente de la disolucién
de dsteres metdlicos en el cromatograma,

El método es aplicable a las grasas de mantequillas u otras
%ue contengan Aacidos grasos de longitud de cadena inferior al

14 ¥ siempre que ol contenido de acidos libres no exceda del
1 por 100 expresados en Acido oleico.

46.2.

48.2.1. Matraces con boca esmerilada y fondo redondo de
50 y 100 m! de capacidad.

Principio.

Material y aparatos.

48.2.2. Pipetas aforadas de 1 ml, 2 ml y 10 ml.

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

46.2.4. Probeta graduada de 10 ml.

46.2.5. Jeringa de caracteristicas adecuadas para la inyeccion

‘de la muestra, graduada en décimas de mll, con una capacidad

total de 1 a 10 ml. )

46.2.6. Cromatégrafo apto para trabajar en fase gaseosa, pro-
visto de horno capaz de ser calentado hasta 250°-300° C y sistema
de regulacién que permita controlar la temperatura con un error
de 1,00 C. Equipado con programador de temperatura capaz
de llevar la temperatura del horno de 80°C a una velocidad
de 4°C/min. Provisto de regulacién independiente de la tem-
peratura del inyector, que podra ser calentado a una tempera-
tura superior, por lo menos, en 50° a la maxima alcanzable
par el horno provisto de un sistema de deteccion sensible, de
ionizacion de llama de hidrdgeno, que pueda ser mantenido a la
temperatura de la columna, a unos 50° C por encima de la del
horne.

48.2.7. Registrador con una tension de "entrada adecuada a
la salida del amplificador del cromatégrafo, con una velocidad
de respuesta minima capaz de producir la deflexién completa
de la escala en un segundo y una velocidad de cesplazamiento
del papel de 5 mm/min, que permita la posibilidad de variar
esta velocidad acelerando ¢ retardande el desplazamiento.

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

46.2.9. Tubos de hidrégeno y aire a presidn necesarios para
el caso en que se utilice detector de ilama de hidrégeno. El
hidrégeno debera tener una riqueza minima del 99,8 por 100,
debiendo estar seco. Como medida de seguridad, es muy con-
veniente colocar a la entrada de los gases en el cromatografo
sendos tubos de desecacidn provistos de criba molecular 13X.

46.2.10. Columna cromatografica.

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

48.2.10.2. Columna de vidrio con diametro interior de 4 mm
¥y una longitud aprcximada de 2 mm. Rellenada con Chromo-
sorb G, W o Q (80-100 mallas}, conteniendo de 2,5 a 5 por 100
de un poliéster, siendo recomendable cualquiera de los tred si-
guientes: dietilenglicolsuccinatc (DEGS), etilenglicolsuccinato o
adipato (EGS o EGA), polistilenglicoladipato {PEGAI].

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

48.3. Reactivos.

46.3.1. Metano! absoluto (89,8 por 100),

46.32. Hidréxido potasico, en lentejas,

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

46.3.4. Heptanc normal, con una riqueza minima en heptano
normal, determinado por cromatografia gaseosa, del 99 por 100.

48.3.5. Disolucién 2 N de hidréxido potésico en metanol.—
Disolver 11,2 g de hidroxido potasico en 100 ml de metanol.

46.3.8. Esteres metilicos de pureza adecuada para su utiliza-
cién como patrones en cromatografia gaseosa.—Se dispondra de
los ésteres metilicos de los acidos mencionados a continuacion,
debiendo tener una pureza minima de §9 por 100, determinada
por cromatografia gaseosa:

Acido butanoice (butirico).
Acide pentanoico (valerignico).
Acido hexanoico (caproico).
Acido octanoico (caprilico),
Acido decanoico (capricol.

Acido dodecanoico (lauricol,
Acido tetradecanoico {miristico).
Acido hexadecanoico (palmiticol.
Acido octadecanoico (esteéArico).
Acido 9-octadecanoico (oleico).
Acido 9,12 octadecadienoico (linoleico).
Acido eicosanoico (araguico).

46.3.7. Solucién de referencia I.—En un matraz aforado de
50 ml, se pesa, con exactitud de +0,1 mg, 1 g de pentannato de
metilo, disolviéndole en heptano normal! y completando hasta el
enrase. .

46.3.8. Solucion de referencia 11.—En un matrez aferade de
100 ml se pesa, con exactitud de *0,1 mg, 200 mg de pentanocato
de metilo, disolviéndolo en heptano normal y completando hasta
el enrase.

48.4. Pracedimiento.

48.4.1. Preparacién de los ésteres metilicos.

En un matraz de fondo redondo de 50 m}, pesar, con exacti-
tud de 10,2 mg, 1 g de grasa. Anadir 10 ml de éter de petroleo
o hexano y agitar suavemente hasia disclucién de la grasa.

En el.caso de que se quiera efectuar una determinacién cuan-
titativa de los acidos butirico v caproice en la muestra, agregar
a la disolucidén en éter de petroleo de la grasa 1 ml, exactamente
medido, de la solticion de referencia mas adecuads; para mués-

tras conteniendo de 1-4 por 100 de acido butirico se utilizara la-

solucion de referencia I; para muestras conteniendo menos de
1 por 100 de Acido butirico, se utilizara la solucién de referen-
cia IL - .

5i se desea efectuar sclamente un andlisis completo de la

fraccién de acidos grasos, para lo gue se aplica el meétodo de |

normalizacién interna, no serid necesario el empleo de solucidn
de referencia.

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

Inmediatemente después de terminada la reaccién y observa-
da la sedimentaciéon, tomar la cantidad necesaria con la jeringa
e inyectar en el cromatdgrafo, una demora en la inyveccion de
los ésteres metilicos darfa lugar a la formacién de jabones, con
error en la determinacién. ' .

Determinacion cromatografica.
Condiciones de trabajo.

46.4.2.
46.4.2.1.

Temperatura de la columna: Temperatura programada de
80°C a 180° C, con una velocidad de 4° C/min. .

Temuveratura del inyector: 200° C.

Temperatura del detector: 200° C.

Gas portador: Nitrégeno (o helio), con un flujo de g0 ml/min.

Flujo de hidrégeno v aire para la alimentacién del detector:
Los flujos dependeran da! tipo de detector utilizado, debiendo
determinarse previamente para optimizar la respuesta.

El registro obtenido del cromatograma debe satisfacer las con-
diciones aue se indican a continuacién; caso contrario, se repite
la inyeccién modificendo la cantidad inyectada o la sensibilidad
de trabajo hasta obtener un cromatograms setisfactorio,

Los reguisitos exigibles son los siguientes:

a) El area total descrita en el registro, referida a la sensi-
bilidad maxima utilizada en el curso de la operacién, debe ser
de un orden aproximade de 2.000 mm?®, con una velocidad del
papel en el registrador de 5 mm/min. De esta forma, los
componentes presentes en una cuantia de! 0,1 por 100 deben
dar un pico, como minimo, de 2 mm?® siendo, por tanto, per-
fectamente reconocibles.

b) Con el fin de conseguir que todos los picos caigan denirg
del papel regisirador, se utilizard, en cada caso, la atenuacion
de sensibilidad gue sea necesaria, cuidando que el pico de ma-
yor intensided no sea atenuadc mas de ocho veces,

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

46.4.2.2. Identificacién de los picos—S5Se seguiran los cri-
terios establecidos en el método numero 41 de los Métodos
Oficiales de Analisis de Aceites y Grasas.

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

46.4.3. Determinacion del contenido de los acidos butirice
y caproico en la materia grasa.—Esta determinacion se realiza
por el método del patrén interno, siendo el patrén elegido el
pentanoato de metilo.

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

Inyectar la cantidad necesaria de la solucidon anterior,
normalmente 0,2-0,4 nl, para que, trabajando a la sensibilidad
media del aparato, se consiga situar los maximos de los piccs
en una posicién del 70-80 por 100 del recorrido total de ia
pluma del registrador. Los tres picos deberan registrarse a la
misma sensibilidad. Si fuese necesaric, se diluira la solucidn
anterior con heptano normal en la relacién necesaria para
poder ajustarse a las prescripciones fijadas. Efectuar, cuando
menos, tres determineciones consecutivas, que no deben dis-
crepar entre si mas del 1 por 100.

48.4.4. Analisis cuantitative de la totalidad de los compeo-
nentes de la fraccidén de &cidos grasos, comprendiendo del
Cy al Cy v Cpas.

46.4.4.1, Preparacion de la mezcla de calibracién.—Determi-
nar previamente el factor de correccién para cada écido com-
ponente de la mezcla, referido a uno cualquiera de ellos, que
se toma como patrén, eligiéndose normalmente para este fin
el &cido palmitico, ¥y debiendo tener la mezcla de calibracidn
una composicién analoga a la de la mezcla problema.

Para ello, si no se conoce previamente el orden de compo-
sicién del preblema, se realizard una determinacién cromato-
grafica de orientacién, realizdndose en el registro la cuanti-
ficacién de los componentes suponiendo el mismo factor de
respuesta para todos ellos, efectuando un reparto proporcional
entre las areas medidas.

En un matraz aforado de- 50 ml, pesar, con una exactitud
de + 0,1 mg, cantidades de los ésteres metilicos patrones que
se indican a continuacién proporciconales a las cifras de com-
posicién encontradas en el analisis de orientacién anteriormen-
te aludido, o previstas con anterioridad para la muestra. Los
patrones que deben pesarse son los siguientes: butanoato de
metilo, hexanoato de metilo, octancato de metilo, decancato
de metilo, dodecanoatc de metilo, oleato de metilo, linoleaio
de metilo vy eicosanocato de metilo. Se disuelve la mezcla de
heptano normal, agregando la cantidad adecuada de disol-
vente en relacion al peso total de ésteres metilicos que se
havan pesado; para unos 500 mg en total, se deben emplear,
como orientacién, unos 50 ml de heptano. A continuacién in-
yectar 0,2-04 pl, para que, trabajando a la sensibilidad media
del aparato, se consiga situar el méaximo del pico correspon
diente al componente mayoritario, en una posicién del 70-80
por 100 del recorrido total de la pluma del registrador. Todos
los picos deben registrarse a la misma sensibilidad, lo cusl
suele ser perfectamenie factible en la grasa de leche, en
aguellos casos en que la relacidn entre el pico mayoritario
v ol pico minoritario no permita registrar este ultimo con las
dimensiones adecuadas para efectuar una cuantificacion co-
rrecta de su 4rea, se podrd efectuar el cambio necesario en
la atenuacién del registro, procurande que ésta no sobrepase
la relacién de 4:1. Si fuese necesarie, se diluird la solucién
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con heptano normal en la relacién necesaria para poder ajus-
tarse a Ias prescripciones finadas. Efectuar, cuando menos,
tros determinaciones ccnsecutivas, que no deben discrepar en-
tre si més del 1 por 100,

48.5. Cdlculos.

46.5.1. Calculo de los factores de correccion para los Acidos
butirico ¥y zaproico.—Se determinan las areas de los tres picos,
siguiendo las normas que se contienen en el apartado 8.4, y
se calculan los dos factores correspondientes al Cy ¥ Cs con
la formula siguiente:

x-. Ap
P - Agx -

f, =
Siendo:

fy = factor de correccion del dcido.
x = cantidad pesada del acido.
Ap = area medida en el registro para el patrén de penta-
noato.
Ay = area medida en el registro para el 4cido x.
P’ = peso del patrén pentanoato.

48.5.2. Calculo del contenido de 4cidos.—Los contenidos de
acido butirico y acide caproico en la muestra de grasa - se
calculan por la férmula siguiente:

fx-Az- P
Porcentaje del Acido = ———vremm . 160
Ap - M
Siendo:

fy = factor de correccién determinado para cada Acido, se-
gan se indica en el parrafo anterior.

Ay = rea medida en el registro para el acido.

P = peso del patrén interno (pentanoato).

Ap = &rea medida en el registro para el pairén interno.

M = peso de la muestra de grasa.

48.5.3. Calculo de los factores de correccién.—Una vez de-
terminadas las areas de todos los picos, siguiendo las normas
que se contienen en el apartado 48.4.2.2, se calcula el factor
de cada écido, referido al acido palmitico tomado como uni-
dad, utilizando la férmula que se incluye en el apartado 48.5.1,
sustituyendo el &rea Ap y el peso P del compuesto patrén por
los valores correspondientes al palmitato de metilo.

48.5.4. Calculo de composicién de la fraccién de Acidos gra-
sos.—Se calcularan las areas corregidas de cada uno de los com-
pcnentes de 1a fraccién multiplicendo el drea medida en el re-
gistro por el factor de correccion determinado segiin se indica
en el apartado anterior El contenido de cada componente ven-
dra dado por la expresifn:

fx « Ax
— - 100

Porcentaje x = —mM8——
T (fx - Ax)

Siendo:
fx = factor de correccién del componente x.
Ax — area medida en el registro para el componente x.

Z (fx - Ax) = suma de todas las éareas carregidas correspon-
dientes a los componentes de la fraccién,

46.6. HReferencias

1. Instituto Nacional de Racionalizaciéon y Normalizacién del
Trabajo. Una Norma Espadola. 55.118.

47, FOSFORO
47.1. Principio,

Incineracién de la muestra en presencia de 6xido de cinc,
seguida de la medida colorimétrica del {6sforo como azul de
molibderio. o

Aplicable a aceites vegetales hrutos, desgomados vy refinados.

47.2. Material ¥ aparatos.

47.2.1. Crisoles de porcelana de 50 ml de capacidad.

47.2.2. Vidrios de relof.

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

47.2.4. Horno de mufla.

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

. l41’.2.6. Papel de filtro de 90 mm de didmetro, Albet 242 o si-
milar.

47.2.7. Frasco lavador de un litro de capacidad con cuello

protegido del calor .

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

47.29, Pipetas de 2, 8, 10 y 25 m] de capacidad.

47.2.10. Pipetas de 10 ml de capacidad, divididas en [&cimas

de mililitro.

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

47.3.1, Acido clorhidrico {d = 1,19},

47.3.2. Crido de cine.

47.3.3. Hidréxido potasico.

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

47.3.5. Molibdato sodico.-

47.3.8. Sulfato de hidracina.

47.3.7. Fosfato acido monopotésico, desecado a 103 £ 2° C du-

rante dos_horas antes de usarko.

47.3.8. Disolucién de molibdato sédico.—Aifadir con precau-
cién 140 ml de acido sulfarico a 300 ml de agua destilada. Dejar
enfriar la temperatura ambiente, afadir 12,6 g de molibdato
sodico y disolver totalmente. Llevar a un matraz aforado de
500 ml, diluir con agua destilada hasta el enrase, homogeneizar
y dejar reposar durante veinticuatro horas, por lo menos, antes
de usarla.

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

47.3.10. Disolucién de hidroxido potasico ai 50 por 100 (m/m).
Disolver 50 g de hidréxido potasico en 50 ml de agua destilada.

47.3.11, Disolucién de fosfato acido monopoetasico.—Disolver
1,0087 g de fosfato moncpotédsico seco en agua destilada. Diluir
a 250 ml en un matraz aforado y agitar. Esta disolucién con-
tiene 1 mg de fésforc por mililitre. A continuacién verter, con
una pipeta, 5 m! de la disolucién anterior en un matraz aforado
de 506 ml! y enrasar con agua destilada. Esta disolucidén con-
tiene 0,01 mg de fésforo por mililitro.

47.4, Procedimiento,

47.4.1. Construccién de la curva patrén.—Tomar, mediante
pipeta, 1, 2, 4, 8, 8 y 10 ml de la disolucién 47.3.11, e introducir
en matraces aforados de 50 ml. Completar el volumen a 10 ml con
agua destilada, utilizando la pipeta 47.2.10, continuando como
se describe en 47.4.3 a partir de la adiciéon de sulfaio de hi-
dracina. Las salicuotas tomadas de la disolucién contienen 0,01,
0,02, 0,04 0,08, 0,03 ¥ 0,10 mg de fésforo. A continuacién repre-
sentar graficamente los valores de absorbancia frente a los
contenidos en fosforo, expresado en mg.

47.4.2. Preparacién de la muestra.—Pesar, con precisién de
1 mg, de 3 a 3,2 g 'de muesira en un crisol de porcelana y anadir
0,5 g de 6xido de cinc. Calentar lentamente en la placa eléc-
trica hasta que la muestra se espese y entonces aumentar gra-
dualmente la calefaccidn hasta-que la masa esté completaments
carbonizada. Cclorar el crisol en el horno de mufla a una tem-
peratura de 550-800° C, manteniéndolo durante dos horas. Una
vez transcurrido ese tiempo, dejar enfriar a la temperatura
ambiente. ‘ ’

AfRadir a las cenizas 5 ml de agua destilada y 5 ml de acide
clorhidrico. Cubrir el crisol con un vidrio de reloj y calentar
suavemente a ebullicién durante cinco minutos. Filtrar la diso-
lucion recogiendo el filtrado en un matraz aforado de 100 ml,
Lavar la parte interior del vidric de reloj y las parecdes del
crficl con 5 ml de agua destilada caliente, usandc un frasco
lavador con choerro de agua finisimo. Lavar el crisol ¥ el papel
de filtro con cuatro rorciones de 5 ml de agua destilada ca-
tiente. Enfriar la disolucién a temperatura ambiente y neutra-
lizar hasta débi! turbidez, adicionando unas gotas de potasa
al 50 por 100. Anadir acido clerhidrico gota & gota hasta que
el precipitado de é6xide de cinc se disuelva y entonces afadir
dos gotas mas. Diluir hasta 100 ml con agua destilada y agitar.

47.4.3. Determinacidn.

Pasar, mediante pipeta, 10 ml de esta disclucitn a un matrag
aforado de 50 ml Afiadir 8 m! de da disclucién de sulfato de
hidracina y a continuacién 2 m! de la disolucién de meolibdato
sadico. Tapar e invertir el matraz aforado dos o tres veces,
quitar el tapén y calentar durante 10 * 0,5 minutos en bafio de
agua hirviendo. Transcurrido este tiempo retirar del bafo, en-
friar a 25 +5°C en bafic de agua, diluir hasta el enrase con
agua destilada y mezclar perfectamente. Llenar una cubeta del
espectrofotdmetro y medir la absorbancia a 650 nm utilizando
como referencia agua destilada.

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

47.5. Cdlculos. .

Calcular el contenido en fésforo, expresado en tanto por
ciento, mediante la siguiente f6rmula:

10 (M—B)
PV

Porcentaje fésforo =

Siendo:

M = contenido en fésforo, en mg, de la alicuota.
B = contenido en fésforo. en mg, del ensayo en blanco.
P = peso, en g, de la muestra.
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V = velumen, en ml, tomados en 47.4.3.
% en fosfatidos = % fésforo x F, donde F = factor de conver-
sion de fésforo en fosfatidos (ver 47.8.2).

47.6. Observaciones.

47.6.1. No debe demorarse 1a lectura espectrofotométrica una
vez conseguido el desarrolio del color,

47.6.2. En el caso del accite de soja el valor de V es practi-
camente igual a 30.

47.7. Referencias.

1, Instituto Nacional de Racionalizacién y Normalizacién del
Trabajo. Una Norme Espafiola. 55.108-73.

48, GRASA NEUTRA
48.1. Principio. '

Retenci¢én de los dcidos grasos libres y sustancias ne grasas
por cromatografia en columns de alumina. Los productos no
reienideos en la columna se pesan, cbteniéndose por diferencia
a 100 los acidos grasos libres e impurezas retenidas en la co-
tumna. ‘

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

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

48.2.1.1. Columna de vidrio, provista de una placa de vidrio
porosa numero 2, correspondiente a un diametro medio de poro
de 40 a 90 n (fig. 48.1). ’

48.2.1.2. Depasito de disolvente para la alimentacién de la
columna (fig. 48.2).

48.2,1.3. Soporte para el manejo del frasco de pesada (fi-
gura 48.3).

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

48,2.1.5. Tubo de prclongacién para el vaciado del frasco de
pesada en la columne (fig. 48.5),

48.2.1.8. Matraz redondo, fondo plano, de vidric Pyrex o si-
milar, de 250 ml de capacidad y boca esmerilada normalizada
26/32

48.2.2. Ampolla de decantacion de 125 ml de capacidad, con
llave de vidrio.

48.2.3. Frasco lavador de unos 125 mi de capacidad.

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

48.2.,5. Horno de mufla capaz de alcanzar una temperatura
de 800° C v regulacién de % 50 C.

48.2.8. Desecador conteniende un agente desecante apropiado

48.2.7. Evaporador rotatorio.

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

48.2.9. Pesa sustancias de vidrio, de 80 mm @ interior y
40 de altura. ’

48.2.10. Tubo de cromatografia, de 10 c¢m de longitud y 1.5
centimetros de diametro interior, provisto de llave esmerilada,
con orificio de paso de 1,5 a 2 mm vy placa filtrante de vidric
porosidad numero 2, correspondiente a un tamafio medio de
porc de 40 a 80 1.
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48.3. Reactivos. 48.5. Cdlculos.
48.3.1. Elter etillico.h‘d P—P,
48.3.2. etanol anhidro, - .
48.3.3. Eter etilico-metanol.—Mezclar 975 ml de 483.1 ¥ % acelte neutro M 160

25 ml de 48.3.2,

48.3.4. Hexano, con un contenido maximo de 0,5 por 100 de
aromaticos. )

48.3.5. Alumina para cromatografia en columna de las si-
guientes caracteristicas: pH en suspensidén acucsa al 5 por 100;
7,0 * 0,5; actividad 1V segun Brockmann (ver 48.8.1). Granulo-
metria.—E] anadlisis granulométrico del producto debe dar un
contenido inferior al 16 por 100 de particulas con un grosor
igual o inferior a 83 micras e inferior al 0,1 por 100 de particu-
ias con un grosor mayor de 250 micras, con una medida esta-
distica para la totalidad de 120 micras * 5 por 100. :

48.3.8. p-amino-azo-henceno, -

48.37. Rojo Sudan (Sudan II} (xileno-azo-8-naftol).

48.3.8. Amarillo Sudan (Sudan D (benceno-azo-3-naftol.
48.3.9. Benceno purisime, exento de tiofeno.

48.4. Procedimiento.

48.4.1. Preparaciéon de la columna de alumina.

Pesar, con aproximaciéon de 0,5 g, 20 g de alimina e intro-
ducirlos en una ampolla de extraccién de 125 ml, agregando
después 50 mi del disolvente 48.3.3, con el que se liena también
la columna hasta ocupar, aproximadamente, 2/3 de su capaci-
dad. Colocar la ampolla encima de la columna, de manera que
el tubo de salida coincida con el extremo superior de la colum-
na. Abrir la llave de la ampolia deiando salir la papilla de
alumina vy disoclvente que ceera en el interior de la columna;
al mismo tiempo, abrir la llave de la columna, regulando la
salida del disolvente de forma que el nivel de liguido en el
interior de la columna se mantenga practicamente constante,
procurande mas bien gue el nivel suba en lugar de disminuir.
Cuando toda la papilla d2 alamina hava pasado a la columna,
arrastrar las ultimas porciones adheridas a las paredes, en-
juagando el recipiente con un poco del mismo cisolvents, Man-
tenar abierta la llave de la columna, dejando salir lentamente
el disclvente hasta que el nivel se haya situado a la altura del
relleno de alumina. Agregar hexano a la columna hasta situar
el nivel a 1 cm, aproximadamente, del extremo inferior del
cono esmerilado. :

48.4.2. Preparacion de la muestra de grasa.

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

48.4.3. Fraccionamiento cromatogré.fico.

Pesar, con aproximacién de 0,2 mg, 5 g de muestra en el
frasco de pesada (fig. 4), utilizando para ello ¢l soporte ade-
cuado {fig. 3} Una vez efectuada la pesads, separar del sopor-
te el frasco con el aceite, ajustando el tubo de prolongaci6n
(fig. 5} al cono situado en la parte inferior del frasco.

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

,la disolucién de aceite.

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

Ajustar el depdsite del disolvente (fig. 20 & la boca del
frasco, cargandose con 125 ml de disolvente, colocar el matraz
de 250 ml, previamente desecado a 105° C vy pesado, a la salida
de la columna, con el fin de recoger el liguido gque fluye de
la misma. Abrir la llave del depdsito y la de la columna,
regulandose ambas de forma que el liquido fluya en el matraz
a una velocidad de 4-5 ml por minuto, manteniéndose el nivel
en el frasco por encima del extremo superior del sifén. Si el
disolvente no fluye al frasco por la llave del depédsito, tapar
el tubo hasta que comience el flujo; quitar el tapén y conti-
nuar la operacién normalmente. El desarrolle quedara termi-
nado cuando haya pasade la totalidad del liquido ¥y no caiga
disolvente en el matraz.

La disolucidnr recogida en el matraz se concentra en un
evaporador rotatorio con vacio, calentando a la temperatura
conveniente para evitar una ebullicién tumultuosa que pudiera
provocar proyecciones violentas del lfquido.

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

Sienda:

P == peso del matraz con el aceite.

P, = peso del matraz vacio.

M = peso de la muestra en gramos. )

% pérdida cromatografica = 100 — % de aceite neutro.

48.8. Observaciones.

48.8.1. La determinacién de la actividad de la aliimina s2-
gun Breckmann se realiza en la forma siguiente:

La alimina que se ha de ensayar se introduce en la colum-
na cromatografica 48.2.10, procurando conseguir una distribu-
cién homogénea, formando una capa de 5 cm de altura y co-
lecando en la parte superior un disco de papel de filtro. Prepa-
rar una disolucién mezclando 2 ml de henceno, 8 m! de hexano,
2 mg de rejo Sundan, 2 mg de p-amino-azobencenoc y 2 mg de
amarillo Sudan, Verter la disolucién de colorantes en la co-
lumna, abrir la llave y dejar pasar la disolucién hasta
que el nivel liguido quede justamente a la altura de la alumina.
Verter a continuacion el liguido de desarrollo constituido por
una mezcla de benceno-hexano en la proporcién 4:1 en volu-
men, del que se hacen pasar por la columna 26 ml. La velocidad
de salida se regula con la llave, manténiendo un flujo de 0,5 &
1 ml por minute, recogiendo el liquido en un matraz cénico
de boca estrecha

Terminado el desarrolle, con una alimina de grado IV que
es la apropiada, el amarillo Sudan habra sido eliminado total-
mente de la columna, quedando retenidos los otros dos que apa-
recerdn en dos bandas: Una inferior roja, correspondiente al
rojo Sudan v otra superior amariila correspondiente al amino-
azo-benceno. Una situacién distinta de estos colorantes debera
interpretarse como un grado de actividad mayor o menor del
producto, reguiriendo el ajuste de su contenido en agua de la
forma conveniente.

48.8.2. Preparactén de la alumina.

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

Efectuado esto, si se dispone de una partida relativamente
importante de alumina, es conveniente determinar su humedad,
siguiendo la metddica que se describe en 4.8.3, conocido este
dato, en operaciones sucesivas, bastara con determinar la hu-
medad de la alamina, calculando la ¢antidad de agua que hay
que afiadir para obtener su producto de activided IV.

Para incorporar a la alimina una determinada cantidad de
agua, se precedera de la forma siguiente: Introducir la alimina
pesada en un matraz o frasco con tapdn esmerilado con una
capacidad aproximadamente ¢l doble del volumen de alumina.
Agregar el peso calculado de agua destilada, tapar el recipiente
y agitar hasta conseguir la homogeneizacién del producte. Man-
tener el frasco cerrado durante 48 horas como minimo. agitan-

. dolo durante este tiempo unas 10 6 12 veces por lo menos. Des-

pués de este tratamiento la alumina debe estar lista para su
utilizacion. .

48‘8‘3.1 Determinacién de la humedad de la alumina.

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

Previamente 1a capsula vacia se habrad calentado en el horno
a 800° C, durante media hora comc minime; y el pesasustancias,
en una estufa de aire a 105° C, durante una hora, dejandolos
enfriar en el desecador. Las piezas asf desecadas se peésaran
vacias.

(Py — Po! 100 -
P

Porcentaje de humedad de la alumina =

siendo:

P; = peso de la cépsula y el pesasustancias con la alimina.
Po = peso de la capsula y el pesasustancias con la alumina,
una vez desecada,
P = peso exacto de la muesira de aliimina.

48.7. Referencias.

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




B. O. del E—Num. 207

26 agosto 1979

20233

ANEJO I
METODOS DE ANALISIS DE PRODUCTOS CARNICOS

1. PREPARACION DE LA MUESTRA PARA EL ANALISIS

1.1. Principio.

Las operaciones descritas a continuacién tienen por finali-
dad conseguir una muestra para el analisis lo mas homogénea
posible. Por elio, toda simpiificacién o tratamiento insuficiente
en esta operaaén puede conducir & unos resultados queg no
sean representativos.

1.2. Material y aparatos.

1.2.1. Cuchillo. ”

1.2.2. Trituradoras electncas de distinto grado de finura en
el picado.

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

pacio, boca ancha y tapon esmerilado,
1.2.4. Capsulas de porcelana de 20 cm de diametro.

1.3. Procedimiento.’

Tomat una muestra representativa de 200 g.
Quitar la piel si la tuviere (embutidos, efc.).
Partirla con cuchiilo en rodajas o trozos de 0,5-1 cm.
Cortar los trozos en pequeﬂos cubos.
Pasarlos vérias veces por trituradora hasta conseguir
una mazcla homogénea. N
1.3.6. La muestra, bien homogeneizada debe guardarse in-
meditamente en los frascos, limpios y secos, de forma que
queden llenos, para prevenir pérdidas de humedad.
1.27. Conservarlos en refrigeracién de forma que evite su
deteriore y cualquier cambio en su composicién.
138 Tomar las muestras para las diferentes determinacio-
nes a ser posible dentro de las 24 horas siguientes.

AN
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2. ALMIDON
fMétodo cualitativo)
2.1. Principio.
El almidén reacciona con el icdo dando coloracidn azul.
2.2,
2.2.1, Erlenmeyer de 150 ml de capacidad.

© 222, Frasco cuentagotas,
2.2.3, Pipeta de 10 ml de capacidad.

Material y aparatos.

2.3. Reactivos.
2.3.1. Soluci6n iodo-iodurada:

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

2.4.
2.4.1.

Prgcedimiento.
Preparacién de la muestra:
Como en el método 1.

2.4.2. Valoracitn:

Introducir 10 g de la muestra preparada como 2.4.1 en un
Erlenmeyer de 150 mi. Anadir 40 ml de agua destilada. Hervir
durante, 5 minutos. Iranscurrido esie tiempo enfriar extegior-
mente el matraz en corrieate de agua fria.

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

2.5. Interpretacién de resultados.

En presencia de almidén aparecera una coloraciéon azul-
negra.

"s. ALMIDON

- .
(Método cuantitativo)

3.1. Principio.
Extraccion de azucares simples con etanol caliente 80 por 100,
permaneciendo el almidén.—E] residuo de almidin se solubiliza
“con Acido perclérico diluido, y medida a 830 nm del color des-
arrollado al calentarlo con el reactivo antrona-sulfurico.

3.2. Material v aparatos. .

Balanza analitica. .

Matraces aforados de 100 ml y 200 ml,

Tubos de centrifuga, cénicos, de 100 ml.
- Pipetas graduadas de 1¢ ml, 25 ml, 5 ml y 2 ml.

.

Centrifuga de 2.500 r. p, m,
Baifio de agua.

09 00t 0 G
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3.2.7. Bano de agua termostatable hasta 25° C,

3.2.8. Probeta graduada de 25 ml.

3.2.9. Papel de filiro Whatman nimero 12, ¢ equivalente,
3.2.10. Espectrofotémetro capez de lecturas de. 830 nm.

3.3. Reactivos. .

3.3.1. Disolucion de acido sulfunco antrona.—Disolver 0,2 g

de antrona en 100 ml de H;50,. El recativo sirve para 3-4 dias
conservandolo a 0° C.
3.3.2, Glucosa patrén.—Disolver 0 1 g de glucosa "anhidrica
en 100 ml de agua.
Acido perclorico al 52 por 100.
Etanol al 80 por 100.
Etanol puro.
Eter de petréleo.
Disclucién etanol- éter de petrdlec (1/3)

’

3
4
.5,
6
7

Wi
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v/v),
3.4. Procedimiento. s

3.4.1. Extraccion de azucar y de grasa.—Pesar 2 g de carne
triturada preparada como en el método 1 en un tubo centrifugo
cénico av 100 ml. Anadir 25 ml de disclucién etanol-éter dc pe-
troleo (1-3), tapar con tapodn, agitar vigorosamente y centrifugar
a 2,500 r. p. m., durante 5 minutes. Decantar y dejar a un
lado la disolucién etanol-éter de petrdleo. Afiadir 10 ml de etanol
caliente al 80 por 100, agitar y centrifugar a 2.500 r. p, m. du-
rante 5 minutos. Dejar a un lado la disolucién alcohdlica y
repetir la extraccion alcoholica con etanol caliente, .

3.4.2, Extraccién de almidén.—Anadir 5 m} de agusa al resi-
duo y remover. Afadir 6,5 ml de¢ disolucién de acido perclorico
diluide (52 por 100); remover o agitar durante 5 minutos.
Dejar reposar durante 15 minutos. Afiadir 20 ml de agua
y centrifugar durante 5 minutos. Verter la disolucién de al-
midon en un frasce volumétrico de 100 ml. Anadir 8,5 ml de
disolucién de acide percldrico (52 por 100) y remover. Dejar re-
posar durante treinta minutos, Remover y lavar el contsnido
entero del tubo en el frasco volumeétrico que contiene el primer
extracto. Llevar a volumen y filtrar por papel filtro (3.2.9).

3.4.3. Determinaciéon de almidén.—Diluir 5 ml de disolucién
de almidén filtrada en 200 m! con agua destilada, Pipetear 5 ml
de dicha cisolucidén en un tube, enfriar en bano de Maria y anadir
10 ml de antrona reactive (3.3.1). Mezclar completamente y ca-
lentar durante 7,5 minutos a 100° C. Quitar el tubo del bafio,
enfriar con rapidez a 25°C y determinar la absorbancia a
630 mm. E} color permanece fijo durante treinta minutos.

3.5. Cdiculos

3.5.1. Curva patrdn de glitosa.—Diluir 1, 2, 5 v 10 m! de 3.3.2
hasta 100 ml con agua destilada. A partir de las lecturas obte-
nidas, dibujar la curva patrén.

3.5.2. Contenido en almidén de ia muestra:

% glucosa

0,04 » ng de glucosa leidos en la curva patrdn.
% almidon .

1,06 - % glucosa.

3.6. Observaciones,

3.8.1. Teniendo en cuenta que el carragenato se determina
como almidén, se debera deducir del valor obtenido de almidén
el correspondiente de carragenato.

3.8.2. En los productos que declaren contener carragenato
y hasta que nc exista técnica oficial para su determinacién
cuantitativa, se permitird una tolerancia de! 1,4 por 100 en el
valor obtenido de almidon.

3.7. Bibliografia

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

4. CONSERVADORES
(Por cromatografia en capa final
4.1,

Extr‘qccnon de los conservadores por medio de una mezcla
de éter'y éter de petréleo y posterior xdentlfxcacwn por croma-
tografia en capa fina.

Principio,

4.2, Mafterial ¥ aparatos.

4.2.1. Homogeneizador.

4.2.2. Matraces. ’

423 Erlenmeyer de 25 y 250 ml.

4.2.4. Refrigerantes de reflujo.

4.2 5 Filiro Biichner y papc. de filtro de filtracién rapida.
4.2.6. Embudos y papel de filtro plegados.

4.2.7. Ampoila de decantacion de 13C y 250 ml,
4.2.8. Capsulas de porcelana de fondo plano.

4.2 9. Tubos pequenos de cristal con tapén.

4.2.10. Material! para cromatografia en capa fina:
— Cubreta. .

— Micropipetas.
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~ Secador.

— Fuente de ultravioleta.

— Placas de poliamida (20 X 20) ¢on soporte de aluminio y
revelador de flucrescencia incorporado tipo F-254 Merck,
o equivalente,

4.3. Reactivos.

4.3.1. Aoluxién acuosa de acido sulfarico al 16 por 100 (v/v).
4.3.2. Reactivo de Carrez (para defecacién).

4321 Solucién acuosa de ferrocianuro potdsico al 15 por
100 (p/v). -

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

4.3.3. Cloruro sodico.

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

4.3.5. Soluciétn acuosa saturada de cloruro sédico.

4.38. Sulfdato de sodio anhidro.

4.3.7. Scluciones testigo conteniendo 3 g/1 en la mezcla a

part'eé iguales de éter y éter de petrdleo de los siguientes con-
servadores: . '

Acido salicilico.

2. Acido benzoico.

3. Acido clorobenzoico.

4, Acido parahidroxibenzoico.

5. Ester etilico del acido parahidroxibenzoico.
8. Acido sirbico.

Eluyentes:

3 Mezcla de n-pentano, n-hexano, 4cido acético (10,
10, 3).

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

4.4. Procedimiento.

4.4.1. Extraccidn de los conservadores,

Tomar aproximadamente 50 g de la muestra preparada como
en el métedo 1 y transvasarla a un matraz Erlenmeyer de 250 mi.
Anadir 15 ml de solucién de acido sulfurice al 10 por 100 ditui-
dog en 60 ml de agua hirviendo. Adadir 10 ml de solucidn de
ferrocianuro potasico y agitar; 10 ml de solucion de acetato de
cinc y agitar.

Adaptar el refrigerante de refiujo. Someter la mezcla duran-
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te treinta minutos a ebullicién bajo un ligero reflujo. Filtrar
rap.damente en caliente sobre un disco de papel de filtro mo-
jado colocade sobre un embudo. El filtrado queda generalmente
turbio. Arnadir 2 ml de ferrocianuro potasico vy agitar 2 m! de
solucién de acetato de cinc y agitar. Afiadir 20 g, aproximada-
mente, de cloruro sédico. Filtrar en caliente (aproximadamente
a 80°C) sobre filtro plegado, moiado, de forma que se-retengan
las grasas. Enfriar e! filtrado. Trasvasar el filtrado a un embu-
do de decantacitn de 250 ml. Extraer log conservadores de la
fase acuosa por medio de tres lavados con 20 ml de mezcla éter
y éter de petréleo agitando suavemente durante 10 minutos,
aproximadamente, para evitar la formacién de una.emulsion.
Reunir los tres extractos etéreos y eliminar la fase acuosa. Lavar
dos veces la fase etérea con 20 ml de solucién saturada de clo-
ruro sddico para romper las emulsiones que eventualmente ha-
yvan podido formarse y dos veces con 20 ml de agua destilada.
Transvasar la sclucién etérea a un matraz de 250 ml en el cual
se haya puesto en el fondo un gramo de sulfato sédico anhidro.
Tras deiarlc durante alguncs mirutos en contacto, transvasarlo
a una pequefia cidpsula de porcelana de fondo p'ano. Evaporar
el disclvente a temperatura ambiente (no calentar para evitar
la pérd‘da de acido benzoice). Redisolver el depésito de la cap-
sula con algunas gotas de mezcla de éter y éter de petréleo.
Lavar la capsula dos o tres veces con el mismo disolvente para
gbfe-ner 1un extracto de un volumen total, aproximadamente,
e 0,5 ml. "

4.4.2 Preparacién del cromatograma.

Depositar las soluciones separadas sobre la placa de polia-
mida a 1 cm del borde por medio de una micropipeta (el dia-
meiro de las manchas no debe ser mayor de 1 a 2 mm), Aplicar
de la misma forma las soluciones testigo para comparar, una
vez desarrcllado €] cromatograma, con las muestras problema,
lo cual nos evita medir los Rf, Colocar la placa en la cubeta.
Eluir hasta que el frente del siuyente haya recorrido los dos
tercios de la placa. Sacar la placa ~ secar, '

~  4.5. Interpretacién de resultados.
4.51. E! Acido salicilico ha sido escogido como sustancia

‘ de referencia, por producir fluorescencia azul de las manchas

que sa obtienen en los cromatogramas cuando éstos sé ponen
bejo luz ultravioleta, por lo cual pueden ser identificados facil
y rapidamente, bien por medida de sus Rf o bien por compa-
racién con las manchas producidas por las soluciones testigo.

452 Rf de los conservadores,

A £
Acldo Ester etflico )
p-hidroxi- del acido Acido Acido Acido Acido
benzoico p-hidroxi- salicilica clorobenzoico benzoico sorbico
benzoico
Eluyente 1 ... .. \ e e ten ere vee et s 0,05 0,21 0,48 0,75 0,86 0,94
Eluyente 2 ... ... ... .. s ir ven o s 0,10 0,56 0,25 0,54 0,70 0,82
el -
5. NITROGENO TOTAL Disolver 2 g d® rojo de metilo y 1 g de azul de metilenc en
1.000 m! de etanol al 85 por 100 {v/v). Este indicador vira de
5.1. Principio. . . vicleta a verde & pH 3,4. Conservarlo en frasco topacio.

Atague del producte por acido sulfurico concentrado, cata-
lizado con sulfato de cobre y selenio. en el cual se tvensforma
el nitrogeno organico en iones amonlo, due en medlo fuerte-
mente basico, permite la destilacién del amoniacy, que es re-
cogido sobre acido bdérico. La posterior valeracion con éacide
clorhidrico permite el cdlculo de la cantidad inicialmente pre-
sente de nitrégenc en la muestra.

5.2. Material y aparatos.

5.2.1 Balanza analitica.

5.2.2. Bateria calefactora.

5.2.3  Probetas de 50 mlL

5.2.4, Matraces Kjeldahl de 800 ml.

5.2.5 Embudos de vastago largo.

5.2.6. Embudos de 8 cm. de diametro.

5.2.7. Apareto de destilacion.

5.2.8. Erlenmeyer de 20¢ ml.

5.2.8. Bureta con divisiones de 0,1 ml

§.2.10. Frascos de 250 ml de boca ancha con rosca.
5.3. Reactivos.

5.3.1. Sulfato de cobre.

5.3.2. Sulfato potasico. .

5.3.3. Acido sulfiirico concentrado, d = 1,84.
5.3.4. Selenic en polvo. ° i

535 Solucién de hidroxido sédico al 40 por 100,
5.3.8. Solucion de acido bérigo vl 4 por 100.
§37. Acido clorhidrico 0,1 N.

5.3.8. Indicador,

5.3.9. Piedra podmez.

5.4. Procedimiento. h

Pesar, con precisién de 0,1 mg, 1-3 g de ld muestra, segun
contenido, preparada segun el método 1. Llever la muestra pe-
sada al matraz Kjeldahl. e introducir sucesivamente unos gra-
nos de piedra pémez, ‘15 g de sulfato potdsico, 0.5 g de sulfato
de cobre, v una punta de espatula de selenio en polvo. Agre.
gar 25 ml de acido sulfarico, mezclar suavementie por rotacién
y colocar el matraz en una bateria calefactora. poniéndo un
embudo adecuado (52.5) en la boc¢a. Calentar suavemente al
principio, v cuando el conjunto adquiere una cierta decolora-
cién aumentar la intensidad de calefaccidn. Agitar de vez
en cuando con suavidad por rotaciéon. Una vez que el liquido
queda transparente, con una coloracién ezul verdosa, prolon-
gar la ebullicién al menos hora y media. Dejar enfriar "hasta
temperatura ambiente y afiadir con precaucién 100 ml de agua,
disalviendo por rotecién suave el sulfato potasico cristalizado.

En un Erlenmeyer de 206 ml poner 25 ml de &cido, bérico
al 4 por 100 y una3d gotas de indicador (5.3.8). Introducir hasta
el fondo en el Erlenmeyer la alargadera del aparato de desti-
lacién, Colocar el matraz en el aparato de destilacién, ajustan-
dolo bien, poniendo un poco de grasa en los esmerilados. Agre-
gar, por el depésito superior, otros 100 ml de agua y 100 ml
de disolucién de- hidréxide sddico al 40 por 100. Calentar sua-
vemente hasta ebullicién. A

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

Retirar el Erlenmeyer, lavar la alargadera y el interior del
refrigerante, recogiendo sobre el destilado lds aguas de lavadq.
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Valorar hasta la coloracién original, violeta, con, écido clor-
hidrico 0,1 N. Efectuar una prueba en blanco, utilizando 5 ml
de agua destilada en vez de.la muestra, siguiendo todo. el
procedimiento. )

5.5. Cdlculo.
A 0,14 f (V; —Vy)
Porcentaje N total =
p A
Porcentaje proteina total == 8,25 . porcentaje N total
Siendo:
f = factor del clorhidrico. N
Vi = volumen en ml de écido clorhidrico gastado en la valo-

racion. .

V; = volumen en ml ds acido clorhidrico
yo en blanco,

P = peso en gramos de 1a muestra. .

gastado en el ensa-

5.6. Referencias.

1. Norma internacional 1SO R-g37.
8. CENIZAS

6.1. Principio.

Adicién de solucién de acetato de magneslo, desecacién en
bafio de agua o bafio de arena, Incineracién en un horno a
550°C y nosterior determinacién de la muasa del  residuo, te-
niendo en cuenta la cantidad de 6xido de magnesio proveniente
de la adicion de la solucién de acetato de magnesio utilizada
en primer lugar.

8.2, Material y aparatos.

6.2.1. Capsulas de porcelana de cuarzo o platino, con fondo
plano, de aproximadamente 15 ‘¢m? de superficie y 25 mm de
altura, de naredes ligeramente inclinadas.

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

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

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

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

6.2.6. Balanza analitica.

6.2.7. Pinzas adecuadas pare €l manejo de las capsulas.

8.3. Reactivos.

8.3.1. Solucién de acetato mapnésico, que contenga 150.g/1.
Pesar 15 g del reactivo anhidro o 25 g del tetrahidrato y llevar-
los, una. vez disueltos, a un matraz de 100 ml; enrasar.

8.4. Procedimiento. -

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

Introducir en la cdpsula un peso P de muestra, aproximada-
mente 5 g, preparade segin el método 1 y pesada con una
precisiéon de 0,1 mg. Anadir 1 ml de la disolucién de acetato
magnésico (6.3.1) uniformemente. Colocar la capsula en un barfio
de arena, o placa calefactora, hasta conseguir la carbonizacién
de la muestra, prestando mucha atencién a las - osibles proyec-
ciones. Transferir la capsula al horno de mufla que debe quedar
estabilizado a 550° C por espacio de, 31 menos, 1 hora. Si no
alcanzan el grado de blancura deseado, debe sacarse la capsula,
dejarla enfrier y anadir unos mililitros (24} de agua destilada
Evaporar el agua en bafio de arena. Introducir de nuevo la
capsula en e: horno de mufla por espacio de 30 minutos y re-
petir las operaciones anteriores si es necesario, hasta conseguir
unas cenizas blancas o ligeramente grises, Sacarlas del horno
e introducirlas en el desecador durante 30 minutos. -

Pesar con precisién de 0,1 mg.

Efectuar dos determinaciones sobre la misma muestra.

v

8.5. Cdlculos.

100

Porcentaje cenizas.= (Mg— Mo — My} ¢ ——mMm8 ——
M; —vio

Siendo:

Mo = masa, en gramos, de la capsula.

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

M; = masa, en gramos, de la cipsula y el residuo después de
incineracién. - . :

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

8.8. ObServaciones,

6.6.1. La diferencia entre dos determinaciones sobre lg mis-
ma muestra, realizadas simultdneamente o rapidamente una
después de otra por el mismo analista, no debe ser superior &
0,10 g por 100 g de muestra. .
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8.7. Referencias.
1. Norma internacjonal ISO R-938.
7. FOSFORO
7.1, Principio. '

~

_Transformacién en acido pirofosférico, posterior hidrolisis del
mismo y medida del color producide al afiadirle el reactivo
molibdato-vanadato.

7.2. Material y aparatos.

1. Matraces aforados de 1.000, 250 y 100 m).
.2, Pipetas de 10, 20 y 50 ml.

.3. Matraces Kieldahl de 500 u 800 ml. ,
4. Balanza analitica.

5,

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

7.3.2. Solucién de molibdato aménico.—Disclver 100 g de
molibdato aménico en 560 ml de agua a 50° C, Después de re-
frigeracién aifiadir con precaucién 100 ml de #écido sulfarico
concentrado. Después de enfriar diluir hasta 1,000 ml.

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

7.3.4. Acido nitrico concentrado.

7.3.5. Acido sulfirico concentrado,
7.3.8. Acido sulfurico diluido 1: 10.
7.3.7. Selemo en polvo.

7.3.8. Agua oxigenada de 20 volimenes,
7.3.8. Fosfaio monopotasico.

7.4, Procedimiento.
7.4.1. Apalisis de la muestra:

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

7.4.2, Preparacion de la curva patrén.

Disolver 4,393 g de fosfato monopotasico, previamente secado
sobre Acido sulfurico concentrado, en 1.000 ml de agua. La-
solucion contiene un mg de P por ml. Las soluciones patron
conteniendo de 1 a 45 png de P por ml se preparan- trasvasando
con la pipeta la cantidad deseada de soluciéon P en un vaso
volumeétrico de 100 ml, afadiendo 20 ml de Acido sulfirico di-
luido y 20 ml de reactivo de molibdato-vanadato ¥y completando
hasta el trazo de calibrado con agua destilada. Al términc de
1g minutos se mide la absorcién de la solucién (en una cubeta
de 1 cm de paso) a 438 nin contra una solucidn testigo, sirvién-
dose de un espectrofotémetro. Trazar la curva patrén.

7.5. Cdlculo.

Calcular el contenido en fosforo total, expresado en porcen-
taje de P,Os; a partir de la lectura en el espectrofotémetiro y
con ayuda de la curva patron.

A

400 + M
Porcentaje P;Os = 2,29 - porcentaje P

Porcentaje P =

Siendo:

A = pg de fésforo leidos en la curva,
M = peso, en g, de la muestra.

7.8. Bibliografia. ‘
Pulls, G. (1981} Landwirtschaftliche Fonschung, 14, 38-39.
8. CLURUROS

8.1. Principio.

Extraccién de los cloruros del producto picado con agua
caliente y alcohol v posterior determinacitén por el método Cer-
pentier-Vohlard.
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8.2. Material vy aparatos.

8.2.1. Papel de filtro. - Ve )

g8.2.2. Embudos.

8.2.3. Matraces aforados de 250 y 200 ml.

82.4. Erlenmeyer de 150 y 250 ml. : .

8.2.5. Pipetas de 5 ml, .

8.2.8. Bureta con divisiones de 0,1 ml. )

8.2.7. Balanza analitica. .

8.2.8. Placa calefactora. ] .

8.2,9. Agitador magnético con calefaccion. N

3.2°10. Agitador de iman-tefién.

8.2.11. Vasos de precipitado de 500 ml. -

8.2.12. Centrifuga provista de tubos de al menos 100 ml - de
capacidad. ~ ) ’

8.3. Heactivos.

8.3.1. Soluci6n titulada de nitrato de plata 0,1 N.

8.3.2. Solucién de acido nitrico concentrado d = 1,83,

8.3.3. Solucién acuosa de sulfato férrico amonice (alumbre
férrico) al 4 por 100. . . .

8.3.4. Nitrobenceno. .

8.3.5. Solucién titulada de sulfoci?nuro potasico o amodnice
01N,

8.3.6. Solucién de alcohol etilico al 40 por 100,

8.3.7. Reactivo de Carrez. ; -

8.3.7.1. Solucién acuosa de ferrocianuro potasico-al 15 por 100.

8.3.7.2. Solucidn acuosa de acetato de cinc al 30 por 100.

8.4. Pracedimiento.

841, ?reparacidn del extracto.

Pesar, con precisién de 1 mg, un’' peso P (alrededor de. 10 g)
de la muestra preparada segin ¢l método 1, introduciéndola en
un Erlenmeyer de 250 ml. Anadir 150 m] de alcohol al 40 por 100.
Poner en el agitador y calentar suavemente. Prolongar la agi-

tacién durante una hora al menos. Transvasar a& un mairaz

aforado de 250 ml con alcohol de 40 por 100 a través de un
embudo y una varilla. Afadir consecutivamente 5 ml de cada
uno de ics reactivos de Carrez y enrasar. Agitar y dejar 10 mi-
nutos en reposo, Centrifugar 5 minutos a 2.000 r. ;1) m. Separar
ia grasa que sobrenade con ayuda de una espatula. Filtrar en
un matraz aforado de 200 ml hasta el enrase. Verter el conte-
nido del matraz en un vaso de 500 m!, lavando con una pe-
quefia porcion de agua. Este liquido de lavedo se une al inicial
en el vaso, Colocar en una placa y evaporar el liquido hasta
1060 m] aproximadamente para eliminar el alcohol. Dejar enfriar
y llevar el liquido de nuevo al matraz de 200 ml y enrasar con
agua.

8.4.2. Introducir en un erlenmeyer de 250 ml y agitando
suavemente entre adicién y adicidn: 10 ml exactamente medidos
de solucién 0,1 N de nitrato de ,plata. 1 ml de solucién de
acido nitrico concentrado. 1 ml] de solucién de sulfato férrico
aménice al 4 por 100. 10 ml del extracto problema. 50 m! de
agua destilada.

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

8.5 Cdlculos.

El tanto por ciento de cloruros presen'tes en la muestra, ex-

presado en cloruro sédico. viene dado por la formula:

) . 14,825 (10 — n)
Porcgnt.aje ClINa = — >

‘

Siendo: ' T

P = peso, en g, de la muestra de la gue se ha obtenidd el
extracto. .
n = volumen, en ml, de la sojucion de sulfocianuro gastados
en la valoracién. :

8. GRASA

9.1. Principio.

Extraccién de la grasa de la muestra previamente hidrolizada
y desecada, por medio de hexano o éter de petréleo, Elimina-
cion del disolvents por evaporacidn, .desecacién del residuo y
posterior pesada después de enfriar.

9.2. Material y aparatos.

9.2.1.  Erlenmeyer de 500 ml.

9.2.2. Vidrios de reloj.

9.2.3. Placa calefactora.

9.2.4. Papel de filtro Albet 242 @ o similar.

9.2.5. Embudos.

9.2.6. Extractor Soxhlet.

9.2.7. Estufa eléctrica. _

9.28. Balanza analitica.
. 9.29. Desecador provisto dé un deshidratante eficaz (gel de
silice) con indicador de humedad,. :
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9.3. Reactivos.

9.3.1. n-hexano o éter de petréleo con un intervalo de punto
de ebullicién 40-80° C e indice de bromo inferiér a 1, o éter eti-
lico anhidro exento de peroéxidos.

5.3.2. Piedra pémez. -

9.3.3. Acido clorhidrico 3 N.

9.4. Procedimiento.

Pesar. con aproximacion de 1 mg, 2,5 g de muestra preparada
como en el métado 1 e introducirlos en un Erlenmeyer de 500 ml.
Afadir 100 ml de acido clorhidrico 3 N (9.3.4) v unos trozos de
piedra pémez. Cubrir la hoca del Erlenmeyer con un vidrio de

-relof, ¥ someter la mezcla a una ebullicién suave sn la placa
calefactora durante.1 hora. Enfriar y filtrar sobre doble filtro
-avitando cualquier paso de materia grasa al filtrado. Lavar el
residuo con agua fria hasta desaparicién de la reaccién Aacida.
Verificar que en el filjrado no existe materia grasa. ~

Colocar los papeles da filtro conteniendo el residuo sobre un

vidrio de reloj v desecarlos durante hora y media en la estufa
a 95-98° C. Una vez seco el conjunto, introducirle en el cartucho
de exiraccion, extrayendo con el Soxhlet con éter etilico duran-
te 8 horas, regulando la ebullicién de forma que se produzcan
15 sifonadas al menos en cada hora. Eliminar el disolvente en
el rotavapor y eliminar el resto del disolvente en la estufa du-
rante hora y media & 75° C. Enfriar el matraz con la grasa en
desecador, matraz que previamente fue tarade, y pesar cuande
se alcanza la temperatura ambiente.

. Repetir el calentamiento y la pesada hasta que la diferencia
entre dos ¢onsecutivas sea menor de 5 mg.

* 9.5 Cd-lculos.

Expresar el resultado, en porcentaje de peso:

P —P
Porcentaje grasa = ———— x 100 -
s N PI’
Siendo:
P = peso, en g, del matraz.
P’ = peso, en g, del matraz con la grasa.

P” = peso, en g, de la nfuestra.

9.68. Referencias.

1. Norma ISO-1443.
10. HUMEDAD
10.1. Principio.

.o

Formaciéon de una pasta con gyuda de arena y etanol, que
es sometiga primeramente a un presecado en bafo de Maria y a
continuacién secada a 102 + 2°C hasta obtener un peso cons-
tante. )

10.2. Material vy aparatos.
10.2.1. Balanza analitica.
10.2.2. Capsulas de acero inoxidable con tapa de 80 mm de

diametro y 25 mm de altura.

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

b 10.2.4. Desecador proviste de un deshidratante eficaz (gel de

silice con indicador de humedad).

10.2.5. Bario de agua. . -

10.2.8. Estufa elécirica regulada a 102 £2°C.

10.3. Reactivos. -

10.3.1. Arena de mar lavada a los acidos, cuya gramuiometria

. esté comprendida entre 0,25 ¥ 1,4 mm.
10.3.2.. Etancl del 95 por 100 en volumen coma minimo.

10.4.. Procedimiento.

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

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

Introducir en dicha.capsula un peso de muestra preparada
seglin el método 1 aproximadamente 5 g v pesar de nuevo con
aproximacion de 0,1 mg.

Aftadir a la capsula 5 m!l de etanol (10.3.2) y remover la mez-
cla con la varilla de vidrio. Colocar la cdpsula al bafio de agua
regulandolo a una temperatura comprendida entre 80 y 80° C para
evitar tas posibles proyecciones, mantener el calentamientg hasta
que el alcohol se evapore. Secar la muestra durante cuatro ho-
ras en la estufa a 102 + 2° C, Hetirar la capsula de la estufa
-¥ colocar en el desecador, hasta que alcance la temperatura
ambiente. Pesar con aproximacién de 0,1 mg. :

Repetir las operaciones de secado hasta peso constante,

Efectuar por le menos dos determinaciones sgbre la misma

muestra.
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10.5. Cadlculos.
o : , - 100
Porcentaje humedad = (M;— My} ————u
) M; — Mo
Siendo: :
Mo =.masa, en g, de 1a capsuls, la varilla v la arena.
M; = masa, en g, de la capsula, ia variilla, 1a arena y la
muestra antes del desecado. -

Mz = masa, en g, de la cédpsule, la varilla, la arena y 1
- muestra después del desecado.

10.8. Observaciones.

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

10.7. . Referencias.
1.. Norma internacional 1SO R-1442.
11.7 AiUCAHFS TOTALES, REDUCTORES Y LACTOSA
’ N (Método de Luff-Schoorl)
11.1. };rincipio. ’

Los azucares se disuelven en etanol diluido o bien en agua
vy después de la eliminacidon del alcohol se valoran por el mé-
todo de Luff-Schoorl antes y después de la inversion. :

-

11.2. Material vy aparatos. -

11.2.1. PBipetas de 1,-2. 5 10, 25 ml.

11.2.2. Probetas de 50 ml. - -

11.2.3. Matraces Erlenmeyer de cuello esmerilado de 300 ml.
11.2.4, Bureta con divisiones de 9,1 ml.

11.2.5. Refrigerantes de reflujo. ’ -

1i.2.6. Bafo de arena,

11.2.7. Baho de ggua.

11.3. Reactivos.

11.3.1, Etanol diluido al 40 por 100 (vyv} d 20°C =~ 0,848 lle-

vado s punto de viraje con fenolftaleina en una parte alicuota.

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

11.3.5. Hidréxido sédico 0,125 N, -

11.3.6. Reactivo de Luff-Schoorl.

11.3.6.1. Solicién A.—50 g de acido citrico en 500 ml de agua.
11.3.6.2, Solucién B.—Disolver 1438 g de carbonato de sodio

anhidro en 300 ml de agua caliente, dejando enfriar.

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

Mezclar cuidadosamente la solucion A con la B, aiadiendo
- también con suave agitacién la solucién C, aforando el conjunto
a 1.000 ml. Dejar reposar una noche y filtrar. El pH de la solu-
cién debe ser alrededor de 9.4, ;

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

11.8.7. Solucion de tiosulfato sodico 0,1 N con factor exacta-
mente calculado. - .

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

11.3.9. Acido sulfarico 6 N.

i1.3.i0. Granulos de piedra pémez.

11.3.11, Solucién hidroglicérida de invertasa,
2.750 unidades/ml. . p

11.3.12. Suspensién de levadura {Saccharomyces cerevisiae)
25 g de dicha levadura fresca en 100 ml de agua. Esta solucién
se conserva como mAximQ una semana en el réfrigerador.

11.3.13, Soluciones de defecacitn,. ! :

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

11.3.13.2. Carrez II.—Disolver en 50 ml de agua 10,6 g de fe-

Pl

conteniendo

rrocianurg potésico Fe(CN)¢K,.3H;O completando & 100 ml con

agua destilada. .
11.3.14. Iscpentanol como antiespumante (opcionall.

11.4. Procedimiento.
11.4.1. - Preparacién del extracto.
Como en 8.4.1, ~

11.4.2. Valoracién de azucares reductores,

. Tomar con una pipeta una cantidad del extracto no superior
& 25 ml y que contenga menos de 60 mg de azicares reductores

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

Los resultados se expresan en glucosa por ciento.

11.43.
5ion,

Valoracién de azucares totales, después de ia inver-

Se pueden seguir dos métodos:

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

Tomar una cantidad no superior a 25 ml que contenga menos
de 80 mg de azucares totales, expresados en gluccsa, como en
el apartado 11.4.2, determinandose el porcentaje de azucares
reductores segun el método de Luff-Schoorl, que se expresa en
azucar invertide o bien en sacarosa, multiplicapdo el valor ob-
tenido por el factor 0,05.

11.4.3.2, Msétodo enzimatico.—Tomar 50 mi del extracto corres-
pondiente en un matraz de 100 ml aforado, afiadir 2 ml de so-
lucién hidreglicérida de invertasa y dejar reposar uha hora
a 50"]C.en estufa. Enfriar a 20°C enrasando exactamente a
100 ml.

. Tomar una cantidad ‘no superior a 25 ml y proseguir como

en los casos anteriores y con las mismas especificaciones.

11.4.4. Valoracién de lactosa.

.. Tomar en un matraz aforado de 100 ml, 50 ml del extracto
correspondiente. Afiadir 5 ml de suspension de levadura (11.3.12),
homogeneizar y dejar durante 2 horas en un bano a 39° C.
Enfriar a 20° C. Anadir 2,5 ml de solucién Carrez I (11.3.13.1) y
agitar, abadir 2,5 ml de solucién Carrez 11 (11.3.13.2) y agitar
de nuevo. Completar el volumen a 100 ml, mezclar y filtrar,
Tomar 25 ml de filirado corno maximo, y con un contenide en
lactosa entre-40 y 80 mg, introducirlos en un Erlenmeydr de
300 ml.

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

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

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

114.5. Valoracién segiun el meétodo de Luff-Schoorl,

Toman con la pipeta 25 ml exactos del reactivo de Luff-
Schoorl y verterlos en un Erlenmeyer de 300 ml sobre las co-
rrespondientes alicuotas de azicares, afiadir unos gramos de
piedra pomez y calentar en tela metalica con mechero fuerte
de- manera que hierva dos minutos aproximadamente, llevar el
Erlenmeyer a un bafic de arena previamente calentado de forma
que se caliente inicamente el fondo del recipiente, adaptandose
un refrigerante de reflujo y manteniendo la ebullicion durante
10 minutos exactos. ]

Enfriar réapidamente, y valorar a los 5 minutos, afiadiendo
3 g de ioduro potasico disuelto en 2 ml do agua, ¥ lentamente
para evitar las proyecciones, 25 m} de acido sulftrico 8N, va-
lorando el iodo puesto en liberiad con tiosulfate 0,+N, hasta
obtener un color amarillo débil, afadir el indicador de almi-
dén (11.3.8) y terminar la valoracién hasta decoloracion.

Efectuar una valoracion analoga en blanco, mezclande 25 mi
del reactivo de Luff-Schoorl con 25 ‘ml de agua, sin previa
ebullicién, y con la adicién de icdure potésico y sulfurigo 8 N

11.5. Cdiculos.

Con la ayuda de la tabla 1 determinar la cantidad de
azicar en mg correspondiente a la diferencia entre los voli-
menes de tiosulfato en ml consumidos en la vdloracion en

. blanco y problema.

~ Sean a los mg de azicares correspondientes:
25 - a

Porcerttaje azucares =
P.-V

Siendo:

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

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

11.8.1, Los resultados obtenidos para azicares totales rea-
lizande lgs dos tipos de inversién son semejantes. Pero si el
analisis no se realiza con frecuencia, es preferible el método
quimico, por el posible deteriore de la invertasa y su alto

11.6.2. La diferencia entre el porcentaje de azucares totales
y el de azucares reductores, multiplicado por 0,85 da el con-
tenidc en sacarcsa de la muestra.

11.8.3. El contenido-en azucares reductores, exceptuando, la
lactosa se obtiene multiplicande el valor de ésta, obtenido
segun (11.4.4}, por 0,675 y vestando este resultado del contenide
en azlcares reductores totales,

precio.
. TABLA 1
Para 25 mi de reactivo Luff-Schoorl
Na,5,0, Glucosa, fructosa * Lactosa ' Maltosa
o1 ﬁ Azicares invertidos CyaHg00y4 : CaH2044
CgH1204 ‘
ml mg diferencia mg difarencia mg diferencia
1 2.4 ) 24 3,3 3.7 3,9 3.8
2 4,8 - 2,4 7.3 3,7 7.8 3,9
3 7.2 2,5 1.0 3,7 11,7 3,9
4 . 9,7 2,5 14.7 3,7 15,8 4,0
5 12,2 2,5 18,4 3,7 - 18,8 3.9
8 14,7 2,5 22,1 3,7 235 4,0
7 17,2 2,5 .25.8 3,7 27,5 4,0
a 198 . 2,6 26,5 3.7 1,5 4,0
Q 22,4 2,8 332 3,8 35,5 4.0
10 25,0 2,6 370 3.8 39,5 4.0
11 27,8 2,7 40,8 » 38 43,5 4,0
12 20,3 2,7 44,6 . 3,8 47,5 41
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1
15 38,5 2,8 58,0 3,8 59.8 4.1
16 41,3 2,9 ' 58,9 3.9 83,9 41
17 44,2 2,9 83,8 3.9 48,0 4.2
18 47.1 2,8 a1.7 4,0 |, 72,2 4,3
19 50,0 3,0 7,7 4,0 76,5 4.4
20 53,0 3,0 75,1 41 80,9 45
21 58,0 3,1 79,8 41-. 85,4 4,8
22 58,1 3,1 83,9 4.+ 90,0 4,8
23 82,2 88,0 94,8
! - 3
12, BIDROXIPROLINA - 12.4. Procedimiento.
12.1. érincipio. ’ | 12.4.1. Preparacién de la muestra.

Previa hidrélisis en medio acido de las proteinas y oxidacién
de la hidroxiprohna. El derivado formado con e! p-dimetilamino-
benzaldehido se valora colorimétricamente. )

12.2. Material y aparatos.

12.2.1. Balanza analitica.

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

12.2.4. Bafio de arena.

12.2.5. Agitador magnético.

12.2.8. pH.metro.
dlzd 2.7. Matraces aforados de 50, 100, 200 y 1.000 m] de capa-

cidad.

12.28." Erlenmeyer de 250 ml de capacidad. .

12.2.9. Tubos de ensayo de 18 X 160 mm, aforados a 12 ml.
12,2.10. Bafio de Marfa.

12.2.11. Espectrofotémetro o colofimetro capaces para lectu-
ras a 560 nm. ’

12.2.12, Cubetas de 1 cm de. paso de luz especificas para. luz
visible. i . .

12.3. Reqctivos.

12.3.1. Piedra poémez.

12.3.2. Solucion acuosa de 4cido- clorhidrico al 50 por 100
{v/v) (diluir a 1.00¢ ml, 500 m] de solucién concentrada de acido
clorhidrico de densidad 1,18).

12.3.3. Solucién - concentrada de hidréxido sodico de densi-
dad 1.33 (400 g/} (p/v). '

12.3.4. Solucién de hidréxido s6dico’ al 10 por 100 (p/v),
12.3.5. Alcohol isopropilico puro.

12.38. Solucién acuosa de cloramina T al 10,5 por 100 (p/v).
12.3.7. Solucién tampdn de pH = 6 (disolver 34 g de acetato

sédico anhidro, 38,5 g de citrato trisédico monohidratado, 55 g
de acido citrico en 385 ml de alonho!l isopropilico puro y en-
rasar a4 1.000 ml con agua destilada.

12.3.8. Solucién oxidante, que debe prepararse en el momen-
to de su empleo, -un volumen de la solucién 12.38 y cuatro vo-
lumenes de la solucion 12.3.7,

12.3.9. Solucién acuosa de Acido perclérico al 17.5 por 100.

12.3.10. Solucién de p-dimetilaminobenzaldehido (p-DMAB)
al 5 por 100 en alcohol isopropilico. Esta solucién se conserva
una semana a temperaturs ambien.te,

12.3.11, L-hidroxiprolina.

Pesar con 1' mg de aproximacién P gramos de la muesira
convenientemente homogeneizada {aproximadamente 3 g) sobre
papel de fumar sin engomar, e introducir la muestra en el
matraz de fondo planc (12.2.2), Afiadir piedra pémez v 50 ml de
la solucidn de acido clorhidrico al 50 por 100 (12.3.2). Montar los
refrigerantes de reflujo y colocarlos en el bafho de arena, Ca-
lentar de forma que se mantenga una ebullicién suave al me-

nos durante siete horas. Refrigerar r4qpidamente los matraces

bajo corriente de agua. Ajustar el contenido de los matraces
& un pH comprendido entre 8 y 7, afiadiendo y agitando fuer-
temente 28 ml de la solucién concentrada de hidréxido sédico,
dejar enfriar al chorre de agua v ilevar al pH anteriormentes
indicado con solucion diluida de hidréxido sédico (12.3.4), Trans-

ferir el contenido a un matraz aforado de 200 m! y enrasar de- .

jando en reposo durante una hora. Filtrar a través de papel de
filtro plegado. Tomar una alfcuota del filtrado y diluirla 10
¢ 20 veces con agua destilada. Es conveniente realizar am-
bas diluciones, porque permiten obtener dos valores sobre la
misma muestra. -

. 12.4.2. Preparacion de la curva patrén.

La coloracion obtenida sigue la ley de Beer-Lambert cuando
la concentracién de hidroxiproline se encuenira comprendida
entre 0 ¥ 20 pg/ml.*

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

* Preparar una solucién madre conteniendo 400 pg/ml de hi-
droxiprolina con agua destilada. A.partir de esta solucién, ha-
cer diluciones gue conténgan 5, 10 y 20 ug/ml con aguas des-
tilada. Tomar una serie de. tubos.de ensaya aforados a 12 ml y

poner en uno de ellos (tubo testigo) 1 ml de agua destilada. |

En los tres siguientes colocar 1 m! de las soluciones gue con-
tienen 5, 10 v 20 pg/ml de hidroxiprolina. En los dos siguientes
1 ml de cada una de las diluciones diluidas del filtrado. Afadir
a tada tubo sucesivamente: 2 m! de isopropanol puro (12.3.5)
v 1 ml de la solucién oxidante recientemente preparada (12.3.8)
y agitar. Dejar reposar durante 10 minutos, transcurrido dicho
liempo anadir de nuevo a cada tubo: 3 m! de la solucién “de
&4cido perciérico al 17,5 por 100 (12.38) y 2 ml de p-DMAB
{12.3.10), homogeneizar el contenido de los tubos y llevarlos al
hafio de Maria regulado a 80° C, permaneciendo en éi 20 minutos,
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retirarlos del bafio y enfriarlos bajo corriente de agua. Ajustar
hasta 12 ml con isopropanol y agitar. . |

Leer la densidad -6ptica de cada tubo ajustando el cero con
el tubo testigo a 560 nm. .

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

12.5. Cdiculos.

x-d
Porcentaje hidroxiprolina =
50 P
Siendo:
x = eantidad de hidroxiprolina leida en la curve batrdn,
d = dilucién del filtrado realizado.

P = peso inicial de la muestra.
Porcentaje colageno = 8 - % de hidroxiprolina.
12.6. Observaciones.

12.6.1. Cuando la muestra a analizar sea de alto contenido
en colageno, el tiempo de ebullicién debera prolongarse al me-
nos durante nueve horas,

13. NITRITOS

13.1. Principio.

Del extracio obtenido, adicionandole acido sulfanilico y «-nac-
tilauina, se Jee la inlensidad de la coloracion obtenida me-
diante . colorimetria o espcctrofotometria. )

13.2, Material y aparatos..

13.2.1. Matraces aforados de 100 ¥ 1.000 ml] de éapacidad.

13.2.2. Probetas de 100 6 200 m! de capacidad.

13.2.3. Bario de Maria.

13.2.4. Papel de filtro plegado de 15 cm de diametro aproxi-
madamenﬁ.{;.

13.2.5. Tuhos de ensavo de 150 x 25 mm.

13.2.6. Matraces Erlenmeyer de 200 ml de capacidad.

13.2.7. Espectirofotometro caphz de leer a 520 nm.

13.2.8. Cubetas de 1 cm de paso especificas para luz visible.
13.3. Reactivos. ’ .

13.3.1. Sclucion patrdén de nitrito sdédico,—Pesar, con aproxi-
maci¢n de 1 mg, 1 g de nitrito scdico, disolver ‘en agua y com-
plctar hasta 1.000 m]. Tomar con la pipeta 5 ml de esta solu-
cién e introducirla en olro mairaz aforado de 1.000 ml. Enrasar.

13.3.2. Reactivo colorimeirico.

13.3.2.1. Solucion [.—Disolver calentands g1 bano de Maria 6 g

~de acido sullanilico en 200 ml de acido acético glacial y 460 ml

de agua desrilada. Anadir 200 ml d= una solucién de cloruro s6-
cico gue contiene 106 g/1 de cloruro sédico, Diluir ¢on agua
hazta 1.00; mi. ;

13.3.2.2. Solucién II.—Disclver calentande al bafio de Maria
0,3 g de cloruro de g-naftilamina en 100 mi de agua destilada, Fil-
irar sies necesario y afiadir 200 ml de acético glacial. Diluir hasta
1.000 ml con agua destilada.

Manipular con precaucién esta disclucion por su caracter
cancerigeno. -

Ambas soluciones (13.3.2.3 y 13.3.2.2) .deben conservarse en
frascos topacio bien cerrades. El reactivo colorimétrico se ob-
tiene mezclando volamenes iguales de ambas soluciones.

13.4. Procedimiento.

13.4.1. Preparacion del extracto —Como en 8.4.1.

13.4.2. Valoracién de la muestra.—De]l extracto obtenido en
13.4.1, tomar 25 ml y afhadir 1 g, aproximadamente, de ctrbon
active si es necesarin decolorar, Filirar hasta que el filtrado sea
transparente, Del filtrado tomar una alicuota de 10 mi y ponerla
en un tubo de ensayec 1325, Si se toman menos de 10 ml, com-
pletar hasta 10 m} con agua destilada, Anadir 10 ml del reactivo
colorimétrice, mezclar v aejar reposar la solucién quince minu-
tos a temperatura ambiente al abrigo de la iuz.

A partir de los 20 minutos y antes de 4 horas, medir
la. densidad oéptica de la solucién en una cubeta de 1 cm de
pasc de luz a 520 nm de longitud de onda.

Si la solucién coloreada problema presenta una coloracién
superior a la de la solucién patrén mas concentrada, tomar
una alicuota menor de 10 ml.

Efectuar dos determinaciones sobre la misma muestra.

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

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

Calcular el contenidc en nitritos de la muestra expresadc
en p. p. m, por medio de la férmula:

2.500
p.p.m. NO;Na =C
m-V

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

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

C = concentracién en nitrito sédico expresada en pg/ml deters
minada sobre la curva patrén. -

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

13.6. Observaciones. -

_La diferencia entre dos determinaciones paralelas sobre una
misma muestra, realizadas-simultareamente por el mismo ana-
lista, no debe ser superior al 10 por 100 del contenido calculado
en nitritos. _ '

13.7. Referencias.
1. Norma ISO/DIS 2018, -

14 NITRATOS

14.1. Principio.

Al reaccionar en medio sulfurico los nitratos con la brucina
se produce una coloracién amarilla-marrén, cuya intensidad es
proporcional al ¢ontenido en nitratos presentes, lo gque permite
su valoracién colorimétrica o espectrofotométrica.

14.2. Material v aparatos. .

14.2.1. Matraz aforado de 50 ml de capacidad.
14.2.2. Espectrofotémetiro o colorimetro capaces para lecturas
a 410 nm. -

14.2.5. Cubetas de 1 ¢m de paso especificas para luz visible.

14.3. Raactivps,

14.3.1. Solucidén patron de nitratos.—Disolver 0,1629 g de ni-
trato potasico anhidro en agua y enrasar a 1 1. 1 ml de esta
.seluciéon contiene 0,i mg de nitrato.

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

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

14.4. Procedimiento.

14.4.1. Preparacién del extracto.—Como en B8.4.1.

14.4.2. Valoracion de ia muestra,—Introducir en un matraz
aforado de 50 ml de capacidad 10 ml del extracto (14.4.1}, 1 ml
del reactivo (14.3.2) y 10 ml del reactivo (14.3.3) muy lenta-
mente, mezclar y dejar en reposo durante diez minutos al abrigo
de la luz. )

Pasadc. este tiempo, anadir agua destilada, agitando, hasta
completar unos 40 ml y dejar reposar duranie quince minutos
en la oscuridad. - .

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

‘14.4.3. Preparacion de la curva patrén. Tomar distintas ali-
cuotas de la solucién 14.3.1 y tratar como en 14.4.2,

14.5. Cdlculos.

Llevar la absorbancia obtenida a la curva pairém y expresar -
el correspondiente contenido de nitratos en mg por kg.

14.6. Observaciones. -

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

14.6.2. En las condiciones citadas, se pueden medir concen-
traciones de nitrato comprendidas entre 50 y 500 n g1

14.6.3. El acido sulfanilico se aflade al reactivo 14.3.2 para
ovitar la pcsible interferencia del ién nitrito. Las interferencias
de jones ferrosos, térricos y manganosos s6lo son apreciables
cuando su conceniracién es superior a 1 mg/L
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15 pH guidamente el antisuero que se ensaya (anticuerlpo especifico
. conocido! en los tres tubos mediante pipeta capilar muy fina
15.1. Principio. de la manera siguiente: Poner el tubo conteniendo el antigeno

Medida del potencial eléctrico creado en la membrana de un
electrodo de vidrio, funcion de la actividad de iones hidrogeno
a ambos lados de la membrana. Utilizar como referencia un elec-
trodo de calomelanos. .

15.2. Material y aparatos. .

i5.2.1. pH-metro capaz de determinar la segunda citra de-
cimal, -

15.2.2. Electrodos de vidrio de punta fina o convencional
(segun la dureza de la muestral.

15.2.3. Electrodo de calomelanos.

15.3. Reactivos.

15.3.1. Disolucién tampdén de pH = 4.
15.3.2. Disolucion tampon de pH = 7.

15.4, Procedimiento. »

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

Ajustar el pH-metro a la temperatura de trabajo con las di-
soluciones 15.3.1 vy 15.2.2 e introdncir los electrodos de vidrio
v de referéncia, separados at menos 2 cm.

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

15.5.

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

Bxpresion de los resultados.

15.6. Observaciones.

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

" METODOS BIOLOGICOS ~
1. IDENTIFICACION DE ESPECIE ANIMAL |

1L

Las proteinas musculares de las distintas especies animales,
aunque muy similares entre si, tienen en cada grupo zoolégico
una estructura especifica que permite diferenciar carnes de
;spt%c)les distintas por métodos serologicos {técnica de Uhlen-

uth).

Sélo es aplicable a productos crudos.

Principio.

1.2. Material ¥ aparatos.

1. Tubos de precipitacion de 2¢ x4 mm.

2. Gradillas metalicas para los tuhos anteriores. .
3 recipitoscopio {camara oscura con luz indirecta),
4. Pipetas capilares muy finas.

5. Pinzas.

8. Bisturi.

7. Tijeras.

8. Gasa, '

.8. Papel de filtro. -

10. Tubos de ensayo.

11, Erlenmeyer de 250 ml de capacidad.

Reactivas.

1.3.1. Suerc fisiolégico estéril.

1.3.2. Antisueros especificos (su especificidad debe ser con-
trastada en el momento de su utilizacién).

14. Procedimiento.

Separar del producto cérnico entre 5 y 160 g de carne magra

lo mas exenta posible de grasa. Picar en trozos muy pequefos, -

roniéndose a macerar en suero fisioldgico estéril en la propor-
cién de 1/10. Mantener el macerado puesto en un Erlenmeyer
de 250 m! en frigorifico durante 24 horas, al objeto de-evitar
la proliferacién bacteriana. B

Transcurridas las 24 horas, filtrar el macerado & través
de gasa y papel de filtro cuantas veces sea necesario, hasta
ubt?ner un liquide transparente, sin importar que tenga colo-
;ac]:}/ésg propia. Diluir el filtrado, que estaba a 1/10, hasta 1/25

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

problema en posicién horizontal, llevando en este momento la
pipeta con el antisuero hasta el fondo del tubo, momento en
que se vuelve a poner el tubo sn posicién vertical, con lo que
saldra una pequefia cantidad de antisuero que desplazara hacia
arriba el antigeno, pero sin mezclarse con él; volver a poner
de nueve en posicién horizontal el tubo, sacando rdpidamente
la pipeta que contiene el antisuero. El tubo debe estar siempre
en posicidn horizontal a la entrada o la salida de la pipeta con
el antisuero, evitando de esta forma que los dos liquidos reac-
cionantes se mezclen. Utilizar una sola pipeta para cada anti-
suero. Es conveniente poner dos tubos testigos, uno para el
suerc ¥ otro para el antigeno, testigos que necesariamente de-
ben dar siempre reaccién negativa.

1.5. Interpretacidn de resultados.

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

1.8. Obgervaciones.

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

1.7. Referencias.

1. Normalizacion de Técnicas en Bromatologia Sanitaria.
F. Pérex Florez. 1570.

ANEJO 11

METODOS DE ANALISIS DE CEREALES Y DERIVADOS
18. ACIDO ASCORBICO (VITAMINA C)

- {Método cualitativo)

16.1. Principio.

Este método sirve para determinar la preéencia de vitami-
na C en harina y consiste en la aparicién de puntos blancos
sobre fondo rosa del reactivo sal sddica del 2,8 diclorofenol in-
dofenol en medio acido. '

16.2. Material y apdratos.
16.2.1. Placa Petri de 85 cm?.

18.3. Reactivos.

16.3.1. Disolucién acuosa al 0,05 por 100 de la sal sddica

del 2,8 diclorofenol indofenol.
18.3.2. Disolucién acuosa al 5 por 100 de acido metafosférico.

18.4. Procedimiento.

Extender 1¢ g de la muestra sobre una placa de vidrio
compactindola de forma que guede bien uniforme, Rociar por -
completo con la disolucion: del Acido metafosférico y a con-
tinuacién hacer lo mismo con la disolucién de la sal sédica
del 2,8 diclorofenol indofencl. Al cabo de uncs minutos apa-
recen' unos puntos blancos mas o menos grandes sobre el
fondo rosa. N

18. FOSFORO

18.1. Principio.

Transformacién de los compuestos fosforados en ortofosfa-
tosd y posterior valoracién colorimétrica con fosfomolibdova- -
nadato. " . i .

18.2,

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

18.2.2.  Criscles de porcelana, de 35 mm de didmetro y 45 mi-
Iimetros "de altura, sin tapadera,

18.2.3. Matraces aforados de 100 y 500 m) de capacidad.

18.2.4. Bafo db agua.

18.2.5. Estufa de desecacién con sensibilidad de * 1°C.

Material ¥ aparatos.

18.3. Reactivos.

18.4.1. Amonfaco concentrado de densidad p = 0,610 g/ml.

18.3.2. Disolucién de molibdato aménico al 10 por 100 (p/v},
Disolver 100 g de molibdato aménico, en agua caliente: afiadir
10 ml de amoniaco concenfrado de p = 0,010 g/cm? para ase-
gurar su conservacién 'y completar hasts 1.000 ml con agua
destilada.

18.3.3. Acido nitrico de densidad p = 1,38 g/ml,
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18.3.4. Acido nitrico al 10 por 106 (p/v).—Disolver 18 ml de
acido nitrico p = 1,38 g/cm3, hasta 100 ml con agua destilada.

18.3.56. Disolucién de metavanadato de amonio.—Disolver 2,35
gramos de metavanadato de amonio en 400 ml de agua desti-
lade y caliente. Afadir leniamente y agitando 20 m)l de la di-
solucién que contiene 7 ml de Aacido nitrico p = 1,381 g/ml y
13 ml de agua destilada. }

18.3.8. Reactivo nitromolibdovanadato,—Mezclar 200 ml de la
disolucién de molibdato amoénico al 10 por 100_y 200 ml de la
disolucién de metavanadato de amonio, con 134 ml de acido
nitrico p = 1,381 g/cm?® o en su lugar 182 ml de acido nitrico
p = 1331 g/ml. . .

18.3.7. Acido clorhidrico concentrado de densidad p = 1,18
g/ml.
18.3.8. Disolucién patron de fasforo.—Pesar 4,394 g de fos-

fato monopotésico, previamente desecade en esiufa a 100° C du-
rante unas doce horas Disolver en agua destilada y llevar a
un volumen de 1.000 ml en un matraz aforado. 1 ml corresponde
a 1.000 gammas de fésforo. .

18.3.8. Dizoluciones patrones.—Tomar 10 ml de la disolucién
anterior y diluir con agua destilada hasta el enrase en un
matraz aforado de 100 ml, obteniéndose una concentracién de
100 gammas~de fésforo por mililitro. Tomar partes alicuoias de
0,5 1,0, 1,5, 20 y 25 ml y llevar a vn volumen de 10 ml con
agua destilada. Su concentracion sera de 5, 10, 15, 20 y 25 gam-
mas/ml. Afadir 10 m! del reactivo nitromolibdovanadato y pro-
ceder.como se describe en el método.

18.4. Procedimiento.

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

Obtenidas las cenizas, -afiadir en el crisol una cantidad de
acido clorhidrico concentrado (18.3.7) hasia que las cenizas que-
den cubiertas Evaporar el acido clorhidrico en el bafio de agua
g ebullicidn, hasta seguedad, en un dispositivo adecuado para
la eliminaciéon de vapores acidos. Disolver el residuo en 3 ml de
acido nitrico al 10 por 100 y hervir en el bafio de agua durante
5 minutos, utilizando e! dispositivo adecuado para la eli-
minacién de los vapores acidos. No se debe dejar secar el
contenido para evitar la hidrélisis de los ortofosfatos que pro-
duciria reacciones coloreadas Filtrar a través de papel, sobre
un matraz aforado ce 500 ml, lavando con agua deslilada los
criscles donde estaban contenidas las cenizas y diluir hasta el
enrase. . -

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

18.5. Cdlculos.

Leer en el espectrofotémetrc o fotocolorimetro y buscar su
correspondencia en fosforo en la curva patrén,

F 0,005
Fosforo (%) = ——
P

Siendo:
F = concentracién de fésforo, en gammas, encontrada en la
curva patrdn/10 ml disolucion,
P = peso, en gramos, de la muestra empleada.

18.8. Referencias,

1. Instituto de Racionalizacidén y Normalizacién del Trabajo.
Una Norma Espafiola UNE 84017,

19. DETECCION Y CUANTIFICACYIN DE HARINAS DE TRIGO
COMUN  (<TRITICUM VULGARE:.) EN SEMOLAS Y PASTAS
ALIMENTICIAS

19.1. Principio.

' !
El@ método se basa en la deteccion y cuantificacién de un
componente designado CM,, del extracto cloroformo-metanol del

. endospermo de trigo o de productecs derivados de &1, cuyo con-

trol genético radica en el cromosoma 1D de «Triticum Vulgare»
¥ que por tanto no se encuentra en «T. durums.

El mencionado extracto, &l gue se designa proteina CM, ge
fracciona por electroforesis sobre gel de almidén, y e] compo-
nente tf:Ml se estima visualmente o se cuantifica densitométri-
camente,

18.2. Material y aparatos.
19.2.1. Balanza analitica.
18.2.2. Equipo de electroforesis.-——Fuente de tensién, corrienta

continua 0-500 v, -100 mA. Placas de vidrio de 20 X 20 cm mar-
cos de plastico de 20 X 20 cm exterior, de 18 X 18 cm interior y
de 3 mm do espesor. Depésitos de electrodos de 20 X 10 x 1o
centimetros. A .

16.2.3. Densitémetro de reflexién, en el caso de gue se quie-
ra cuantificar.

19.2.4. Tubos de 8 X 50 mm o similar, con tapones de corcho.

16.2.5. Gradilla.

19.2.6. Dos placas de acero inoxidable de 5 X 7 X 1 cm o di-
mensiones similares.

19.2.7. Jeringa de vidrio de : ml de capacidad.

19.2.8. Capilares de 10 ¢m de largo. .

15.2.¢. Placa de porcelana con pocillos.

19.2.10. Prcbetas de 106 ml y 1000 ml.

15.2.11. Vasos de 500 ml ¥ de 1.000 ml.

190.2.12. Bafio de agua con termdémetro.

19.2.13. Cubeta de plastico de al menos 25 X 25 X 5 cm.

18.3. Reactivos.

19.3.1. Clorcformo. P

19.3.2. Metanol.

19.3.3. Eter dietilico libre de peréxidos.

19.3.4. Etanol del 70 por 100. )

19.3.5. Papel Albet numere 502, o similar, y papel de filtro.

19.3.6. Almiddn hidrolizado para électroforesis Connauglit o
similar.

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

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

19.3.8. Solucitén de nigrosina soluble en agua al 0,5 por 100
en acéticoagua (171} (v/v),

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

19.4. Procedimiento.

19.4.1. Extraccién y preparacion para electroforesis de la pro-
teina CM.—Pesar 50 mg de harina, sémcla, grano o pasta ali-
menticia v transferirlos o un tubo de 8 X 50 mm o similar El
grano v la pasta se aplastan por presion entre dos placas de
acero inoxidable antes de ser ‘transferidas al tubo. Afadir apro-
ximadamente 0,5 ml de ¢ter dietilico en cada tubo y dejar repo-
sar durante no menos de 30 minutos, agitando ocasional-
mente. Después de la ultima agitacion se deja sedimentar por
gravedad v el scbrenadante se elimina con la ayuda de una
ieringa. El disolvente residual se deia evaporar a la tempera-
tura ambiente © en una estufa a 35° C durante 10 minutogy.
Agregar aproximadamente 0,25 ml de cloroformo-metanol (241}
(v/v) a cada tubo, tapar y dejar reposa¥ durante 2 horas,
agitando ocasionalmente. ,

Después de la ultima agitacién, dejar sedimentar por gra-
vedad y transferir el extracto sobrenadante c¢on un capilar a
una pieza de pavel Albet numero 502 o similar, de dimensiones
3 % 10 mm, Con el capilar se satura el papel. que se deja eva-
porar antes de una nueva adicién (ver 19.6.4), repitiendo la
operacidn hasta agotar el sobrenadante. Para esta operacifn,
las piezas de papel a las gue se van a transferir las distintas
muestras se depositan en distintos pocillos de una placa de
porcelana o similar Se recomiends realizar la iransferencia
entre 10 vy 20 muestras simultaneamente.

" 19.4.2, Electroforesis sobre gel de almidéon de la proteina
CM.—Separar cuidado<amente una de las placas de vidrio con
la ayuda de una espatula y recubrir la superficie expuesta del
gel con un plastico fino, Marcar en dicha superficie una fila
de ranuras {1 cm de largo cada una) a 3 cm de uno de los
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bordes del gel. Alojar en dicha ranura las piezas de papel Albet
nitmere 502 o similar que portan las muestras, previamente
impregnadas con tampdén, Disponer el get horizontalmente apo-
yado sobre las cubetas de electrodos y estabiecer la conexién
electrica mediante puentes de papel de filtro (20 papeles
de dimensiones apropiadas superpuestos).

19.5. Interpretacion de resultados.

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

El trigo exaploide se detecta en una mezcla por la aparicién
de CM1 en el perfil electroforetico. Para el tamafic de muestra
anteriormente propuestc, CM1 se detecta en mezcla de 10-15
por 100. Usando muestras de tamano doble, el umbral de detec-
cidn se reduce proporcionalmente, .

19.5.2. Cuantificacién de trigo exaploide en mezclas.—La aco-
tacién del porcentaje de «T. Vulgares en una mezcla se basa en
1a cuantificacién de la relacién CM1, CM2 y en la estimacion
de la variabilidad intraespecifica de CM1 y CM2.

En la figura 1-A se presenta la forma de acotar gralicamen-
te el porcentaje de trigo exaploide en Tnezclas hasandose en la
medida de la relacion CM1, CM2. mediante deansitometria de
reflectancia con luz de 820 mm. En la figura 1-B se representa
la variacién de la amplitud de la acotacién segun el wvalor
obtenido.

Una estimacién semicuantitativa, mas imprecisa que la an-
terior, puede obtenerse por comparacién visual del problema
con una serie d¢ mezclas <conocidas que pueden incorporarse
al mismo gel.

18.8. Observaciones.

18.8.1. las condiciones de electroforesis son 10 V/cm du-
rante seis horas.

19.8.2. La tincidén se realiza con nigrosina &l 0,05 por 100 en
acético.—Agua (1/1) (v/v) durante 14-16 horas en una cubeta
de plastico de dimensiones apropiadas, deiando el gel con la
cara opuesta a la de insercién hacia arriba.

19.83. La decoloracién del fonde se realiza en pocos minu
tos con etancl al 70 por 100.

19.864. Cuando se manejan 10-20 muestras, después de una
transferencia se devuelve el capilar al tubo v se pasa a la
muestra siguiente. Cuando se llega a la muestra final, ya se
ha evaporado la primera y est4d en condiciones dé una nueva
transferencia.

19.7. Relerencias.

1. R. Garcia Faure y F. Garcia QOlmedo: «A new Method
for the Estimatiom of Common Wheat in Pasta Productss. Le-
bensm, Wis, U. Technol. Vol. 2. 1860. :
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20. DETECCION DE HARINAS DEGRADADAS POR EL ATAQUE
DE PLNTATOMIDOS

4

20.1. Principio.

Se detecta la degradacién de la calidad panadera de la masa
de harina mediante la determinacién del exceso de actividad
proteolitica. : .

20.2. Material y aparatos.
Como en 14,2, i

20.3. Reactivos.

Como en 14.3.

20.4. Procedimiento.

Como el 14.4 con las siguientes modificaciones:
20.4.1. El ntimero de piozas de masa serdn sels.

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

© 8i alguno de los alveolos o curvas fuera claramente anormal
debe desecharse la curva.

©20.5.

Si existe una actividad proteolitica.excesiva, la segunda serie
de curvas presentara menor exténsibilidad y tenacidad, siendo
mayor la diferencia entre ellas, 4 mayor actividad.

Cusntificar esta actividad calculando la degradacion de W
v G en la forma siguiente: '

Calcular los valores de estos indices por separado para la
primera serie de curvas (con tiempo de reposc normal) Wo y
(‘.,':\}) prara la segunda (con tiempo de reposo de 3 horas)

1y L

Expresion de los resultados.

WO —— Wl
Porcentaje de degradacion de W = ——— . . 100
: Wo
Go — G
Porcentaje de degradacion de G- = —--é——— - 100
[s}

206. Referencias.

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

ANEJO IV

METODOS DE ANALISIS DE FERTILIZANTES

FOSFGRO-SOLUBLE EN AGUA
(Colorimetria)

18(b),

16(b).1. Principio.

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

No e5 aplicable- a las escorias basicas ni a los abonos que
producen soluciones coloreadas o que contengan otros iones
ademas del ortofosfato que formen complejos coloreados con el
msalibdovanadato. . -

18(b).2° Material y aparatos.

16(b).2.1. Matraces aforados de 100 m! de capacidad.

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

16(b).2.3. Pipetas de 20 m} de capacidad. .

16(b).2.4. Espectrofotémetro o colorimeiro capaces para lec-
turas a 400 nm. . N

18(b}.3. Reactivos.

18(b) 3.1, Soluciones de-fosfato monopotasico puro y seco

(a 105° C durante dos horas) que contengan de 0,4 8 1,0 mg de
P,Os/ml con intervalos de 0,1 mg/ml. Preparar semanalmente
las soluciones de 0,4 a 0,7 mg de P,Oy/ml.

18Ib) 3.2, Acido nitrice.

16(b).3.3. Solucién de molibdovanadato.—Disolver 40 g de
meolibdato vanadato aménico tetrahidrato en 400 ml de agua
caliente y enfriar. Disolver 2 g de metavanadate amoénico en
250 ml de agua caliente, enfriar y afladir 450 m! de acido per-
clérico del 70 por 100. Arniadir gradualmente y agitando la so-
luci?n de molibhdato a la solucién de metavanadato y diluir
azl

18(b) 4. Procedimiento.

18(b} 4.1. Preparacién de la solucién.—Poner un gramo de
muéstra sobre un filtro de 9 -cm de diametro y lavar con pe-
quefias porciones de agua hasta obtener, aproximadaments,
250 ml de filtrado, Dejar pasar cada porcién a través del filtro
antes de ahadir ofra nueva y si el filirado no puede completarse
al cabo de una hora, aplicar succién, Si el filtrado esta turbio
afiadir de 1 a 2 ml de acido nitrico. Enrasar a 250 ml con agua
destilada y mezclar. Para muestras con menos del 5 por 100 de
P;0s diluir a 250 ml y para muestras que contengan mas del
5 por 100 de P;0g diluir a un velumen tal que una alicuota de
5 6 10 ml contenga de 2 a 5 mg de P;Os.

16(b).4.2. Muestras que contienen menos del 5 por 100 de
P;05.—Introducir en un matraz aforadc ds 100 ml una alicuocta
de 5 ml de la solucién problema [(16(b}.4.1] y 5 ml de la solu-
cién patrén de fosfato que contenga 2 mg de PgOy. Desarrollar
color como en 16(b}.5.1 y determinar la absorbancia correspon-
diente de la misma manera que para las soluciones patrones de
fosfatos 16(b).8.1, ajustando el aparato a cero de absorbancia
con el patron de 2 mg, Leer el contenido de P;Os de la solucitn
?roli‘l)ema levando el valor de la absorbancia & la curva patron

16(b}) .8.11, - .

Coma series de soluciones problemas, vaciar y rellenar la

célula de referencia ¢on el patrén de 2 mg después de cada

determinacion. B
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16(b}.4.3. Muestras que contienen mas de 5 por_ 100 de PyOs.
Tomar alicuota de 5 ¢ 10 ml de la sclucién problema (para
que contenga de 2 a 5§ mg de P,Os) [16(b) 4.11 e introducir en
un matraz aforado de 100 mi sin adicién de solucién patrén de
fosfato v proceder como en 16(b).4.2,

letbi.s. Calewlo. -

16(b).5.1. Preparacién de la cufva patrén.—Tomar alicuotas
de los siete patrones de fosfato monopotasico [18(b).3.1] (con-
teniendo de 2-5 mg de P,Os/alicucta) en matraces aforados de
100 ml y afiadir 45 ml de agua. A continuacion, y dentro de
cincoe minutos cuando se trata de series, afadir 20 m! de mo-
libdovanadato con una bureta o pipeta, enrasar y mezclar, Dejar
reposar diez minutos. Leer a 400 nm.

18(b}.5.2. Muestras que contienen mencs de 5 por 100 de’

P;Os: .

Poréenta.ie P;0s en la muestra =
100 {mg de P20s sobre la curva patron — 2}

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

Porcentaje PZO_-, en la muestra =
100 X mg de P;O5 sobre la curva patrén

mg de la muestra en la alicuota

16(b).6. Observaciones.
' 16(b).6.1. Introducir en matraces aforados de 100 m! alicuo-
tas de 5 ml de las soluciones de fosfato 18(b).3.1 que contenga
2 ¥ 3,5 mg de P;Og/alicuota, respectivamente, y cesarrollar color
como en 1€(b).5.1. Ajustar ¢l aparato poniendo a cero la absor-

. bancia con la solucién patrén de 2 mg y determinar la absorban-
cia para la solucién patrén de 3,5 mg (esencial que la absor-
bancia de esta ultima sea practicamente idéntica al valor gue
le corresponde en 1a curva patrénl.

16(h) 7. o

1. A. O. A. C.. «Official Methods of Analysis~. Ed. 1970, pa-
gina 14/20.032.

Referencias.

17(b). FOSFORQ SOLUBLE EN AGUA Y E;J CITRATO
AMONICO NEUTRO

{Asimilable) (Colorimetria}

17(b}.1. Principio.

Después de separar el fésforo soluble en”agua de la mues-
tra, someter el residuo a una extracciéon con disolucion neutra
de citrato amodnico, El fésforo asimilable puede determinarse
en la disolucidn obtenida &l reunir los extractos acucsos y de
citrato amaénico. .

No es aplicable a aguellos abonos gue despudés de tratarlos
con la mezcla acida ternaria conserven algo de cclor o aguellos
gque contengan otros iones ademas del ortofosfato gue formen
complejos coloreados con el molibdovanadato.

17{b).2, Material v aparatos.

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

17(b) 2.2, Malraces aforados de 200 mL-

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

17(b}.2.4, Espectrofotometro o colorimetro capaces para lec-

turas a 460 nm.
17(b):2.5. Placa calefactora.

17(b}.3.

17(b) 3.1, Soluciones de fosfato monopotasico puro y seca
(& 105° C durante dos horas) que contengan de 0,4 & 1,0 mg de

Reactivos.

P:0s/ml con intervalos de 0,1 mg/m], Preparar semanalmente.

las solucicnes de 6,4 a 0,7 mg de P;Os/m},

17(b} .3.2. Mezcla 4&cida ternaria.—Anadir 20 ml de &cido
sulfiirico a 100 ml de Acido nitrico, mezclar y afiadir 4¢ mi de
&cido perciérico a1 70 por 100. . /

17(b) .3.3. Molibdovanadato modificado.—Disolver 40 g de mo-
libdato amoénico en 400 ml de-agua caliente y enfriar. Disolver

.2 g de metavanadato aménico en 250 ml de agua caliente, en-
friar y anadir 250 ml de acido perclorico del 70 por 100. Afladir
gradualmente agitando la solucién de molibdato ‘a la solucidn
de metavanadato y enrasar g 2 litros. -

17(bl}.3.4, Solucién de citrato aménico neutro.—Debe tener
un peso especifico de 1,08 & 20° C ¥ un pH igual & 7,0 determi-

. nado electrométricamente. N ’

Disolver 370 g de Acido citrico cristalizado en 1,5 litros de
agua ¥ casi neutralizar, afnadiendo 345 ml de hidréxido amoénico
(de 28 a 29 por 100 de NHj). Si la concentracién de amoniaco
es menor de: 28 por 100 anadir mayor volumen y disolver el
acido citrico en un volumen mas pequefic de agua. Enfriar y
comprobar el pH. Ajustar a pH =7 con hidréxido amonico
(1 4+ 7) o con disolucibn de acido citrico. Si es preciso diluir
la disolucién hasta que el peso especifico sea de 1,08 a8 20°C.
El volumen serd, aproximadamente, de 2 litros.

Conservar en frascos herméticamente cerrados y comprobar
el pH de vez en cuando, reajustér}dolo si difiere de 7,0.

17(b).4. Procedimiento.

17(b) .4.1. Preparacién de la solucién.—Poher un gramo de
muestra sobre un papel de filtro de ¢ cm de diametro y lavar
por gravedad sobre un matiraz aforado de 500 ml con 12 porcio-
nes de agua de 10 ml. Dejar que cada porcién pase a través
del filtro antes de afadir mas. Dejar escurrir el papel comple-
tamente y después enjuagar el embudo con 10 ml de agua
destilada.

Tratar el residuo insoluble en agua con 1a solucion de ci-
trato amoénico neutro, transfiriendo el filtro y el residuo, dentro
del intervalo de una hora, & un matraz de 200 6 250 m]l que
contenga 100 ml de citrato amoénico previamente calentado a
85° C. Cerrar herméticamente el matraz con un tapén de goma
blanda, "agitar -vigorosamente hasta reducir a pulpa el papel
y quitar la presién levantando. momentaneamente el tapén. A
continuacién colocar el matraz cerrade en un bafo agitador
a 65° C exactamente y agitar durante una hora (la acciéon del
aparato debe ser tal que la dispersién de la muestra ha de ser
mantenida continuamente en la solucién de citrato v que esta
solucién bafie continuamente las superficies internas del tapon
y del matraz). Quitar el matraz del aparato y transferir su
contenido al que tiene la fraccién soluble en agua, Enfriar a
temperatura ambiente inmediatamente enrasar y mezclar com-
pletamenie y dejar en reposo por lo menos dos Horas antes de
tomar la alicuota.

17(b).4.2. Muestras gue contienen menos dél 5 por 100 de
P;05.—Tomar una alicuota de 10 ml en un matraz Erlenmeyer
de 125 ml. Adadir 5 ml de mezcla acida ternaria, agitar el
matraz con movimiento rotatorio, hervir suavemente durante
guince minutos y digerir a 150-200° C hasta que la solucion quede
con una sal blanca e incclora: Evaporar hasta humos blancos y
continuar calentando durante cinco minutos. Enfriar y afadir
15 ml de agua’y hervir cinco minutos. Trasvasar el contenido
del Erlenmeyer a un matraz aforado de 100 ml, diluir a 50 ml,
agitar con movimientos rotatorios y enfriar a temperatura
ambiente. Afadir 5 ml de la solucidn patrén de fosfato gue con-
tenga 2 mg de P,0y vy 20 mil de la solucién de molibdovanadato
modificado. Diluir a 100 y continuar como en 16(b).4.2.

17(b).4.3. Muestras gque contienen mas del 5 por 100 de P;0s.

Intreducir en un matraz de 100 ml una alicuota de 5 ¢ 10 m!
de tal forma que dicha alicuota contenga de 2 a 5 mg de P3Us ¥
digerir la muestra como en 17(b) .4.2. .

Continuar como en 17(bl.4.2, pero sin*afiadir solucidn patrén
de fosfato.

17(b).5. Cdlculo.

17(b) .5.1. Preparacién de la curva patrén como en 16(b}.5.1.

i7(b).5.2. Muestras que contienen menos del 5 por 100 de
P;0s Icomo en 16(b).5.2].

17(b).5.3. Muestras que contienen mas del 5 por 100 de P;Os
[como en 16(b).5.31.

17(b).6. Referencias.

’ 1. A. 0. A. C.: «Official Methods of Analysiss. Ed. 1970, pa-
gina 15/2.046.

22. BORO SOLUBLE EN ACIDO

22.1. Principio.

‘Consiste en pasar el boro a BO3Hj;, el cual puede ser valo-
rado con un Aalceli fuerte, previa exdltacién de su acidez por
formacién de un ién complejo con una sustancia polihidroxilada
{(manitol o sprbitol).

22.2, Material y aparatos.

22.2.1. Balanza analitica.

22.2.2. pH-metro o similar. N
22.2.3. Vaso de 250 ml.

23.3. Reactivos. ’
22.3.1. Solucién patron de acido bérico.

Disolver 1 g de BO;H: en H,D v llevar a 1 litro.
-1 ml contendra 0,1748 mg de B.
22.3.2. Solucién patrén de NaOH.

Preparar una solucién de concentraciéon 0,025 N libre de CO,
y a continuacién se titula de la siguiente manera: Pipetear 25 ml
de la sclucion patrén de BOsH; depositandolos en un Erjenme-
ver de 23¢ ml. Afiadir 3 g de CINa e indicador rojo de metilc,
diluyéndose con agua destilada hasta 150 ml; calentar hasta
ebullicién para expulsar el CO, enfriar y titular potenciomé-
tricamente como en 22.4. Realizar un blanco repitiendo la ti-
tulacién cambiando los 25 ml de la solucién patron de BO3Hg
por 25 ml de agua. Para determinar la equivalencia en B se
efectian los siguientes calculos:

,mg B/ml = 4,389/ml de la solucién de NaOH — ml gastados
-en el blanco. ) . L
Esta solucién se debe preservar del CO; atmosiérico.
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-22.3.3. Solucién del indicador rojo de metilo.

Disolver 0,1 mg de rojo de ‘metilo en 50 ml de alcohal, diluir
hasta 100 ml con agua ¥y filtrar si es necesario,

223.4. CIH.

2235, CIH 0,5 N.

22.36. CIH 0,02 N, :

22.3.7. Solucién de (NOi); Pb al 10 por 100,

22.3.8. NaOH 0,5 N.

22.38. NaOH 0,025 N.

22.3.10, CiNa. - L -
22.3.11, Manitol q sorbitol.

22.4. ['rocedimiento. = - ' .-

Pesar la muestra con exactitud de 1 mg (22.4.1), depgsitando
la cantidad de sustancia pesada en un vaso de 250 ml. Aifadir,
aproximadamente, 50 ml de H,0 y 8 ml de CiH. Calentar a
ebullicién y mantener ésta durante un tiempo suficiente como
para descomponer los carbonatos, Mantener a continuacién la
solucién caliente sin llegar a ebullicién durante el procedimiento
de eliminacién de posibles fosfatos. :Afiadir unos 10 ml de sclu-
cion de (NOg), Pb al 10 por 100 6 1 ml por cada 1,2 por 100
de P;Os si el contenido de éste se conoce y es superior al 12
por 100. Afiadir CO3H Na hasta neutralizar. Seguidamente afia-
dir unas cuantas gotas de rojo de metilo ¥ continuar anadien-
do CQsH Na hasta conseguir un viraje alcalino del rojo de
metilo lamarillo o ligeramente anaranjado}. A continuacién
calentar la mezcla al bafio de Maria durante treinta minutos, ana-
diendo pequerias cantidades de COsH Na si fuera necesario para
mantener el color (22.8.2). Después.de la neutralizacién y el
pericdo de calentamiento, tendremos de 40-50 mi de solucién.
Filtrar la solucién en caliente, recogiéndola sobre un Erlenme-
yer de 250 ml, lavando el filtro con agua caliente. Se acidifica
con unas cuantas gotas de C]H y calentar brevemente para
expulsar el CO,..Neutralizar 14 solucién en caliente con NaOH
0,5 N v acidificar de nuevo con ClH 0,5 N, aftadiendo de 0,3-0,5 ml
de exceso. Diluir a 150 ml, aproximadamente, y calentar de nue-
vo a ebullicién durante unos minutos para expulsar el CO; que
pueda quedsr. Enfriar a temperatura ambiente con agua fria.
Neutralizar 1la mezcla con NaOH 0,5 N y colocar dentro del vaso
los electrodos y agitador magnético.

Comenzar a agitar y ajustar a pH = 8,30 mediante Ia adicién
de NaOH 0,25 N o CIH 0,02 N y segun se requiera (22:6.3}. Una
vez que el pH se mantgnga a 8,30, se procede a efectuar la lec-
tura en la bureta de NaOH ¢,25 N; anadir 20 g de manitol o de
cristalas de D-sorbitol y efectuar la valoracién con sosa 0,25 N
hasta obtener nuevamente ol vH 6,30 (desconectar el pH-metro
dejando la lectura & 8,30 cuando se afiade el manitol, conec-
téndolo de nuevo cuando ¢l indicador se acerca a su punto final,
continuando afadiéndole cuidadosamente solucién patron de
NaOH hasta que la aguja del galvanometro vuelva a cero). De
esta manera, con practica, se trabaja sin-sobrepasar el punto
final de la titulacién., Cuando se slcanza el punto final, se
efectita de nuevo la lectura de la cantidad de NaOH gastado.
Efectuar un blanco con todos los reactivos a excepcién de la
muestra a analizar. i

22.5. Cdlculos. -

Calcular el contenido en B aplicando 1a siguiente férmula:

% B = (ml de NaOH gastados en la determinacion — ml blan- |

co) - fmg B/ml de solucion de NaOH}/10 g muestra.

22.8. Observaciones.

-

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

2282, 5i el color de la solucidén palidece debido a la pre-
sencia de nitratos, afadir mas rojo de metilo. Por el contrario,
si dicho color se oscurece debido a la materia organica, se
aconseja seguir la neutralizacién por medio de la -técnica del
indicador externo. : o

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

22.7. Referencias.

1. A, O, A. C.: «Offictal Methods of Analysis.. Ed. 1870, pé-
gina 24/2.103. . :

seria de-
Lt

_ 23. BORO SOLUBLE EN AGUA
23.1. Principio.

Consiste én pasar el boro a BO3Hs, el aaal puede ser valorado
con un alcali fuerte, previa exaltacién de su acidez por forma-
cion de un i6n complejo con una sustancia polihidroxilada (ma-
nitol o sorbitol). - :

23.2. Material y aparatos.

23.2.1. Matraces de 250 ml,

23.2.2. Papel da filtro Whatman nimero.40, o similar.
232.3. Matraces de 500 mi, : . .
23.2.4. Titulador automatico.

- nes H,O caliente y dilujr

23.3. -

23.3.1. + Ba(OH),. : S
23.3.2. Solucién de Cl;Ba al 10 pér 100,
23.3.3. Coadyuvante de filtracién inerte.
23.3.4

Acido clorhidrico (1 + 5).
23.4. Procedimiento.

Pesar 2,5 g de muestra y depositarla en un Erlenmeyer de
250 ml. Ajiadir 1256 ml de HyO, calentando a ebullicion durante
diez minutgs, filtrando & continuacién a través de papel What-
man numero 40, ¢ papel similar, recogiéndose el filtrado sobre
un Erlenmeyer de 400 ml. Lavar bien el filtro con seis porcig-
hasta 200 ml con H,O. Calentar el
filtrado hasta ebullicién. Afadir seguidamente 15 ml de solu-
cién de Cl;Ba al 10 por 100. con objeto de precipitar los fesfatos

"y sulfatos."Afladir a continuacién BalOH); en polvo con cuidado

—

y -agitando constantemente hasta conseguir un pH alcalino’

(usando como indicador fenolftajeinal y afiadiendo exceso de
Ba{OH),. Calentar a ebullicién durants sesenta minutos o mas
paria-expulsar el NH; (muestras qué tengan fuerte color dehido
a la materia organica seran mantenidas en ebullicién durante
un tiempo mas prolongado). Si es necesario, afadir agua con
objeto de mantener el volumen de 150 ml, . ’

Afadir una o dos cucharadas de un coadyuvante de filira-
cion inerte y filtrar mediante succidn a través de pasta de
papel prensado, recogiéndolo sobre un Erlenmeyer de 500 ml.
Lavar el precipitado con seis porciones H,O hirviendo. Afadir
CIH (1 + 53} hasta’ decolorar la fenolftaleina que contenia el
filtrado. Anadir rojo de metilo y, mediante sucesivas adiciones
de ClH, llevarlo a color rosa. Aftadir plato poroso y el agitador,
cubrir con vidrio de reloj y calentar durante cinco minutos a
ebullicion para expulsar el CQOj; Enfriar con agua teniendo la
precaucion de mantenerlo cubierto con el vidrio de relof. Lavar
agitador, vidrio de reloj y Erlenmeyer comenzando la titulacién
anadiendo solucién patrén de NaQH 0,05 N hasta color amariilo
del rojo de metilo {23.3.2). Afiadir 20 g de D-manital y 1 mi o
mas de fenolftaleina, agitar y lavar las paredes del Erlenmeyer.
Efectuar la titulacién hasta viraje rosa del indicador. Efectuar

- un blance repitiendo todas las operaciones efectuadas con la

muestra.
23.5. Cdlculos.
Calcular el contenido en B aplicando la siguiente férmula:

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

23.8.

1. A. O. A. C.: «Official Methods of Analysis~. Ed. 1070, p&-
gina 23/2.0186.

Referencias.

24. DETERMINACION DEL MAGNESIO
(Por absorcién atémica)

24.1. Principio.

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

24,2_. Material vy aparatos.

24.2.1. Matraces aforados de 50, 100 v 1.000 ml de capacidad.
24.2.2, Espectrofotémetro de absorcion atdmica.,

Longitud de onda: 285,2 nm.
Gadses: aire-CyH;.
Rango: 0,2-2 pg/ml.

24.3.

. 24.3.1, Solucién pairon de Mg 1.000 pg/ml.—Pesar 1.000 mg
de metal puro Mg, agregar 50 ml] de agua y afiadir lentamente
10 m} de CIH. Diluir g un litro.

~24.3.2. Solucién de lantano al 8 por 100.—50 g de La por litro
en ‘'ClH, aproximadamente, del 5 por 100. Disolver 68,65 g de
LasO3 en 250 ml de CIH 1: 1) diluyendo a un litro con agua des-
tilada. - .

Reactivos. .

2433 CIiH.

2434, CIH 2 N.

2435 ClHos N,

24.38. AlH 1: 1), :

24.3.7. CIOH al 70 paor 100 d = 1,87._
24 38. Acido fluorhidrico.

24.39. Metanol. » :

24.4. Procedimiento. -

24.4.1. Materiales inorganicos y mezcla de fertilizantes,

Disolver 1 g de muestra muy bien homogeneizada e introdu-
cir en un Erlenmeyer de 150 ml; anadir 10 ml de CIH concen-
trado. Evaporar la solucién a casl sequedad por ebullicién. Re-
disolver el residuo en 20 ml de CIH 2 N, hirviéndolo para su
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disolucién si es necesario, Filtrar a través de papel rapide re-
cogiéndolo en un matraz de 100 m!, lavando el papel de filtro
y el Erlenmeyer con agua. Medir la absorbancia de esta solu-
cién directamente o diluir con CIH 0,5 N.para obtener soluciones
que entren dentro del rango del aparato. :

24.4.2. Fertilizanies que contengan materia organica.—Pesar
1 g de muestra y ponerla en una capsule de porcelana; calenjar
en la mufla a 500° C durante una hora. Anadir seguidamente
10 ml de CIH y continuar cono en 24.4.1,

-24.4.3. Fertilizantes que contengan elementos fritados,

Disolver 1 g, o menos, de muestra bien pulverizada en 5 ml
de CIO4H y 5 ml de FH. Evaporar a ebullicién hasta desapari-
¢ion de los humos densos del CIQ4H. Diluir cuidadosamente con
H.0, filtrar y proceder como en 24.4.1. Alternativamente se di-
suelve la muestra en 10 ml de CIH, 5 ml de FH y 10 m] de meta-
nol. Evaporar a sequedad. Anadir 5§ ml de CIH y volver a eva-
porar. Repetir le adicion de CIH y la subsiguiente evaporacion.
Disolver el residuc como en 24.4.1.

24.4.4. Determinacion, — (E1 P puede interferir al Mg con
llama de aire CzH;. Se elimina la interferencia por adicidén de
la solucionr de lantano a las soluciones preparadas & partir de
la muestra v a las soluciones patrones, de manera que las dilu
ciones finales contengan, &l menos, 1 por 100 de La). .

Ajustar las condiciones ¢ptimas del aparato. Se puede utili-
zar para evitar diluciones una linea secundaria menos sensible.

Leer, por lo menos, cuatro puntos de la curva de calibrado des-

pués de medir cada grupo de 8-12 muestras.

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

24.5. Cdlculos.

Porcentaje de elemento = (pg/ml) x (F/peso de la muestra - 104
Siendo F = ml de la dilucion eriginal.
x ml de la dilucién final/mi de la alicuota tomada.

Esta formula se utilizara cuando el volumen original de
100 ml se diluya.

24.6. Referencias.
1. A O A.C.. «Official Methods of Analysis». Ed. 1970, pa-
gina 24/2.097. .
25. AZUFRE LIBRE
251. Principio. ) o

_Extraccién del azufré con sulfure de carbono, oxidacién del
azufre o sulfato vy posterior precipitacién del sulfato mediante
cloruro baricc. '

25.2. Material y aparatos.

25.2.1. Vaso de 250 m],

25.2.2, Extractor tipo Soxhlet

25.2.3. Horno eléctrico regulable.

2524 Bafic de agua. .

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

25.3. Heactivos. ’

25.3.1. Sulfuro de carbono.

25.3.2. Solucitn saturada de bromo en tetraclorure de car-
bono. :

253.3. Acido nitrico concentrado.

25.3.4. Acido clorhidrico concentrado.

25.3.5. Acido clorhidrico al 2 por 100.

253.6. Solucién de azul de bromofenol.—Disolver 0.1 g de

szul de bromofenol en 1,5 ml de hidréxide sédico 0,41 N y diluir
a 25 ml con agua destilada. . :
2537 Hidroxido amoénico concentrado. i
25.3.8. Solucién de cloruro de bario al 10 por 100.—Disolver
100 g de BaCl; 2H;0O en 906 m! de agua <destilada. Filtrar a
través de papel Whatman numero 42 o equivalente,

254. Procedimiento.

Extraer 1 g de muestra con suifuro de carbono. en el ex-
tractor Soxhlet y dejar drenar el cartucho al menos doce
veces, Transferir el extracto a un vasg de 250 ml y evaporar
el sulfurc de carbono en corriente de aire a temperatura am-
biente. Calentar en estufa durante veinte minutos a 60-70°C y
dejar enfriar a temperatura ambiente; una vez frio, afadir

10 ml de la solucién 25.3.2 y dejar’ tapade durante veinte mi-.

nutos, agitando varias veces. Afnadir 15 ml de &cido nitrico y
dejar tapado de nueve durante treintag minutos, volviendo a
agitar suavemente. Evaporar en bafio de agua hirviendo hasta
reducir el volumen aproximadamente a 5 ml, afiadir 20 ml de
acido clorhidrico y evaporar igualmente hasta reducir el vo-
lumen a 5 ml, Afadir 50 ml de agus, Tiltrar y lavar el filtro
con &cido clorhidrico al 2 por 100, Afadir al filirado dos gotas
de azul de bromofenol y después hidréxido amoénico hasta el

primer cambio de color. Anadir lentamente écido clorhidrica
hasta reaccién netamente dcida mas cinco gotas en exceso; di-
luir a 150 ml con agua, calentar a ebullicién y afadir lenta-
mente gota & gota la solucidén 25.3.8 aproximadamente hasta el
50 por 100 de exceso. Tapar el vaso y ponerlo al bafio de agua
hirviendo durantg una hora como minimo, enfriar a la tempe-
ratura amhiente v filtrar a través de papel de filiro Whatman
numero 42 o equivalente o de un_filtro Gooch previamente de-
secado por celcinacién a 800° C, &l menos, durante veinte mi-
nutos. Lavar diez veces el filtro con agua caliente, desecar y
calcinar a 800° C hasta peso constante.

25.5. Cdleulo.

Calcular el contenido del azufre en tanto por ciento.

P = peso, en g, de las cenizas.

P’ = peso, en g, de la muestra. '

.
P-.0,1374 .
Azufre (%) = e—————— % 100
. PI
25.6. Referencias.

1. Aseociation of Official Ag-ricultural Chemists. «Official
Methods of Analysis-, 1975, 2.149, pag. 28.

26, AZUFRE TOTAL

-

26.1. Prinbipio.

Oxidacién del azufre o sulfato y posterior precipitacion del
sulfato con cloruro barico.

26.2. Material y aparatos.
26.2.1. Vaso de 250 ml.
28.2.2. Papel Whatman numero 42 o similar o filtro Goozch,

26.2,3. Bafio de agua.
28.2.4. Horno eléctrico regulable.

26.3. Reactivos.

-26.3.1. Solucién-de cloruro de baric al 10 por 100.—Disolver
100 g de Ba Cl,-2H,O en 800 m! de agua destilada. Filtrar a tra-
vés de papel Whatman namero 42 o equivalente.

26.3.2, Solucién dé bromo al 10 por 100.—Disolver 10 g de
bromo en 90 g de tetracloruro de carbono y agitar hasta homo-
geneidad. Guardar en frasco con tapén de vidrio.

26.3.3. -Acido nitrico concentrado.

26.3.4. Acido clorhidrico concentrado.
26.3.5. Solucién de nitrato de plata al 1 por 100, -
' 26.4. Procedimiento.
26.4.1. Preparacién de ia muestra.—Pesar una cantidad de

muesira que contenga entre 50-150 mg de azufre y colocarla

dentro de un vaso de 250 ml de capacidad. A continuacioén ana-

dir 20 ml de la solucién 26.3.2. Mezclar, agitando el vaso a in-
tervalos de cinco minutos, durante media hora. Arnadir 15 ml de
acido nitrico y mezclar de la misma forma que anteriormente.
Evaporar en bafio de agua hirviendo hasta reducir el volumen
a 1-2. ml. Afadir 15 ml de acido clorhidrico vy 10 ml de HyO y
svaporar hasta sequedad en bafio de agua, Anadir 10 ml de
acido clorhidrico'y 50 ml de H;O, calentarlo hasta ebullicién
v hegvir durante cinco minutes, a continuacion’ filirar a {ravés
de papel Whaiman nuamero 42 o equivalente. Lavar el papel
con 20 ml de agua caliente, efectuando ests opéracion diez

‘veces.

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

28.5. Cdlecuio.

‘Calcular el contenido en azufre en tante por ciento.

P = peso, en g, de las cenizas.
P! = peso, en g, de la muesira.

P - 0,1374

Azufre (%) = — % 100
PI

26.6. Referencias.

1. Association of Official Agricultural Chemists. «Official
Methods of Analysis 1975, .2.748, pag. 38.
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27. AZUFRE DF. SULFATOS i Tomar 50 ml de filtrado y levarlos a un vaso de precipita-
, dos de 150 ml de capacidad, afadir 1 ml indicador de-g¢roma-
27.1. Principio. b to potésico al 5 por 100 (p/v}, ajustar el pH entre 8 vy 7 ¥

Solubilizacién del sulfato en medio 4cide, y precipitacion
con cloruro barico. Aplicacién a fertilizantes compuestos, sul-
fato potésico y sulfato magnésico,

27.2. Material y aparatos,

27.2.1. Vasos de 250 ml. ~

27.2.2, Papel Whatman namero 42; o similar, o filtro Gooch.
27.2.3. Bano de agua,

27.2.4. Horno eléctrico regulable.

27.3. Reactivos.

27.3.1. Solu(ﬂ'én de cloruro de baric al 10 por 100.—Disolver
100 g de Ba C1,.2H,O en 900 ml de agua destilada. Filtrar a
través de papel Aibet numero 242 ¢ equivalente.

27.3.2. Acido clorhidrico concentrado.

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

27.4. Procedimiento.

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

0,1 mg .una cantidad de muestra que contenga 0,1 a 0,2 g de SO, ,

pasar a un vasc-de 250 ml y afiadir 25 ml de acido clorhidricoe
concentrado y 50 mi~de H;O. Hervir durante diez minutos.

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

27.4.2. Determinacién.—El tiltrado obtenidoc se calienta Hasta
ebullicién y se ariaden cinco-seis” gotas de solucién 27.3.1. -Pa-
sado un minuto afdadir lentamente upa cantidad/ de solucion
27.3.1, equivalente al contenido supuesto de azufre {1 ml _0,042 g

=T -

de SO; } mas 5 ml en exceso. Llevar a ebullicidn suave durante
una hora, pasado este tiéempo retirar v dejar reposar durante
quince-veinte minutos hasta la sedimentacién del precipitado,
& continuacién filirar & través dz un filtro Gooch, previamente
desecado por calcinacién y tarado. o papgl Albet namero 242 o
equivalente. Lavar con agua caliente hasta que 10 ml de filtra-
do no precipiten al afiadirle 3 ml de la solucién 27.3.3. A con-
tinuacion, desecar y calcinar a 800° C hasta peso constante..

27.5. Cadlculo.

Calcular el contenide en azufre o sulfato en tanto por ciento.

P = peso, en g, de las cenizas.
P" = peso, en g, de la muestra.
_ P . 0,4115 - 100
% 504 = -
P
P-0,1374 - 100
% S =

P
27.6. HReferencias.

1. Association of Official Agricultural Chemniists.
Methods of Analysis 1875, 2.148, pag. 20.

i

«Offigial

28. CLORUROS

(Solubles en agua)
28.1. Principio.

Solubilizacién de los cloruros en agua y subsi-guiente valo-
racidén conm nitrato de plata en presencia de cromato potasico.

28.2.
28.2.1. Material necesario pafa filtracion.

Material y aparatos.

28.2.2. Matraz aforado de 250 ml de capacidad.

- 28.2.3. Vaso de precipitados de 150 ml de capacidad.
28.2.4. Material necesario para volumetria.
28.3. Reactivos.

28.3.1. Solucion de nitrato de plata.—Disolver 5 g de ni-
trato de plata recristalizado y enrasar con agua a 1.060 ml.
Titular dicha solucién con cloruro sédico, de manera que 1 mi
de la solucién de nitrato de plata equivalga a 0,001 g de cloro.

.28.3.2. Indicador de cromato potasico al 5 por 100 (p/v).—
Disolver 5 g de cromato potasico en 100 ml de agua.

28.4. Procedimiento.

Pesar 2,5 g de muestra y ponerla sobrs un papel de filtro
d(_a 11 cm, lavar a continuacion con sucesivas porciones de agus
hirviendo hasta su completo lavado; aproximadamente se em-
plean unos 250 ml de agua. . )

Recoger el filtrado sobre

: un matraz aforado:de 250 ml,
enfriar y enrasar con agus. : .

valorar con la solucién de nitrato de plata (28.3.1.) hasta
color rojo constante de cromato de plata. .

28.5. Cdleulos..
"Calcular el contenido en cloro expresado en gramos:
Cl™ en g = V0,001,

Siendq:

V = veclumen en ml gastados de la solucién de nitrato de
plata.

28.8. Referencias. -

1, Association of Official Analytical Chemists. <Official Me-
thods of Analysiss. Ed. 1975. 38, .ag. 24

29. CINC

29.1.

Solubilizar el Zn de la muestra con diferentes acidos, segun
el tipo de fertilizante, y me.'ir su absorcién a 213,8 nm, refirién-
dola a la correspondiente curva patron.

Principio.

29.2. Material y aparatos. ~
20.2.1. Vaso de precipitado de 150 mil de capacidad.
29.22, Matraces aforados de 100 y 1.000 mi de capacidad.
20.2.3. Espectrofotometro de absorcion atomica. .

Longitud de onda: 213,8 nm.
(Gases: aire-acetileno.
Rango: 0,5-5 ppm. .

29.2.4. -Capsula o crisol de platiho.’
29.2.5. Capsula o crisol de porceiana.

20.3.. Rea.cti_vtil.

20.3.1. Solucién patrén de cinc de 1:000 ppm.—Disolver en
10 ml de acido clorhidrico 8 N, 1.000 g de cinc metal y llevar
a 1.000 mi ccn agua destilada., -

29.3.2. Acido clorhidrico.

29.3.3. Acido clorhidrico 6 N,

20.3.4. Acido clorhidrico 2 N.

28.3.5. Acido cicrhidrico 0,5 N.

29.3.8, Acido fluorhidrico,

29.3.7. Acido perclérico.

29.3.8. Metanol.

29.4. Procedimiento.

29.4.1. Materiales inérganicos y fertilizantes compuestos.—

Disolver 1 g de muestra bien molida en 10 ml de acido clorhidri-
co utilizando un vaso de precipitado de 150 ml. Someter a ebu-
llicion hasta casi sequedad, sin dejar que la evaporacién sea
comp:eta. Hedisciver el residuo £n 20 ml de acido clorhidrico 2 N
calentando a ebullicidén si es necesario, Filtrar, a través ds pa-
pel de filtrade rapido, scbre un matraz de 100 ml, lavando com-
pletamente el papel v el residuo con agua destilada. Medir la
absorcién de la disolucién directamente, .o en caso hecesario di-
luir con acido clorhidrico 0,5 N hasta conseguir una solucitén
dentro del rango de la curva de calibrado.

28.4.2. Fertilizantes conteniendo materia organica.—Pesar 1 g
de muestra en una capsula de porcelana y calentar en una
mufla en corriente de aire durante una hora a 300° C; romper
la pasta vy disolver en 10 ml de Acido clorhidrico como en 29.4.1.

29.4.3. Fertilizantes fritados que contengan micrqelementos.—
Disolver, 1 g de muestra bien molida en 5 ml de acido perciorico
¥ 5 ml ae acido fluorhidrico. Calentar a ebullicién hasta apa-
ricisn de humos densos de acido perclérico, diluir cuidadosa-
mente con agua destilada, filtrar y proceder como en 29.4.1,

Alternativamente también se puede disolver la muestra en
10 ml de acido clorhidrico, § ml de acido fluorhidrico y 10 ml
de metanol. Evaporar a secuedad. Afladir 5 ml de acido clorhf-
drico y evaporar. Repetir la adicién de &cido clorhidrico y la
evaporacidon. Disolver el residuo como en 28.4.1,

28.5. Cdlculos. -

L.F~
. 10—4

% ZIn =

Siendo: .

‘L = valor, en ppm, obignido en la curva patrén,

P = peso, en g, de la muestra.

F = ml de la dilucién original x ml de la dilucion final/ml
de alicuota. Este factor se aplicara en caso de que se
diluya sl volumeh original de-100 ml.

20.8. Referencias. . .

1. Assaciation of Official Agricultural Chemists. Ed. 1975, p4-
ginas 22-23.
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_ %, COBRE
30.1. Principio.

Solubilizar el Cu de la muestra con diferentes acidos, segin
el tipo de fertilizante, ¥ medir su absorcidén a 324,7 nm refirién-
dola a la correspondiente curva patrén.

30.2. Material v aparatos.

30.2.1. Vaso .de grecipitade de 150 ml de capacidad. -
30.2.2. Matraces aforados de 100 y 1.000 ml de capacidad.
30.2.3. Espectrofotémetro de absorcién atdmica.

Longitud de onda: 324,7 nm.
Gases: aire-acetileno.
Rango: 2-20 ppm.

30.2.4. Capsula o crisol de platino. '
30.2.5. Capsula o crisol de porcelana.
30.3. Reactivos.

30.3.1. Solucién patron de cobre de 1.000 ppm.—Disolver en
1a minima cantidad posible de &cido nitrico concenicade 1.000 &
de cobre metal y afadir 5 ml de acido clorhfdrice concentradd
Evaporar sin llegar a total sequedad y diluir a 1.000 mi cop
fcido clorhidrico 0,1 N

30.3.2. Acido clorhidrico,
30.3.3. Acido nitrico.

30.3.4. Acido clorhidrico 2 N.
30.3.5. Acido clerhidrico 0,1 N.
30.3.8. Acido clorhidrico 0,5 N.
80.3.7. Acido fluorhidrico.
30.3.8. Acido perclorico.

30.3.9. Metanol.

30.4. Procedimiento.

30.4.1. Materiales

inorganicos y fertilizantes compuestos
{como en 29.4.1). *

30.4.2. Fertilizantes conteniendc nateria orgéanica (como en
29.4.2).
30.4.3. Fertil:zanies fritados que contengan micreelementos

{como en 290.4.2), 7

30.5. Cdlculos.
- L. F/

% Cu = - 10—4

Siendo: 7 ~

L ppm leidos en la curva patrén.

P = peso, en g, de la muestra.

F = ml de )a dilucién original x ml de la dilucién fi-
nal/m] de alicuota. Este factor se aplicara en casc de
que se diluya el volumen original de 100 ml. :

30.6. Referencias. '

1. Association of Official Agricultural Chemists. 40 Ed. 1975,
paginas 22-23. ) .

31. SODIO
31.1. '

- Determinacién del sodio por fotometria de llama.

Principio.

31.2, Material v aparatos.

31.2.1. Fotémetro de llama y accesorios. .
31.2.2. Mairaces aforados de 100, 250, 500 y 1.000 ml de ca-
pacidad. :

31.3. Reactivos.

31.3.1. Solucién de oxalato aménico.—Afadir a 40 g de oxa-
lato aménico agua destilada hasta 1.000 ml y disolver.

31.3.2. Indicador rojo de metilo.—Disolver 0,2 g de rojo de
metilo en 100, mi de alcohol,

31.8.3, Cloruro sédico.—Desecar durante dos horas a 105° C.

81.3.4. Acido nitrico al 1 por 100 (v/v),
31.4. Procedimientor
31.4.1. Preparacion de la solucién de la muestra de fertili-

zanies compuestos sulfato magnésico y sulfato potasico.

Pesar 2,5 g de muestra (para contenidos menores del 4 por 100
en sodio) o 1,25 g (para contenidos entre 4-20 por 100). latro-
ducirla en un matraz aforado de 150 ml de capacidad, anadir
125 ml de agua y 50 ml de la solucién 31.3.1; llevar a continua-
cidn & ebullicion durante treinta minutos, dejar enfriar y en-
rasar con agua, agitar y filtrar. Transferir a continuacion 25 ml
(para contenidos menores del 4 por 106 en sodic) o 10 ml (para
contenidos comprendidos entre 4 y 20-por 100 en sodio) de dicha
solucién a un matrez aforado de 250 mi de capacidad, enrasar
con agua y agitar. Medir a continuacién refiriendo la lectura &
la curva patrén 31.4.2.1 ¢ 31.4.2.2, representadas en emisién
concentracicnes. '

31.4.2. Preparacién de la curva patrén.

31.4.2.1, Solucién patrén para muestras con contenidos igual
o superiores al 1 por 100 en sodio.—Disolver 1,271¢ g de cloruro
sédico en agua y enresar a 500 ml;, esta solucién corresponde
4 '1.000 ppm de sodio. Tomar alicuotas de la solucién patrén
de manera que cubran un rango comprendido entre 0 ¥ 40 ppm
con intervalcs de 5 ppm,

o 9l1422 Solucién patrfn para muestras con contenidos infe
riores al 1 por 100 de sodio.—Proceder como en 31.4.2.1, perc
cubriendo un rango comprendide entre ¢ y 10 ppm con inter-
valos de 2 ppm.-

31.5. Cdlculo, .

Calcular el contenidc en tanto por ciento de sodio.

31.5.). Para muestras con contenidos comprendidos entre 0 3
4 por 100 en sodio.

A
% N@ == e
- 10 -

A = valor obtenido en la curva patrén expresado en ppm

31.5.2. Para muestras ¢on conteridos comprendidos entre 4
¥ 20 por 100 en sodio, .

% Na =

2
B = valgr _obtenido en la curva patrén expresado en ppm
31.8. Referencias.

1. Assggiation of Official Agricultural Chemists. «Officia!
Methods of Analvsis». 1975 50. 2.134, pag. 29.
& HIERRO
32.1. Principio.
Solubilizar el Fe de }a muestra con diferentes Acidos, seglr

el tipc de fertilizante, v medir su abscrcion a 248,3 nm, refi.
riéendola a la correspondiente curva patrén.

32.2. Material ¥y aparatos.
32.21. Vasoc de precipitado de 150 ml de capacidad,
32.2.2. Matraz aforado de 100 ml de capacidad.

32.2.3. Espectrofotémetro de absorcidn atémica.

Longitud de onda: 248,3 nm.
Gases: aire-acetileno,
Rango: 2-20 ppm.

32.24. Capsula o criscl de platino.

32.2.5. Capsula o criscl de porcelana.

32.3. Reactives. ’

32.3.1. Solucién .patron de Fe de 1.000 ppm.—Disolver calen-

tando a ebuilicién 1.000 g de Fe pure en 30 ml! de CIH 7 N, agre
gado en sucesivas proporciones. Diluir hasta 1.000 ml con HyC
destilada. Diluir con CiH 0,5 N preparando cuatro patrones, &
menos. ceniro del rango de deteccidn.

32.3.2. Acido clorhidrico.
32.2.3. Acido clorhidricc 8 N.
32.34. Acido clorhidrico 2 N.
32.3.5. Acido.clorhidrico 6,5 N.
32.3.8. Acido flunrhidrico.
32.3.7. Aciao perciérico.

32.3.8. Metanol.

32.4. Procedimiento.

32.4.1. Materiales inorganicos y fertilizantes compuesio-
(como en 29.4.1},

32.4.2. Fertilizantes conteniendo materia organica f(com.
en 28.4.2). -

32.4.3. Fertilizantes fritados que contengan microelemento:
{como en 29.4.3). .

32.5. Cdlculos.

% Fe = - 104

Siendo:

L — ppm leidos en la curva patrén.

P = peso, en g, de la muestra. ) L . )

¥ = ml de la dilucién original x ml de la dilucién final/m

de alicuota. Este factor se aplicard en caso de gue s
diluya, el volumen original de 100 ml.

32.8. Referencias. -

1. Association of Official Agricultural Chemists. «Officia
Methods of- Analysis-. Ed. 1975. 42, pags. 22-23. .
; S i

N (Continuard.}
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I. Disposiciones generales

PRESIDENCIA DEL GOBIERNO

ORDEN de 31 de julio de 1979 por la que se esta-
blecen métodos oficiales de andlisis de aceites ¥
grasas, productos cdrnicos, cereales y derivados,
fertilizantes, productos fitosanitarios, productos
ldcteos, piensos, aguas y productos derivados de
la uva. (Conclusion.) :

21118

{Conciusidn.]

Excelentisimos seflores;

Por Ordenes de 30 de noviembre de 1878 (<Boletin Oficial
de) Estados de 4 de enero de 1877) y de 31 de enero de 1877
i«Boletin Oficial del Estado» de 14 de julio) se establecieron
diversos métodos oficiales de .analisis, contemplando en el
apartado segundo la posibilidad de su ampliacién a medida
gue los correspondientes grupos de trabajo avancen en el es-
tudic de nuevos métodos. Por otra parte, el continue progreso
de las técnicas de analisis aconsejan la revisién periddica de
estos métodes modificandolos, completéndolos o sustituyéndolos.

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

Primero.—Se aprueban como oficiales los métodos de anali-
sis de aceites y grasas, productos carnicos, cereales y derivados,
fertilizantes, productos fitosanitarios, productos lécteos, piensos,
aguas y productos derivados de la uva, gue se citan respectiva-
mente en los anejos del 1 al 1X:

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

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

Cuarto.—La presente disposicién entrara en vigor a los trein-
ta dias de su publicacién en el «Boletin Oficial del Estados.

Lo gue comunico a VV. EE.
Madrid, 31 de julio de 1878.

PEREZ-LLORCA Y RODRIGO
Excmos. Sres. Ministros de Defensa, de Industria y Energfa,

de Hacienda, de Comercio v Turismo, de Administracion
Territorial, de Sanidad vy Seguridad Social y de Agricultura.

33. MANGANESO
33.1. Principio.
Solubilizar e} Mn de la muestra con diferentes acidos, segun

el tipo de fertilizante, ¥y medir su absorcién a 279,5 nm, refi-
riéndola a la correspondiente curva patrén.

33.2. Material ¥ aparatos.

33.2.1. Vaso de precipitado de 150 ml de capacidad.

33.2.2. Matraces aforados de 100 y 1.000 ml de capacidad.
33.2.3. Espectrofotémetro de ahsorcién atémica.

Longitud de enda: 27,5 nm.
Gases: aire-acetileno.
Rango: 2-20 ppm.

33.2.4. Capsula o crisol de platino.
33.2.5. Capsula o crisol de porcelana.

33.3. Reactivos.

33.3.1. Solucidén patrén de manganeso de 1.000 ppm.—Disolver
en 30 ml de écido clorhidrico 6 N, 1,582 g de biéxido de manga-
neso, llevar a ebullicién hasta evaporacion del acide clerhidrice
¥y enrasar s 1.000 ml con agua destilada.

33.3.2. Acido clorhidrico.

. 33.3.3. Acido clorhidrico 6 N.
33.3.4. Acido clorhidrico 2 N,
33.3.5. Acido clorhidrico 0,5 N.
33.3.8. Acido fluorhidrico.
33.3.7. Acido perclbrico.

33.3.8. Metanol.

33.4. Procedimiento.

33.4.1. Materiales inorganicos y fertilizantes compuestos {co-
mo en 2¢.4,1). .

33.4.2, Fertilizantes conteniendo materia organica (como en
29.4.2).

33.4.3. Fertilizantes fritados que contengan microelementos
(como en 20.4.3},

33.5. Cdlculos.

L-F

g Mn = © 1074

Siendo:

L = ppm leidos en la curva patlron.
P = peso, en g, de la muestra.
= ml de la dilucién original x ml de la dilucién final/ml de
alicuota, Este factor se aplicara en caso de que se di-
luya el volumen original de 100 ml.

33.8. Referencias.

1. Association of Official Agricultural Chemists. «Official

Methods of Analysiss. Ed. 1975. 42, pags. 22-23,

24(a). CALC!C SOLUBLE EN ACIDC
(Volumetria)

34(a).1. Principio.

Se determina el calcio scluble en acido nitrico y clorhidrico,
mediante una valoracion del oxalato calcico formado, con per-
manganato potasico.

Aplicable a concentraciones superiores al 0,1 por 100,

34(a).2. Malterial y aparatos.
34(a).2.1. Matraces aforados de 250 ml.
34(a).2.2. Vasos de precipitado de 250 ml.

34(a).2.3." Pape! de filtro cuantitativa o crisoles Gooch.
34(a).2.4. Bureta de 25 mi.
34(a).3. Reactivos.

34(a) .3.1. Acido nitrico.

34(a).3.2. Acido clorhidrico.

34(a).3.3. Solucién indicador azul de bromofenol.—Mezclar
0,1 g de azul de bromofenol con 1,5 ml de hidréxido sodico 0,1 N
y diluir a 25 ml

34{a).3.4. Amoniaco diluido (1:4) (v/v).

34(a).35. Acido clorhidrico diluido (1:4) (v/v),

34(a).3.8. Solucidn saturada de oxalato amédnico,

34(a).3.7. Acido sulfurico. .

34(a).3.8. Solucién valorada de permanganato potasico 0,1 N.
34(a) .3.9. Amoniaco diluido (1:50) {(v/v),

34{a).4. Procedimiento. .

Pesar 2,50 g de muestra y pasarlos a un matraz aforado de
250 ml, afadir 30 ml de Acido nitrico y 10 ml de 4cido clor-
hidrice y hervir treinta minutos. Enfriar, diluir, aforar y filtrar
si es necesario. Llevar 25 ml de la solucién a un vaso y diluir
a 100 ml. Aiadir dos gotas de azul de bromofenol. Afadir so-
lucion de smoniaco diluido (1:4) hasta que el indicador cambie
del amarillo al verde (no al azul). Si se ha sobrepasado este
punto, retroceder con clorhidrico (1:4) (pH 3,5 a 4,0). Diluir a
150 ml, llevar a ebullicién y afadir 30 ml de solucién saturada
caliente de oxalato amonico, lentamente y con agitacion cons-
tante. Si el color cambia del verde al azul o al amarillo de
nuevo, ajustar al verde con acido clorhidrico (1:4). Si pasa al
amarillo, ajustar con amonfaco diluido (1/4) al verde. Digerir
en bafic de agua durante una hora, o dejar toda la noche y en-
friar e temperatura ambiente. Filtrar el liquido sobrenadante
a través del papel cuantitativo o crisol Gooch o filtro de vidrio
fritado y lavar el precipitado con amoniaco diluido {1:50).

Colocar el papel o el crisol con el precipitado, en el vaso
original y afadir una mezcla de 125 ml de agua y 5 ml de
acido sulfurico. Calentar a unos 70°C y valorar con solucién
de permanganato potésico 0,1 N, hasta persistencia de color
rpsa débil. Corregir con un blance y calcular como calcio.

-
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34(a).5. Cadlculo.

. V-N-20
%% Ca =
P
Siendo:
V = volumen, en ml, de la solucién de permanganato potasico
consumidos.

N = normalidad del permanganato potéasico.
P = peso, en g, de muestra.

34(a).8. Referencias.

1. Association of Official Agricultural Chemists.
Methods of Analysis=. 1975. 40, pag. 24. -

-

34(b). \CALCIO SOLUBLE EN ACIDO
(Absorcién atdémical

34(b) 1,

Se determina el calcio soluble en écido, por absorcién atd-
mica en disoluciones al 1 por 100 de lantanc y acide clorhidri-
co 0,5 N.

34(b}.2. Material y aparatos.

34(b).2.1. Vasos de precipitado de 150 ml. -

34(b).2.2. Matraces aforados de 25, 250 ¥ 1.000 ml.

34(b).2.3. Espectrofotémetro de absorcién atémica.
L4

Longitud de onda: 422,7 nm.
Gases: aire-acetileno.
Rango: 2-20 ppm.

34(b).2.4. Capsula o crisol de platino.
34(b).2.,5. Capsula o crisol de porcslana.

Principio.

34(b).3.  Reactivos.

34(b).3.1. Solucién patrén de 25 ppm de calcio.—Disolver
1,249 g de carbonato calcico en la minima cantidad de acido
clorhidrico 3 N. Dijluir a 1 litro. Tomar 50 ml de esta solucién
y diluir a 1 litro.

34(b) 3.2. Soluciébn de lantano (50 g Lasl).—Disolver §8,65
gramos de ¢6xido de lantano en 250 ml de acido clorhidrico, afa-
diendo el. Acido lentamente. Diluir a 1 litro.

34(b}.3.3. Acido nitrico.

34(b).3.4. Acido clorhidrico.

34(b).3.5. Acido clorhidrico 0,5 N,

34(b).3.6. Acido clorhidrico 2 N,

34(b).3.7. Acido fluorhidrico,

34(b).3.8. Acido perclorico.

34(b).3.0. Metanol.

34(b) .4, Procedimiento.

34(b).4.1. Materiales inorganicos y fertilizantes compuestos.

Pesar 2,50 g de muestra en un matraz aforado de 250 ml, aftadir
30 mt de acido nitrico ¥ 10 ml de acide clorhidrico y hervir
durante ireinta minutos Enfriar, diluir a volumen, mezclar
y filtrar si es necesarioc. Medir la absorcién de la disolucién
filtrada, previamente diluida con &cido clorhidrico 0.5 N, hasta
conseguir una solucidn dentro de! rango de la curva de cali-
brado, habiendo afladido la cantidad de solucién de lantano
para hacer la solucion final al 1 por 100 en lantano.

34(b) 4.2. Fertilizantes conteniendo maeateria organica.—Como
en 29.4.2, pero anadiendo la cantidad de solucién de lantano
necesaria para obtener una solucion flnal al 1 por 100.

34(b}.4.3. Fertilizantes fritados que contengan microelemen-
tos.—Como en 29.4.3, pero afadiendo lantano como se indica
en 8l parrafo anterior,

34(b).4.4. Preparacién de la curva patrén.—Tomar 0,5, 10, 15
¥ 20 ml de la solucion patrén de calcio [34(b).3.1} y pasarlos a

matraces aforados de 25 ml. Afadir a cada uno 5 ml de solucién '

patrén de lantano [34(b).3.2] y diluir a 25 ml. Estas soluciones
(ri:onlt‘;enen, respectivaments, 0,5, 10, 15 y 20 ppm de Ca y 1 por 100
e La.

(b).5. Cdlculos.

L-10-4
% Ca = = ' F

Siendo:

L = valor en ppm obtenido en la curva patrén.
ml de la disolucién original x ml de la disolucién final

m} de allicuota
P = peso,en g, de muestra.

34(b).6. Referencias.

1. Association of Officlal Agricultural Chemists,
Methods of Analysis-. 1975. 40, pudg. 24.

«Official

«Official
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ANEJO V

METODOS DE ANALISIS DE PRODUCTOS FITOSANITARIOS
METODOS FISICOS

1. ESTABILIDAD DE UNA EMULSION
(Dilucién 5 por 100 v/v}

1.1. Principio.

La estabilidad de una emulsién obtenida dispersando el
concentrado emulsionable en agua patron se estima por sl
volumen de aceite o de crema que se separa cuando se man-
tiene la emulsién en reposo durante veinticuatro horas. Tam-
bién ge determina la capacidad de reemulsién del sistema al
cabo de veinticuatro horas. -

Et procedimiento descrito en este método es de aplicacidn
a cualquier concentrado emulsionable que dé lugar al diluirlo
con agua a emulsiones del tipe aceite en agua.

1.2. Material y aparatos.

1.2.1. Probeta graduada de 100 ml con tapén de vidrio. El-
volumen entre la marca de los 100 ml y el fondo del tapdn
no debe ser mayor de 40 ml] ni menor de 35 ml 11.5.1).

1.2.2. Bafio de agua de dimensiones adecuadas para per-
mitir la inmersién hasta el cuello en posicién véertical, de va-
rias probetas graduadas de 100 ml y con temperatura man-
tenida a 30 £ 1° C (1.5.2).

1.2.3. lLampara ajustable (1.58).

1.2.4. Probetas graduadas de 5 mli.

1.3. Reactivos.

1.3.1. Agua patron.—342 ppm de dureza. pH = 6 a 7
Ca/Mg = 80/20 (p/p) (36.1). .
1.3.1.1, Carbonato calcico, con una -riqueza no menor del

99 por 100; calentar durante dos horas a 400° C antes de pesar.
1.3.1.2. Oxido de magnesio, con una riqueza no menor del
99 por 1060. Secar durante dos horas & 105° C antes de pesar.

1.3.1.3. Solucidn amcniacal, aproximadamente 1 N.
1.3.1.4. Acido c¢lorhidrico, soluciones 6,1 N y 1 N,
1.3.1.5. Hidréxido sédico 0,1 N,

1.3.1.6. Rojo de metilo, al 0,1 por 100.

1.3.1.7. Sclucion A —Sclucion de ién calcico 0,04 M.

Pesar con exactitud 4 g de carbonato calcico y transferirlo
a un Erlenmever de 500 ml con un minimo de agua destilada.
Colocar un pequefio embudo en la boca del frasco. Afadir
lentamente 4dcido clorhidrico (82 ml de soluciéon 1,0N) al
frasco, a través del embudo y remover el contenido.

Cuando se disuelva todo el carbonato cédlcico, diluir la so-
lucién aproximadamente a 400 ml con agua destilada y hervir
para eliminar el exceso de didxido de carbono. Enfriar la
solucién, anadir indicador rojo de metilo (dos gotas) y neu-
tralizar hasta color naranja con la selucién amoniacal afa-
dida gota a gota. Transferir cuantitativamente a un matraz
aforado de 1.000 ml, enrasar con agua destilada, mezclar y
almacenar en un frasco -de polistileno. Un - -ml-de ssta- solu-
cién cuando se diluye hasta 1.000 ml, da un agua que con-
tiene 4 ppm de dureza, expresada cemo carbonato calcico.

1.3.1.8. Solucién B.—Soluciéon de ién magnesio 0,04 M.

Pesar con exactitud oxido de magnesio (1,613 g y trans-
ferir a un Erlenmeyer con un minimo de agua destilada. Poner
un pequefio embudo en la boca del Erlenmeyer v anadir len-
tamente A4cido clorhidrico (82 ml de una solucién 1 N).

Calentar, lentamente, hasta disolver, y cuando todo el éxido
de magnesio esté en solucion diluir aproximadamente a 400 ml
con agua destilada y hervir para eliminar el diéxido de car-
bono. :

Enfriar, afiadir una solucién de rojo de metilo (dos gotas)
¥ neutralizar hasta color naranja con la solucién amoniacal.

Transferir cuantitativamente a un matraz aforado de 1.000 ml,
enrasar con agua destilada, mezclar y almacenar en un frasco
de polietileno. Un ml de esta solucidén, cuando se diluye hasta
1.000 ml, da un agua que contiene 4 ppm de dureza, expresada
como carbonato calcico.

1.3.1.8. Preparacion.—Llevar 68,5 ml de solucién A y 17,0 ml
de solucién B a un vaso de precipitados de 1.000 ml y diluir
a 800 ml, aproximadamente, con agua desionizada. Usando un
pH-metro, ajustar la solucién a pH 8 a 7, afiladiendo gota a gotla
hidréxido de sodia 0,1 N. Transferir la solucién cuantitativa-
mente & un matraz aforado de 1.000 ml y enrasar con agua
desionizada.:

El pH después del ajuste deberad -estar préximo a 65, lo
que permite cualquier ligera variacién durante el almacena-
miento. .

Usar agua desionizada.
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1.4, Procedimiento.

1.4.1. Emulsionabilidad.

En une prohbeta graduada de 100 ml! poner agua patrén
a 30+ 1° C (1.5.3) hasta la marca de los 95 ml. Verter el
concentrado emulsionable (1.54) poco a poco (5 ml de una
probeta graduada) sobre la superficie del agua, colocar el
tapon e invertir la probeta una vez (1.5.5).

Después de treinta segundos observar si la mezcla se ha
emulsionado espontaneamente, dando 100 ml de una emulsién
que aparece al examen visual como uniforme. Anotar si se
produce espuma.

1.4.2. Estabilidad de la emulsién en reposo.

Invertir la probeta diez veces (1.55) y dejar la probeta y
su contenido en reposo en el bafic de agua a 30° £ 1° C (1.5.3}
durante veinticuatro horas. i

Anotar el volumen (1.58), si existe, de aceite libre (1.5.7},
espuma y crema formados tanto en la parte superior como
en el fondo de la probeta, a los treinta minutos y a las dos
y veinticuatro horas.

1.4.3. Reemulsién tras un reposo de veinticuatro horas.

Al cabo de las veinticuatro horas, invertir la probeta diez
veces (1.5.5). Dejar en reposo durante treinta segundes y ob-
servar si el acerte, espuma, crema o materias sélidas encon-
tradas tras el reposo de veinticuatro horas se han reemulsio-
nado, dando 100 ml de una emulsién que aparece al examen
visual ({1.5.6) como uniforme.

1.4.4. Estabilidad final de la emulsion.

Dejar en reposo la probeta durante un plazo adicional de
treinta minutos.

Anotar el volumen, si existe, de aceite libre, espuma, crema
o materias soélidas presentes al cabo del periodo de treinta
minutes,

1.5. Observaciones.

15.1. La probeta debe estar limpia y libre de grasa—Lim-
piar la probeta con una solucion acuosa gue comtenga 5 por 100
de &acido fluorhidrico, 30 por 100 de acido nitrico y 2 por 100 de
Teepol. Agitar durante veinte segundos. Enjuagar con agua
destilada y escurrir.

Precaucion.—La mezcla anterior es corrosiva y no debe po-
nerse en contacto con la piel. No dejar la mezcla en la pro-
beta durante méas de treinta segundos,

152 La probeta debera estar sujeta de- tal forma que no
esté en contacto con el recipiente del bafio. La armadura del
motor no debera sujetarse a las paredes del bafio.

1.5.3. A menos que se especifique otra cosa.

1.54. El concentrado emulsionable debe estar a la misma
temperatura que el agua, patron que se va a usar para la
dilucion €30° £ 1° C si no se indica otra cosal,

1.5.5. La expresidon «invertir la probeta=, como se usa mas
arriba, indica que la probeta tapada se inclina a mano 180
gracos y luego se vuelve a su posicién inicial, completando
la opecracién en unos dos segundos, aproximadamente,

1.5.6. Para iluminar la probcta debg usarse una lampara
ajustable provista de una bombilla perlada de 80 watios, La
posicién y el angulo de la luz deben ajustarse para conseguir
la vision o6ptima de los limites de las fases. Con frecuencia
es mas facil de ver esto con luz reflejada que con luz inci-
dente X

1.5.7. Si inicialmente se encuentra dificultad para distinguir
entre aceite y crema, puede usarse un colorante soluble en
la fase oleosa, pero los ensavos finales deben hacerse sin la
adicién de colorantes. Se ha comprobado que los colorantes
que dan una coloracién azul oscura en los hidrocarburcs aro-
maticos son los mas adecuadces para este propésito. El colo-
rante (0,1 por 100) debe afad.rse al concentrado emulsionable
antes de hacer el ensayo Si existe aceite, el colorante lo
coloreara de azul oscurc; si se ha producido crema, el colo-
rante dard una capa azul palido; si no se ha producido crema
0 muy poca, no se criginara ninguna banda de color definido.

168. Referencig.
1. CIPAC. Ed. 1970. MT-36 y MT-18.

2. ESTABILIDAD DE UNA EMULSION
(Dilucién de aplicacion)
2.1. Principio.
Como en 1.1 de los métodos oficiales de andlisis fisicos.

El procedimiento descrito en este método es de aplicacion
a los concentrados emuisionables que al ser diluidos a sus
dosis de aplicacién den lugar a emulsiones del tipo de aceite
en agusa.

2.2. Material y aparatos.

2.2.1. Vasos de precipitados de 250 ml] con un diametro
intericr de t cm,

2.2.2. Buretas de 50 m), graduadas en 0,1 ml.
2.2.35. Probetas de 160 ml, graduadas en 1,0 ml.
2.2.4 Bafio de agua (como 1.2.2),

2.3. Reactivos.
2.3.1. Agua patron (como 1.3.1}.

2.4. Procedimiento.

A 70 ml de agua patrén, colocados en un vaso de precipi-
tades a la temperatura especificada (2.5.2), afiadir, por medio
de una bureta, e! producto a ensayar a velocidad de unos
5 mi cada doce segundos. Durante 1a adicidon, agitar con una
varilla de vidrio (a ia velocidad de unas tres vueltas bor
segundo) y dirigir censtantemente el flujo del concentrado
hacia el centro y no contra la pared del vaso. Afadir la
cantidad suficiente de concentradc para que cuando a con-
tinuacién se lleve el volumen total a 100 ml se obtenga la
dilucion recomendada para la aplicacién por el suministrador.

Llevar el volumen a 100 ml, afiadiendo agua patrén con
otra bureta. Transferir inmediatamente la emulsién diluida a
una probeta graduada limpia y seca y mantener a ésta, asi
como e! contenido, en reposo absoluto a la temperatura espe-
cificada * 1° C (2.5.2) dprante una hora. Anotar cualquier
cambio gue se observe en la emulsion diluida y el volumen
de cualquier materia que se hubiers separado.

Repetir la operacién por completo utilizande agua destilada
en lugar de agua patron,

2.5. QObservaciones:

2.5.1. A menos que se especifique otra cosa.

252 S1 no se especifica otra cosa la temperatura debe
ser 30° * 1° C.

2.6. Referencia.

1. CIPAC. Ed. 1870. MT-20.
3. SUSPENSIBILIDAD DE POLVOS MOJABLES

3.1. Principio.

La suspensibilidad se define como la cantidad de materia
activa suspendida, después de un tiempo dado, en una co-
lumna de liquido de sltura determinada, expresada como por-
centaje de cantidad de materia activa en la suspensién ori-
gihal

Preparar una suspension de conceniracién conocida en agua
patrén o agua destilada, colocar dentro de una probeta a tem-
peratura constante v dejar reposar durante cierto tiempo, Ex.
traer las 8/10 partes superiores y determinar el contenido de
materia activa en la 1/10 parte restante, calculdndo despuss el
contenido de las §/10 partes superiores,

El meétodo es aplicable para suspensiones gue contengan
hasta el 1 por 100 de materia activa.

1

3.2, Material y aparatos.

3.2.1. Probeta de 250 ml de tapon esmerilado (fig. 3.1).—La
distencia entre lag graduaciones 0 y 250 ml debera estar entire
20 v 21,5 gm y entre la sefnal de 250 ml y el tapon debera
existir una distancia de 4 a 6 cm.

3.2.2. Tubo de vidrioc de succién de 40 cm de longitud y
5 mm de diametro interior, finalizando por un extremoc con
una anchura de 2 a 3 mm; el otro extremo del tuboc se co-
necta a vacio.

3.2.3 Vasos de precipitados de 250 ml.
3.2.4. Crondmetro.
3.25. Befio de agua a 30° £ 1° C,

3.3. HReactivos.

Como en 1.3.1.

3.4. Procedimiento.

3.4.1. Preparacién de la suspension.

Pesar suficiente cantidad de muestra para hacer 250 m! de
suspensién en agua, a una concentracién recomendada en las
normas de uso sugeridas para el producto. Cuande se reco-
miendan distintas concentraciones, se debe realizar la deter-
minacién de suspensibilidad a las concentraciones maxima y
minime. La muestra se dispersa con o sin papilla, de acuerdo
con las normas de uso que acompefian al producto. Si no se
dice lo contrario, se usara el método 3.4.1.2.
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Fig. 3.1, —Proheta ‘de 250 m] para determinacién de la suspen-
sibilidad, mostrando el montaje especial para la separacion de
las 8/10 partes de la suspension :

3.4.1.1. Con papilla.—Colocar la muestra pesada en un vaso,
afnadir una pequefig cantidad de agua patrén (alrededor de
5 ml) y mezclar durante dos minutos con una varilla de wvi-
drio con tope de goma, hasta producir una pasta uniforme.
Afiadir agua patrén (50 ml g 30° £ 1°C}, gota a gota, mientras
se remueve la mezcla y dejar la suspension en reposc durante
trece minutos, en un bafio de agua a la misma temperatura.

3.4.1.2. Sin papilia.—Afadir, lentaments, la muestra pesa-
da al vaso que contiene el agua patrén (50 m! a 30° +1°C),
Agitar manualmente con movimiento circular a razén de 2 ve-
ces per segundo, durante dos minutos. Dejar reposar la sus-
pension durante trece minutos en un bafio de agua a la misma
temperatura.

3.4.2, Determinacion de la sedimentacién,—Transferir la sug-
pensién preparada en 3.4.1, cuantitativamente, a una probeta
gque haya sido calentada previamente a 30° C; earasar a 250 m!
con agua patrén a 30° £ 1°C y poner el tapén. Manuslmente,
invertir la probeta 30 veces en un minuto.

_ Colocar 1a probeta en posicién vertical y libre de toda vibra-
cion en un bafio de agua, sin que le dé directamente la luz
del sol. Después de treinta minutos (salvo que se especifique
lo contrario) separar 225 ml {(8/10 partes) del contenido en diez
4 quince segundos, usando el tubo de vidrio de absorcién co-
nectado a wvacio, feniendo cuidado de no agitar o remover el
sedimento de la probeta. Asegurarse de que el final del tuho
de succién vaya siempre unos pocos milimetros por debajo de
la superficie del liguido (3.8.2).

3.43. Determinacién de la matsria activa.—Determinar el
contenido de materia activa en la muestra original y en los
25 ml restantes de la probeta, por el método dado en los mé-
.todos de analisis prescritos para cada pesticida.

3.5. Cdleulos’
i 10 100 (C—Q) 111 (C — Q)
Suspensibilidad = x =
9 C C
Donde:
C = peso, en g, de la materia activa en la muestra
ab
tomada =
100

a = tanto por ciento de materia activa determinada en
la muestra antes o después del almacenamiento ace-
lerado, segun sea, lo apropiado.

b = peso, en g, de la muestra.

Q = peso, en g, de la materia activa en los 25 ml restantes
en la probeta,

3.8. Observaciones.

3.8.1. A menos que se especifique otra cosa, la prusha de-

3.6.2. El tubo de succién debera ser .conectado a través de
una llave de dos vias a un frasco de seguridad. La llave deberd
cerrarse suavemente, cuando las /10 partes de la suspensitén
hayan sido separadas, para evitar remover en la 1/10 parte

restante.

3.7. BReferencia.

1. CIPAC. Ed. 1970. MT-15.
‘4. DETERMINACION DEL PUNTQ DE FUSION

4.1, Principio.

La muestra se calienta en tubo capilar a velocidad con-
trolada en un bafo liguide con agitador y se observan las tem-
eraturas de formacién del menisco y de total licuefaccion de
a muestra.

Punto de menisco es la temperatura a la cusal tiene lugar

la licuefaccién de la sustancia, lo cual viens indicado por la
formacidén de un menisco definido. i .
Punto de licuefaccién es la temperatura a la cual la sus-
tancia esta completamente fundida, lo que se observa por la
desaparicion de la fase sélida,
Intervalo de fusién es el intervalo entre la. temperatura a
la cual la sustancia comjenza s contraerse o a forméar gotas en
la pared. del tubo capilar y la temperatura a la que la sus-
;anc'ig. estad completamente fundida, que 'es el punto de licue-
accion.

4.2. Material y aparatos.

4.2.1. Aparato de punto de fusién (fig: 4.1).

Fig. 4.1.—Aparato de punte de fusién y agitador.

4.2.1.1. Descripcion del aparato para detérminacién del pun-
to de fusién:

A) Tubo de vidrio en U, conteniendo fluido de silicona.
B) , Material rigido para fijacion,
C) Caja de aluminio o laton.

D) Lampara de 8 voltios, 0,3 A. Abertura de 4 X 1,5 ¢cm en
un lado de la caja metalica para transmitir luz a la muestra.

E) Agitador de vidrio de eje de 8 mm de @.

F) Motor de unas 375 r.p.m. '

G) Goma flexible. .
H) Termémetro contrastade de ¢° a 300° graduado en divi-
siones de 1° C (4.8.2},

I) Camisa de vidrio de 3,8 cm de longitud 0,3 mmg de
separacion a las paredes, apoyvada en los topes salientes.

J} Resistencia de calentamiento arrollada .sobre papel de
amianto. -

. Ib(l) Alimentacién eléctrica desde una fuente de voltaje va-
riable.

L) Camisa de tubo de vidric para el ele del agitador.

M) Ventana de observacién en la caja metalica.

N) Tubo capilar conteniendo la muestra y ajustando al ter-
mometro por medio de un aniilo de goma. berd estar seco,
de pared delgada, de vidrio borosilicato, cerrado por un ex-
tremo y de didmetro interior de 1 mm aproximadamente, de
0,1 a 0,5 mm de espesor de pared y de una longitud suficiente
para que el extremo abierto quede por encima de la superficie
del liquido en el tubo de calentamiento. Como minimo, debera
tener 12 cm de longitud. Los capilares se guardarén cerrados

bera realizarse en agua patrén.

por ambos extremos, certandolos tan solo cuando se precisen.
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El aparato consiste en un tubo de vidrio en U con tubo de
conexion superior entre las dos ramas, de forma que un ii-
quido, calentado por una resistencia externa y propulsado y
mezclado por un agitador situado en una de las ramas, circula
alrededor del tubo con la muestra y del termémetro colocados
en la segunda rama. La muestra colocada en un tubo capilar
se ajusta al termémetro de modo que el bulbo y el tubo estén

situados juntos gn el bailo en una posicidon fija para su obser-
7 rd

vaci_%n. Una lampara ilumina la muestra durante la determi-
nacion, )

Los circuitos eléctricos para controlar la velocidad de calen-
tamiento y la circulacion en el baflo liquido se describen en la
figura 4.2 y deben ser convenientemente montades en una caja
metdlica. Fijando el aparato del punto de fusioén a la superficie
su}_agrié)r de la caja metdlica se puede trasladar como una sola
unidad. .

L

+ (3]
[

jed de corriente allerna

A) Lampara de 6 voltios, 0,3 A, .

B) Transformador de 8,3 voltios, 0,5 A.

C) Interruptbr monofasico.

D) y E} Interruptores bifdsicos.

F) Transformador de 48 voltios, 2 A de salida. -

G) Transformador de voltaje de salida variable. Si esta ca-
librado en su voltaje de salida, el transformador F, los inte-
rruptores D y C y el amperimetro I pueden omitirse,

H) Resistencia variable de 8 g 10 ohms.

1) Amperimetro de 2 A de corriento alterna.

J) Resistencia de calentamiento.

K) Fusible de 2 amperios.

M) Moptor de unas 375 r. p. m.

4212, Construccién del aparato para la determinacién del
punto de fusich: .

Construir el tubo en U, de 2,5 cm de. didmetro, de vidrio, 7

borosilicato o similar. Poner una capa de amianto, en forma
de papel o cinta, alrededor de la parte inferior de una de las
ramas vy enrollar sobre ella una resistencia de 7 ochms por me-
tro, en una longitud de 4 cm sobre el tubo y con 4 espirales
por cm, La resistencia total debe ser de unos 25 ohms.

Fijar firmemente el tubo en U deniro de un recipients me-
talico de aproximadamente 15 X 10 X 5 c¢m, usando un material
rigido aislante tsl como fibra de amianto o lana de vidrio.
Adaptar a la caja un soporte lateral conteniendo una pequeiia
lémpara eléctrica, de forma que la muestra se ilumine & través
de una abertura en el recipiente principal y l2s observaciones
puedan realizarse por medio de una segunda aberiura en la
parte frontal de la caja.

Montar el motor de agitacién sobre la rama del tubo U pro-
vista de la resistencia de calentamiento mediante un soporte
adecuado. Colocar el agitador de vidrio en el tubo en U ¥
acoplario por medio de un trozo de goma al &je del motor.
E] vastago de vidrio giratorio se introduce por medio de una

guia de vidrio a través del corcho de la rama del tubo en U. _

El tubo capilar y el bulbo del termdémetro se ¢olocan en el
centro de la parte visible de la segunda rama del tubo, por
medio de un corcho. En ests posicion, la muestra queda iotal-
mente iluminada por la lampara y puede ser observada clara-
mente a través de la ventana de la parte frontal.

4.3. Reactivos,

4.3.1. Fluido de silicona (4.6.1).

" 4.4. Procedimiento.
4.4.1. Calibrado del aparato.

Llenar el tubo en U con fluido de silicona de un tipo ade-
cuado (4.8.1) hasta el nivel indicado en la figura 4.1. Con el
agitador y el termdémetro en posicién poner en marcha el agi-
tador, haciendo pasar una corriente de 0,1 A, a través de la
resistencia. Leer la temberatura del bafio a intervalos fijos.
Después, comenzando por 0,1 A para la corriente de calenta-
mijento y observando el ascenso de temperatura hasta que se
alcance la maxima, repitiendo el incremento de 0,1 A, se pue-
den obtener una serie de curvas de calentamiento, figura 4.3.

Fig. 4.2.—Diagrama esquematico del circuito de calentamiento

140
120
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Fig. 4.3. Curvas diversas de calentamiento a amperaje
constante.

E]l examen de estas curvas de calentamiento indicaré para
cada intervalo de temperaturas la intensidad de corriente ne-
cesaria para conseguir una velocidad de calentamiento de
2° C por minuto.

4.4.2. Determinacion del punto de fusion. .

Preparar la muestra pulverizéndola en un mortero, secarla
en capa delgada a la temperatura y tiempo indicados y volver
a moler si &s necesario. Por otra parte, cuando la temperatura

.de desecacién no se especifica, secarla a una temperaturs
basiante inferior a su punto de fusién, bajo presion reducida
o bien sobre un desecante apropiado. Guardar la muestra en
un desecador.

Pasar una porcién. a uno de los tubos capilares, agitarlo de
forma que pase el polvo hacia la extremidad cerrada y com-
primirlo ligeramente golpeando el tubo sobre una superficie
(‘iura,)para que forme una columna de 2 a 4 mm de altura
4.6.3.). ,

Sujetar el capilar al termémetro con una anilla de goma
vy, si fuera necesario, otro tubo similar conteniendo la mues-
tra patrén, de.forma gue la muestra quede situada en la mi-
tad del bulbo. Colocarios en la rama izquierda del tubo en U,
de tal forma que el nivel de! liguido llegu® a la marca de
jinmersién. Conectar a la red del motor del agitador, el cir
cuito de calentamiento y la lampara para iluminar la mues-
tra. Hallar el punto de fusién “aproximadeo y seleccionar el
grado apropiado de calentamiento a partir de las curvas ca-
libradas. Ajustar el calentamiento, a razon de 3 a 5° C por mi-
nuto, hasta alcanzar uncs 5° C por debajo del punto de fusién
y entonces disminuir la corriente eléctrica para lograr la su-
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bida especifica de temperatura. Si no estd especificada la ve-
locidad de calentamiento, adoptar la de 2° C por minuto.

Para la observacién del punto de fusién es muy conveniente
utilizar ung lupa manual o fija.

,4.5. Cidlculo.

La temperatura de la parte emergente del termdémetro se
determina colocando el bulbo de un segundo termémetro en
contacto con la parte que emerge y €n un lugar de ésta si-
tuado aproximadamente en el punto medio de la columna
de mercurio que sobresale del liquide.

La correccion viene dada por la siguiente ecuacién:

T, = 0,00018 n (t, - tg)
Siendo:

t. = correccidn para ser aplicada a la temperatura ohser-
vada del punto de fusion.

t; = temperatura media de la columna emergente durante
la calibracion.

ty = temperatura media de la columna emergente observada
en el punto de fusidén.

n = longitud de la columng descubierta, mechda. en grados
centigrados.

La temperatura corregida se toma. como el punto de fusién
de la sustancia.

A menos que se indique otra cosa, ¢l punto de menisco se
toma como el punto de fusién de la muestra. Cuando el pun-
to de fusién en la especificacitn o método de analisis viene
dado come un intervalo, el punto de fusién de la sustancia
debera estar comprendido en dicho intervalo.

4.8. Observaciones.

461, Para el intervalo de temperaturas de 20° a 200° C es

adecuado un fluido de silicona de 20 centipoises. Para tem- -

peraturas hasta 300° debe utilizarse un fluido de silicona de
50 centipoises.

4.6.2. Para mayor premsxén en las lecturas se usaré.n ter-
moémetros contrastados graduados en divisiones de 0,2° C y de
escalas adecuadas.

463, Cuando se determinan puntos ‘de licuefaccién, esta
longitud no debe sobrepasarse, ya que pueden cometerse erro-
res superiores a 0,8° C.

4.7. Referencia.

1. CIPAC. Ed. 1970. MT-2.

5. DETERMINAC]ON DEL "PUNTO DE FUSION DEL ACIDO 2,4 DI
CLORO FENOXIACETICO PRCCEDENTE PE. ESTER

5.1. Principio.

Por saponificacion del éster se aisla el acido y se deterrm-
na su punto de fusidn como en 4.1.

5.2. Material y.aparatos.
521, Mairaz Erlenmeyer de 250- ml con boca esmerilada.
522 Refrigerante de reflujo, cuyo extremo inferior esté

cortade recto y acabe en la parte esmerilada de la boca del -

matraz para que el reflujo lave las paredes del mlsmo

Embudos de decantacion de 250 ml

5.2.4. Capsula de evaporacién,

5.2.5. Probeta graduada de 10 ml.

5.2.8. -Estufa regulable a 105° C.

5.2.7. Bafio de agua.

5.2.8. Aparato para la determinacion del punto de fusidn.
Como 4.2

5.2.9. Placa de calefaccién con ag'tador magnéitco.

5.2,10. Matraz aforado de 250 ml.

5.3. Reactivos.

5.3.1. Acido clorhidrico concentrado.

5.3.2. Eter etilico. A

5.3.3. Etanol del 95 por 100,

5.3.4. Hidréxido de litio 1 N,

5.4. Procedimiento.

5.4.1. Calibrado del aparato, Como en 4.4.1.
5.4.2. Determinacién del punto de fusion.

Pesar Ia cantxdad de muestra necesaria para obtener 0,5 g da
&cido, 24 D en und matraz Erlenmcyer de 250 ml.
5 ml de ctanol y 12,5 m! de solucién de hidréxide de litio 1 N.
Colocar el refrigerante y calentar con agitacién durante una
hora a reflujo intenso. Enfrzar y trasvasar con agua destilada
& un embudo de decantacion de 250 mi, E] volumen final serd
de unos 80 ml. :

Adxcmnar -

Extraer con 15 ml de éter etilico, dejando un tiempo de de-
cantacion de treinta. minutos (hasta obtener una separacion
total de las dos fases) y transvasar la fase acuosa a un ma-
traz aforado de 250 ml. Lavar la fase etérea con (2 X 5 ml de
_agua, dejando un tiempo de decantacién de quince minutos
después de cada lavado,

Trasvasar las soluciones de lavado al matraz aforado v en-
rasar con agua destilada y agitar. Desechar la fase etérea.
Tomar con pipeta 100 ml y llevar & un embudo de decantacion
de 250 ml. Afiadir 1,5 ml de acido clorhidrico y extraer tres
veces con 12,5 ml de éter etilico cada VOZ,¢ dejando _en cada
decantacién un tiempo de reposo de quinée minutos.

Pasar la totalidad de los extractos etéredgs a la capsula de
evaporacion y evaporar el éter en hafio de agua. Desecar el re-
siduo en estufa a -105° C, durante cuatro horas. Desprender,
cuanto sea posible, el acida de la capsula, mediante una espé-
tula y mezclar .cuidadosamente el acido pulverizado. Continuar
como en 4.4.2.

5.5. Cc@lcul;).

Como en 4.5, . -
5.8. Referencia.

1. CIPAC Ed. 1970. 1. 3/5/M/1 5.

6. DETERMINACION DEL PUNTO DE FUSION DEL ACIDO 2.4 DI-
-CLORO FENOXIACET[CO PROCEDENTE DE SAL AMINA

B.I. Prmcxp:o.

Por acidificacién de la sal, se aisla el acido y se determina

su punto de Tusién coino en 4.1.

6.2,

Muaterial y aparaios.
Como en 5.2.1, 5.2.3, 5.2.4, 5.2.5, 5.2.6, 5.2.7, 5.2.6. .
6.3. Reactivos. ) l \
Como en 5.3.1, 5.3.2, .
8.4. Procedimienta. )
8.4.1. C;alibrado del aparato como en 4.4.1,
. 8.4.2. Determinacién del punto de fusion. !

Pesar lg cantidad de muestra necesaria para ohtener 0.5 g del
&cido 2,4 D en un matraz Erlenmeyer de 250 ml. Diluirlo con
agua destilada hasta un volumen de unos 80 ml y traspasaria
a un embudo de decantacidén de 260 ml, empleando un volumen
de unos 2¢ ml de agua destilada para hacer el traspaso cuan-
titativo. Anadir 1,5 m} de acido clorhidrico y extraer tres veces
con 12,5 ml de éter etilico cada vez, dejando en cada decantacién
un tiempo de reposo de quince minutos.

El conjunto de los extractos etéreos se lava tres veces con
10 ml de agua destilada cada vez, dejando el tiempo de de-
cantacién necesario para tener una separacién total de las
fases. Al final de estos lavados, comprobar que el pH de la
ultima fase acucsa separada no ha variade. Trasvasar la fase
etérea & un matraz Erlenmeyer de 250 ml. Pasdar las aguas de
lavado al embudo de decantacion y efectuar una extraccién
con 30 ml de éter etilico, dejando un tiempo de decantacion
de una hora.

Desechar la fase acuosa, lavar dos veces la fase etérea con

-25 ml de agua destilada cada vez, dejando un tiempo de decan-
tacién de treinta minutos y comprobando gue su pH es, apro-
ximadamente, 7. Reunir esta fase eiérea con la anterior, si-
tuada en el matraz Erlenmeyer.

Pasar la totalidad de los extractos etéreos a la capsula de
evaporacion y evaporar el éter en bafo de agua. Desecar el
residuo en estufa a 105* C durante cuatro horas. Desprender,
cuanto sea posible, el acido de la capsula mediante una espatula
¥ mezclar cuidadosamente el acido pulverizado, Continuar como
en 4.4.2,

5.  Cdleculo.
Como en 4.5.
8.6. Referencia.
1. CIPAC. Edicién 1970. 1.4/13/M/1.5.

7(a) HUMEDAD
(Mstodo de Karl-Fischer)”

]
7(a}.1. Principio.

Dlspersar la musestra en metano[ y valorar con reaclivo de
Karl-Fischer de equivalente en agua conoc1do.
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7(a).2,

7{a).2.1. Bureta automatica de 25 ml provista de un sistema
de desecacion de aire Ifig. 7{a).1],

Muierial v aparoios.

Fig. 7(al.1

7(a}.2.2, Vaso de reaccién de unos 60 ml de capacidad, con
dos electrodos de platino, un tubo de entrada de nitrégeno, un
tapon que permite el paso de la bureta, un tubo de ventilacién
protegido por un desecante y una boca de carga con tapon
esmerilado.

La muestra a valorar se introduce a través de la boca late-
ral. La agitacion se mantiene por una corriente de nitrégeno
seco a través de la sclucién o magnéticamente. Si se usa ni-
trégeno, emplear tres frascos de secado, uno con acido sulfiurico
y dos con gel de silice activado recientemente {en este orden).

7(a).2.3. Pila de 1,5 a 2 voltios, conectada a través de una
resistencia variable de 2.000.-ohmios. La resistencia se ajusta
de manera que una corriente inicial de no mas de 20 milivoltios
pase a través de los electrodos de platino, conectados en serie
con un microamperimetro, cuando hay un exceso de 0,2 ml de
reactivo de Karl-Fischer. Después de cada adicién del reactivo
de Karl-Fischer la aguja del galvanémetro se mueve, Fero
rapidamente vuelve & su posicién inicial. En el punto final
se obtiene una desviacién gue tarda méAs tiempo en volver a
su posicién inicial,

7(a).2.4. Galvanémetro con una escala de desviacién no
mayor que 100 microamperios.

7(a).3. Reactivos.

7(a).3.1. Metanol que no contenga mas del 0,03 por 100 de
agua (p/p). .

7(a).3.2, Iodo resublimada.

7(a).3.3. Nitrdgeno seco,

7(a) 3.4, Piridina que no contenga mas del 0,1 por 100 de
agua (p/pl.

7(a}.3.5, Anhidrido sulfurose liguido, de calidad para re-
frigeracién.

7(a) 3.6. Reactivo de Karl-Fischer.

7(a).3.8.1. Preparacién.—Disolver 83 g de iodo en 100 ml de

piridina seca, enfriar con hielo y hacer pasar anhidrido sulfu-
roso a través de la mezcla, hasta gue la solucién aumente su
peso en 32,3 g. Evitar la absorcién de la humedad atmosférica.
Anadir metanol suficiente para obtener 500 ml de solucién y
dejar en reposo durante veinticuatro horas.

7{a).3.6.2. Normalizacién.—Afadir alrededor de 20 ml de me-
tanol al vaso y reactivo hasta el punto de eguilibrio, sin anotar
el volumen. Introducir una cantidad exacta de agua, pesando
la proporcién adecuada de tartrato sédico dihidratado en polvo
que contengs 15,61 a 15,71 por 100 de agya (300-500 mg) ¥y va-
lorar de nuevo con el reactivo de Karl-Fischer. Calcular el equi-
valente en agua del reactivo en mg de agua por ml. Teniendo
en cuenta que el reactivo de Karl-Fischer degrada rapidamente
debera ser normalizado inmediatamente antes de su uso, ©
diariamente. Cuando la preparacién es reciente 1 ml equivale
a 5 mg de agua aproximadamente.

7(a).4. Procedimiento.

Afiadir alrededor de 20 ml de metanol al vaso de valoracitn
y valorar hasta el puntn de equilibrio con el reactivo de Karl-
Fischer. Transferir répidamente una cantidad adecuada de
muestra exactamente pesada (P} al vaso de valoracién. Agitar
durante un minuto y valorar de nuevo con el reactivo de
Karl-Fischer (V) de equivalente en agua conocido.

7(a).5. Cdlculos.
v-C
Humedad {%) = ——
i0-P

Siendo: - .

V = volumen, en ml, de reactive de Karl-Fischer gastados
en la valoracion.
P = peso, en g, de la muestra.
C = equivalente en agua, en mg/ml, del reactive de Karl-
Fischer.

7{a).6. Referencias.

1. Collaborative International Pesticides Analytica! Council
Limited (CIPAC). Ed. 1970. MT/30.1.

7(b). HUMEDAD
(Método de Dean-Stark)
7(b}.1. Principio.

_ El agua de la muestra se determina por destilacién azeotrs-
pica con tolueno, xileno o solvente nafta. N
Este método sélo es recomendable para productos cuyos con-
tenidos de humedad sean superiores al 2 por 100.

7(h).2. Material y aparatos.
7(b).2,1, Aparato de Dean Stark (fig. 7(b}.I),
i
N
Refrigetante
a?
{c
Colector
Matraz de
destilacién
Fig. 7(b) I
7(b).2.1.1. Refrigerante recto.
7(bh).2.1.2. Colector de 2 il con divisiones de 0,05.
7(b}.2.1.3. Matraz de 500_m_1. :
7(b).2.2. Probeta graduada de 200 ml.
7(b}.3. Reactivos.
7{b).3.1. Tolueno.
7(b).3.2, Xileno.

7(b).3.3. Disolvente nafta. Punto de ebullicion de 80 a 180° C.
7(b) 4. Procedimiénto.

Pesar una cantidad de muestra que contenga de 0,5 a 1,5 ml
de agua. Transferiria al matraz de 500 ml que contenga 100 ml de
tolueno, a menos que s¢ indique otro disolvente, y anadir 100 ml
mas de disolvente y porcelana porosa. Conectar el aparato ¥ po-
ner algodén en el extremo superior del refrigerante para preve-
nir la entrada de humedad atmosférica. Calentar el matraz has-
ta que el reflujo sea de 2 a 5 gotas por segundo y continuar la
destilacién hasta que el agua condensada no sea visible en
ninguna parte excepio en el fondo del colector, y el volumen
de agua recogida permanezca constante durante cinco minu-
tos. Separar el agua adherida en el refrigerante, aumentando
Ja velocidad de reflujo en unas cuantas gotas por segundo
o bien lavando el refrigerants con tolueno. Dejar enfriar el
aparato a temperatura ambiente y separar las gotas de agua
adheridas a la parte superior del colector con un alambre
fino. Leer el volumen de agua.

7(b).5. Cdlculos.
Humedad (%) =

100 -V
P
Siendo:

V = volumen, en ml, de agua en el colector.
P = peso, en g, de la muestra. :
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Los resultados de las repeticiones no deben diferir en mas
de 0,025 ml. .

7(h).6. Referencias.

1. Collaborative International Pesticides Analytical Council
Limited (CIPAC}. Ed. 1970. MT/30.2.

8. TAMANO DE GRANULOS

8.1. Principio.

Separacién cuantitativa del producto en fracciones de par-
ticulas de diferentes tamarios empleando un tamiz o serie de
tamices. .

8:2. Material y aparatos.

8.2.1, Tamices para analisis de unos 20 cm de didmetro y de
iuz de malla de 850, 710, 500, 420, 355, 250 v 250 11 (tabla 8.1},

8.2.2. Tapa y colector para los tamices anteriores.

8.2.3. Pincel plano suave (2,5 cm) para la limpieza de las
mallas mas finas de los tamices. .

8.2.4. Cepillo plano duro para la limpieza de las mallas
més gruesas de los tamices. -

8.2.5. Balanza con sensibilidad de 0,1 g v precisién de 0,05 g.

8.2.6. Agitador de tamices, La tabla del agitador para los
tamices en la que se deposita la plataforma esta inclinada res-
pecto al eje un angulo de 4,5 grados y su movimiento es cono
el de un disco inclinado que girara airededor de su perimetro;
la velocidad de la rotacién es, aproximadamente, de 2,5 r. p. m.
Este movimiento giratorio extiende el producto sobre las mallas
de los tamices y al mismo tiempo la tabla vibra hacia arriba
y abajo sobre una distancia de 4 mm, con una frecuencia de
300 vibraciones por minuto. Los movimientos de rotacion y vi-
bracion son producidos por el mismo mecanismo; de ahi que
sea suficiente medir la velocidad de rotacién de la tabla incli-
nada para comprobar las caracteristicas de cualquier vibrador.
El periodo designado para el tamizado de granulos es de cua-
renta y cinco minutos, a 2,5 r. p. m., si no se cumple ajustarlo
mediante la férmula:

2,3 x 45
periodo del tamizado en minutos =

n.° de r. p m. encontradas
8.3. Procedimiento.
8.3.1. Preparacién de la muestra.

Quitar las tapas de las cajas que contienen las muestras y
secarlas en un desecador de vacio a 18° C empleando pentoxido
de fosforo como desecante hasta obtener peso constante.

8.3.2. Tamizado.—Acoplar el juego de tamices en el orden
correcto con el mas fino en la parte mas inferior y situado sobre
el plato receptor.

Pesar la caja de muestra y sus contenidos. Vaciarla con cui-
dado sobre el tamiz mas grueso (850 1), habiendo limpiado con
el cepillo cualquier residuo que hubie-a en el tamiz. Pesar la
caja que se ha vaciado y anotar el peso de la muestra trans-
ferida al tamiz. Poner la tapa al juego de tamices situandoles
en la maquina agitadora. Agitar durante cuarenta y cinco mi-
nutos. ,

Quitar el juego de tamices de la maquina tras haber dejado
reposar polvo durante unos dos minutos. Quitar con cuidado la
tapa e invertir cada tamiz sobre una hoja de papel. Dar unos
golpecites suaves al tamiz y con cuidado cepillar su superficie
supericr. Volcar el tamiz y repetir echando fuera cualquier par-
ticula que permaneciera. Afiadir los cepillados al materizal obte-
nido en cada tamiz. Seguir este procedimiento con los tamices
de 850741 a 250 |, inclusive, y anotar los pesos con aproxiinacion
de 0,1 g. Anotar también los pesos, con aproximacion de 0,1 g
del material recogido sobre el tamiz de 150 | en el plato re-
ceptor. -

8.3.3. Pérdida de polvo durante el tamizado.

Los pesos recogidos sobre los tamices, junto con los pesos
del material recogido en el plato receptor, se sumaran juntos
y se restaran dei peso de la muestra original. Ello dara la pér-
dida durante el tamizado, que deberé ser menor del 0,25 por 100
del peso de la muestra. En caso contrario, repetir el ensayo,

Afnadir el peso de la muestra perdida en el tamiz (inferior
al 0,25 por 100 del peso de la muestra) a la fraccion que pasd
al tamiz de 150 . -

8.4. Cdlculos.

_Expresar el peso de cada fraccién de tamiz como un porcen-
taje del peso de la muestra, con aproximacion del 0,1 por 100.

85 Referencias.

_ 1. Collaborative International Pesticides Analytical Council
Limited {CIPAC), Ed. 1970. MT/58.

TABLA 8]
EQUIVALENCIAS ENTRE MEDIDAS DE MALLAS
Felacion entre los tamices de la serie UNE 7050 y los de las principales series extranjeras

Inter-
nacional

ISQ-TC-7

Luz
de malla
mm

URSS

GOST
Luz
de malla
mm

(S T O S R B N 1 A

Francia

AFNOR

XI1-501

Luz
de maila
mim

10 1 T O R B | I

Ingiaterta

Numero

/8"
34"
5/8"
172"

/8"

ES 410

Luz
de malla
mm

22,23
18,05
15,88

6,35

25,4
12,7

3,18

2,812
2,411
2,057

Us A

Numero

2,5

TYLER
Luz

de malla
min

962

bl

3

18,85
92

22,43

2,794
2,362
1,981

Numero

© -0

10

ASTM
Luz

de malla
mm

6.3
5.6
" 4,78

25,4
22,2
18,1
15,9
12,7

3.3
2.8
2,38

Ajlemanisa

DIN 4148

de maila
mm

25
20
18
18
12,5
10

3.16
5

al

Numero

DIN 1171

Luz
de malia
mm

I I I I

Espana

UNE 7050

Luz
de malla

mm

25
0
16
12,5
8

Numero
de

referencia




B. O. del E.—Num. 208 30 agosto 1979 20309

9. FINURA EN POLVOS
-~ 1 w o I (Por via seca)
b=t IEOB1180 8 18113 18118431 _
e b @ ° < e e e 9.1. Principio.

Separacion cuantitativa de un polvo en fracciones de ;;ar.
ticulas de diferentes tamarios empleando un tamiz o series
de tamices.

w0 8 0 8 -—cnscm
2181, 338181588 8 4380, 080688 02 Material ¥ aparatos

8.2.1. Tamices para anslisis, de unos 20 cm de diametro,
excepto sli)! 58 1e)specifice;, otra cosa, y tamafic de malla apro-
piado (tabla 8.1},

9.2.2. Colectores y tapas que ajusten.

n 2 B8 8 9.2.3. Pincel plano y suave de 2,5 cm.
:}'§|H §l§|§-|§|§- “:’- S Z"—ig-l;- [ |°-|°-| 8.2.4. Vidrios de reloj tarados.
9.3. Procedimiento,
= 9.3.1. Preparacién de la muestra.—Si se apreciara hume-
dad en la muestra y si el desecado no esta expresamente ex-
oo cluido en el método prescrito para e! producto, desecar una
g Xy <y 8 B3 8 83 8§ 88 § §§ cantidad adecuada a 100° C hasta peso constante {0 & una tem-
peratura inferior si el método lo requiere, o si fuera necesario
R debido a las propiedades fisicas de alguno de los componentes).
i Antes de pesar la muestra para el analisis, dejar que el pro-
ducto se equilibre con la humedad ambiente, a no ser gque el
polvo sea altamente higroscopico, en cuyo caso debe enfriarse
2 %3 o Q3 m oR - £ 23 en un desecador y realizar el subsiguiente tamizado expo-
e N.§ :.“-'L 1 2 | S‘.f, i § gt Pl ot | = i g b E.E. ] niéndolo lo menos posible a la atmosfera.
- 9.3.2. Extracciénm preliminar del palvo fino.—Escoger los ta-
mices del tamafio de malla requeride por la especificacién
(9.5.1), ajustar el tamiz mas fino (8.5.2) sobre el recipiente
colector y poner dentro del tamiz una parte pesada de la
muestra preparada.lAjustar la tapa vy agitar el conjunto con
onN wo ow N N © no woce o9 n o un movimiento oscilatorio, golpeandc alternativamente los la-
A% %2 BRI B 59% 8 88 85 EE SR gg ¥ dos izquierdo y derecho del fondo del recipiente sobre una
superficie de madera y haciéndole girar al mismo tiempo con
las manos. A intervalos examinar el tamiz, dejando que el
polvo se sedimente durante unos segundos antes de quitar
la tapa y emplear el pincel para quitar cualquier material
25 £ 958 £ SEY 9 8° Lr g0 owo o0 que obstruya las mallas (9.5.3) hasta que el producto no tenga
22 | =8 ZIRE | % i 88 & 85 A= | 28 | 58 \ 88_[ ] polvo fino. Desechar el producto que ha pasado por el tamiz.
H='Ho5 d€c & dEe & ©F So oo oo O o 9.3.3. Tamizado.—Montar en columna el juego de tamices
requeridos, en orden decreciente segin las medidas de las ma-
g llas, siendo el superior el de paso mas grueso y poner en el
g fondo el recipiente colector. Transferir el residuo procedente
del tamizado previo al t&miz superior, ajustar la tapas y efec-
* LI . * * . . ® * 2 tuar et tamizado como en $.3.2. Continuar hasta que la can-
8% 2% B8 & SR8 8 £8 28 =t g3 B8 g 2 | tidad de residuo del tamiz superior sea constante, No se debe
- o o " | intentar machacar las particulas duras, pero deben desmenu
| 5 zarse con el pincel los agregados blandos.
= vitar el tamiz superior (el mas grueso), ajustarie la tapa
sup -
! . y. un segundo recipiente colector, reanudar el tamizado con
-~ @ mw@ T o & | este tamiz y a intervalos de dos minutos examinar cualquier
{ 25 Ik IR i B ¥88 8§ ‘;‘,E | 25 28,6883 <} & | producte que haya pasado el tamiz y transferirlo al siguente
e i+ oo 'c ' &80 o oo ' 8d S ' oo od o . de la serie. Continuar con el mismo tamiz hasta que no pase
i % mé&s material (en el tiempo de dos minutos) o s6lo pase una
: & | cantidad insignificante {9.5.4).
1 Repetir con cada uno de los sucesivog tamices la técnica
'i § descrita para el tamiz mas grueso, desechando lo quc:j pase de
v 2 ] graggne ® | nuevo por el de malla méas fina. Transferir cada residuc a vi-
L g,lg.lgie‘_[;{ 8 & a.l”lg.gg.s. 8833 | o | drios de reloj tarados y pesar.
P - = O 20 0 0 & 9 c 0 oOPooooCcoo ]
< 9.4. Cdiculos
‘§' Para ensayos con un solo tamiz, expresar el peso del residuc
& en tanto por ciento respecto al peso de la muesire y anotar
- el resultado como porcentaje de retencién en el tamiz de en-
¥ ow® wgoodTE 8 ¥ B 2 B8R BB 2 828 & | sayo establecido. o
m - E Cuando haya de especificar en mas de un tamiz, afadir a!
porcentaje del residuo de cada tamiz, los porcentajes de resi-
< duos, igualmente calculados, en todos los tamices superiores
- de la serie. Anotar lg suma total como el porcentaje de re-
Z 5 tencion en el tamiz de ensayo establecido.
o 8 R88 5B ,R585/ 2% ~
[ =] 1BoBBES | n & § Sna8 88 18388 )« a 9.5. Observaciones.
~ odeood 6 O o & o od 'deed 8
- 2 @ 9.5.1. Llas telas metalicas de los tamices_de mallas finas
% 2 | estan hechas a base de bronce fosforoso. Este material no
g & | es adecuado para tamizar organomercuriales y a este fin se
= & | necesitan telas metalicas de acero inoxidable.
g B 8 2 o e g2 952 Cuando se requiera solo una medida de malla, em-
(=3 [+ (=3 [5] =] w o NN .
= %l... ISI21313 g S Zizilz §|§-|§|§-| «< « | Dlear el tamiz especifico como se indica en este parrafo y com-
° e ° 53 pletar el tamizado como se describe para cada tamiz por se-
8 parado (9.3.3).
£ 4 9.5.3. Los tiempos relativos que se emplean en dar peque-
£ fios golpss y cepillar 'y el tiempo total empleado variard de
S 2 un tipo de polvo a otro y lg técnica mas c;31‘9(:’5(;»'&_pm‘a un
NN @~O DD A DO MM PEOe & o Q determinado polvo se consigue s6lo.a base dg adquirir expe-
hbnpnwmwwWSmmw$$8amm§mmmm823§§§sgg « 4 riencia con dicho producto.

9.5.4. En muchos casos continuardn pasando vindefimdamen—
te cantidades ‘minimas del producto y se necesita tener expe
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riencia con el producto para establecer el punto final de ta-
mizado. En algunos procedimientos de tamizado se considera
concluido cuando no pasa més de 0,2 por 160 en peso de la
muesira en dos minutos. ’

I}

9.6. Referencias.

1. Collaborative International Pesticides Analytical Council
Limited (CIPAC), Ed, 1970, MT/58.1.

19. FINURA DE PQLVOS

10.1. Principio.

Separacién cuantitativa de un polvo en fracciones de par-
ticulas de diferentes tamanos empleando los tamices apropia-
dos y arrastrando el producto por una corriente de agua.

10.2. Material y aparatos,
10.2.1. Vaso de 250 ml. .
10.2.2. Varilla de vidrio con protector de goma,

10.2.3. Tamices de unos 16 cm de didmetro y de malla ade-
cuada. Tabla 8.1.

10.3. Reactivos.

10.3.1. Mojante no idnico.

10.4. Procedimiento.

10.4.1. Mojado del polvo.—En un' vaso de 250 il pesar exac-
tamente una cantidad adecuada (unos 20 g} de la muestra y
anadirle suficiente volumen de agua, mientras se remueve con
una varilla de vidric cubierta de un protector de goma, hasta
formar una pasta clara. No se debe intentar triturar las par-
ticulas duras, aunque los aglomerados blandos deberan des-
menuzarse con una débil presién. Si el pelvo es dificil de mo-
jar, afadirle mojante en pequefias cantidades hasta que se
obtenga un mojado satisfactorio, pero emplear la minima can-
tidad para evitar la formacién de espuma durante el tamizado.

_ 10.4.2. Extraccién preliminar de las particulas finas.—Uti-
lizar tamices de unos 10 cm con los nimeros de mallas reque-
ridos por la especificacion 10.8.1, introduciéndolos en &agua y
asegurarse de que la tela metalica esté completamente mo-
jada; afitadir mojante si fuera necesario, Sacar log tamices y
emplearlos mientras estén mojados.

Diluir la pasta con agua hasta unocs 150 ml vy verterla sobre
el tamiz mas fino (i0.8.2), enjuagando el vaso con agua. Lavar
con un chorro suave de agua corriente, desechando cualquier
producto que pase por el tamiz, hasta que el material rete-
nido quede libre de particulas finas; cualquier agregado blan-
do, que se pueda desmenuzar por una suave presién con la
punta de los dedos o con la varilla de vidrio con el protector
de goma, se dispersars de este modo,

10.4.3. Tamizado.—Colocar el juego de tamices en orden,
segin el numero de malla, siendo el superior el de paso mas
grueso, Transferir al tamiz superior el residuo del tamizado
previo, lavar hasta que la cantidad de residuo del tamiz su-
perior sea constante.

. Quitar el tamiz superior, colocarlo sobre una cubeta y con-
tinuar llevando el producto dos minutos méas. Transferir el
producto que pasa por este tamiz al siguiente de la serle y
repetir el lavado del tamiz mds grueso durante dos minutos.
Tra.r;sferir de nuevo el producto que ha pasado al siguiente
tamiz y repetir hasta que no pase nada en dos . minutos (el
punto final se estima mas facilmente en el tamizado humedo
que en el seco).

Repgtir con cada tamiz sucesivo la técnica descrita para
el tamiz mas grueso, excepto para el producto que pase por
el tamiz mas fino que se desecha. Transferir cada residuc a
un vidrio de reloj tarado, con la ayuda del chorro de agua
destilada de un frasco lavador. Dejar que las particulas se-
dimenten y decantar la mayor parte del agua. Evaporar el
restc a sequedad en bafo de agua, completando el secado a
100° C lo a otra temperatura segiun lo requieran sus propieda-
des fisicas) y pesar el residuo.

10.5. Cdlculo.

En el caso de ensayos con un solo tamiz, expresar el peso
del residuo como porcentaje del peso de la muestra y regis-
trar el resultado como porcentaje de retencién para el tamiz
de ensayo correspondiente,

Cuando haya que especificar en mas de un tamiz, afadir
al porcentaje del residuo de cada lamiz los porcentajes de re-
siduos calculados de igual modo, de todos los tamices mAs
gruesos de la serie. Anotar el total como porcentaje de reten-
cion al tamiz determinado.

10.6. OBservaciones.
10.6.1. Como 9.5.1.
10.6.2. Como 9.5.2.

10.8.3._. Como 9.5.3.
10.6.4. Como 9.5.4.

10.7. Referencias.

1. Collaborative International Pesticides Analytical Council
Limited (CIPAC). Ed. 1870, MT/59.3.

1. DENSIDAD APARENTE DE PRODUCTQS EN POLVO
(Previa compactacién)
11.1.

La densidad aparente del producto compactado es la gque
adquiere uns determinada cantidad de polvo contenida en un
recipiente normalizado, cuando éste se somete a vibracidn o
compactacién en condiciones especificas.

Principio.

11.2. Material y aparatos.

11.2.1. Soporte de madera firmemente sujeto con tornillos
a una superficie rigida (fig. 11.1),

11.2.2. Probeta de vidrie sin pico, provista de tapén de
goma; la base de !a probeta. debe ser plana y el peso de la
probeta con el tapon de guma debe ser de 2505 g, La pro-
beta debera estar graduada en divisiones de 2 ml, abarcando
la escala de 25 a 250 ml. La distancia entre el 0 ¥ 250 de la
probeta deberé4 ser de 22 a 24 cm. La elevacion total de la
probeta deberd ajustarse a los 25+ 2 mm mediante la apli-
cacién a la parte inferior del tope de un suplemento adecuado.

11.2.3. Almoaadilla para la base, de goma, de dureza Brithis
Standard 35 a 50 ¢ equivalente,

11.2.4, Cronémetrq.

11.25. Balanza de platillos de facil acceso que permita una
precisién de 0,25 g.

11.2.8. Papel negro y satinado.

11.2.7. Dediles de goma suave.

11.2.8. Tamiz de 500 .
11.3. Procedimiento.
11.3.1. Preparacién de la muestra (si se quiere).

Pesar aproximadamente 42 g de la muestra en un trozo
de papel.

Tomar un papel de ensayo negro y satinado (de 25 X 25 cen-
timetros}, hacer dos pliegues paralelos formando un canal de
13 mm de ancho en su parte media y por su cara satinada.
Poner el papel en la balanza y equilibrarla con otra hoja
similar Situar et papel anteriormente preparado sobre la mesa.

Colocar el tamiz sobre el papel, de manera que haya 5 cm de
separacion entre la tela metalica y el mismo.

Verter el pclvo sobre el tamiz y frotar suavemente con los
dedos cubiertos con dediles de goma, Si el tamiz tiende a
obstruirse, levantarlo unos 25 mm y golpear suavemente los
hordes con los dedos (pero no contra la mesal.

Poner el papel con la muestra tamizada en uno de los
platiilos, - estando en el otro la hoja de contrapeso, junto con
40 g en pesas. Ajustar el peso de la muestra hasta equilibrarlo.

11.3.2. Determinaciéon.—Tomar 40 g de la muestra tamizada
sobre el papel ¥y cologarlo en posicién inclinada. Con la palma
de la mano coger el papel situdndole enire el pulgar y los
otros dedos e introducirlo unos 13 mm en la probeta, que se
ajustara con la otra mano formando un angulo de 45 grados,
aproximadamente, con la horizontal. Deslhizar suavemente la
muestra en la probeta. Si se introdujeran adherencias se
evitaran dando suaves golpecitos con un dedo al final de la
parte inferior del papel inclinado. La probeta no se golpeari
ni sacudira de ningin modo, y mientras se la estd llenando
no se hara ninguna presién sobre el polvo del papel.

Colocar el tapon de goma en la probeta sin dar sacudidas;
introducir con cuidado ésta deniro del soporte de madera y
empezar a cronometrar. .

Con el pulgar y el indice de una mano sujetar con cuidado
la parte superior de la probeta y., durante un segundo, le-
vantarla en toda la extensién de su recorrido. Evitar que en
el tope superior se produzca cualquier impacto indebido, para
que al polve no se le den sacudidas. Al principio del siguiente
segundo, soltar la probeta gquitando rdpidamente y por com-
pleto el pulgar y el indice, Continuar este procesc de levantar
y dejar caer la probeta con una frecuencia de dos segundos,
hasta que se havan contado 50 caidas. Cada vez que se levante
la probeta se le debe girar unos 10 grados, con ello se con-
seguira que se homogeneice la superficie superior, facilitando
asi la lectura del volumen final.

Al finalizar las 50 caidas, sacar inmediatamente la probeta
del soporte de madera, ponerlo a la altura de la vista y anotar
el volumen ajustandolo & los ml mas préximos (V »nl). No
ge}ve.w{narse en consideracién cualquier posterior descenso

el nivel.

11.4. Cdiculo.

Calcular la densidad aparente de la muestra (D g/mi), con
dos cifras significativas, mediante la fédrmula:

40
U W
L4

T




B. O. del E.—I7am. 208

30 agosto 1979

20311

]

- Fig. 11.1 -

11.5. Referendias . -

1. Collahorative International Pesticides Analytical Councif
‘Limited (CIPAC). Ed. 1970. MT/33.

12. DENSIDAD APARENTE DE PRODUCTUS EN GRANULOS
{Previa compactacion sin presién)

12.1. * Principio.

La denaidad aparenie del producto compactado es la que,

adquiere una determinada cantidad de granulo' contenido en
un recipiente nofmalizado cuando este se somete a vibracién
o compactacion en condit.cnes especificas.

12.2. Ma.terial'y‘ aparoatos.

12.2.1, Como en 11.2.1.
1222, ' Como en 11.2.2.
1223 Como en 11.2.3.
12.2.4. Como en 1! 2.4,
12.2.5. Como en 31.2.5.
1226. Como en 11.2.8. -
12.2.7. Como en 11.27.
12.2.8. Como en 11.2.8.

12.3. Procedimiento.

Pesar en un vaso 40 g de la muestra e introducir ésta con
cuidado en el interior ,de la protzeta, acoplando el tapon de
goma sin dar sacudidas. Colocarla ton cuwidadc en e} soporte
de madera y empezar a cronometrar.

Con el puigar y el indice de una mano, sujetar con cuidado
la parte superior de 1a probeta y, durante un segundo, levan-
iarla en toda la eXxtensién de su recorrido. Evitar que =2n el
tope. superior se produzca cualquier impacte indebido para
que a la muestra no se le den sacudidas.

Al principio del siguiente segundo, scitar la probeta qui-
tando rapidamente y pcr <completo el puigar y el indice.

Continuar este proceso de levantar y dejar caer la prcbela
con unsz frecuencia de dos segundos hesta gue se hayan con-
tado 50 caidas. .dna vez que se levante la probeta se debe
gira: anos 10 gru.aos: con ello se conseguira gue se homoge-
neice la superficie superior facilitando la lectura del volumen
final Al rinalizar - las 50 caidas, sacar inmedigatamente la
proheta del soporte da madera y ponerla a la altura de la
vista y amstar el vc'umen. ajustdndolo a los ml mas préxi-

mos (V mll. No debe tomarse en consideracién cualquier pos-.

terior descenso del nivel.._

12.4. Cdlculo, ’

Calctlar la densidad aparents de la muestra (D g/ml}, con
dos cifras significativas, mediante la férmula:

- 40
D= -
v

12.5. Referencias.

"1. Coilaborative International Pesticides Analytical Council
Limited (CIPA_C) Ed. 1870. MT/58.4,

13. ESTABILIDAD A BAJA TEMPE'RATK‘JBA

13.1.

La muestra se mantiene a 0° C durante une hora y se
anota el volumen de cualquier sustancia sélida o aceitosa
gque se hava separado Continuar el almacenamiento a 0° C du-
rante siete dias y por centrifugacidén hacer depositar las sus-
tancias sélidas y aceitosas anotando su volumen.

Principio. ‘

13.2. Maierial y. aparatos,

13.2.(1:. Refrigerador capaz de mantener la temperatura a
o°x 1 C. ' :

13.2.2. Tubos de centrifuga de fondo cénico de 100 ml de
capacidad " (fig. 13.). .

13.2.3. Centrifuga que proporcione -una fuerzh centrifuga
relativa en el exiremo de los tubos de 500 a 600 G.
13.2.4. Pipeta de 100 ml de capacidad.

. 13.3. Procedimiento.

13.3.1. Para concentrades emulsionables y disoluciones.—Po-
ner con exactitud de £ 1 mi 100 ml de uwna muestra del pro-
ducto en un tubo de centrifigura. Enfriar el tubo y su con-
tenido & 0° % 1° C en el refrigerador. Si el plaguicida de la
muestra es un producto cristalino, anadir al tubo un pequefio
cristal del pesticida de grado técnico o puro (ver 13.5.1),

Dejar que el tubc y su contenido estén g 0°%1° C du-
rante uns hora. Durante este tiempo, agitar el contenido del
tubo a intervalos de quince minutos, aaciéndolo, cada vez,
durante treinta segundos, aproximadamente. Después de este
periodo, examinar el tubo y dnotar el volumen de cualquier
sustancia sélida o aceitosa presente, Volver a poner el tubo
en el refrigerador ¥ dejarle a 0° £ 1° C durante un periodo de
siete dias. : )

Transcurridos los siete dias, sacar el tubo del refrigerador
¥ dejario reposar durante tres horas a {emperatura ambiente,
sin que Ilegue. a sobrepasar 20° C Tapar ¢ invertir una vez
el tubo, destapar y centrifugar durante quince minuios a una
velocidad tal que la tuerza centrifuga relativa en el extremo
de los tubos sea de 500 & 600 X G (aceleracién debida-a la
gravedad: 951 cm/seg?).

13.3.2. Dilucién acuosa.—Poner 100 ml de la sustancia en
el tubo de centrifuga e introducirlo en el refrigerador durante
cuarenta y ocho horas a 0°* 1° C. Transcurride este fiempo,
anotar la cantidad de cualquier sustancia separadsa, si la hu-
biere Dejar que ¢l tube de centrifuga adquiera la tempera-
tura ambiente y anotar de nuevo la cantidad de sustancia
separada, i ,

13.4. Cdliculo.

Anotar el vélumen de cada una de las fases separadas, con
una apreximacién de 0,05 mi.

— 100

% | 17-193

50 1672173

Fig. 13.I (dimensiones en milimetros) -

13.5. Observaciones.
©13.5.1. Ei cristal de siembra debe ser obtenido de la muestra
que se examina. ' )
13.8. .Referencias.

1. Collaborative International Pesticides Analytical Council
Limited (CIPAC}..Ed. 1870. MT/3%.
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14. FLUIDEZ DE LOS PRODUCTOS EN POLVO

)

14,1. Principlo.

El método es adecuado para Ia determinacién de la fluidez
de los productos en polve, como por ejemplo, cargas minerales,
formulaciones sn _polvo (espolvoreables y mojables), etc. Los
productos a ensayar deben pasar a través del tamiz de 250 .

Bn los productos cuyo tamafio de farticula sea mayor se

apreciara la fluidez por inspeccién visua
14.2. Material y aparatos, .

14.2.1. Embudc de material adecuado, aluminio o similar
de acuerdo con la descripcidn de la figura 14.L ‘

14.2.2. Frasco de vidrio con tapén a rosca de 100 ml de ca-
pacidad.

14.2.3. Tamices de 250 p ¥ 150 1.

14.3. Reactivos.

 143.1. Arena silicea limpia, seca y que pase por el tamiz
de 250 1, pero no por el de 150 w: /

14.4. Procedimiento.

Verter de 10 a 15 g de la muestra en el embudo estandar,
golpear suavementé éste una o dos veces si hiciera falta y ob-
servar 8i fluye. Si esto ocurre la fluidez es «0».

Si no fluye, pesar 5 g con aproximaciéon de 0,1 g de la
muestra en el frasco (14.2.3), afiadir 5 + 0,1 g de arena y
mezclar & mano durante cinco minutos por lo menos. Pasar la
mezcla cuidadosamente al embudo, golpear suavemente éste
una o dos veces si hiciera falta y observar si la mezcla fluye,
si la mezcla no fluye a través del orificio, volverla a pasar al
frasco vy mezclaria con otros 5% 0,1 g de arena. Repetir el
procedimiento afiadiendo la arena en porciones de 5% 0,1 g has-
ta que fluya,

14.5. Cdleculo.

Si la muestra fluye libremente, considerar como indice de
fluidez «0=. Si no, considerar come indice de fluidez el numero
minimo de veces que ha sido preciso anadir porcicnes de 5 * 0,1
gramos de arena a los 5 g de muestra para conseguir que fluya
por lo menos durante quince segundos.

14.8. Observaciones.

14.6.1. Indice de fluidez es ol niunero minimo de partes en
peso de arena silicea que tieme que afiadirse a una parte en
peso de la muestra para que fluya.

14.8.2; Fluidez.—Se dice que una sustancia «<fluye» cuando
sale libremente en chorro continuo, por un embudlo estandar
durante quince segundos como minimo. :

14.6.3, Cuando exista posibilidad de cargas electrostaticas el
frasco de vidrio debe ser sustituido por un frasco metalico con
tapon de rosca.

Simm.

Fig. 141 |

14.7. Referencias.

1, Collaborative International. Pesticides Analytical Council
Limited (CIPAC). Ed. 1970. MT/44,

15(a). PUNTO DE INFLAMACION EN VASO CERRADO
(Métode Pensky-Martens)
15(a).1. Principio. ‘
Determinar la temperatura mas baja a la cual, al éplicar

una llama, se inflama el vapor furmado sobre la muestra, pre-
viamente calentada uniformemente.

g\op(l:icable a productos cuyo punto de inflamacion es -.;.uperior
a4 N

15{a).2« Material y aparatos.

15(3);2.1. Aparatb Pensky-Martens.
15(a).2.2. Termémetros adecuados para lecturas entre — 7 y
93°C; 93 y 110° C; 110 v 370° C. .

15(a).3. Procedimiento. .
15(a) 3.}, Sustancias que no sean suspensiones de sdlidos.

Limpiar y secar perfectamente todas las partes del vaso y
sus accesorios antes de empezar ¢l ensayo. Poner especial cui-
dado en evitar el dejar en el aparato restos de disolvente em-
pleado para limpiario tras el ensayo anterior. Llenar el vaso
con la muestra a ensdyar hasta el enrase, Colocar la tapa
sobre el vaso y ponerlo en el bafo de aire cuidando de que
estén perfectamente encajadas -las muescas semicirculares del
aparato, Insertar el termémetro adecuado, Si se conoce la tem-
peratura aproximada a que se inflamara la muestra, utilizar
directamente el termdémetrn. apropiado. En caso contrario uti-
lizar la serie de termémetros. Encender la llama y graduarla
al tamafio de una perla de 4 mm de didmetro. Calentar a una
velocidad tal que la temperatura leide en el termémetro no
aymente menos de 5°C, ni mas de 6°C por minuto. Agitar a
razon de 90 a 120 r. p, m.

Aplicar por primera vez la llama cuando la temperatura sea
de unos 16° C por debajo del punto de inflamacion esperado.

- Aplicar la llamia a cada aumento de 1°C, hasta alcanzar los

100° C, y después hacerlo a cada zumento de 3°C. Aplicar la
llama operando con el aparato que controla.el obturador v el
mechero con la Hama del ensayo, de forma que la llama baje
en 0,5 segundos, manteniéndola durante un segundo en su po-
sicién mas baja y elevarla rapidamente a su posiciéon mas alta.
No agitar mientras se aplica ia llama. ~

Tomar como punto de inflamacion la temporatura que mar-
que el termdmetro en ¢l momento en que la aplicacién de la

illama origine una clara inflamacién en el interior del vaso. -

No confundir el verdadero punto de inflamacién con el halo
azulado que a veces rodea a la llama de ensayo, en las apli-
caciones gue preceden a la que origina la verdadera infla-
macion. i

Qbservar y anotar la presién barométrica. La cifra del punto -

de inflamacién se corregirs sumando o restando 0,9°C por
cada 25 mm de Hg en que la presién barométrica esté por de-
bajo o por encima de los 760 mm de Hg. -

15(a).3.2. Suspengiones de sélidos.

Llevar la sustancia a ensayar v el aparato a una temperatura
de 10 a 20°C. Llenar completamente el ‘espacio que hay entre
8l vaso y el bafo de aire, con agua a la misma temperatura det
aparato y de la muestra. Agitar a razén de 250 * 16 r. p. m. Du-
rante el ensayo la temperatura debe ir aumentando a una velo-
cidad comprendida entre 1 y 2° C por minuto. Continuar como
en 15(a).3.1.

15 [x;.) 4, Cdlculo.

Expresar los resultados como punto de inflamacién con apa-
rato Pensky-Martens.

Los resultados de las ensayos duplicados no deben diferir
en méas de las siguientes cantidades:

Reproduci-
Puntd de inflamacién Repetlcidn bilidad
Suspensiones de sélidos ... ... ... ... 2,22 C 3,3 C
104° C e inferiores ... ... ... wue eee oun 232° C 33 C
Superiores a 14°C ... ... . R 5,5 C 83 C

15(a).5. Referencias.

1. Collaborative International Pesticides Analytical Council
Limited (CIPAC). Ed. 1970. MT/12.3. ’

15(b). PUNTQ DE INFLAMACION EN VASO CERRADO
(Método Tag)

15(b}.1. Principi'.o. )

Determinar la temperatura mas baja a la cual al aplicar
una llama se inflama el vapor formado sobre la muestra, pre-
viamente calentada uniformemente. Aplicable a productos cuyo
punto de inflamacién es inferior a 79° C.

15(b).2. Material y aparatos.

15(b).2.1. Aparato ds ensayo Tag. .
15(b).2.2. Una pantalla’ protectora de base cuadrada de
48 cm de lado por 51 ¢m de altura, abierta por delants,



B. O. del E.—Num. 208

30 agosto 1979

20313

15{b).2.3. Termdémetros adecuados para el vasc de ensayo
v el bafio,

15(b).3. Procedimiento.

Realizar el ensayo con luz tenue para observar con claridad
la inflamacion. Dicha determinacién no debe hacerse en vi-
trina o cerca de ventiladores, ya gue darian resultados dudosos.

Colocar el aparato, fijo y nivélado; poner el termémetro del
bafo en su sitio; poner un recipiente debajo del tubo aliviadero
para recoger el excedente, y llenar el bafo con agua a una
temperatura tal que, cuando empiece el ensayo, [a temperatura
del bafo de agua esté al menos 11° C per debajo del probable
punto de inflamacion de la muestra a ensayar.

Poner el vaso vacio en el bafic de agua; medir 50 ml del
producio a ensayar em una probeta y verterlo en el vaso.”

Eliminar en la superficie de la muestra cualquier burbuja
de aire gue pueda existir empleando para ello un trozo de
papel limpio y seco. '

15(h).3.1. S5i se dispone de gas.—Tapar el vasc colocando
en su sitio el termdémetro gque medira el punto de inflamacidn;
encender el mecheho de gas de la tapa, regulando su llama
con la vélvula de gas hasta hacerla del tamafio de la pequefia
perla blanca de la tapa.

15(b}.3.2. Si no se dispone de gas.—Después de cerrar la
valvula, inssrtar una mecha de algodon en la boquilla del me-
chero, poner una pequefia cantidad de hilacha de algoddén en
el depdsito de aceite y llenarlo con aceite de bhallena, grasa de
cerdo (o petroleo), Colocar el tapén del depdsito de combustible,
pero no enroscarlo muy fuerte, va que conviene dejar una pe-
quefia abertura para la entrada de ajre. -

Encender el mechero lieno de alcohol, colocaric en la base
del aparato y ver que esté sifuado en el centro. Graduar la
liama de la lampara de alcochcl para que la temperatura de la
muestra que estd en el vaso suba a razén de 1°C por minuto
—no mas rapidamente de 1,1 C ni menos de 0,0° C por minuto.

El mechero de gas puede sustituir al de alcohel sin que afecte |

apreciablemente a! resultado del ensayo.

Al comenzar la prueba, anotar la presion barométrica asf
como la temperatura de la muestra.

Cuando la temperatura de la muestra llega a unos 5° C por
debajo del punto de inflamacion probable, se hace girar el
boton de la tapa, para introducir la llame deatro del vaso y
volverla a poner en su posicién primitiva, rapida pero no brus-
camente. El tiempo de esta operacidon debe ser aproximadamente
de un segundo.

Anotar la temperatura de la muestra v la hora en gue se
hizo la primera introduccion de la Yama, -

Repetir 1a aplicacion de la llama a cada sumento de 0.6° C de
temperatura de la muestra, basta que se -produzca la inflama-
cién de ésta dentro del vaso. No hay gque confundir la' infla-
macién con el ensanchamiento de la llama de ensayo o con el
halo que forma ésta cuando se introduce dentro del vaso; la
verdadera inflamacidén consume el gas de la parte superior del
vas0 y causa una ligera explosién. (Si el aumento de la tempe-
ratura de la muestra, desde el momento gue se introduce por
primera vez la llama, hasta que se alcanza el punto de infla-
macion, es mayor que 1,1°C o menor que 0,9°C por minuto,
se debera considerar dudoso el ensayo y se ajustara la lampara

de alcohol o el mechero de gas para corregir la velocidad de |

calentamiento.)

Anotar el punto de inflamacién y la hora en gue se alcanza.

No apagar la llama de ensayo con la valvula reguladora. De-
jar ésta ajustada para obtener el tamafio adecuadc de llama.

Una vez realizado por completo este ensayo preliminar, reti-
rar la lampara de alcohol o mechero de gas. Levantar la tapa
del vaso y limpiar el termametro. Se saca el vaso, se vacia y
se seca cuidadosamente, Tirar la muestra una vez se haya
analizado.

Verter agua fria dentro del bafic de agua, dejando que re-
bose hacia el receptaculo hasta que la temperatura del bafio
de agua descienda a 8° C por debajo del punto de inflamacion
de la muestra, obtenido en el ensayo anterior.

Colocar en el bafio de dgua el vaso con 50 ml de muestra
nueva, Eliminar de la superficie de la muestra cualquier bur-
buja, poner la tapa con su termometro, aplicar la lampara de
alcohol o el mechero de gas; anotar la temperatura de la mues-
tra vy la del agua, y repetir el ensayo antes descrito. Introducir
por primera vez la llama cuando la temperatura sea 5,5°C in-
ferior al punto de inflamacién obtenido en el ensayo anterior.

Si los resultados de dos determinaciones difieren en mas de
0,6° C, realizar una tercera determinacién v si la maxima varia-
cién de los tres ensayos no es superior a 1,1° C, se tomara como
punto de inflamacién el promedio de las tres, corregido en
funcién de la presion barométrica. ’

15(k) 4. Cadlculo. -

Leer v anotar la presién barométrica.—Cuando las lecturas
del bardmetro varien en mas de 13 mm de Hg de la presion
normal de 760 mm de Hg, el valor del punto de inflamacién
se corregird de acuerdo con la tabla 15(b).I, que ha sido calcu-
lada considerando una diferencia de 0,6° C para cada variacién
de 25 mm en la presién barométrica.

TABLA 15(b).1

Correccién del punto de inflamacion con la presion barométrica

P. barométrica Correccion P. barométrica Correccion

mm Hg sC mm Hg aC
700 + 2,2 745 + 0,5
705 + 2,0 750 + 0,4
710 + 1.8 755 + 0,2
715 + 1.8 760 + 0
720 + 1,4 785 — 0,2
725 + 1.3 770 - 0,4
730 + 1,1 775 — 0,5
735 + 0,9 780 — 0,7
740 + 0,7 785 — 0,8

15(b).5. Referencias.

1. Collabofative International Pesticides Analytical Council
Limited (CIPAC). Ed. 1970. MT/12.2.
8. MOJABILIDAD DE POLVOS DISPERSABLES
{Mojables)
16.1. Principio.

Determinacion del tiempo empleado para lograr el complelo
mojado de los polvos en agua.

18.2. Material y aparatos.

16.2.1. Vaso de 256 m!l de 6,5 £ 0,5 cm de diamelro jnterno
y de 0,9 £ 0,5 cm de altura,

18.2.2, Pesasustancias.

18.2.3. Cronoémetro.

16.2.4. Proheta de 100 ml.

18.3. Reactivos. -

16.2.1. Agua patron como en 1.3.1

16.4. Procedimiento.

16.4.1. Sin agitacién.—Poner 100 * 1 ml de agua patrén en el
vaso. Pesar 5 + 0,1 g de una muestra representativa del polvo,
teniendo cuidado de que no se compacte. Anadir de una vez
todo el polvo, dejandolo caer en el agus desde el borde del vaso,
¥ sin mover para nada el vaso, con objeto de que no se produz-
can agitaciones en la superficie del liguido.

Una vez afladido el polvo empezar a cronometrar y anoiar
el tiempo transcurrido (con aproximaciéon de segundol ‘hasta
que esté completamente mojado (debe despreciarse la pelicula
de particulas gque permanecen en la superficiel,

16.4.2. Con agitacion.—Realizar la técnica descrita en 16.4.1,
pero el contenido del vaso debe agitarse a mano de forma rota-
cional con una frecuencia de 120 rotaciones por minuto tras
la adicién del polvo. Referir el resultado como «tiempo de mo-
jado con agitacions.

16.5. Referencias.

1. Collaborative International Pesticides Analylical Council
Limited (CIPAC). Ed. 1870. MT/53.3,

ANEJO V1

" METODOS DE ANALISIS DE PRODUCTOS LACTEOS
MANTEQUILLA

9. ACIDOS GRASOS DE CADENA CORTA

9.1. Principio.

Obtencion de los ésteres metilicos de los acidos grasos me-
diante reaccién con una solucién de hidréxide potésico en me-
tanol y subsiguiente inyeccion directamente de la disclucicn
de ésteres metilicos en el cromatégrafo.

El método es aplicable & las grasas de mantequillas u otras
gue contengan #gidos grasos de longitud de cadena inferior
al Cy y siempre que ¢l contenide de acides libres no exceda
del 1 por 100 expresados en acido oleico.

9.2. Material y aparatos.

@.2.1, Matraces con boca esmerilada y fondo redondo de
50 y 100 ml de capacidad. .

9.2.2, Pipetas aforadas de 1, 2 y 10 ml. .

9.2.3. Matraces aforados de 50 ¥ 100 ml de capacidad.
18.2.4. Probeta graduada de 10 ml. . »

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

9.2.6, Cromaiégrafo apto para, trabajar en fase gaseosa, pro-
visto de horno capaz de ser calentado hasta 250-300°C y sis-
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tema de regulacion que permita controlar la temperatura con
un error de = 1,0° C. Equipado con programador de temperatura
capaz de llevar la temperatura del horno de 60° C a 180° C a
una velocidad de 4° C/min. Provisto de regulagién independien-
te de la temperatura del inyector, que podréd ser calentado a
una temperatura superior por lo menos en 50° a la maxima

alcanzable por el horno provisto de un sistema de deteccion

sensible, de ionizacion de llama de hidrdgeno, que pueda ser
mantenido & la temperatura de la columna, a unos 50° C por
encima de la del horno.

9.2.7. Registrador con una tensién de entrada adecuadsa a la
salida del amplificador del cromatégrafo, con una velocidad
de respuesta minima capaz de producir la deflexion completa
de la escala en un segundo; y una velocidad de desplazamiento
del napel de 5 mm/min, que permita la posibilidad de variar
esia velocidad, acelerando o retardando el desplazamiento.

9.2.8. Tubo de nitrégeno a presidn, utilizable como gas por-
tador, debiendo tener una rigueza minima del 99,8 por 100.

9.2.9., Tubos de hidrégeno y aire a presion necesarios para
el caso en que se utilice detector de llama de hidrégeno. El
hidrégeno debera tener una rigueza minima del 99,8 por 100,
debiendo estar seco. Como medida de seguridad, es muy con-
veniente colocar a la entrada de los gases en el cromatégrafo,
sendcs tubos de desecacién, provistos de tamiz molecular 13X.

9.2.10. Columna cromatografica.

9.2.10.1. Columna que satisfaga las condiciones que se in-
dican en 9.8.1,

8.210.2. Columna de vidrio con diametro interior de 4 mm y
una longitud aproximada de 2 mm. Rellenada con Chromo-
sorb G, W o Q (20-100 mallas), conteniendo de 2,5 a 5 por 100
de un poliéster, recomendandose cualguiera de los tres siguien-
tes: dietilenglicolsuccinato (DEGS); etilenglicolsuccinato o adi-
pato (EGS o EGA); polietilenglicoladipate (PEGA).

Antes de emplear una columna nueva en la resclucién de
problemas analiticos, debe ser acondicionada, eliminando todos
aquellos productos volatiles que perturbarian la marcha de la
cromatografia, Para ello, se monta en el cromatdgrafo, sin
conectarla al detector, y se caliente el horno a unecs 10° C por
encima de la temperatura maxima a que vaya & ser utilizada
la columna en trabajos posteriores; haciendo pasar, al mismo
tiempo, una corrienie de nitrégeno de 30 a 40 ml/minuto, que
se mantiene durante veinticuatro horas como minimo. La co-
lumnsa serd apta para su utilizacién si, una vez conectada gl
detector vy en funcionamiento normal, la linea base dibujada
por el registrador acusa la estabilidad del sistema.

9.3. Reactivos.

9.3.1, Metanol absoluto (99,8 por 100).
9.3.2. Hidréxido potasico, en lentejas.
9.3.3. Eter de petrdleo o hexano. Eter de petréleo (p. e.: 40-

60° C}, cuyo contenido en bencenc no sea superior a 0,1 por
100. Hexano normal, gue. cumpla las mismas especificaciones
del éter de petroleo,

9.3.4. Heptano normal, con una riqueza minima del 99
por 1Co.
9.3.5. Disolucién 2N de hidréxido potdsico en metanol. Di-

solver 11,2 g de hidroxido potdsico en 100 m! de metanol.

©.38. Esteres metilicos de pureza adecuada para su utili-
zacién como patrones en cromatografia -~ —Se dizpondra
de los ésteres metilicos de los acidos mencionados a continua-
cién, debiendo tener una pureza minima de %9 Ppor 100, de-
terminada por cromatografia gaseosa:

Acido butanoico (butirico).

. Acido pentahoico {valerianico).
Acide hexanoico {(caproico).
Acide octanoico (caprilico).
Acido decanoico {cdprico).

Acido dodecanoico (Qaurico}.

Acido tetradecanoico (miristico).
Acido hexadecanoico (paimitico).
Acido octadecanoico {estedricol.

Acido 9-octadecancico f(oleico).

Acido 9,12 octadecadiencico (linoléico).
Acido sicesanoico f{araquico).

9.3.7. Solucién de referencia T.—En un matraz aforado de
$¢ ml se pesa, con exactitud de * 0,1 mg, 1 g da pentanoato
de metilo, disolviéndolo en heptano normal y completando
aasta el enrase.

2.38. Solucion de referencia II.—En un matraz aforadc de
100 ml se pesa, con exactitud de * 0,1 mg, 200 g de pentancato
de metilo, disolviéndolo en heptano normal y completando
hasta el snrase,

9.4. Procedimiento.

9.4.1. Preparacién de los ésteres metilicos.

~ En un matraz de fondo redondo de 50 ml, pesar con exac-
titud de +0,1 mg, 1 g de grasa. Afiadir 10 ml de éter de
petrélec ¢ hexano y agitar suavemente hasta disolucién de
la grasa.

En el_caso de que se. quiera efectuar una determinacién
cuantitativa de los 4cides butirico y caproico en la muestra,

agregar a la disolucién en éter de petroleo de la grasa 1 ml,
exactamente medido, de la solucion de referencia mas adecua-
da; para muesiras conteniendc de 1-4 por 100 de acide butirico
se utilizara la solucién de referencia I, para muestras conte-
niendo menos de 1 por 100 de 4cido butirico se utilizara la
solucidn de referencia II. . .

S1 se desea efectuar solamente un analisis completo de la
fraccidon de éacideos grasos, para lo que se aplica el método
de normalizacién interna, no serd necesario el empleoc de
solucion de referencia. .

A la solucién en éter de petrdleo de la muestra, adicionada
o no de solucién de referencia, agregar 0,5 ml de disolucién
2N de hidroxido patasico. Agitar suavemente la mezcla hasta
que s& ponga {ransparente, para lo cual son suficientes unos
veinte a treinta segundos. Casi inmediatamente después de
observar la clarificacién de la solucion suele apreciarse un
enturbiamiento debido a la separacion de glicerol, que se se-
dimenta rapidamente. '

Inmediatamente después de terminada la reaccion” y obser-
vada la sedimentacitén, tomar la cantidad necesaria. con la je-
ringa e inyectar en el cromatégrato; -una demora en la in-
yeccion de los ésteres metilicos daria lugar a la formacién
de jabones, con error en la determinacién.

9.4.2. Determinacion cromatografica.
8.4.2.1. Condiciones de trabajo. . -

Temperatura de la calumna: Temperatura programada de
80° C a 160° C, con una velocidad de 4° C/minuto.

Temperatura del inyector: 200° C.

Temperatura del detector: 200° C,

Gas portador: Nitrégeno (0 helio) con un flujo de 60 ml/min.

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

El registro obtenido del cromatograma debe satisfacer las
condiciones gque se indican a continuacion; caso contrario, se
repite la inyeccién modificando la cantidad inyectada o la
sensibilidad de trabajo hasta obtener un cromatogramd satis-
factorio,

Los requisitos exigibles son los siguientes:

a) El drea total descrita en el registro, referida s la sen-
sibilidad maxima utilizada en el curso de la operacién, debe
ser de un orden aproximado de 2.000 mm?, con una velocidad
del papel en el registrador de 5 mm/min. De esta forma, los
componentes presentes en unsa cuantia del 0,1 por 100 deben
dar un pico, como minimo, de 2 mm?, siendo, por tanto, per-
fectamente reconocibles.

b) Con el fin de conseguir que todos los picos caigan den-
tro del papel registredor, se utilizard, en cada caso, la ate-
nuacién de sensibilidad que sea necesaria, cuidando que el
pico de mayor intensidad no sea atenuado mas de ocho veces,

Una vez conseguido un registro satisfactorio, y habiendo
alcanzado nuevamenie la ptuma la linea base, se interrumpe
el funcionamiento del registrador y se retira el papel con el
registro para la identificacién de los picos y/0 calculos cuan-
titativos. -

9.4.2 2. Identificacidn de los picos.—Se seguiran los criterios
establecidos en el apartado 9.6.2.

9423, Determinacinnes cuantitativas, — La determinacién
cuantitativa se basa en ¢l principio de que los pesos de cada
uno de los compeonentes separados en la mezcla son propor-
cionales a las Areas comprendidas dentro de los triangulos
dibujados debajo de cada pico. El area de cada tridngulo se
obtiene trazando rectas tangentss a las lineas dibujadas en el
registro, prolongandolas hasta su interseccidén con la linea base
y multiplicando la altura del triangulo por la mitad de la
base En el caso de hater trabajado con atenuaciones dife-
rentes para cada pico, se referiran tcdas las medidas a una
misma scnsibilidad del registrador, multiplicando la altura por
el factor de atenuacién correspondients en cada caso, y el
valor de la altura asi corregida por la mitad de la hase.

9.4 3. Determinacién del contenido de los acidos butirico

| ¥ caproico en la materia grasa—~Esta determinacion se realiza

por el método del patrén interfo, siendo el patron elegido el
pentancato de metilo.

9431, Preparacién de la mezcla de calibracién. Con unsa
exactitud de * 0,1 mg y en un matraz aforado de 50 ml, pesar
unos 100 mg de cada uno de los siguientes patrones: butanoato
de metilo, pentanoato de metilo y caproato de metilo. Se di-
suelve la mezcla de heptano normal! y se diluye completando
hasta ¢l enrasae.

Inyectar la cantidad necesaria de la solucién anterior, nor-
malmente 0,2-04 1 1, para que, trabajande a la sensibilidad
media del aparato, se consiga situar los maximoes de los picos
en una posicién del 70-80 por 100 del recorrido total de la
pluma del registrador. Los tres picos deberin registrarse a
la misma sensibilidad. Si fuese necesario, se diluird la so-
lycién anterior con heptanoc normal en la relaciébn necesaria
para poder ajustarse & las prescripciones fijadas. Efectuar,
cuando menos, tres determinaciones consecutivas, que no de-
ben discrepar entre s{ mas del 1 por 100.

9.4.4. Analisis cuantitativo de la totalidad de los compo-
nentes de la fraccién de acidos grasos, comprendiendo del
Cial Cp v Cras. '
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9.4.4.1. Preparacion de la mezcla de calibracién.—Determi-
ner previamente el factor de correccién para cada acide com-
ponente de Ja mezcla, referido a uno cualquiera de ellos que
se toma como patrén, eligiéndose pemalmente para este fin
el acido palmitico, y debiendo tener la mezcla de calibracién
una composicién analoga a la de la mezcla problema.

Para -ello, si no se conoce previamente el orden de com-
posicion del problema, se realizara una determinacion croma-
tografica de orientacion, realizandose en el registro la cuanti-
ficacién de los componentes suponiendo el mismo factor de
respuesta para todos ellos, efectuando un reparte proporcional
entre las dreas medidas.

En un matraz aforado de 50 ml, pesar, con una exactitud
de * 0,1 mg, cantidades de los esteres metilicos patrones que
se indican a continuacion proporcionales a las cifras de com-
posicidon encontradas en el analisis de orientacién anterior-
mente aludido, o previstas con anterioridad para la muestra.
Los patrones gque deben pesarse son los siguientes: butanoato
de metilo; hexanoato de metilo, octanoato de metilo, decanoato
de metilo, dodecancato de metilo, tetradecancato de metilo;
hexadecanoato de metilo, octadecanoato de metilo, oleato de
metilo, linoleato de metilo y eicosancato de metilo. Se disuelve
la mezcla de heptano normal agregando la cantidad adecuada

&de discivenie en relaciéon al peso total de ésteres metilicos que

se hayan pesado; para unos 500 mg en total, se deben emplear,
como orientaciéon, unos 50 ml de heptano, A continuacién, in-
yvectar 0,2-0,4« 1 1 para que, trabajandoc a la sensihilidad meadia
del aparato, se consiga situar el maximo del pico correspon-
diente al comporente maycoritario, en una posicién del 70-80
por 100 del recorride total de la pluma del registrador. Todos
los picos deben registrarse & la misma sensibilidad, lo cual
suele ser perfectamente factible en la grasa de leche; en ague-
llos casos en que la relacion entre el pico mayoritario y el
pico minoritaric no permita registrar este ultimo con las di-
mensiones adecuadas para efectuar una cuantificacion correcta
de su &rea, se podra efectuar el cambio necesario en la ate-
nuacién del regisiro, procurando que ésta no sobrepase la
relacion de 4 : 1. Si fuese necesarin, sv diluira la selucion con
heptano normal en la relacién necesaria para poder ajustarse
a las prescripciones fijadas, Efectuar. cuando menos, tres de-
terminaciones consecutivas, que no deben discrepar entre si
mas de! 1 por 100 .

9.5. Cdlculos.

t

9.5.1, Calculo de los factores de correccion para los écidos

butirico y caproico. Se determinan las areas de los tres picos,

siguiendo las normas que se coutienen en el apartads 54, y se

calculan los dos factores correspondieites al Cy vy Cg, con la
férmula siguiente: i

% Ap
fy = ——— =
P.Ay
Siendo:
fy factor de correccién del acido x.

cantidad pcsada del acido x.
Ay = &rea medida en el registro para el patron de pentanoato.
Ay = Area medida en el regist-o para el acido x.

P = peso del patrén pentanoato.

>
il

8.5.2. Calculo del contenido de #écidos —Los contenidos.de
acido butirico v acido caproico en la muestra de grasa se calcu-
lan por la férmula siguiente: =

fy Ax P
Porcentaje de acido = ———— 100
A, M

fx = factor de correccién determinadec para cada acido, segin
se indica en el parrafo anterior.

Ax = érea medide en el registro para el acido.

P = peso del patrén interno (pentanoato),

A, = Area medida en registro para el patrén interno.

M = peso de la muestra de grasa.

8.5.3. Calculo de los factores de correccién.—Una vez deter-
minadas las areas de todos los picos, siguiendo las normas que
se¢ contienen en el apartado 8.4.2.2, se calcula el factor de cada
Acido, referido al Acide palmitico tomado como unidad, utili-
zando la formula que se incluye en el apartado 8.5.1, sustitu-
yendo el drea Ay, y el peso P del compuesto patroén por los
velores correspondientes al palmitato de metilo.

-8.5.4. Calcule de composicién de la fraccién de acidos gra-
sos.—Se caiculardn las areas corregides de cada unc de los
componentes de la fraccion multiplicands el Area medida en el
registro por el faclor de correccién determinado segun se in-
dica en el apartado antericr. El contenido de cada compcnents
vendré dado por la expresién:

fx - Ax

—— - 100
I (I - Ax)

Porcentaje X =

Siendo: *

Ix factor de coreccién del componente x.
Ax area medida en el registro para el componente x.
I ifx - Ax) = suma de todas las &ageas cortcgidas correspon-

dientes & los componeMes de la fraccion.

{1

9.8. QObservaciones.

9.6.1. La puesta a punio de la columna se determina- obte-
niendo la resolucién de dos producios criticos como son el
oleato v el vstearato de metilo. La resolucion viene determinada
por la expresion

2D

Resolucion = ~———o
O+ E

Siendo:

D = distancia entre los dos méaximos de los picos del oleaio
v el estearato. :

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

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

Estos valores se determinan sobre el cromatograma obtenido
con una muestra conteniendo cantidades aproximadamente igua-
les de estearato y cleato de metilo, inyectando una cantidad
tal que la altura de estos picos alcance al 25-50 por 100 del
ancho del papel de registro. Si la resolucién calculada es igual
0 mayor que 1,0, la columna vy el instrumento se encuentran
en condiciones. satisfactorias, Todas las columnas en el trans-
curso de su utilizacién sufren una pérdida gradual en la reso-
lucion de los picos; cuando el valor llegue a ser inferior a 1,0,
deherd instalarse una nueva columna,

8.6.2. Para la identificacién de los picos se pueden seguir
dos criterios:

9.6.2.1. Criterio basado en los tiempos de retencién —Refi-
riendonos exclusivamente a los acidos que entran normalmente
en la compgsicion de las grasas naturales, sus ésteres aparecen
en el crorhatograma en orden creciente de sus atomos de car-
bono y a su insaturacién. Esto es, el palmitico (Cye) aparecs
delante del estearico (Cis), v los ésteres en Cyy aparecen en
el orden estearato, oleato, linoleato y linolenato. El éster del
acido ardquico (Cge), usualmente, aparece antes del linoléni
co (Cjyg), pero puede ocurrir lo contrario en algunos casos,
dependiendo del tipo de columna ¥ de las condiciones de su
utilizacién, © incluso superponerse el unc al otro.

Operando en condiciones constantes, los tiempos de retencién
son reproductibles en cada especie quimica,- siendo el criterio
mas frecuente empleado para su identificacién.

El tiempo de retencién viene dado por la distancia, medida
en el cromatograma, entre el maximo del pico del aire y la
posicion del maximo de la banda. Trabajendo con detector de
llama de hidrégeno, la salida del aire no se detecta, pudiéndose
tomar, en este caso, el momento en que se inicia la salida del
disolvente, acusada por una fuerte deflexion de Ia pluma del
registrador.

9.6.2.2. Criterio basado en los tiempos de retencién relativos,
Los tiempos de retencion relativos son més reproductibles. Las
retenciones relativas vienen determinadas por el cociente de
dividir el tiempo de retencién de cada pico por el tiempo regis-
trado para el pico del palmitato de metilo, o bien por otro éster
gque se tome como cemparacidon, determinados tedos elios segun
el criteric expuesto en el parrafo anterior.

9.7. Referencias.
1. Instituto de Racionalizacién y Normalizacién del Trabajo.
Una Norma Espafiola 55.118.
QUESO
1. EXTRACCION DE LA GRASA DEL QUESO

1.1, Principio.

Extraccién de la grasa del gueso mediante pentano o éfer
de petrdlea.

1.2. Material ¥ aparatos.

1.2.1. Mortero.
1.2.2. Aparato de extraccién continuo.
1.2.3. Befio de agua.

Reactivos.

Sulfato sédico anhidro.

1.3,
1.3.1. ‘
1.3.2. Pentano o éter de petroleo (p. e. 40-80° C).

' 1.4. Procedimiento.

Moler 1a muestra en un mortero con sulfato sédico anhidro
hasta obtener una masa granviosa. Extraer la masa con pen-
tano o éter de petréleo (se puede usar un aparato de extrac-
cién continuo) y evaporar el disolvente al bafio de agua o a
presion reducida,

1.5. Referencia.
1, Norma jnternacionzl FIL-IDF 32: 1965.
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2. DETERMINACION DEL CONTENIDO EN MATERIA GRASA

2.1. Principio. -

Fi contenido de grasa se determina gravimétricamente por
digestién del queso con 4cido clorhidrico y subsiguientemente
extracciéon de la grasa de una solucién acido-alcohdlica con la
ayuda de éter dietilico y éter de petroleo, evaporacién de los
disolventes y posterior pesada de los residuos.

La precision dei meétodo es de 0,2 g de grasa por 100 g del
producto. i

2.2. Material y aparatos.

2.2.1. Balanza analitica.

2.2.2. Probetas o matraces de extraccion adecuados provis-
tos de tapones de vidrio esmerilado o corcho; dispositivos del
cerre que no puedan ser atacados por los disolventes utilizados.
Si se usan tapones de corcho deberan ser de buena calidad,
sumetiéndolos a extraccién sucesivanmiente con éter dietilico ¥
cter de petrdleo. Después se introduciran, al menos durante
veinte minutos, en agua & una tempratura de 60° C o superior,
dejandose enfriar en agua de forma que estén saturados cuando
se utilicen, .

2.2.3. Matraces de paredes delgadas y bases planas de 150
a 250 ml de capacidad.

2.24. Estufa de desecacién regulable que permita trabajar
a 102°+2° C, o una estufa de desecacién por vacio (temperatura
de 70° a 75° C, presién menor de 50 mm de Hg).

2.2.5. Perlas de vidrio o trozos de carburo de silicio, exento
de grasa.

2.2.8. Bafio de agua.

2.2.7. Hojas de pelicula de celulosa, sin barnizar, solubles

en acido clorhidrico, de 0,03-0,06 mm de espesor ¥ de 50 X 75 mm
de superficie, aproximadamente. Las peliculas de celulosa no
deben afectar al resultado del analisis.

228 Aparato adecuado para la trituracion de la muestra.
2.3. Reacfivos.

2.3.1. Acido clorhidrico del 25 por 100 {p/p) (dy = 1,125),
23.2. Etanol del g8 por 100 {v/v) (2.6.1).

23.3. Eter dietilico, exento de pero6xidos (2.6.2).

234, FEter de petréleo que destile a una temperatura que
oscile entre 30° y 60° C.

2.3.5. La mezcla de disolventes se prepara poco antes de
utilizarla, mezclando volimenes iguales de 2.33 y 234 (2.63),

2.4. Procedimiento.

24.1. Preparacién de la muestra.—Antes de efectuar el ana-
lisis, eliminar la corteza, capa o superficie mohosa que recu-
bre el queso, con objeto de obtener una muestra representativa
del queso tal como se consume normalmente. Triturar la mues-
tra con 2.2.8, mezclar la masa triturada rdpidamente, y si es
posible triturarla por segunda vez-y mezclarla de nuevo con-
cienzudamente (2.8.4). Pasar la muestra preparada a un reci-
piente cerrado herm3iticamente hasta el momento del analisis,
que se efectuard en el mismo dia (2.8.5).

2.42. Determinacién.—Secar el matraz 2.2.3 con 2.2.5 en la
sstufa durante un intervalo de media hora. Dejar que se enfrie
el matraz a la temperatura ambiente de la balanza y pesar el
matraz enfriado con aproximacién de 0,1 mg. :

_ Pesar, con aproximacién de 1 mg en el aperatc de exirac-
cidn 2.2.2 0o en un vaso 0 matraz de 100 ml, de 1 a 3 g de la
muestra de queso preparada. La muestra del ensayo podra tam-
bxep pesarse utilizando una lamina de celulosa 2.2.7, que pos-
teriormente se plegara e introducira en el tipo de vasija selec-
cionada.

Afiadir de 8 & 10 ml de Acido clorhidrico (segtin la forma
del aparato de extraccién) y agitar la vasija ligeramente en un
bafio de agua hirviendo o sobre una llama hasta que el queso
esté completamente disuelto. Dejar la vasija en reposo durante
veinte minutos en el bafo de agua hirviendo y después enfriar,
por ejemplo, en agua corriente. ’

Si la digestién del queso 36 ha hecho en el aparato de ex-
traccion, afiadir 10 ml de etanol y mezclar el contenido, remo-
viéndolo ligeramente, pero de un modo homogéneo en el aparato
5in cerrar.

Si la digestién del queso se ha hecho en una vasija distinta
del matraz de extraccién, verter el contenido de Ia” vasija en
este matraz, Enjuagarlo sucesivamente con 10 ml de etanol,
25 mi de éter dietilico y 26 ml de éter de petréleo, vertiendo
cada vez el disolvente en el matraz de extraccién. Después de
cada adicién mezclar v agitar el matraz de extraccién, segin
se indica a continuacién.

_ Afladir 25 ml de éter dietilico, cerrar el aparato y agitar
vigorosamente, invirtiéndolo repetidamente durants un minuto.
Enfriarlo, si es necesario, en agua corriente, Quitar el tapén
cuidadosamente y afadir 25 ml de éter de petréleo, empleando
los primercs ml para enjuager el tapén y la superficle interna
del cuello del aparato, dejando que el liquido de los enjuagues
penetre en el mismo. Cerrarlo, volviendo a colocar el tapén,
agitar o invertirlo repetidamente durante treinta segundos; no
debe agitarse demasiado enérgicamente. Dejar el aparato en
reposo hasta que la capa liguida superior esté completamente
limpida y claramente separada de la capa acuosa. La separacién

podra también efectuarse mediante el uso de una centrifuga
adecuada (2.6.8). Quitar el tapon y enjuagarlo, asi como tam-
bién el interior del aparato con algunos ml de la mezcla de los
disolventes y dejar que los liquidos ‘de los enjuagues penetren
en el aparato. Transvasar cuidadosamente al matraz 2.2.3, lo
més completamente posible la capa superior por decantacidén o
con ayuda de un sifén (2.6.7). Enjuagar el exterior y el interior.
del cuetlo del aparato o el extremo de la parte interior del sifon
con unos cuantos mililitros de la mezcla de disolventes. Dejar
que los liquidos de los enjuagues de la parts exterior del apa-
rato penetren en el matraz y que los liquidos de los enjuagues
de la parte interior del cuello y del sifébn penetren en el apa-
rato de extraccion. Hacer una segunda extraccién repitiendo el
procedimiento descrito anteriormente (desde la adicion de 25 ml
de éter de petroleo), utilizando solamente 15 ml de éter disti-
lico y 15 m! de éter de petréleo. Hacer una tercera extraccidn,

. pero omitiendo el enjuague final.

Evaporar o destilar cuidadosamente la mayor cantidad po-
sible de disolvente (incluido e! etanol}). Si el matraz es de
poca capacidad. parte de! disolvente tendrA que eliminarse en
la forma citada anteriormente, después de cada extraccion.
Cuando haya desaparecido el olor a disclvente, calentar el
matraz, apoyandolo sobre un lado durante una hora en la
estufa. Dejar que el matraz se enfrie a la temperatura ambien-
te de la balanza y pesar con aproximacién de 0,1 mg. Repeti
las operaciones de calentar el matraz en estufa y pesar, ca--
lentando a intervalos de treinta a sesenta minutos, hasta que
se obtenga una masa constante. :

Afadir de 15 & 25 ml de éter de petrdieo, con objeto de veri-
ficar si la materia extraida es totalmente soluble. Calentar li-
geramente v agitar el disolvente mediante un movimiento rota-
torio, hasta que se haya disuelto toda la grasa. Cuando la
materia extraida sea totalmente scluble en el éter de petréleo,
1a masa de grasa serd la diferencia entre las pesadas del ma-
traz 2.2.3 y de la masa constante, En caso contrario extraer
completamente la grasa del matraz mediante lavados repetidos
con éter de petréleo caliente, deiando que se deposite la mate-
ria no disuelta antes de cada decantacién. Enjuagar tres veces
la parte exterior del cuello del matraz. Calentar el matraz,
apovandolo scbre un lado, durante una hora en la estufa y
dejar que se enfrie a la temperatura ambiente de la balanza
y pesar con aproximacién de 0,1 mg. La masa de grasa serd
la diferencia entre la masa obtenida anteriormente y esta masa

final.
2.4.3.

Al mismo tiempoc gque se determina el contenido de grasa
de la muestra, efectuar una determinacién en blancoe con 10 ml
de agua desiilada, empleando el -mismo tipo de aparato de
extraccion. los mismos reactivos en las mismas cantidades y
el mismo precedimiento. Si el resultado del ensayo en blanco
excede de 0.5 mg deberan comprobarse los reactivos, y el
reactivo o reactivos impuros deberan purificarse o sustituirse,

Ensayo en blanco. '

25 Cdlculos. )
La masa, expresa en gramos, de la muestra extraida es:

(M; — Mz) — (B) — Bz]

y el contenido de grasa en la muestra, expresado en porcentaje,

de la masa es: .
(M; — M) — (B — B3]
x 100
1
Siendo:
M; = masa, en g del mairaz con la materia grasa extraida.
M, = masa, en g, del matraz sin, grasa.
B; = masa, en g, del matraz del ensayo en blanco después
de eliminar log disolventes,
B; = masa, en g, del matraz del ensayo en blanco.

= masa, en g, de la porcién ensayada.
2.6, Observ%ciones.'

2.8.1. Si no se dispone de etanol se puede utilizar etanol
desnaturalizado con metanol, etilmetilcetona, benceno o éter
de petréleo. .

2.8.2. Para el ensayo de los peroxidos verter 10 ml de éter
en una pequefia probeta tapada con tapén de vidrio, previa-
mente enjuagada con éter, aftadir 1 ml de solucién al 10 por 100
de yoduro de potasio, recién preparada. Agitar y dejar reposar
durante un minuto. No dehe aparecer ningun color amarillo
en ninguna de las capas. El éter dietilico podra mantenerse
exento de peréxidos, afiadiendo una lamina de cinc hameda,

ue deberd sumergirse completamente en una solucién Acida

iluida de sulfato de cobre durante un minute y después lavar
con agua. Utilizar por litro una superficie de 80 cm? aproxima-
damente de lamina de cinc, cortarla en bandas suficientemente
largas para que lleguen por lo menos hasta la mitad del reci-
piente.

2.6.3. La mezcla de disolventes podri sustituirse en aquellos
cas0s en que su utilizacién se haya previsto por éter distilico
0 éter de petrodleo. .

2.64. Si la muestra no se pudiera triturar mezclarla cul-
dadosamente mediante un amasado Intenso.
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2.6.5. En caso de que haya que retrasar inevitablemente esta
operacién, tomar todas las precauciones necesarias para asegu-
rar la conservacién adecuada de la muestra e impedir la con-
densacién de la humedad en la superficie interior. .

2.8.6. Cuando se utilice una centrifuga gue no esté provista
de un motor trifasico pueden producirse chispas y entonces
habra que tomar las demdas precauciones para evitar explo-

siones o incendios debido a la presencia de los vapores de éter, _

por ejemplo, en el caso de una rotura de un tubo. )

2.8.7. Si el trasvase no se efectia mediante un sifén, quizéa
sea necesario tener que afiadir un poco de agua para elevar
el plano intermedio entre las dos cdpas, ton objeto de facilitar
la decantacion.

2.7. Referencia. .

1. Cédigo de Principios referente & la Leche-y a los Pro-
ductos Lacteos. Norma B-3. FIL-IDE 5A : 1980,

3. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE EXTRACTO SECO

3.1. Principio.

El extracto seco del gueso y de los quesos fundidos es la
masa, expresada en - porcentaje ponderdl, que queda después
del proceso de desecacion.

La precision del método es de * 0,1 por 100.

3.2. Material ¥ apartitos. ‘

3.2.1. Balanza analitica, sensibilidad 0,1 mg.

3.2.2. Desecador provisto de un buen deshidratante (gel de
silice con indicador higromeétrico o cloruro de calcio).

3.2.3. Estufa de desecacién que permita obtener una tem-
peratura constante hasta 110° C. '
" 3.24. Capsulas de niquel o de aluminio de 2 cm de altura,
aproximadamente, y de 6 & 8 cm de diametro. .

3.2.5. Arens de cuarzo de granos gruesos O arena marina
purificada con acido clorhidrico, lavada y calcinada.

3.2.8. Agitadores de vidrio con una extremidad plana.

3.3. Procedimiento.

Colocar 20 g -de arena, aproximadamente, y un agitador de
-vidric en la capsula de niquel o de aluminio. Secar la cap-
sula con la arena y el agitador en la estufa a 105° C, hasta
peso constante. Dejar enfriar la capsula en el desecador y pesar.

Colocar rapidamente en la cépsula, aproximadamente, 3 g
de la muestra de gqueso preparada y pesar de nuevo.

Triturar cuidadosamente la masa de queso con la arena con
ayuda del agitador (3.4.1), Secar la capsula en la estufa durante
cuatro horas a 105° C. Dejar enfriar en e! desecador y.pesar.

Proseguir el secado hasta peso constante separando cada-
pesada por una permanencia en la estufa de media hora.

3.4. Observaciones.

3.4.1. Parag los quesos que fundan a la temperatura de:
105° C en una masa coérnea, se recomienda guardar primero
la capsula con la masa del queso triturado en el desecador
durante dieciséis horas, a la presion atmosférica normal y a la
temperatura del laboratorio. Se removera de vez en cuando
el contenido de la capsula con el agitador, para evitar la for-
macion de costras. )

3.5. Referencias.

1. Federacién Internaciona! de Lecheria. Norma FIL-IDF
4 ; 1858.

4. DETERMINACION DEL CONTENIDO EN FOSFOROC

4.1. Principio.

Mineralizacién de determinada cantidad de muestra con
ayuda de acido suligrico en presencia .de peroxido de hidro-
geno El fosfate se trata con molibdato de sodio y sulfato de
hidrazina como agente reductor, El azul de molibdeno asi
formado se mide por fotometria, calculandose el contenido
en fosforo.

La precisién del métode es de 0,04 g de fosforo por 100 de
producto. -

4.2, Material y aparatos.

4.2.1, Balanza analitica. -

4.2.2. Colorimetro fotoeléctrico que permita lecturas a una
longitud de onda de 700 nm.

4.2.3, Aparato apropiado para triturar la muestra,.

4.2.4. Maztraces Erlenmeyer de 25 ml -

425 Aparato de mineralizacién que mantenga los ma-
traces Erlenmeyer en una posicién inclinada y provisto de un
sistema de calentamiento que no caliente la parte del matraz
situada por encima de la superficie del liquido.

4.28. Cuerpos que faciliten la ebullicion para la minerali-
zacion: trozos de porcelana o perlas de vidrio. .

4.2.7. Matraces aforados de 50, 100, 200, 500 y 1.000 ml,
4.2.8. Pipetas y/o buretas de 1, 2, 5, 10, 20 y 25 ml.

4.3. Reactivos.

°4¢3).1. Acido sulftrico concentrado (densidad: 1,84 g/ml a
20°C). .

4.3.2, Solucién de peréxido de hidrogeno al 3¢ por 100 (p/v).

4.3.3,

Reactivo del molibdato y de sulfato de hidrazina,

4.3.3.1. Solucion al 2,5 por 100 de molibdato de sodip.—
Disolver 12,5 g de molibdato de sodio NaMoOQ, - 2H,0 en acido
sulfurico 10 N, completando hasta 500 ml, .

4.3.3.2. Solucién al 0,15 por 100 de sulfato de hidrazina.
Disclver 0,30 g de HaN NIi; - HSOy, en “agua destilada, com-
pletando hasta 200 mi, B

4.3.3.3. Inmediatamente antes de su empleo, mezclar 25 =ml
de 4.3.3.1 con 10 ml de 4.3.3.2.y diluir la mezcla hasta 100 ml
con agua destilada para preparar el reactivo de molibdato y
de sulfato de hidrazina. Esta solucién no pueds conservarse.

4.3.3.4. Solucién normalizada de fosfato.—Disolver 0,4380 g
de fosfato écido monopotasico KHy;PO4 en agua destilada has-
ta obtener una solucién de 1.000 ml. Esta solucién contiene
100 pg de fésforo en 1 ml. El fosfato de potasio debe haber
sido secado durante cuarenta y ocho horas en presencia de un
agents de desecacion eficaz, por ejemplo, el acido sulfurico
concentrado, Todos los reactivoes deben ser de calidad ana-

litica, o - L
4.4. Procedimiento. .
4.4.1, Preparaciéon de la muestra.

Antes del andlisis se gquitara la corteza o la cara super-
ficial mohose del queso de modo que se obtenga una muestra
representativa del queso tal como se consume habitualmente,
La muestra sera triturada a continuacién en un triturador u
otro aparato apropiado y mezclada intimamente, evitando las
pérdidas por evaporacion.

La muestra asi preparada serd conservada en un recipiente
al abrigo del aire hasta su analisis, que deberd efectuarse el

[ mismo dia.

4.4.2, Determinacién,

Introducir sucesivamente en el matraz Erlenmeyer 0,5 g de
la muestra, pesados con exactitud de 1 mg, algunas perlas
de vidrio o pequefios trozos de porcelona y 4 ml de Aacido
sulfarico, Calentar con precaucién el matraz Erlenmeyer sobre
el aparato de mineralizacién. Al cesar la formacién de espuma,
enfriar & la temperatura ambiente; afiadir con precaucién
algunas gotas de la solucién de peréxido de hidrégeno, ca-
lentar de nuevo y repetir estas operaciones hasta que el
contenido del matraz se encuentre limpido e incoloro. Durante
el calentamiento, mezclar el contenido del matraz de tiempo
en tiempo por agitacién. Evitar los recalentamientos locales,

Enjuagar el cuello del matraz con uncs 2 ml de agua des-
tilada y calentar de nuevo hasta qgue el agua se haya eva-
porado. Dejar hervir el liguido durante una media hora des-
pués de la decoloracién, con el fin de eliminar todo indicio
de peroxido de hidrégeno Evitar los recalentamientos locales,

Después del enfriamiento a la temperatura ambiente, tras-
pasar el contenido del matraz a un matsaz aforado de 100 mi;
completar hasta el aforo con agua destilada v mezclar.

Llevar con la pipeta 1 ml de la solucién a un matraz afo-
rado de 50 ml y diluir con uncs 25 ml de agua destilada.
Anadir 20 ml del reactivo de molibdato+*y de sulfato de hidra-
zina, llenar el matraz Hasta el aforo con agua destilada y
mezclar,” Colocar el matraz en agua hirviendo y dejar que se
forme el color durante quince minutos. |

Enfriar a la temperatura ambiente en ‘agua fria y, antes
de una hora, medir la densidad 6ptica con relacién al ensayo
en blanco {4.4.4) a una longitud de cnda de 700 nm.

4.4.3. Preparacién de la curva patron.-

Diluir en un matraz aforado 1 ml de la solucién normali-
zada 4.3.4 con agua destilada y completar hasta 100 ml.

Infroducir en cinco matraces aforados de 50 ml, 0, 1, 2, §
¥ 10 ml de la solucién normalizada diluida con el fin de
obtener una serie de soluciones testigos que contengan ¢ (valor
cero), 10, 20, 50 y 100 pg de fésforo.

Anadir agua destilada a los matraces para obtener un vo-
lumen aproximado de 25 ml, afiadir 20 ml del reactivo de
molibdate y de sulfato de hidrazina, llenar hasta el aforo con
ague destilada, mezclar, cotocar el matraz con agua hirviendo
vy dejar. que se forme el tolor durante gquince minutos.

Enfriar a la temperatura ambiente en agua fria y medir
la dentidad o6ptica de los testigos con respecte al de valor cero,
g una longitud de onda de 700 nm. . T

Determinar a curva pawdn sefalando las diferencias de
densidfad éptica. con respecto a las cantidades de microgramos
de fasforo. : .

4.4.4. Ensayo en blanco.

Efectuar un ensayo en blanco siguiendo el procedimiento
expresado en 4.4.2, pere sin queso.

4.5. Cidlculo.

Calcular el contenido en fésforo de la muestra por medio
de la férmule: p .

Contenido en fosfero (%) = —ee—o

100 W

siendo: i .

P = peso, en ug, de fosforo obtenide al convertir la medida
obtenida en el colorimetro utilizando la curva patrén.

W = peso, en g, de la muestra tomada para el andlisis.
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4.8. Referencia.
1. Federacién Internacicnal de Lecheria. Norma FIL-IDF
33A : 1971, . . v . .

s. DETERMINACICN DEL CONTENIDO EN ACIDO CIFRICO

5.1. Principio.

Obtencion de un filtrado claro por dispersién de la muestra
en agua y clarificacién por la adicién de acido triclorcacético.
El filtrado se trata con piridina y anhidrido acético y se forma
con el acido citrico un compuesto de color amarillo. El color
obtenjdo se mide por fotometria.

La precision del método es de 0,1 g de &cido citrico anhidro
por 100 g de producto. .

5.2. Material y aparatos.

. / . .
5.2.1. Balanze analitica, con precisién que permita de 0,001 g.
5.2.2. . Colorimetro fotoeléctrico que permita lecturas a~una
‘longitud de onda de 428 nm.
5.2.3, Baiic de agua con control termostatico que permita
una regulaciéon a 32° £ 1° C.
5.2.4. Aparato apropiado para triturar la muestra,

5.2.5. Tubos de ensayo con tapones de vidrio o de plastico
de 18 6 18 por 150 mim.

5.2.8. Mortero y mano de porcelana de uncs 50 ml,

5.2.7. Matraces aforados de 50, 100 ¥ 1.000 ml.

5.2.8. Pipetas y buretas de 1; 1,3; 4; 5,7; 8; 12; 16, y 20 ml.
529 Embudos de vidrio de dimensiones apropiadas, por
ejemplo, de 5 cm de diametro.
' 5.210. Papel de filtro duro, Whadman numero 540, S y S
589% 6 equivalente, ,

5.3 Reactivos. R

5.3.1. Acido tricloroacético al 30 por 100 (p/v) —Disolver
g de acide tricloroacético en agua destilada y diluir hasta
0 ml, -

. Piridina. .
. Anhidrico acético, -

300

1.00
5.3.2
5.3.3

53. Solucién normalizada de citrato.—Disolver 0:9565 g de
citrato trisédico (CgHsO;Naj - 2H,O) en agua destilada y diluir
hasta 1.000 ml, .

Todos los reactivos deben ser de calidad analitica.
5.4,
5.4.1. Preparacién de la muestra.

Antes del andalisis se guitara la carteza o la capa superficial
mohosa del queso de modo que se obtenga una muestra repre-
sentativa del queso tal como se consume hahitualmente, "La
muestra seréd triturada a continuacién con un triturador u otro
aparato apropiado y/o mezclada intimamente evitando lag pér-
didas por evaporacién. La muestra asi preparada sera conser-
vada en un recipiente al abrigo del aire hasta su analisis, que
debera efectuarse el mismo dia. R

5.4.2. Determinaciény

Colocar 0,5 g de la muestra, pesada con precision de 0,001 g
en un mortero de porcelana. Dispersar la muestra machacan-
dola con la mano del mortero y afiadiendo pequefias cantidades
de agua caliente (80°-70° C). ’

Transpasar el contenido del mortero a un matraz aforado
de 100 ml, empleando unos 50 ml de agua. Enfriar a la tem-
peraiura ambiente. .

Afladir 4. ml de-la solucién de acido tricloroacético, mezclar
por agitacion, llenar con agua destilada hasta el aforo y mez-
clar de nuevo. .

Dejar reposar a la temperatura ambiente durante treinta mi-
nutos y filtrar sobre un papel de filtro seco. Desechar la pri-
mera porcién del filirado hasta que se obtenga un liquido lim-
pido; se desechara al menos 10 ml. ,

Introducir con ayuda de una pipeta 1 mi de filtrado claro
en un tubo de ensayvo provisto de tapén. .

_ Afiadir &l tube 1,3 ml de piridina. Mezclar y afiadir inme-
diatamente 5.7 ml de anhidrido acético. Tapar el tubo y mezclar
intimamente su contenido, colocandolo inmediatamente en un
bafio de agua a 32°C, dejandolo durants treinta minutos.

__Retirar el tubo del bafio de Maria, secarlo y medir la den-
sidad 6ptica con relacién al ensayo en blanco (5.4.4) a una
longitud de onda. de 428 nm- antes de treinta minutos.

5.4.3. Preparacién de la curva patrén.

Introducir ent seis matraces de 50 mi 0, 4, 8, 12, 18 y 20 ml
de la solucién normalizada de citrato (5.3.4); afiadir a cada ma-
traz agua destilada hasta obtener un volumen aproximado de
25 ml. Adadir 20 ml de la solucién de Acido tricloroacético (5,3.1);
mezclar por agitacién, llenar hasta el aforo con agua destilada
¥ mezclar de nuevo. ’ -

Introducif con una pipeta 1 ml de cada solucién’patrén di-
luida en tubos de ensayo provistos de tapén, con el fin de obte-
ner una serie de testiges que contehgan ¢ (velar cero?, 50, 100,
150, 200 v 250 1g de 4cido citrico anhidro; afiadir a cada tubo
1,3 ml de piridina. Mezclar y afadir inmediatamente 5,7 ml de

Procedimiento. . : -

- 34B:

anhidrido acético. Tapar el tubo y ‘mezclar intimamente su con-
tenido. Colocar los tubos sin demora en un baiio de agua a 32°C
y dejarlos durante treinta minutos.

Retirar los tubos'del bano de agua,: eniriar a temperatura
ambiente, secarios y medir la densidad ¢ptica de los testigos
con relacidén al valor cero, a una longitud de onda de 428 nm
antes de treinta minutos. '

Determinar la curva patréon seflalando la diferencia de densi-
dad aptica con relacién a la cantidad de édcido citrico anhidro
‘en pg. . .

5.4.4. Ensayo en blanco.

—

Efectuar un ensayo en blanco siguiendo el procedimiento
expresado anteriormente, pero sin muestra.

5.5. Cdiculos. i

Calcular et contenido en 4cido citrico anhidro por medio
de la férmula: :

Contenido en acido citrico anhidro % ——— v
. 100 X W

Siendo: i

C = peso, en g, de acido citrico obtenido al convertir la
medida obtenidg en el colorimetro utilizandg la curva
patroén, ) , i

W = peso, en g, de la muestra temada para el analisis.

5.8. Referencia.

1. Federacion Intefnacional

de Lecheria, Norma FIL-IDF
1871. .

]

6. DETERMINACION DEL CONTENIDO EN LACTOSA

6.1. Principio.

Preparacion de un filtrado claro del queso por dispersion
de la.muestra en agua y defecacion por ferrocianure de cinc.
A una parte del filirado se le afiade una solucién gue contiene
un complejo cuprico. Se determina gravimétricamente el preci-
pitadc de 6xido cuproso, formado por la accion reductora de la
lactosa y los resultados obtenidos se convierten, con la ayuda- |
de tablas, 'en lactosa anhidra o hidratada.

La precisién del método es de 0,15 g de lactosa anhidra por
100 g de producto. : ‘

6.2. Material y aparatos.

8.2.1. Balanza analitica. Sensibilidad, 9,1 mg.

8.2.2. Estufa regulable a 103 C+2°C.

8.2.3. Mortero de porcelana de un contenido aprgximado de
300 ml, de un didmetro interior de uncs 110 mm, con una mano
apropiada. .

8.2.4. Vaso de precipitados de 400 ml,

8.2.5. Crisol fiitrante de porcelana de un contenido aproxi-
mado de 35 ml y de una porosidad media de 3-15 micras, cuyo
peso no debe variar mas de 1,0 mg cuando sg le apiica el método
operatorio descrito mas adelante, sin utilizar el queso. '

8.2.9. Desecador provisto de-un agente de desecacion eficaz,
como el gel de silice con indicador de humedad.

8.2.7. Matraz aforado de 500 ml. -

8. Matraz Erlo-nmeyer de 500 mi.

9. Pipetas de 25y 100 ml. .
1

1

~

8.2,

8.2.

8.2.10. Probeta graduada de 20 6 25 ml.
6.2.11. Embudo de vidrio de unos 150 mm de diametro. - !
8.2.12. Vidrio de reloj destinado a cubrir el vaso de preci-

pitados de 400 ml. N

8.2.13. Varilla de vidrio con proteccidn de goma en la punta.

6.2.14. Dispositivo de aspiracién de una seccion media.

8.2.15. Matraz de vacio con portacrisol. '

68.2,18, Filtro plegado o filiro plano de porosidad media, de

dimensién correspondiente al embudo 6.2,11.
8.3. RHeactivos. .
8.3.1. Solucidén de sulfato de cinc.

- Disolver 30 g de sulfato de cinc criéta]izado {Zn SOy - TH;O)
en agua destilada, completando hasta 100 ml. '

8.3.2. Solucién de ferrocianuro de potasio. —

Disolver 15 g de ferrocianurc de potasio cristalizado K,Fe
(CN)g - 3H,Q en agua destilada completando hasta 100 ml.

6.3.3. Solucién de sulfato de cobre. !

Disolver 70 g de sulfato de cobre (Cu 50, - 5H;O} en agud
destilada, completando hasta 1.000 ml y filtrando si es nece-
sario.

68.3.4. Solucién de tartrato alcalino.

Disolvet 350 g de tartrato de sodlo-potasio (KNa CH,Os -
- 4H,0) y 100 gz ge hidréxido sédico (NaOH) en agua destilada,
completendo hasta 1.000 mi. Dejar reposar dos dias en un frasco
tapado y filtrar. La solucién se deteriorara at cabo de un cierto
tiempo, lo que puede falsear el ensayo en blanco (resultados
mags elevados), .



B. O. del E—Num. 208

30 agosto 1979

20319

6.3.5. Acido nitrico diluido: HNO; al 15-20 por 100 en peso.

8.3.6. Alcohol etilico del 86 por 100, Puede ser desnaturali-
zado con un desnaturalizante apropiado que no deje residuos
después de la evaporacion.

Los reactivos deben ser de calidad analitica.

8.4. Procedimiento.
6.4.1. Preparacién de la muesira pare el ensayo.

Antes del analisis se quitara la corteza o capa superficial
mohosa del queso, a fin de obtener una muestra representa-
tiva del queso tal como habitualmente se consume. La muestra
sera triturada a continuacion en un triturador u otro aparato
apropiado y mezclada infimamente, evitando las pérdidas por
evaporacién. La muesira asi preparada sera conservada en un
recipiente cerrado hasta su analisis, que dehera efectuarse el
mismo dia.

8.4.2. Determinacion.

Lavar el crisol filtrante con 4cido nitrico diluido, enjuagarlo
perfectamente con agua caliente y después con 10 ml de alcchol.
Secar el criscl a 103° C * 2° C durante treinta minutos, enfriar
en un desecador y pesar.

Colocar, aproximadamente, 10 g de la muestra, pesados exac-
tamente, en un mortero de porcelana. Dispersar la muestra
machacandola con la mano del mortero, anadiendo pequenas
cantidades de agua caliente (60° — 70° C}. Trasvasar el contenido
del mortero & un matraz aforado de 500 ml. Diluir en 400 mi,
aproximadamente.

Arnadir 5 ml de la solucién de sulfato de cinc, mezclando sua-
vemente por rotacién del matraz alrededor de su eje, mante-
niéndolo inclinado. Afiadir del mismo modo 5 ml de la solucién
de ferrocianuro de potasio.

Enfriar el contenido del matraz a 20° C y completar con agua
destilada (a 20° C) hasta el aforo. Cerrar el matraz con un tapdn
seco y mezclar intimamente su contenido mediante una agita-
cién enérgica. Filtrar con un papel de filtro seco, desechando
los primeros ml de filtrado.

Tormar con una pipeta 25 ml de la solucién de sulfato de co-
bre (6.3.3) y 25 ml de la solucién de tartratc alcalino (8.3.4) y
llevarlo a un vasc de precipitado de 400 ml. Mezclar por movi-
miento de rotacién. Calentar la muestre hasta ebullicién. Afna-
dir 100 ml del filirado de la muestra con ayuda de una pipeta.
Cubrir el vaso con un vidrio de reloj y calentar de nuevo. De-
tener el calentamiento exactamente seis minutos después de
alcanzar nuevamente el punto de ebullicion.

Para asegurar una ebullicién mas regular y para evitar las
proyecciones del liguido, se podran afiadir pegqueriocs trozos de
piedra pomez tratados previamenie de la misma manera que el
crisol y pesados con este iltimo.

Enjuagar el vidrio de reloj con un poco de agua destilada
caliente encima del vaso. Trasvasar tode el contenido del vaso
a un crisol filtrante preparado previamente (segin se indica
con anterioridad). Para efectuar este trasvase ayudarse de cho-
rros de agua destilada caliente y de una varilla de vidrio con
preteccidn de goma en la -unta. El filtrado debe ser de celor
azul. Si es inccloro, repetir el andlisis utilizando una cantidad
mas pequefia de filtrado diluida en 100 ml.

Enjuagar cuidadosamente el crisol filtrante con agua desti-
lada caliente y después con 1p0 m! de alcohol. Secar el crisol
durante treinta minutos a 103° C * 2° C, enfriar en un desecador
¥ pesar,

68.4.3. Ensayo en blanco.

Efectuar un ensayo en blanco siguiendo el procedimiento
descrito pero utilizando 10 ml de agua destilada en lugar de
10 g de queso.

6.5. Cdlculos.

Corregi{- la masa de 6xido cuproso encontrada en el analisis
de la muestra restandole el resultado del ensayo en blanco.
Buscar en las tablas la cantidad de lactosa anhidra o hidra-
tada correspondiente a la masa corregida de 6xido cuproso.

Calcular el contenido en lactosa anhidra o hidratada de la
muestra con ayuda de la formula siguiente:

Contenido en lactosa anhidra o hidratada (%) =

50.000 X A 500 X A
= — X 0,00 ———— - 09
VxE VXE

Siendo:

A = masa, en g, de lactosa anhidra o hidratada encontrada
en la tabla.
E = masa, en g, de la muesira de ensayo.
V = volumen. en ml, del filtrado utilizado.
0,90 = factor de correccién para compensar el error de volu-
men que resulta de la presencia de materia grasa ¥
proteinas en la muestra.

-

6.6. Referencia.

1. Federacién Internacicnal de Lecheria, Norma-FIL-IDF 43:
1987,

Tabla parg determinar la cantidad de lactosa (monohidratada
y anhidra) en miligramos, segun la cantidad de oxido cuproso
en miligramos

—==

Oxido CUproso Lactosa Lactosa anhidra

(Cu,0) monohidratada (Cyy HpyOpy)
en IRg (CypHp044 1 Hy0) en mg
en mg
10 5,1 B
1 5,8 .9
12 X .1
13 71 N
14 7.7 -3
15 8,4 .0
18 8,0 .8
17 8,7 .2
18 10,3 .8
18 11,0 .5
20 11,6 .0
21 12,3 7

12,9 W3
13,8 R
14,2 .5
14,8 ,1
h .5 7
,2 4
.8 2
5 »
W1 -
7 ,

n J 00 03 B PO B D bk b [ bt bt b e bt e B bt ek e )

15
18,
18 0
17, 8
18 2
18 8
19,4 4
20,0 0
20,7 T
21,3 ,2
22,0 )
22,6 3
23,3 1
23,9 7
24,8 4
25,2 k]
25,9 8
26,5 2
27,2 8
45 27,8 4
46 8,5 1
47 29,1 8
48 29.8 3
49 — 30,4 9
50 31,4 20,5
51 , 31,7 30.1
52 324 30,8
53 33,0 31,4
54 33,7 32,0
55 34,3 32,8
656 34,9 33,2
57 35,3 33,8
58 36,2 4.4
59 38,8 351
80 37,5 35,6
61 38,2 38,3
62 38,8 36,9
83 20,4 37,4
LT 40,1 38,1
85 40,8 38,8
88 41.4 38,3
67 42,0 39,9
68 427 40,8
69 43,3 41,1
70 44,0 41,8
71 44,8 42 4
72 45,3 43,0
73 45,9 43 6
74 48,8 44,3
75 472 44,8
76 479 45,5
kid 48,5 46.1
78 48,2 8.7
79 49,8 47.3
80 50,4 47,8
81 51,1 . 48,5
82 - 51,8 49,2
83 62,4 49,8
84 53,1 50,4
85 53,7 51,0
86 54.4 51,7
87 . 55,0 523
88 55,7 52,8
89 56,3 53,5
80 57,0 54.2
01 57,8 54,7
o2 58,2 55,3
23 58,9 58,0
94 59.5 58,5
95 60,2 57,2
06 60,8 57,8
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Lactosa anhidra

Qxido cuprosoe Lactosa Lactosa anhidra Oxido cuproso Lactosa
(Cu,O) monohidratada (Cyp HppOyy) (Cuy0} monochidratada (Cio HypOyy)
en mg (CyyH,,04y 1 HYO) en mg en Mg (Cy3H,0qy 1 HyO) en Mg
- . en mg en mg
a7 61,4 58,3 189 1224 - 118,3
98 62,1 59,0 190 123,0 116,9
99 62,8 59,7 191 123,7 117.5
100 63,4 60,2 192 124,3 118,1
101 84,0 60,8 193 125,0 118,8
102 64,6 61,4 194 125,8 119,3
103 85,3 82,0 195 126,3 120,0
104 86,0 62,7 196 127,0 120,7
105 66,6 62,3 197 127,7 121,3
106 67,2 83,8 198 128,4 122,0
107 67,9 64,5 199 129,1 122,8
108 68,6 65,2 200 129,7 123,2
109 89,2 65,7 201 130,4 123,9
110 69,9 66,4 202 131,1 124,5
1 70,5 67,0 203 131,8 125,2
112 71,2 97.6 204 132,4 i25,8
113 71,9 68,3 205 133,1 126,4
114 72,5 68,9 206 133,8 127,1
115 73,2 69,5 207 134,5 127,8
114 73,8 70,1 208 135,2 128,4
117 74,5 70,8 200 135,8 129,0
118 75,1 713 210 136,5 129,7
118 75,8 72,0 211 137,2 130,3
120 76,5 72,7 212 137, 131,0
121 1.1 73,2 . 213 138.6 1317
122 e 73,8 214 138.3 132.3
123 78,4 74,5 : ‘
215 140,0 133,0
124 73,1 75,1
125 70.8 8 aie 140,8 133.6
’ ' 217 141,3 134,2
126 80,4 76,4
127 810 70 218 142,0 134,9
128 81.7 77'6 219 142,86 135,56
128 823 282 220 143,3 136.1
130 33'0 78‘9 221 144,0 136,8
131 831‘7 79:5 222 1447 137,85
132 84,4 80,2 223 145.4 138,1
133 85,0 80.8 224 146,1 138,7-
134 85,8 81,3 225 146,38 138,5
135 86,3 82,0 226 147,5 140,1
138 87,0 82,7 227 148,1 140,7
137 87,7 83,3 228 148,8 1414
138 88,3 83.9 220 149,4 141,80
139 89,0 84,6 230 150,1 142,86
140 89,8 85,1 231 150,8 143,3
141 90,3 85,8 232 151,4 143,8
142 91,0 88,5 233 152,1 144,5
143 91,8 87,0 234 152,8 145,2
144 92,2 87,6 235 1534 145,7
14§ 92,9 23,3 238 154,1 148,4
148 93,6 88,9 237 154,8 147,1
147 94,3 89,6 238 55,4 147,68
148 94,9 90,2 239 156,1 148,3
149 95,8 90,8 240 156,9 149,1
15¢ 98,2 91,4 241 1574 149,5
151 98,9 92,1 242 158,1 150,2
152 87,8 92,7 243 158,7 150,8
153 08,2 93,3 244 159,4 151,4
154 88,8 93,8 245 180,1 152,1
155 59,5 9.5 248 160,7 152,7
158 100,2 95,2
. 247 161,4 153,3
157 100,8 95,8 248 162,0 153,9
158 101,5 90,4 249 162,7 154,8
159 102,2 97,1 '4 ’
' 250 63,4 155,2
160 102,8 - 97,7
251 164,0 155,8
161 103,5 28,3
s 252 184,7 158,5
162 104,2 99,0
253 165,4 157.4
183 104,9 99,7
254 166,0 157,7
184 105,68 100,3
185 1062 100.9 255 86,7 159,4
160 106.9 101.8 256 167,3 158,0
oy g 258 168,7 10,3
188 108,2 102,8
259 160,4 160,9
169 108,9 103,5 280 1700 T
170 108,8 104,4 79, 181,
171 10,2 1047 261 170.7 182,2
’ 262 171,3 1682,7
172 110,9 105,4 205"
173 1118 108,0 172,0 1834
174 112,3 108,7 204 172,68 164,0
175 113,0 107,4 265 173.3 1846
178 113,8 107.9 268 174,0 145,3
177 114,3 108,8 267 174,7 188,0
i78 115.0 108,3 208 175,4 166.6
179 115,8 108,8 269 176.1 187,3
180 116,3 110,5 270 176.8 188,0
181 117,0 111,2 271 171,85 168,8
182 117,8 11,7 272 178,2 169,3
183 118,3 112,4 273 178.8 169,9
184 110,06 1131 274 179.5 170,5
185 110,7 13,7 275 - 180,2 171,2
188 120,3 114,3 278 180,9 1719
187 121,0 115,0 277 181,68 172,5
188 121,7 115,8 278 182,3 173,2
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Lactosa anhidra

Oxido cuproso Lactosa Qxido cuproso Lactosa Lactosa anhidra
{Cu0) monohidratada (Cyp HyOy4) (CuyO) monchidratada (Cjp HyyOpy)
en mg {C,,H3,0,, 1 H,0) en mg en mg (CyH,04y 1 HO) en mg

en mg en mg
279 183,0 173,90 369 245.9 2338
280 183,8 T4 370 246,6 2343
281 184,3 175,1 371 247,3 234,9
282 185,0 175,8 372 248,0 235,6
288 185,7 178,4 373 248,7 236,3
284 186,4 177,1 374 249,4 236,0
285 187,1 17,7 375 250,1 237.6
' ’ 238,3
238 187,8 178,4 378 250,8 2300
287 188,5 179,1 3 251,8 preg
289 189,1 179,86 a8 252,3 .
289 188,8 180,3 379 2530 g:gs
280 190,5 181,0 ggg 253,7 2480
o1 1012 - 1318 o= 21 2423
202 1918 182,3 Je2 e 243.0
203 192,6 183,0 384 progd 243:8
204 103,3 183,6 385 s 2494
295 104,0 184,3 388 5280 2451
208 1847 185,0 387 258.7 245,8
207 185,4 185.6 3as 259’5 248 5
298 186,0 186,2 389 260,2 247,2
209 106,7 186,9 390 250:9 247.9
300 197 .4 187,5 301 281.6 2485
301 198,1 188.2 302 262.3 249,2
302 108,8 188.9 393 2831 249,9
303 199.5 189,5 304 283,8 250,6
304 200,2 190,2 385 264,5 251,3
305 200,8 190,9 396 285,2 2518
306 201,6 191,5 397 265,0 252,8
307 2023 1982,2 398 288,7 253.4
308 203,0 92,9 399 267,4 254,0
300 203,7 193,5 400 268,1 254,7
. 310 204,4 194,2 401 288 0 2554
311 205,2 194, 402 260,6 256,1
312 205,9 195,6 403 270,3 256,8
313 206,68 1986,3 404 271,0 257,5
314 207,3 1969 igg 271,8 ggg.g
315 208,0 197.6 272,5 s
316 208,7 198,3 407 273,2 259,5
317 200,5 0 408 274,0 260,3
X 199, 281,0
318 210,2 1097 409 214.7 261.7
319 210,90 2004 410 275,5 2612
320 211.6 201,0 :11 278,2 2624
321 212,3 201,7 12 276,8 2831
322 213,0 202,4 413 2717 ,
323 213,7 203.0 414 278,4 264.5
sl ’ 415 279,1 265,1
324 2144 203,7 4186 279'9 265,9
325 215,2 204,4 P 2808 286,68
326 215,0 205,1 , :
Y ’ 418 281,4 267,3
327 216,6 205,8 310 2832 2681
328 217,3 208.4 420 283.0 268,9
329 218,0 207,1 421 283,7 269.5
330 218,8 2079 422 284.5 270,3
331 219,5 208.5 423 285,2 2708
332 220,2 209,2 424 288,0 271,7
333 220,9 200,9 425 288,8 272,5
334 221,8 210,5 428 287,6 273,2
335 2224 211,3 427 288,3 2739
336 223;1 211,9 428 289,1 274,6
337 2238 212,6 429 289,90 275.4
338 224,5 213,3 430 200,7 276,2
339 25,2 213,9 431 2914 2768
340 225.9 214,6 432 202,2 277,6
341 226,6 215,3 433 203,0 278,4
342 227,2 215,8 434 203,8 270,1
343 227.9 218,5 435 204,5 gzg.g
K3 217,2 436 285,3 f
ﬁg 33,3 217.8 437 206,0 281,2
348 230,0 218,5 438 26,8 282,0
337 230,7 219,2 439 297,8 2827
348 231,4 219,8 ‘4*:‘1) 333'; iggg
;?;3 ﬁ; 23?2 442 209,9 284,9
351 2335 21,8 443 300,7 285.7
353 2342 2225 444 301,4 266,3
r ' 445 302,2 287,1
353 2349 223,2 446 303,0 2879
354 235,6 223,8 447 303.7 2885
355 230,2 2244 448 3045 289,3
356 237,0 225,2 440 3052 5860
357 237,7 225.8 450 3080 80,7
358 238,4 226,5 : J
359 2391 :az'.'.‘l3
360 239,8 227,
a8l 240,5 228,5 LECHE
362 2412 228,1 4. LACTOSA
383 241.8 220,7 i
26t 2425 2304 4.1. Principio.
365 243,2 231,0 Después de desproteinizacion y filtracién de la leche, la lac-
386 243,9 231,7 tosa se determina por valoracién de la cantidad de haitgeno
:Jord 2448 232.4 reducido en el curso de la reaccién entre la lactosa y el con-
388 245,2 232,89 junto iodure de potasio cloraminga T.
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Este método es aplicable a la lecke natural, nc alterada, asi
como a las conservadas por adicién de formaldehide (1:2.500),

El procedimiento es el que figura en el método nimero 4
de!l anejo III de la Orden de 31 de enero de 1977 {«Boletin Ofi-
cial del Estado- de 14 de julio}.

9. SACAROSA
(Determinacién polarimétrica en la leche condensadal

9.1. Principio.

La determinacién se basa en el principio de inversién de
Clerget: mediante un tratamiento suave por acido se hidroliza
completamente la sacarosa, mientras la lactosa y los otros azu-
cares practicamente no se hidrolizan. El contenido en sacarosa
se deduce del cambio del poder rotatorio de la sclucidén y se
expresa en porcentaje en peso.

Este método es aplicable a leche condensada, entera o des-
natada. *

El procedimiento es el que figura en el método numero 9 del
anejo III de la Orden de 31 de enero de 1977 («Boletin Oficial
del Estado» de 14 de julio).

14(a). HARINA DE ALFALFA
{Método comparativo)

14{a).1. Principio.

Determinacién de harina de alfalfa en leche desnaturalizada

por comparacién visual y micrescépica frente a muestras pa-
trén.

14(a).2, Material v aparatos.

14(a).2.1. Tamiz de 0,25 mm de tuz de malla.

14(a).2.2. Lupa para 10 a 20 aumentos.

14(a).2.3. Material necesario para observacién microscépica.

14(a).3. Procedimiento.

14(a).3.1.
alfaifa.

-Mezclar intimamente muestras de harina de alfalfa adqui-
ridas en el mercado, finamente molidas.
Tamizar la harina obtenida empleando el tamiz 14(a) 2.1.
Separar las dos fracciones y mezclarlas en la siguiente pro-
porcidn: 88 partes de la fraccidon mas fina y 2 de la mas gruesa.
d Dll'f:h;fi mezcla se considera como muestra patrén de harina
e alfaifa.

14(a).3.2. Preparacion de las muestras patron de leche en
polvo-harina de alfalfa.

Préparacion de la muéstra patrén de harina de

Mezclar v homogeneizar leche en polvo sin desnaturalizar
y la muestra patrén de harina- de alfalfa obtenida, segun las
siguientes proporciones;

Gramos de leche en polvo ... 98 98,5
Gramos de harina de alfalfa. 1 1,5
Porcentaje de harina de al-

falfa ... ... .. ol 1% 1,5 %

87,5 97 98,5 98
25 3 35 4
% 2,5 % 3% 5% 4%

Realizar con estas muesiras patrdn una serie de preparacio-
nes, colocando en el centro de un portacbjetos 0,6 g aproxima-
damente de cada una de las muestras. Cubrir con otro porta-
objetos y extender el polvo mediante compresién y giro de los
dos vidrios, hasta lograr una lamina circular de unos 2 cm de
diametro. Sujetar los dos portaobjetos fijando los extremos
con papel adhesivo transparente.

La coleccion de patrones asi obtenida se conserva para ul-
tericres determinaciones.

14{a) .3.3. Determinacién de la harina de alfalfa contenida
en la muestra de leche en polvo a analizar.

Obtener una preparacién en forma analoga a la anterior-
mente descrita y comparar con las muestras patron de leche
en polvo-haring de alfalfe, separando aquéllas que, a simple
vista, sean andlogas o muy préximas a la muestra problema.

Proceder a una comparacién microscépicas entre la muestra
a analizar y cada una de las muestras separadas, empleando
lupa de 10 a 20 aumentos, considerando tanto el tamaho como
la densidad de las particulas que aparecen en una serie de
campos, obteniendo valores medios y expresando los resultados
en porcentaje de harina de alfalfa contenida en la leche en
polvo analizada.

14(a) .4.
1. A Lépez, M. del C, Diaz-Pedalver y J. Gutiérrez. <Le-

ches desnaturalizadas. Comprobacién de la desnaturalizacién de
las mismas».

Referencias.

14(b}. HARINA DE ALFALFA
(Método gravimeétrico)
14(b).1. Principio.

Separacién de las particulas de alfalfa por lavado con agua
¥ posterior determinacién gravimétrica.

14(b) 2. Material v aparatos.

14(h).2.1, Vaso de precipitados de 250 ml.

14(b) 2.2, Tamiz de 0,25 mm de luz de malla.
14(b}.2.3, Embudo.

14(h}.2.4. Matraz Erlenmeyer de 2.000 ml.
14({b).2.5. Trompa de vacio.

14(b).2.8. Placa filtrante de vidrio de! nimero 1.
14(b).2.7. Estufa de desecacién.

14(b}.3. Procedimiento.

Pesar 50 g de leche desnaturalizada en un vasc de precipi-
tados de 250 ml y adiclonar 150 ml de agua. Una vez bien
impregnada la leche desnaturalizada, formar una papilla fina
por agitacion mediante una varilla con el extremo curvado en
forma de U

Aﬁa;iir a continuacién otros 100 ml de agua, agitar y pasar
la papilla a través del tamiz 14(b).2.2 (previamente desecado
a 100° C hasta peso constante, con precisién de 0,01 g) colacado
sobre un embudo y éste & su vez sobre un matraz Erlenmeyer
de,f.ooo mll(ﬁg. 1.

avar el vaso el tamiz afadiendo coO 8 poco a a
40°C en chorro f!irno, removiendo los pggueﬁos pgrt,lm'ciagucou

. pesar con aproximacién de 0,01

ayuda de la varilla hasta que toda la leche haya sido*arras-
trada por el agua. Se precisan aproximadamente 1,5 litros.

Dejar escurrir el tamiz y desecarlo en estufa a 100° C, calo--
cado sobre un papel de filtro,

Una vez desecado el tamiz hasta peso constante, se pesa
con aproximacion de 0,00 g, recogiéndose en é! previamente
las particulas que pudieran haber caido en el papel de filtro
a medida que se producia la desecacion de la harina de alfaifa.
Se obtiene asi un peso p,.

Las particulas ds alfalfa, s causa de la humedad, sufren un
hinchamiento, por lo que es necesario tamizar de nueva des-
pués de la desecacién y de exponer el tamiz a humedad am-
biente durante dos horas, obteniéndose asi el peso p; de la
cantidad retenida por el mismo.

Filtrar a vacio la leche recogida en el Erlenmeyer a través
de la placa filtrante 14(b).2.8, cuyo fondo y paredes se han
recubierto de algoddn (fig. 2). Antes de iniciarse la- filtracién,
, la placa y el algodén pre-
viamente desecados a 100° C. La filtracién se realiza afiadiendo
la leche poco a poco sobre el centro de la placa, cuidando que
el vacio no sea demasiado intenso para evitar la formacion
de espuma. Lavar con abundante agua a 40° C hasta que ésta
pase completamente transparente.

Desecar la placa a 100" C hasta pesc constante y pesar con
aproximacion de 0,01 g. Se obtiene asi el peso de las particulas
de alfalfa, ps.

14(b).4." Calculos.

La humedad propia de !a harina de aifalfa se estima en
un 8 por 100, Los valores reales de la harina de aifalfa total
contenida en 50 gramos de muestra (P) y de la retenida por
el tamiz (p}, seran:

8 (p + pz))

% de harina de alfalfa P = pa (pl + ps +
100

P = P2
14(b).5. Referencias.

1. A. Lopez, M. del C. Diaz-Pefalver vy J. Gutiérrez: «Le-
ches desnaturalizadas. Comprobacion de la desnaturallzacién
de las mismass.

FENQLFTALEINA EN LECHE DESNATURALIZADA
(Método cualitativo)

15(a).

15fa).1. Principio.

Deteccién de fenclftaleina en leche desnaturalizada en pre-
sencia de una solucidn alcalina.

15(a) 2. Material y aparatos.

Tubos de ensayo 180/80.

15(a).3. Reactivos. ) :

Solucién de hidroxido sodico 2 N.

t5{a}.4, Procedimiento,

Poner en un tubo de ensayo 180/60, aproximadamente, 0.5 g
de leche en polvo, anadir 10 ml de agua destilada y agitar

hasta lograr una emulsién uniforme. Afiadir 2 ml de sclucion
2 N de NaOH.
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La presencia de fenolftaleina en la muestra se manifiesta

por la aparicién de.una serie -de puntos rojo-rosados gue &e
ensanchan, intensificando su color hasta liegar a un maximo,
para empelidecer seguidamente y llegar a desaparecer trans-
currido un cierto tiempo.

Comparar con un patrén de leche en polvo conteniendo
fenolftaleina al 1/20.000. .

. < J -
15(b)». FENOLFTALEINA EN YOGUR, GALLETAS Y CHOCOLATE
- r
(Método cualitativo)

r

15(b}.1. - Principio. -

Extraccién y concentracién de "la fenolftaleina presente en
el alimento . identificacién por viraje a color rojo en medio
alcalinb gque desaparece en medio Acido La separacién y
concentracion de la fenolftaleina se realiza por extraccion
etérea-y soluciones alcalinas. .

15(h).2. Material y aparatos.

15(b}.2.1. Centrifuga que alcance 3.000 r.p.m.
15(b).2.2. Aparato de destilacién.

15tb}.3. Reactivos. - -

15(b),3.1, Eter etilico. .
15(h) 3.2. Solucién de hidréxide sédico al 1 por 100.
15(b).3.3. Acido-sulfurico al 5 por 100.

15(b).4. Procedimiento. -

Pesar 50 g de la muestra, reducida a polvo, si es necesario,
llevar a un matraz Erienmeyer de 250 ml de capacidad.

y
Afadir 50 ml de éter etilico. Agitar suavemente durante 3 a §.

minutes. ;

Centrifugar la mezcla asi obtenida a 1.500-2.000 r, p. m. du-
rante diez minutos. Recoger el liguido sobrenadante.

Volver a emulsionar el sedimento con nueva aportacion de
éter elilico, agiiando duranie dos-lres minutos.

Centrifugar en las mismas condiciones y recoger el sobre-
nadantle anadiéndolo a la centrifugacién anterior,

Repetir esta operacidn por tercera vez Reunir todas las
porciones de extracto etéreo y destilar para eliminar el éter,
tomando las precauciones habituales en este tipo de destila-
cidén. Queda—un residuo graso abundante, .

Anadir al residuo graso solucidon acuosa de hidrdxido s6-
dico al 1 por 100. Agitar suavemente durante 2-3 minutos.
Si es necesario, calentando suavemente. :

Cenirifugar la emulisién obtenida a 2.000-3.600 r. p. m. du-

rante cinco minutos, .

Eliminar la capa superror grasa y tomar la fraccién acudsa
inferier. Cuando el producto contenga “fenolftaleina, la capa
acuosa presenta une& coioracion roja-rosada que desaparece al
acidificar con acido sulfurico al 5 por 100 y vuelve a reapa-
recer si se alcaliniza el medio.

18, FECULA
{Método comparativo)

B

~18.1. - Principio.

Determinacién de fécula en leche desnaiuralizada por com-
paracion con muestras patrén.

16.2. Material y apc;raws.

16.2.1, Matraz aforado de 160 ml,
16.2 2. Probeta de 166 ml.
16.2.3. Pipeta de 10 ml,

18,3, Regctives.

Solucion de iodo 8,1 N.
- 16.4. Procedimiento.

16.4.1, Prepa.rqcién. del desnatu,ralizal"lte patrén.

Mezclar intimamente 80 g de salvado y 2¢ g de fécula de
la misima naturaleza que la que se pretende identificar,

16.4.2. Preparacién de palrcnes de leche descremada en pol-
vo y desnaturalizante patrén. :

Mezclar haciendo uso del mortero, segin las siguientes pro-
porciones:

Leche descre- Desnaturali-

Patrén jmada en polvc| -Zante patron
R (8 (g
A Y L " - .
NOm. 1 ... 85 .15
Nim. € ,, .| . 80 20
Num. 3 .. .. 75 25

16.4.3. Determinacién de la muestra.

Pesar exactamente un gramo de la muestra con precisién
de 0,01 gramos. Pasar a un mortero y preparar una papilla
con 25 ml de agua hirviente y verter én un matraz aforado
de 100 ml. Lavar el mortero con agua caliente repetidas veces
vertiendo los liquidos de Javado en el matraz hasta obtener
unos 75 ml; agitar enérgicamente y llevar a un banc de Maria
durante diez minutos, agitando de cuando en cuando; enfriar.
el matraz al chorro de agua fria y llevar el contenide exac:
tamente a 100 ml. :

Tomar 10 ml exactamente medidos y pasar a una probsta
de 100 ml. Afadir 80 m]l de agua destilada, 1 ml de solu-
cion 1z 0,1 N, completar hasta el enrase con agua destilada;
agitar enérgicamente.

Verificar el mismo métedo con los tres patrones prepara-
dos. El color desarrollado en la muestra se compara & los
cinco minutos con el de los treg patrones, :

17. SALVADO
17.1. Principio.

" Separacién por tamizado del salvado y determinacién gra-
vimétrica. : :

17.2. Material y aparaios.

172.1, Tamiz de 0,210 mm de luz de malla.
17.2.2. Tamiz de 0,074 mm de luz de malla. —
17.2.3. Estufa de desecacién.

17.3. Procedimiento.

-

Pesar con precisién de 0,01 g, 20 g de leche y tamizarla
exhaustivamente a través del temiz 17.2.1 estandar. Recoger
cuidadosamente la fraccidn de salvado retenida por el tamiz
y pesar )

A continuacién, empastar con agua la parte tamizada, des-
haciendo todos los grumos que puedan formarse con ayuda
de una varilla de vidrio con el extremo curvado en forms
de U y diluir con agua hasta completar unos 300 ml.

Verter la emulsién sobre el tamiz 17.2.2, previamente de-
secado & 100° C hasta peso constante; lavar repetidamente el
residuo que permanece en el tamiz hasta que las aguas de
lavado pasen transparentes e incoloras: Desecar el tamiz en
una estufa a 100° ¢ hasta peso constante,

17.4. Cdlculos.

El conienido en salvado-en 100 gramos de la muestra viene -
dado por: .

Ps =5 (a 413D

Siendo:

b = peso, en g, de la fraccién de salvado retenida por el
tamiz de 17.2.1.

a = peso, en g, de la fraccion de salvado retenida por el
tamiz de 17.2.1.

17.5. Observaciones: .

17.5.1 Se estima que la pérdida que sufre el salvado por
lavado y desecacion es del 30 por 300.

) 18. FECULA + SALVADO
18.1. Principio.

Sepafacién por cenirifugacién de la fécula y del salvado
y determinacién gravimeétrica. '

18.2. Material v aparalos,

18.2.1. Centrifuga de 3.000 r. p. m. s
18.2.2. __Estufa de desecacién al vacio.

18.3. Reactivos.

Solucian vodo-yodurada, Mezclar 1 g de iodo y 2 g de ioduro
potasice en agua destilada hasta 200 ml. Mantener la solu-
cién en el frasco cuentagotas.

18.4. Procedimiento.

\ . .
Pesar con aproximacién de 0,001 g 05 g de 1a§ muestra
de leche a analizar y cotocarla en un tubo de centrifuga pre-
viamente -pesado con igual exactitud. Afadir 10 ml de agus
destilada fria- v agitar con una varilla de vidrio hasta disolu-
cién de la leche. A continuacién, centrifugar & 3.000 r. p. m.
" "Decantar la emulsién sobrensdante y afadir 10 ml de agu
destiladn fria al residuo insciuble; agitar de nuevo con una
varilla, centrifugar otros quince minutos a idénticas revolucio-
nes y decantar. Repetir estas operaciones al menos cuatro
veces, . .
Los liquidos obtenidos- por deécantacién tras la centrifuga-
cién no deben dar coloracitn azul con selucién yodo-yodurada.
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Desecar a 80° C en estufa de vaclo el residuo final con-
tenido en el tubo de centrifuga, hasta peso constante. El peso
del residuo representars el peso total del desnaturalizante con-
tenido en 0,5 g de la leche desnaturalizada.

18.5. Cdlculo.

El salvado contiene una humedad media que puede cifrarse
en un 10 por 10u; por ello, el peso del residuo centrifugado
debe incrementarse en la humedad correspondiente al salvado
contenido en 0,5 g de lechs, que eh un producte correctarente
desnaturalizado al 20 por 100 sérd 0.008 g. -

El peso del desnaturalizante total seré:
100 (Rs + h)
P

% desnaturalizante =

Siendo:
Rs = peso, en g, del residuo.

h = factor de correccién de humedad del salvado = 0,008 g.
P = peso, en g, de la leche desnaturalizada.

ANEJO VII
METODOS DE ANALISIS DE PIENSOS -
1. UREA
1.1, Principio.

La urea se determina gravimétricamente por precipitacién
con xanthidrol. Este método es aplicable & productos lacteos.

1.2. Material v aparatos.

1.2.1. Matraz aforado de 100 ml de capacidad.
1.2.2. Baio de agua.

1.2:3. Crisol de fondo poroso.

1.24, Estufa de desecacion, rtegulable a 105° C.
1.2.5. Balanza de precision.

1.3. Reactivos.

1.3.1. Alcochol de 98°.

1.3.2. Acido acético glacial. . -
1.3.3. Solucién de xanthidrol. '

1.3.4. Alcohol de 98° saturado de dixantil-urea.

Afiedir por cada gramo de urea 6,80 g de xanthidrol, es de-
cir, 88 ml de xanthidrol al 10 por 100 en metanol, formandose
un precipitado de dixantil-urea. Filtrar por crisol filtrante, que-
dando retenido el precipitado. Pasar por el mismo crisol alcohol
de 98° con lo que se obtiene el alcohol de 98° saturado de
dixantil-urea. - .

14. Procedimiento.”

Pesar unos 3 g del producto e introducirlo en un matraz
aforado de 100 ml que contenga 20 ml de agua destilada y agi-
tar durante una hora. Enrasar con alcohol de 98° y agitar de
nueve durante unos quince minutos. Dejar reposar unas dos
horas y filtrar por papel de filtro.

Poner 50 ml de filtrado en un vaso (25 ml si se trata de un
producto rico en urea) y concentrar al bado de agua hirviendo
hasta un volumen de unos 10 ml. Afnadir 35 ml de acido acético
glacial v 2 ml de solucién recientemente preparada-de xanthi-
drol al 10 por 100 de metanol, repitiendo la adicién otras cuatro
veces & intervalos de ¢inco a diez minutos. Dejar reposar du-
rante una hora, ccmo minimo, y filtrar- el precipitado, formado
a través de un criso! de fondo poroso previamente tarado.

Lavar tres veces empleandc cada vez 5 ml de alcohol de €8°
saturado de dixantil-urea, desecar en estufa a 105° C hasta peso
constante y pesar.

1.5. Cdlculos.

1 g de dixantil-urea = 0,143 g de urea.
2-P-143"

P

-
.

Porcentaje de urea =

" Siendo:

P. = peso, en g, de dixantil-urea encontrado.
- P’ = peso, en g, de muestra analizada.

2. ALCALQIDES EN ALTRAMUCES
2.1, Principio. '

. Los elcaloides son puestos en solucién en una mezcla de éter
dietilico y de cloroformo, extrayéndose por acido clorhidrico.
Lps slcaloides son precipitados por el 4cido silico-tungstico, in-
cinerados y pesados. .

»
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2.2. Material y aparatos.

2.2.1. Agitador mecéanicaq. . -
2.2.2. Cépsula de incineracién de platino, cyarzo o porce-
lana. :

2.2.3, Horno de mufla eléctrico.

.

2.3. Reactivos. ) - —

Eter dietilico.
Cloroformo.
Solucién de hidrdxido sédico 4 N.
. Acido clorhidrico 0,3 N.
Cloruro sddico.
Solucigén al 19 por 100 (p/v) de &cido silico-tungstico
Si0;12W0O;3 - 26H,0. -

2.4. Pracedimiento.

Par o~

3.
3.
3.
3.
.3.
.3,

™ b poo

Pesar, con aproximacion de 5 mg, 13 g de la muestra e intro-
ducirla en un recipiente- de unos 200 ml provisto de tapén es-
merilado, Afadir 100 ml de éter dietilico ¥y 50 ml de cloroformo
exactamente medidos e inmediatamente ¥ con la ayuda de una
bureta graduada, 10 ml de la solucién de hidréxide sédico. Agi-
tar vigorosamente al principio para-evitar la formacion de gru-
mos, continuando la agitacién a intervalos; dejar reposar hasta
el dia siguiente, Si el liquido sobrenadante no estd totalmente
limpio, afiadir algunas.gotas de agua; filirar la capa de éter-
cloroformo. Recoger 50 ml de filtrado en un matraz aforado
de 50 ml y traspasarlos cuantitativamente con la ayuda de 50 ml
de éter dietilico a una ampolla de decantacién de 150 ml. Ex-
traer tres veces sucesivas con 20 ml de 4cido clorhidrico, dejar
decantar y recoger el extracto icido después de cada extrac-
cién, Reunir los extractos acidos en un matraz de 250 ml y eli-
minar las ultimas trazas de éter y del cloroformo calentando li-
geramente. Afiadir alrededor de 1 g de cloruro de sodio, dejar
enfriar y precipitar los alcaloides mediante la solucion del acido
silico-tiingstico (2.6.1). Agitar mecinicamente durante treinta
minutos, dejar reposar durante una noche, filirar sobre filtro
de cenizas conocidas y lavar el precipitado sucesivamente por
dos veces con 10 ml vy dos veces con 5 ml de acido- clorhidrice.

Situar el filiro que contiene el precipitado en una capsula
de incineracién e incinerar a 900° C. Dejar enfriar y pesar.

2.5. Cdlculos. -
% alcaloides = 0,2 P

Siendo:

P = peso de las cenizas.
Expresar los resultados en porcentaje de la muestra.

2.6. Observaciones.

2.8.1. Ailadir solucién silic'o-tﬁngstica hasta que se vea que
no se forma mas precipitado blanco lechaso de alcaloide.

2.7. Referencias.

1. Journal Officiel des Communautés Eufopéennes. Nume-

ro 155/36.
3. PROTEINA TOTAL
(Proteina brutal
3.1. Principio.

Mineralizar la muestra por via humeda ¥ alcalinizar por me-
dio de solucién de hidréoxide sédico. El amoniaco liberado es

_arrastrado por destilacion y recogido en una cantidad determi-

nada de éacido sulfurico, valorando el exceso con solucién de
hidréxido sédico.

3.2. Material y aparacos.-

32.1. Mineralizador v destilador Kjeldahl.

3.3. Heactivos.

3.3.1. Sulfato de potasio.

3.3.2, Catalizador.—Oxido de cobre- (CuO) o sulfato de cobre
cristalizado (SO,Cu - sH,0). :

3.3.3. Cinc granulado.

3.34. Acido sulflrico d = 1,84. .

3.3.5. Acido sulfarico 0,1 N.

3.3.8. Acido sulfdrico 0,5 N.

3.3.7. Indicador de fenclftalefna.—Disolver 100 mg de fenol-
ftaleina en 100 ml de etanol del 70 por 100 (v/¥).

3.3.8. Rojo de metilo.-—Disolver 300 mg de rojo de metilo en

100 ml de etano! del 85-98 por 100 (v/v).,

.3.8. Solucién de hidréxido s6dico al 30 por 100 (p/v).
Solucién de hidréxide sédico 0,1 N.

Solucisn de hidréxido sédico 0,25 N.

Solucién saturada de sulfuro sédico. - .
Solucion de sulfuro potasico al 4 por 100 (p/v).
Solucién de tiosulfate sédico al 8 por 100 (p/v).

: . Piedra pémez en granos, lavada con écide clorhidri-
co alcinada.

909 0 a8 0o
g ratatoly
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3.4. Procedimiento.

3.4.1. Mineralizacién.—Pesar con precisién de 1 mg, aproxi-
madamente, 1 g de muestra e introducirla en el matraz de mi-
neralizacion. Aftadir 10 a 15 g de sulfato potasico, 0,3 8 0,4 g
de catalizador 6xido de cobre, 08 & 1,2 g de sulfato cuprico,
25 ml de acido sulfarico 'y algunos granulos de piedra poémez,
Homogeneizar. Calentar el matraz inicialmente con moderacion,
agitando de vez en cuando hasta carbeonizacién de la masa y
desaparicién de espuma; calentar mas intensamente hasta ebu-
llicién evitando el sobrecalentamiento y adherencia de particu-
las organicas.

Cuando la solucidon aparece transparente e incolora (verde
claro en presencig de tatzlizador & base de cobre), maniener
la ebullicién una hora dejando enfriar a continuacién.

3.4.2. Destilacién.—Anadir con precaucién ¥ agitando 250 a
350 ml de agua, comprobando que los sulfatos estén disueltos
totalmente. Dejar enfriar, afadir algunos granulos de cinc y
algunas gotas de indicador de fenclftaleina.

Introducir en el matraz colector de} aparato de destilar 25 ml,
exactamente medidos, de éacido sulfurico 0,1 N 6 0,5 N, segun
que el producto sea pobre o rico en materias nitrogenades, y
algunas gotas del indicador rojo de metilo.

Unir el matraz al refrigerante del aparato de destilar, su-
mergiendo la parte extrema de éste en el liguido del maitraz
colector, por lo menos, 1 cm. Introducir lentamente en el ma-
traz, por medic de un embudo con lave, 120 m! de solucién
de hidréxido sédico al 30 por 100, o méas cantidad si fuera ne-
cesario, "dehiéndose mantener la coloracién roja hasta el fin
de la destilacién. .

Calentar el matraz de tal manera qgue se destile 150 ml de
liquido en treinta minutos. Después de este tiempo, comprobar
la neutralidad del destilado por medio del papel de tornasol.
Si la reaccién es alcalina, continuar con la destilacion hasta
gue el papel de tornasol indigque neutralidad en la solucidén.
Al final de la destilacidén, observar de vez en cuando la colora-
cién de la solucién en el colector. Si vira a amarillo, afadir
inmediatamente 'un volumen exactamente medide de &acido sul-
farico 0,1 N 6 0,5 N,

3.4.3, Valoracién.-~Velorar en el matraz colector el exceso
de acido sulftrico con la solucidn de hidréxido sédico 0,1 N
¢ 0,25 N, segun la normalidad del acido sulfurice utilizado hasta
gue la solucién vire al amarillo claro.

3.5. Cdleulos.

1.4 - 6,25

‘%t de proteina en la muesira = ————— (VN — V'N")
P

Siendo;
P = peso, en g, de la muestra. )
V = volumen, en ml, de acido sulfurice introducido en el
: vaso. '
N = normalidad de la solucién de édcido sulfurico.
V' = volumen, en ml, de NaOH consumidos en la valoracion.
N’ = normalidad de la solucién dec NaOH. -

3.8. Observaciones.

3.8.1. Para productos pobres en materias nitrogenadas, in-
troducir en el matraz cclector 25 ml de acido sulfurico 9,1 N.
Este volumen puede ser reducido, si es necesario, a 16 ¢ 15 ml
v completar a 25 ml con agua destilada.

3.6.2. Para los productos ricos en materias nitrogenadas,
tales como las harinas de carne o de pescado, utilizar 25 ml de
acido sulfurico ¢,5 N.

3.7. Referencias.

1. Journal Officiel des Communautés Européennes, Nume-
ro L 123/9. .

GRASA BRUTA
{Sin hidrélisis previa)

4(a),
4{a).1. Principio.

Extraccion por eter dietilico de las materias grasas.

Aplicable a todos los piensos excepto los que figura en
4{b).1.

4(a).2, Material v aparatos.

4(a).2.1. Extractor tipo Soxhlet o equivelente. -

4(a).2,2, Aparato de calefaccion con temperatura regulable,
antideflagrante.
4{a).2.3, Estufa de desecacién a vacio (menos de 160 Torr)

{1 Torr = 1 mm Hg = 1/760 atm}.
4(a).3. Reactivos.

1
4(a).3.1, Eter dietilico anhidro d = 0,720 p. e. = 34,5° C, exen-
to de perdxidos [4(n).8.1].
4{a}.3.2, Sulfato sédico anhidro.
4(a}.3.3. Tetracloruro de carboneo.

4(a).4. Procedimiento.

4(a).41. Pesar con precisién de 1 mg, aproximadamente, 5 g
de la muestra y mezclar con 2 6 3 g (o més, si es necesario) de
sulfato sédico anhidro. Iniroducir !a mezcla en un cartucho de
extraccion exento de materias grasas y recubrimiento de un
tapén de algodén desengrasado. .

Poner el cartucho en un extractor y extraer durante seis
horas con el éter dietilico. '

Regular ! calor para obtener 15 extracciones ¢ menos a la
hora. Recoger el extracto etéreo en un matraz seco, conteniendo
algunos fragmentos de piedra pémez y tarar. Reemplazar los
fragmentos de piedra pbémez por perlas de vidrio cuendo la
materia grasa debe ser objeto de analisis cualitativos poste-
riores. R

Eliminar el éter por destilacion e introducir el residuo du-
rante una hora y media en la estufa de vacio & temperatura
de 75°C, Enfriar en desecador y pesar. Para comprobar que
las pesadas de materia grasa son constantes, volver a introducir
en la estufa de vacio durante treinta minutos. .

4(a).4.2. Para los productos de contenido alto en materias
grasas, dificiles de triturar o no apropiados para tomar una
porcién de una vez por no estar homogéneos, proceder como
sigue: Pesar con precision de 1 mg, aproximadamente, 20 g de
muestra y mezclar con 10 g, 6 mas, de sulfato sodico anhidro.
Proceder a la extracciéon con éter dietilico como se indica ante-
riarmente. Redisolver el extracto en tetracloruro de carbono y
Hevarlo a un mairaz aforado de 500 ml y homogeneizar. Tomar
50 ml de la solucién y llevarla a un pequefio matraz seco, afla-
dir unos trozos de piedra pémez y tarar. Eliminar el disolvente
por destilacién, secar y proseguir la operacién como se indica
anteriormente. .

4(a).5. Cdiculos.

Segun 4(a) 4.1.—Expresar el resultado en porcentaje de la
muestra.

Segun 4{a).4.2.—Expresar el resultado en porcentaje de mues-
tra teniendo en cuenta los limites de parte alicuota utilizada en
la primera extraccion segun la siguiente férmula;

(10 a4 + b} 5
Siendo

a = extracto eterco, en g, de la parte alicuota en la prime-
re extraccion. .
b = extracto etéreo, en g, en la segunda extraccion.

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones pa-
ralelas efectuadas sobre la misma muestra no debe difcrenciarse
en mas del 0,3 por 100 de materia grasa.

Observaciones. S\

4(n).6.1. Para el ensayo de los é;Oxidos. verter 10 ml de
éter en una peguena probeta tapadd con tapon de vidrio, pre-
viamenie enjuagada con éter; afadir 1 ml de soluci6n al 10
por 100 de yoduro de potasio recién preparada, agitar y dejar
reposar durante un minute. No debe aparecer ningun color ama-
rillec en ninguna de las capas. El éter dietilico podra mante-
nerse exento de peroxidos anadiendo una lamina de cinc hume-
da, gue previamente debera sumergirse completamente en una
solucién 4acido diluida de sulfato de cobre durante un minuto
y después lavar con agua. Utilizar por cada litrc de éter una
superficie de 80 cm?, aproXimadamente, de lamina de cine, cor-
tada en bandas suficientemente largas para que lleguen, por lo
menos, hasta la mitad del recipiente.

4{a}).6.

4(a}.7. Referencias.

t. Journal Officie]l des Communautés Européennes. Nume-
ro L 279717, ’

4(b). GRASA BRUTA
(Con hidrélisis previal
4{b).1. Principio.

La muestra es hidrolizada en caliente por acido clerhidrico,
enfriada y filtrada, El residuo, lavado y secado, es sometido a
la extraccion por el éter dietilico segan el procedimiento des-
crito en 4(a).

Aplicable a los productos cuyas materias grasas no puedan
ser totalmente extraidas por el éter dietilico sin hidrélisis pre-
via, como los productos de origen animal, gluten, pulpa seca
de patatas, residuos de malteria y destileria, levadura seca, pan,
productos de desecho de panaderia, galleteria y pastas alimen-
ticias, productos lacteos y piensos enriquecidos,

4(b) .2.

Como en 4(a).2.

Material v aparatos.

- 4{b).3. Reactivos.

4(b}.3.1, Como en 4(2) 3.1,
4(b).3.2. Como en 4(a).3.2.
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4(b}.3.3. Acido clorhidrico 3 N. ’ una bureta la sclucion de nitrato de plata mediante la solucién
4(b}.3.4. Material de filtracién (tierra de diatomeas o si- | de sulfocianuro aménico hasta que el viraje a rojo -oscuro
milar). K persista durante un minuto,
4{h) 4. Procedimiento. 5.6. Cdlculos. -

Pesar con precisién de 1 ml, aproximadamente, 2,5 g de la
muestra e introducirlos en un vaso de 400 ¢ en un Erlen-
meyer de 300 ml. Afadir 100 ml de 4cido clorhidrico 3 N y algu-
nos trozos de piedra pomez. Tapur el vaso con un vidrio de
reloj o acoplar al Erlenmeyer un refrigerante a reflujo. Llevar
la mezcla a ebullicién suave, con ayuda de una llama pequeila
o una placa caliente y mantenerlo durante una hora, evitando
que e] producto se adhiera a las paredes del recipiente.

Enfriar y afadir una cantidad de material ds filtracion sufi-
ciente para evitar cualquier pérdida de materia grasa durante
la filtracién. Filtrar sobre un doble papel de filtro mojado,
exento de materia grasa: lavar el residuc con agua fria hasta
la desaparicion de reaccién acida, Verificar que el filtrado no
contiene materia grasa. La presencia de ésta en el filtrado in-
dica que debe efectuarse una extracciéon de la muestra por el
éter dietilico segin se indica en 4(a) 4.

Llevar el doble papel de filtro conteniendo el residuo sobre
un vidrio de reloj y secar durante una hora y media en la es-
tufa a temperatura de 95°-98° C. - .

Introducir el doble filtro y el residuc seco en un cartucho
de extraccién, extraer por el éter dietflico y proseguir el modo
operatorio como en 4(a) 4.

4.{b}.5. Cdlculos.
Como en 4{a) 5.
4{b}.8. Referencias.

1. Journal Officiel des Communautés Européennes, Name-
ro 279/17, .

5. CLORURQCS
51. Principio.

Los c¢lorures se solubilizan en agua, defecandose la solucidn
si contiene materias organicas, posterior acidificaciéon de la
misma con acido nitrico y precipitacion de los cloruros con
nitrato de plata. El exceso de nitrato se valora con una zolucién
de sulfocianuro de amonio. Aplicable a todos los piensos.

5.2. Material y aparatos.

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

5.3. Reactivos.

5.3.1. Solucidén de sulfocianuro de amonio 0,1 N.

5.3.2. Solucitn de nitr: e plata 0,1 N.

5.3.3. Solucién satura®:$He sulfato amodnico-férrico.

5.3.4. Acide nitrico, d‘ 1,38. .

5.3.5. Eter etilico.

5.3.8. Acetona.

5.3.7. Solucién de Carrez I.—Disolver en agua 2¢ g de ace-
tato de cinc Zn (CH3COQ); - 2H,O y 3 g de écido acético gla-

cial. Completar hasta 1.000 ml con agua.

5.3.8. Solucidn de Carrez II.—Disolver en agua 10,6 g de fe-
rrocianurp de potasio Ky [Fe (CNlgl - 3HaO. Completar a 100 ml
con agua,

5.3.9. Carbdn activo, exento de cloruros.

5.4. Procedimiento,

5.4.1.

5.4.1.1, Muestras sin materia orgénica,—Pesar, con precisién
de 1 mg, de 0 a 10 g de la muestra de forma que no contenga
mas de 3 g de cloro en forma de clorure e introducirla en un
matraz aforado de 500 ml con 400 ml de agua a 20° C aproxima-
dafzj:{fnte. Agitar durante treinta minutos, enrasar, homogeneizar
vy filtrar.

5.4.1.2. Muestras con materia organica (menos los citados
en 5.4.1,3).—Pesar, con precisién de 1 mg, aproximadamente,
5 g de muestra e introducirla con 1 g de carbén active en un
matraz aforado de 500 ml. Afiadir 400 ml de agua a 20° C apro-
ximadamente y 5 ml de solucién de Carrez I. Agitar y anadir
seguidamente 5 ml de la solucién de Carrez II. Agitar durante
treinta minutos, enrasar, homogeneizar y filtrar.

5.4.13. Torta y hartha de lino, productos ricos en harina
de lino y otros productos ricos en mucilagos o en sustancias
coloidales (por ejemplo, almidéa hidrolizado).—Preparar la so-
lucién como se indica en 5.4.1.2, péro sin filtrar. Decantar (si
es necesario centrifugar), separar 100 ml del liquido sobrena-
dante e introducirlos en un matraz de 200 ml. Mezclar con
acetona y enrasar con este disolvente, homogeneizar y filtrar.

Preparacién de la solucion.

5.4.2. Valoracién.—Tomar de 25 a 100 ml de filtrado (con
contenido en cloro inferior a 150 mg) cbtenido en 5.4.1.1, 5.4.1.2
6 5.4.1.3 e introducirlo en un Erlenmeyer, diluir si es necesario,
hasta 50 m) con agua Afiadir 5 ml de &cido nitrice, 20 ml de
solucién saturada de sulfato aménico férrico y dos gotas de la
solucidn de sulfocianure amoénico, afiadidas mediants una bu-
reta llena hasta el trazo de cero. Adadir seguidaments mediante

La cantidad de cloro (p), expresado en cloruro de sodio pre-
sente en el volumen del filtrado separado para la valoracidn,
viene dada por la f6rmula: .

P =584 {V; = V) mg
Siendo:

V, = volumen, en ml, de solucién de nitrato de plata adadida.
V3 = volumen, en ml, de solucién de sulfocianuro amonico 0,1
utilizados en la valoracion. ’

Efectuar un ensayo en blanco sin la muestra a analizar y
si consume solucién de nitrato de plats 0,1 N restar este valor
al volumen (V; — V,),

Expresar el resultado en porcentaje de la muestra.

5.8. Observaciones,

5.8.1 Para los productos ricos en materias grasas, desengra-
sar previamente mediante éter etilico segan 4(a).

5.7. Referencias.

1. Journal Officiel des Communautés Européennes. Nuame-
ro L 155/23. .

6. HUMEDAD

8.1. Principio.

La muesira se deseca en condicicnes definidas, variando en’

funcién de la naturaleza del producto. La pérdida de masa es
determinada por pesada. Es necesario proceder a una prede-
secacién cuando se trata de sustancias sclidas, con un conte-
nido elevado de humedad. No es aplicable a los preductos
derivados de la leche considerados como niensos simples, sus-
tancias minerales, piensos compuestos constituidos esencialmen-
te de sustancias minerales y semillas v frutos oleaginosos. Para
los cereales ¥ sus -productos excepto productos de cereales hi-
drolizados ¥ raicilla de cehada {8.3.2.2), se aplicara el método
oficial para cereales y derivedos.

6.2. Material y aparatos.
6.2'1. Molino triturador, facil de limpiar, que permita una

trituracion rapida y uniforme, sin provocar calentamientos sen-
sibles, ni condensaciones, evitando al maximo el contacto con

el aire.
8.2.2. Balanza analitica de precisién 0,5 mg.
8.2.3. Recipientes secos de metal inoxidable o de vidrio,

provistos de una tapa que asegure un cierre estanco; superficie
util que permita obtener una distribucién de la muestra del
orden de 0,3 g por cm?,

8.2.4. Estufa isotérmica (£ 1° C)} de calefaccion eléctrica, que
asegure una regulacidén rapida de temperatura y conveniente-
mente ventilada. :

8.2.5. Estufa de vacio, de calefaccién eléctrica regulable,
provista de una bomba de aceite o de un dispositivo de intro-
duccién de aire caliente deshidratade o de un deshidratante.

8.2.8. Desecador con placg de metal o porcelana, que con-
tenga un deshidratante eficaz. :

8.3. Procedimiento.

8.3.1. Preparacion de la muestra.

6.3.1.1. Todas las muestras a excepcion de las mencionadas
en 6.3.1.2. i

‘Separar previamente por lo menos 50 g de la muestra, tri-
turdndola o tratandola previamente de forma apropiada, si
fuera necesario, para evitar toda variacién del contenido en
humedad.

8.3.1.2. Alimentos liquidos o pastosos, constituidos esencial-
mente por materias grasas,

Separar previamente y pesar, con aproximacion de 10 mg,
alrededor de 25 g de muestra. Afiadir una cantidad apropiada
de arena anhidra, pesada con aproximacién de 10 mg y mezclar
hasta obtener un producto homogéneo.

8.3.2, Desecacidn. -
8.3.2.1. Todos los alimentos a excepcién de los mencionados
en 8.3.2.2.

Tarar, con aproximacién de 0,5 mg, un recipiente provisto de
tapa. Pesar, con aproximacion de 1 mg, en el recipiente tarado
unos 5 g de muestra y repartirla uniformemente. Colacar el re-
cipiente, sin tapa, en una estufa previamente calentada a
103° C. Para evitar que la temperatura de la estufa no des-
cienda demasiado, introducir el recipiente con rapidez. Dejar
secar durante cuatro horas a partir del momento en que la
estufa alcance de nueve la temperatura de 103° C. Colocar la
tapa sobre el recipiente, retirarlo de la estufa, dejar enfriar
ge 30 a 45 minutos en un desecador y pesar con aproximacion

e 1 mg.
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En el caso de estar constituidos esencialmente por materias
grasas, efectuar una desecacién complementaria de treinta mi-
nutos en la estufa a 103° C. La diferencia entre las dos pesadas
no debe exceder de 0,1 por 100 de humedad.

6.3.2.2. Piensos compuestos que contengan més del 4 por 100
de sacarosa o de lactosa, productos des cereales hidrolizados,
raicilla de cebada, garrofa, cabeza de remolacha, aziacares y
solubles de pescado y piensos compuestos que conitengan mas
del 25 por 100 de sales minerglss con agua de cristalizacién.

Tarar, con una aproximacién de 0,5 mg, un recipiente con
tapa. Pesar, con una aproximacién de 1 mg, en el recipiente
tarado aproximadamente 5 g de muestra y repartiria uniforme-
mente. Colocar el recipiente en la estufa de vacio previamente
calentada & una temperatura de 80 a 85° C, sin tapa. Para evitar
gue la temperatura de la estufa descienda demasiado, introdu-
cir el recipiente con raepidez. Llevar la presion a 100 Torrs, y de-
jar secar a esta presién durante cuatro horas, bajo una corrien-
te de aire seco y caliente o con la ayuda de un deshidratante
(300 g aproximadamente para 20 muegstras). En este Gltimo
caso, cortar la conexién con la bomba de vacio cuando la pre-
sion prescrita se alcance. Contar el tiempo de secado a partir
del momento en que la estufa alcance de nuevo la temperatura
de 80 a 85° C. Llevar con precaucion la estufa a la presién at-
mosférica.

Abrir la estufa, tapar inmediatamente el recipiente y sacarlo.
Dejar enfriar durante cuarenta o cuarenta y cinco minutos en
el desecador y pesar con una aproximacion de 1 mg. Proceder a
una desecacion complementariea de 30 minutos en la estufa de
vacic & la temperatura de 80 a 85° C y pesar de nuevo. La dife-
rencia entre las dos pesadas no debe exceder de 0,1 por 100 de
humedad.

6.3.3. Predesecacién.—Los alimentos sélidos, cuyo contenido
en humedad sea elevado ¥ hagan la molienda dificil deben ser
predesecados como se indica a continuacion.

Pesar con una aproximacién de 10 ing unos 50 g de muestra
no molida (si es necesario puede hacerse una division previa
en el caso de granulos ¢ aglomerados) en un recipiente ade-
cuado. : X

Dejar secar en una estufa, a la temperatura de 60 a 70° C,
hasta que el contenido en humedad ssea reducido a un valor
comprendido entre 8 y 12 por 100,

Retirar de la estufa, dejar enfriar al aire en el laboratorio
durante una hora y pesar con una aproximacién de 10 mg. Tri-
turar inmediatamente después como se indica en 6.3.1 y efectuar
la desecacion como en 6.3.2.1. ,

8.4. Cdlculos.

El contenido en humedad, en tanto por ciento de muestra,
se gbtiene por las formulas siguientes:

6.4.1. Desecacion sin predesecacidn.
100
—_— M)
M
Siendo:

M = masa inicial, en g, de la muecstra.
m = masa, cn g, de la muestra seca.
6.4.2. Desceacidn cen predosecacion.

(M —m) M 160
+E—M

Mm
= 100 (l — )
- EM

Siendo:

E = masa inicial, en g, de la muestra,

M = masa en g, de la muestira predesecada,
M’ = masa, en g, de la muestra después de la molienda.
m = masa, en g, de la muestra seca.

. La diferencia entre los resultados de dos determinaciones
simultaneas efectuadas sobre una misma muestra no debe so-
brepasar el 0,2 por 100 de humedad.

8.5. Referencias.

1. Journal Officiel des Communautés Européennes. Nume-
ro L 279/8.

7. FIBRA BRUTA
7.1. Principio.

La muestra desengrasada se trats sucesivamente con solucio-
nes de acido sulfurico e hidrbxido potasico de conceniraciones
prefijadas. Separar el residuo filtrando sobre amianto, Javar,
secar, pesar y calcinar a 900° C, La pérdida de pesp resultante
de la calcinacion corresponde a la fibra bruta.

7.2. Material ¥ aparatos.

2 7.2.}1A Vasos de 600 ml de capacidad graduados de 200 en
0 ml. - :

7.2.2. Placas fiftrantes de percelana de 80 mm de @, con un
espesor de unos 4 mm, perforadas con 32 orificios de 4 mm de @
o similar.

7.2.3. Matraces aforados de 2 litros de capacidad con tapén
de goma marcados con trazc de referencia &l nivel de los
800 ml, provistos de un embudo de vidric de 120 mm ©.

7.2.4. Placas filtrantes, de 40 mm @ y &t cm de espesor de
4 mm de borde oblicuo adaptado al cono del embudoc (7.2.3),
perforadas con 18 orificios de unos 4 mm de @ o similar y
recubiertas de una rejilla metalica de 1 mm. Las placas y las
g?jinlgs metalicas deben ser inalterables & los &cidos y a los

Calls.

7.2.5. Crisoles de platino o cuarzo para la incineracion.

7.2.8. Horno de mufla con termostato.

7.2.7. Desecador.

7.2.8. Filtro de amianto~—Poner 2 g de amiantoc en suspen-
sién (7.3.2) en 100 ml de agua. Filtrar sobre placa filtrante re-
cubierta de rejilla metalica (7.2.4) y colocada en e! embudo del
matraz aforado (7.2.3). Recoger el filtrado y filtrarlo de nuevo
en el mismo fiitro. Eliminar el filtrado.

7.2.9. Estufa.

7.3. Reactivos.

7.3.1. Acido sulfurico 0,28 N.

7.3.2. Amianto tratado. —Anadir al gmianto unas cinco veces
su peso en ClIH diluido (1 vol. de CIH d = 1,18 4+ 300 vol. de
agusa). Hervir la mezcla durante unos cuarenta y cince minutos,
dejar enfriar y filtrar. Lavar e! residuo con agua hasta ausen-
cia de acidez en el filtrado. Lavar a continuacidn con lg aceto-
na (7.3.6). Secar el amianto en la estufa y calcinar después du-
rante dos horas & 900° C. Dejar enfriar en deSecador y conser-
var en un frasco cerrado, .

Emulsién antiespuma.

Sclucién valorada de KOH 0,23 N.
Acido clorhidrico 6.5 N,

Acetona pura.

Eter dietilicd puro.

Procedimiento.

Pesar, con aproximacién de 1 mg, 3 g d muestra y 2 g da
amianto tratado en un vaso de 800 ml de capacidad. Afiadir
200 ml de acido sulfurico 0,26 N y unas gotas de emulsién de
antiespuma, Llevar rapidamente a ebullicién y dejarla hervir
durante treinta minutos exactos. Para mantener el volumen
constante, cubrir el vaso con un dispositivo refrigerador, tal
como un balén de fondo redondo de 500 ml sometido a una
circulacién de agua fria. Interrumpir la ebullicion anadiendo
50 ml de agug frie y filtrar inmediatamente en un filtro de
amianto.

Lavar el residuo con 100 m]l de agua muy caliente, cinco
veces, para obtener un volumen final de filtrado de "800 ml.
Transferir cuantitativamente el residuo en el vaso provisto
de un disco de porcelana para regular la ebullicion. Anadir
200 ml de solucidon de hidroxido potasico 0,23 N. Llevar rapi-
do a ebullicion y dejar hervir durante treinta minutos exactos.
Anadir 50 ml de agua fria y filtrar sobre un filtro de amianto
nuevo preparado segun 7.2.8, Lavar el residuo con agua muy
caliente hasta la neuiralidad de las aguas de lavado {con ayuda
de papel de tornasoll. Deshidratar lavando tres veces con
acetona usando un volumen total de unos 10¢ ml.

Trgnsferir cuantitativamente el residuo en un crisol, dis-
gregarlo si es necesario, y sécarlo a 130°C hasta obtener un
peso constante. -

Dejar enfriar un desecador y pesar rapido. Introducir a con-
tinuacion el crisol en el horno de mufla (7.2.6) ¥y dejar calcinar
durante treinta minutos a 900° C. Dejar enfriar en desecador y
pesar rapidamente,

Hacer un ensayo en blanco aplicando el mismo método ope-
rativo con amianto tratado (7.3.2) en ausencia de la muestra.
La perdida de peso resultante de la calcinacion de los 6 g de
amianto no debe ser superior a 6 mg.

7.5. Cdlculos.

El contenido en {ibra bruta en tante por ciento de rnuestra
viene dado por la formula:

(a — b) ®100
-3
Siendo:
‘a = pérdida de peso debida a la calcinacién, en la muestra,
b = pérdida de peso debida & la calcinacién, en el ensavo

en blanco.

La diferencia entre dos determinaciones simultaneas efectua-
das sobre la misma muestra no debe ser superior a:

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

3 por 100 en valor relativo para los contenides en fibra
bruta iguales o superiores al 10 por 100.

7.4. Observaciones.

7.6.1. Las muestras conteniende mas de un 10 por 100 de
materia grasa deben desengrasarse con éter etilico antes del
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analisis. Para ello colocar la muestra (3 g £ 1 mgl! sobre un
filtro. de amianto. Afiadir unos 50 ml de éter dietilico y filtrar
con vacio. Repetir la operacidén dos veces mas. Transferir cuan-
titativamente la muestra desengrasada y el amianto a un vaso
de 800 ml, continuando el anélisis como se ha descrito ante-
riormente.

7.8.2. Las muestras con contenido en materias grasas pro-
tegidas por recubrimiento deben ser desengrasadas como se
indica en 7.8.1 y ser sometidas, ademds, a un nuevo desen-
grasado después del lavado del residuo proveniente del ataque
del acido. Para esto lavar el residuo de este ataque tres veces
con acetona (en total 100 ml), después tres veces con 50 ml de
éter dietflico. Transferir a continuacién cuantitativamente el
residuc a un vaso de 809 ml y proseguir el analisis como se
ha indicado anteriormente. .

7.6.3. En el caso de muestras ricas en calcio (més de 2 por
100 de calcio) sustituir el tratamiento de acido suifurico por
el de acido clorhidrico. Pesar 3 g =1 mg de muestra en un
vaso vy 2 g de amianto calcinado, introduciéndoclos en un vaso
de 600 ml. Afiadir 100 ml de CIH 0,5 N y unas gotas de emui-
sién antiespuma. Dejar reposar durante. cinco minutos. Proce-
der a continuacidn como se ha indicadoe anteriormente.

7.7. Referencias.
1. Journal Officiel des Communautés Européennes. Nume-
ro L 83/24. .

. 8 AZUCARES
8.1. Principio.

Eliminacion de todas las materias reducteras distintas de los
azlcares, mediainte defecacién a partic de las soluciones de
Carrez 1, 11, previa disolucién de los azlGcares en etanol diluido.
Eliminacién del etanol vy valoracién antes y después de la in-
versién segun el método de Luff-Schoorl.

8.2, Material y aparatos.
A,

8.2.1, Agitador mecanico. :

8.2.2. Matraces aforados de 1000, 300, 200, 100 ¥ 50 ml.

8.3, Reactivos,

8.3.1. Etanol al 48 por 100 (v/v) d: 0,948 a 20° C.

8.3.2. Solucién de Carrez I.—Disolver en agua 24 g de ace-

tate de cinc y 3 g de acido acético glacial y aiadir agua desti-
lada hasta 100 ml.

. 833, Solucion Carrez II.—Disolver en agua 10,6 g de ferro-
cianurg potasico Ky (Fe CNg) : 3H,O y anadir agua destilada
hasta ml,

8.3.4. Solucién de rojo de metilo al 0,1 por 100 (v/v).

8.3.5. Acido clorhidrico 4 N,

8.3.8. Acido clorhidrico 0,1 N.

8.3.7. Solucién de hidréxido sédico 0,1 N.

8.3.8. Solucion de sulfato de cobre.—Disolver 25 g de sulfato
de cobrs CuSO, .5H4O, exento de hierro, en agua y enrasar
& 100 ml. .

8.3.9 Solucién de acido citrico—Disolver 50 g de acido cf-
trico CgHzO7 - HoO en 50 ml de agua.

8.3.10. Solucién de carbonato sédico.—Disolver 143,8 g de
carbonato de sodio anhidro en 300 ml de agua caliente, dejar
enfriar y completar a 300 ml. :

- 83.11. Solucién de tiosulfato sédico 0,1 N.

8.3.12. Solucién de almidén.-—Afadir una mezcla de § g e
almidén soluble en 30 ml de agua & un litro de agua hirviendo.
De]p.r hervir durante tres minutos. Dejar enfriar. Anadir 10 mg
de ioduro mercurico como agente conservado.

8.3.13. Acido sulfdrico 8 N.

8.3.14. Solucién de loduro potdsico al 30 por 100 (p/v).

8.3.15. Piedra pomez lavada con d4cido clorhidrico v acla-
rada con agua.

8.3.18. Isopentanol, '

8.3.17. Reactivo de Luff-Schoorl.—Mezclar agitdndo lentamen-
te 50 m] de Ia solucién 8.3.10. Afadir en seguida 100 ml de la
solucién 8.3.8 y completar a yn litro de agua. Dejar reposar doce
horas y filtrar, Verificar la®normalidad del reactivo obtenido
(Cu 0,1 N; Na,Cog2N). El pH de la solucién debe ser aproxima-
damente 8,4.

8.4,

v 8.4.1. Preparacién de la muestra.—Pesar con aproximacién
de 1 mg, 25 g de la muestra, e Introducirlo en un matraz
aforado de 250 ml. Afdadir 200 ml de etanol al 49 por 100 (v/v} y
mezclar durante una hora en el agitador. Afadir 5 ml de Ia

Procedimiento.

solucién Carrez I y agitar durante un minuto, adicionar y agi- .

tar durante el mismo tiempo con 5 ml de la solucién Carrez II.

Enrasar a 250 ml con la solucién de etanol (8.3.1). homogenel-
zar y filtrar, Tomar 200 ml del filtrado y evaporar aproximada-
mente hasta la mitad del volumen, a fin de eliminar la mayor
parte del etanol. Transvasar en su totalidad el residuo de eva-
poracidn con ayuda de agua caliente a un matraz aforado de
200 ml y enfriar; & cgatinuacién enrasar con a%ua y filtrar
si es necesario. Esta solucién serd utilizada para la determina-

cion de aztcares reductores y después de la inversién para la
determinacién de azGcares totales.

8.4.2, Determinacién de azacares reductores.—Tomar, coma
méximo, 25 ml de la solucién preparada segun 8.4.1 y que con-
tenga menos de 80 mg de azlcares reductores, expresado en
glucosa. Si es necesario, completar el volumen hasta 25 ml con
agua destilada y determinar la cantidad de azucares reductores
segun Luff-Schoorl, El resultado ser4 expresado en tantos por
ciento de glucosa,. . -

8.4.3, Determinacién de azficares totales previa inversién.—
Tomar 50 ml de lx solucién 8.4.1 y llevar a un matraz aforado
de 100 ml. Afladir unas gotas de la solucién rojo de metilo y
adicionar lentamente agitando 15 ml de la solucién de 4acide
clorhidrico 4 N hasta viraje a rojo. Afadir 15 ml de acido clerhi-
drico 0,1 N y sumergirlo en un hafio de agua caliente a ebulli-
cion durante treinta minutos. Refrigerar hasta 20°C y afadir
a continuacién 15 ml de ia solucidn de hidroxido sédico 0,1 N
(8.3.7). Enrasar a 100 ml con agua y homogeneizar,

Tomar una cantidad que no exceda de 25 ml y contenga
menos de 60 mg de azucares reductores expresado en glucosa.
Si es necesario, completar el volumen hasta 25 ml con agua des-
tilada y determinar la Cantidad de azlcares reductores segun
Luff-Schoorl. El resultade sera expresado en tantos por ciento
de glucosa. De expresarlo en sacarosa, se debe multiplicar
por el factor 0,95.

8.4.4. Valoracién de Luff-Schoorl.—Tomar 25 ml del reactiva
Luff-Schoorl (8.3.17) v llevarle a un Erlenmeyer de 300 ml; afia-
dir 25 ml exactamente medidos de la solucién defecada de azu-
cares, adicionar un poco de piedra pémez y calentar agitando
sobre la llama del mechero. Colocar inmediatamente el Erlen-
meyer sobre una tela metalica, perforadg por una abertura de
8 cm de diametro y regulando la llama de manera que solamen-
.te el fondo del Erlenmeyer sea calentado. Adoptar en seguida
un refrigerante de reflujo sobre el Erlenmeyer; a partir de este
memento, hacer hervir la solucidon y mantener en ebullicién
durgnte diez minutos exactamente, Refrigerar inmediatameki~
al chorro de agua fria durante cinco minutos y proceder a su
valoracion,

Arladir 10 ml de la solucién de ioduro potasice (8.3.14) inme-
diatamente después y con cuidado 25 ml de acidc sulfarico 8 N
(8.3.13). Valorar a contiruacidn mediante la solucion de tiosul-
fato de sodio 0,1 N (8.3.9) hasta la aparicién de color amarillo;
afadir en ese momento la solucién de almidén y terminar de
valorar. X

Efectuar la misma valoracion sobre una mezcla que conten-
ga 25 ml exactamente medidos del reactivo de Luff-Schoorl, 25 ml
de agua, 10 ml de la solucién de icduro de potasio (8.3.14) ¥y
25 ml de la solucién de acido sulfirico 6 N (8.3.13), sin llegar a
ebullicion,

8.5. Cdliculos.

Establecer por medio de la tabla I la cantidad de glucosa
en mg correspondiente a la diferencia entre las dos valeracio-
nes, segtn los ml de ticsulfato de sodic 0,1 N gastados en cada
una de las valoraciones.

Expresar los resultados en tanto por ciento de la muestra.

8.68. Observaciones.

8.6.1. En caso de alimentes muy ricos en melazas u otros
alimentos poco homogéneos, pesar 20 g e introducirlos en un
matraz aforado de un litro 500 ml de agua. Mezclar durante
una hora en el agitador. Defecar mediante los reactivos de
Carrez 1y II (8.3.2 y 8.3.3), como se describe en 8.4.1, utilizando
de todos los reactivos dosis cuatro veces superiores. Llenar a -
1.000 ml con etancl al 40 por 100 (v/v) (8.3). Homogeneizar y fil-
trar; a continuacién, eliminar el- etanol segan 8.4.1.

En ausencia de almidén exento de productos de hidrolizado,
enrasar a 1.000 ml con agua destilada.

8.6.2. En el caso de melazas y alimentos simples, ricos en
azucares y practicamente exentos de almidén, pesar § g e intro-
ducirlos en un matraz aforado de 250 ml, afiadir 200 ml de agua
destilada y mezclar durante una hora o méas en el agitador.
Defecar inmediatamente por medio de los reactivos de Carrez I
v II (8.3.2 vy 8.3.3), segin 84.1.

Llavar a 250 ml con agua, homogeneizar y filtrar, para deter-
minar los azacares totales; proseguir como 8.4.3.

8.6.3. Es recomendable afiadir, aproximadamente, 1 ml de
isopentanol (sin tener en cuenta el volumen) antes de la ebu-
IHcién, con el reactive Luff-Schoorl para evitar la formacion de
espuma.

8.6.4. La diferencia entre la cantidad de aziicares totales des-
pués de la inversion, expresada en glucosa, y la cantidad de
azlcares reductores, expresada igualmente en glucosa, multipli-
cada por 0,95 da lg cantidad en tanto per ciento de sacarosa.

885 Para calcular la cantidad de azucares reductores, ex-
fgluyendo la lactosa, se puede determinar de las siguientes
ormas:

8.85.1. Para un cdloculo aproximade, multiplicar por 0,675 la
cantidad de lactosa obtenida, por determinacién separada, y
restar el resultado obtenido de la cantidad en azicares reduc-
tores. :

8.6.5.2. Para el calculo preciso de azacares reductores, ex-
cluyendo la lactosa, @s necesario partir de la misma musstra

.
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(8.4.1) para las dos determinaciones finales. Uno de los analisis
es aefectuado a partir de:la solucidén obtienida en 8.4.1 y el otro
sobre una parte de la solucién obtenida para la valoracion de
la lactose segun el método para la determinacién de lactosa.
En los casos B8.8.5.1 y B.6.5.2, la cantidad de azucares presen-
tes se determinan segun el método de Luff-Schoorl, expresado
en mg de glucosa,

" La diferencia entre los dos valores se expresd en tanto por
ciento-de la muestra.

8.7. Biblicgrafia.

1. Journal Officiel des Communautés Européenneé. Nime-
ro L 155/32,

TABLA |

Para 25 mi de reactivo Luff-Schoorl

Na,S;0;- Glucose, fructosa Lactosa Maltosa
0,1N Azucares invertidog R
CgH ;30 C1pHpCyy CyaHpOyy
ml mg Diferencia meg Diferencia mg Diferencia
1 2.4 2,4 3.6 3,7 3.9 . 3,9
2 4.8 2.4 7.3 3,7 7.8 3,9
3 c2 2,5 11,0 3.7 11,7 38
4 8,7 - 2,5 147 3,7 15,8 4,0
5 12,2 2,5 18,4 3.7 19,8 39
6 14,7 2,5 22,1 3.7 23,5 4,0
ki 17,8 2,8 © 25,8 3.7 27,5 4,0
8 19,8 2,6 29,5 3.7 31,5 4,0
9 22,4 2.6 33,2 3.8 35,5 4,0
10 25,0 2,8 37,0 3.8 38,5 4,0
11 27,8 2,7 40,8 3,8 43,5 4.0
12 30,3 2,7 44,6 3.8 47,5 4,1
13 33,0 - 2,7 48,4 3.8 51,6 4,1
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1
16 41,3 2,8 59,9 3.9 83,8 4,1
17 44,2 2,9 63.8 ' T 3,9 88.0 4,2
18 47,1 2,9 67,7 4.0 72,2 . 4,3
19 50,0 3,0 71,7 4,0 78,5 44
20 53,0 3,0 75,7 41 80,8 45
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4.8
22 59,1 3.1 83,9 4,1 90,0 4.6
23 62,2 88,0 84,6 )
9. ACIDFZ DE LA GRASA 9.4.2. Para los productos de contenido altc en materias gra-
o - sas, dificiles de triturar ¢ no apropiados para tomar una por-
8.1. Principio. cién de una vez por no estar homogeéneos, proceder como sigue:

las materias grasas son extraidas por éter dietilico y sub-
siguiente neutralizacién con hidréxido sédico,

p.2. Material y aparatcs.

v

9.2.1. Extractor tipo Soxhlet o eguivalente,
© 822 Aparato de calefaccion a temperatura regulable, anti-
deflagrante.

9.2.3. Estufa de desecacién a vacio (menos de 100 Torr)

{1 Torr = 1 mmHg = /760 atm).

.

9.3.  Reactivos.

9.3.1. Eter dietilico anhidre d = 0,720, p. e., 34,5°C, exento
de peroxidos [4(a).6.11,

-9.3.2, Sulfato sédico, anhidro.

9.3.3. - Acido clorhidrico 3 N.

9.3.4, Material de filtracion; por ejemplo, tierra de diato-
meas. .

9.3.5, Tetraciorurc de carbono.

9.3.6. Alcohol etilico.

8.3.7. Solucién de hidroxido sédico 0,1 N,

8.4. Procedimiento.

9.4.1, Pesar, con aproximacion de 1 mg, 5 g de la muestra

y mezclar con 2 6 3 g (0 mas, si ¢s necesaricl de suifato sddico
anhidro. Introducir la mezclaser. un cartucho de extraccion
exento de m.aterias grasas y recubierto de un tapén de algodon
desengrasado.

Poner el cartucho en un extractor y extraer durante seis
horas con éter dietilico. ) .

Regular el calor para obtener 15 exiracciones o menos a la
hora. Recoger el extracto etérec en un matraz seco, conteniendo
algunos fragmentos de piedra pémez y tarar., Reemplazar los

 fragmentos de piedra pdmez por perlas de vidrio cuando la

materia grasa debe ser objeto de analisis cualitativos poste-
riores.

Eliminar el éter por destilacién y secar seguidamente el
residuo a evaporacion durante una hora y media en la estufa
de desecacion a vacio a temperatura de 75° C. Enfriar en dese-
cador y pesar. Efectuar una segunda desecacién durante 30 mi-
nutos para asegurar que las pesadas de materia grasa son cons-
tantes (la diferencia de pesadas debe ser inferior a 1 mg).

Pesar, con la aproximacion de 1 mg, 20 g de muestra y mez-
clar con 10 g o mas de sulfato sodico anhidro. Proceder a la
extraccion con éter dietilico como se indica anteriormente.
Redisolver el extracto en tetracloruro de carbono y llevarlo
a un matraz aforado de 500 m! y homogeneizar. Tomar 50 ml de
la solucién y lleverla a un pequefic matraz seco, afiadir unos
trozos de piedra pomez y tarar. Eliminar el disolvente por
destilaci6én, secar y proseguir la operacién como se indica
anteriormente. Eliminar el disolvente del residuo de extracciéon
que se encuentra en el cartucho y moler el residuo con finura
de 1 mm. Colocar de nueve el producto en el cartucho de ex-
traccion (no afadir sulfato sédico), exiraer con éter dietilico
y proseguir la operacion como se indica anteriormente. :

Disolver el extracto etéreo con 15 ml de una mezcla a vo-
lumenes iguales de éter y alcchol dietilico de 96° y valorar con
hidroxido sadico N/io d'g factor conocido empleando Tenolfta-
lefna como indicador hasta color rosa persistente. Se hace un
testigo en blanco para restarle la acidez de la mezcla alcohol-
etérea.

8.5. Cdlculo.

Expresar el resultado en tanto por ciento de acidez en #cido
oleico: . ’
V - 0028245 F - 100 V-28245-F

% de acidez en acido oleico = =
P P

.. Siendo:

V = volumen, en ml, de NaOH N/10 gastedos, restandole los
gastados en la prueba testigo.
P = peso de grasa obtenido en la extraccién.

8.8. Observaciones. ~

9.6.1. Para el ensayo de los perdxidos verter 10 ml de éter
en una pequeila probeta tapada con tap6én de vidrio, previa-
mente enjuagada con éter, afiadir 1 m] de solucién al 10 por 100
de yoduro de potasio, recién preparada. Agitar y dejar reposar
duranis un minuto No debe aparecer ningun color amarilio en
ninguna de las capas. El éter dietilico podr4a mantenerse exen-
to de per6xidos afadiendo una lamina de cinc*hﬁmed_a, que
debera4 sumergirse completamente en. una soluci6n &cida di-
luida ds sulfato de cobre durante un minuto y después lavar
con agua. Utilizar por litro una superficie de 80 cm? aproxi-
madamente de lamina de cinc, cortada en bandas suficiente-
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mente largas para que lleguen por lo menos hasta la mitad
del recipiente. .

$.6.2. En harinas de pescado empléese como indicador azul
alcalinc 6-B disuelto al 0,5 por 100 en etanol.

10, CALCIO

10.1. Principio.

Incineracién de la muestra y precipitacién del. calcio me-
diante acido clerhidrico en forma .de oxalato calcico y valo-
racién del acido oxalico fermado con una solucién de perman-
ganato potésico’ previa disolucién del precipitade con acida
sulfurico. Aplicable a los alimentos de animales. i

. 10.2. Material y aparatos. )
10.2.1. Matraz aforado de 250 ml de capacidad.
10.2.2. Erlenmeyer de 250 ml de capacidad.
10.2.3. Crisol de platino, cuarzo o porcelana.
10.2.4. Crisoles filtrantes de vidrio, porosidad Gs. —
10.2.5. Horno- elécirico con circulacién de aire y regulador

automatico, para regular a 550°C. -
10.2.8. Barlioc de agua.

Reactivos. -

10.3

1031, Acido clorhidrico d: 1,14.

10.3.2. Acido nitrico d: 1.40. :

10.3.3. Acido sulfirico d: 1,13.

10.3.4. Amoniaco d: 0,98,

10.3.5. Solucién saturada de oxalato aménico.

10.3.8. Solucidn al 30 por 100 (p/v) de &cido citrico.

10.3.7. . Solucién al 5 por 100 (p/v) de cloruro de amonio.

10.13.8 Solucién al 0,04 por 100 (p/v) de verde de bromo-
cresol.

18.3.9. Solucién de permanganato potasico: 0,1 N.

10.4. Procedimiento.

“ Pesar, con aproximacién de 1 mg, 5 g de la muestra a ana-
lizar (0 mas si es necesario), calcinarla & 550°C y transvasar
las cenizas a un Erlenmeyer de 250 ml, Afiadir 40 ml de 4cido
clorhidrice (10.3.1), 80 ml de agua y algunas gotas de acido
nitrico (10.3.2). Llevar a ebullicién y mantenerlo asi durante
treinta minutos. Enfriar, transvasar la solucién a un matraz
aforado de 250 m), enjuagar el Erlenmeyer y completar el volu-
men con agua,-homogeneizar y filtrar.

Tomar con una pipeta segun la cantidad presumible de

. calcio, una alicuota gque contenga de 10 a 40 mg de calcio
e introducirla en un Erlenmeyer de 250 ml. Afadir 1 m! de la
solucién de Acido citrico (10.3.8) v 5 ml de solucitn de cloriro
de amonio (10.3.7). Completar el volumen a 100 ml! aproxima-

damente con agua. Llevar a ebullicién, afiadiendo de 8 a 10
gotas de solucién de verde de bromocresol (10.3.8) y 30 ml de
solucidn caliente de oxalato de amonio (10.3.5). Si aparece un
precipitado, disolver éste mediante la adicién de algunas gotas
de Acido. clorhidrico 10.3.1). . -

Neutralizar en seguida muy lentamente con amoniaco (10.3.4),
agitando constantements, hasta obtener un pH 4¢,4-4,8 (viraje
del indicador). Colocar el Erlenmeyer en un bafio de agua
hirviendo durante treinta minutos, dejandc reposar el precipi-
tado formado. Retirarlo del bafio, dejarlo reposar durante una
hora y filirar en un crisol filtrante Gp. Lavar el Erlenmeyer
v el crisol con agua hasta la total eliminzcién del exceso de
oxalato de amonio (la ausencia de cloruros en el agua de la-
vado indica que el lavado es suficiente). .

Disoclver el precipitado-sobre el filtro con 50 ml de acido
sulfurico caliente (10.3.3), enjuagar el crisol con agua caliente
hasta llevar el filtrado a .10 ml aproximadamente, Calentar
a 70-80°C vy valorar mediante la solucién de permanganato
potasico (10.3.9) hasta la ohiencién de una coloracién rosa
persistente durante un minuto.

10.5. Cdlculo.

Un ml de permanganato potasicb 0,t N corresponde a 2,004 mg
de calcio.
Expresar el resultado obtenido en tanto por ciento de la

muestra. . y

10.8. Observaciones.

10.8.1. Para pequefias cantidades de calcio, proceder como
en 10.5. Filtrar el precipitado de oxalato de calcic sobre un
papel de filtro sin cenizas y calcinarlo en un crisol a 550° C.
Recuperar el residuo con algunas gotas de acido sulfurico
(10.3.3), evaporar & sequedad, calcinar de nuevo a 550°C y
pesar. .

Si P representa el peso de sulfato calcico obtenido, la can
tidad en calcio de la alicuota tomada sera igual a-P X 0,2044.

106.2, Si la muestra estd constituida exclusivamente de
materias minerales, proceder a la disolucién por acido clorhi-

drico sin incineracién previa, Para los productos tales que.

los fosfatos aluminico-calcicos dificiles de disolver en los aci-
dos, proceder a una fusién alcalina antes de la disolucién.
Mezclar {ntimamente en un-crisol de platine la parte tomada
con cinco veces su peso de-une mezcla compuesta en partes
iguales de carbonato de potasic y de carbonato de sodio. Ca-
lentar_con precaucidn hasts la fusién_completa_de la mezcla,
refrigerar y disolver con 4cido clorhidrico. -

10.6.3. Si la cantidad en magnesio de la muestra es ele-
va{ig, proceder a una segunda precipitacién con oxalato de
calcio.

10.7. Referencias.

1. Journal Officiel des Communautés Européennes. Nu-

mero L 155/17.. i
) 11.. GRASA
(En productos lacteos reeﬂgrasados)
11.1. Principio. _
Determinacién de la grasa por el método Gerber.
11.2. Material v aparatos. ‘

11.2.1. Butirémetros contrastados, c¢on graduaciones de
0-6 % de grasa y con divisiones del 0,1 %. Se pueden utilizar
butirémetros con graduaciones de 0 a 5% y divisiones del
0,1 %, cuando la muestra tenga un contenide en grasa infe-
rior al 5 %.

1t.2.2. Tapones troncoconicos de goma u otro tipo, apro-

piados. . . .
11.2.3. Pipetas contrastadag de 1 y 10 ml.
11.2.4. Vidrios de reloj. )
1125, Barfio de agua regulable a 65°+1°C.
11,2.8. Centrifuga capaz de alcanzar 1.200 T. p. m.
11.2.7. Embudo desprovisto de cuello y vastago para la in.

troduccidn de la muestra en el butirémetro.

11.3. Reactivos.'

11.3:1. Acido sulfurico de densidad d = 1,82.
11.3.2. Alcohol isoamilico de densidad d = 0,815 e interva-
lo de destilacién de 128° a 132° C.

11.4. Procedimienio.

*11.4.1. Pesar, con precision de 0,1 mg, 1,100 g de producto
8 introducirlo en el butirdmetro a través del embudo. Afadir,
a través del embudo, 10 ml de agua tibia (40° C), arrastrando
lo que haya podido adherirse al mismo. Tapar y agitar fuer-
temente para disolver.la leche. .

Seguidamente afiadir 10 ml de acido sulfuricc haciéndolo
reshalar suavemente por las paredes del butirémeiro. Anadir

1 ml de alcohol isoamilico. Cerrar el butirdmetro con el tapén |

de goma, agitar suavemente y céntrifugar a 1200 r. p. m. du
- rante tres a cinco minutos. Sacar el butirametro de la cen-
trifuga e introducir en el bafic de agua a 85° C. Dejar trans-
currir algunos m’i‘nutos v efectuar la lectura. .

11.5. Expresion de los resultados.

Leer en el butirémetro, en la escala dividida, la altura que
ha alcanzado la columna de grasa, habiéndose ajustado a cero
el liquido gque no contiene grasa. Los grados de la escala indi-
can las decenas, v las décimas, las unidades por ciento, Se
puede apreciar perfectamente un 0,5 por 100.

11.8. Observaciones.

11.8.1. En el caso de sueros desprovistos de caseina, pusden
producir carbonizaciones que dificultan la lectura  {debido a
que el acido sulfirice, de densidad d = 1,82, resulta démasiado
concentrado). En este caso se puede diluir al 10 por 100 (v/v)
con agua destilada. .

11.8.2. En los productos con grasa muy micronizada con-

- viéne repetir por tres veces las centrifugaciones, el calentamien-
to a 85°C y las lecturas, hasta obtener resultados constantes.

11.7. Referencias.

1. Instituto de Racionalizacion y Normalizacién del Tra-
bajo. Una Norma Espanola 64.029. .

12, CENIZAS BRUTAS
12.1. Principio. .

Incineracién de la muesira a 550°C ¥ pesada del residuo
hasta peso constante,

12.2. Material y aparatos.

12.2.1. Placa calefactora.
12.2.2. Horno' eléctrico con regulacién de temperatura.
12.2.3. Crisoles de platino 0 cuarzo, rectangulares (60 X 40 X

® 25 mm) o redondos.
12.24. Niirato de amonio.—Solucién al 20 por 100. .

12.3. Procedimiento,

Pesar alrededor de 5 g de muesira, con una aproximacién
de 1 mg (para los productos gque tengan tendencia a sespon-
jarses, pesar 2,5 g} en un crisol préviamente calcinado y tarado.
Colocar el ¢fisoi #6bre 1a piaca calefactora hasta carbonizacion
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de la muestra, Introducir el crisol en el horno regulado a
5504+ 5° C., Mantener a esta temperatura hasta la obtencién de
cenizas blancas, gris claro o rojizas, aparentemente desprovis-
tastas de particulas carbonosas. Colocar el crisol en un dese-
. cador, dejar enfriar ¥y pesar inmediatamente,

124. Cdiculo.

El porcentaje de cenizas sobre materia natural se obtiene
por la formula siguiente:

(P; — P3) 100

Cenizas porcentaje (materia naturall =
P—Pg

Siendo: .
P = peso, en g, de la capsula con la muestre.
P; = peso, en g, de la capsula con las cenizas.
P; = peso, en g, de la capsula vacia:

12.5. Observaciones.

12.5.1. Las materias dificiles de incinerar deben someterse
a una primera incineracién de tres horas, se enfrian y se les
adiciona algunas gotas de una soluciéon al 20 por 100 de nitrato
de amonio. Continuando la incineracién después de la dese-
cacion ot estufa.

Repetir eventualmente la operacion hasia incineracién com-
pleta.

12.5.2. Para las materias resistentes al tratamiento anterior,
opsrar como sigue: Después de una incineracién de tres horas,
.arrustrar las cenizas con agua caliente y filtrar sobre un pe-
quefio filtro de cenizas conocidas. Incinerar el filtro y sk con-
tenido en el crisel inicial. :

Llevar €l filtrado al crisol frio, evaporar a seguedad, incl-
nerar y pesar.

12.5.3. En el caso de aceites y grasas, pesar 25 g en un
crisol de capacidad apropiada. Carbonizar inflamando la mues-
tra por medio de una mecha de papel de fittrd sin cenizas.
Después de la combustion, humedecer con la minima cantidad
de agua posible. Desecar y continuar como se indica en 12.5.

12.8. Referencias.

1. Journal Officiel des Communautés Européennes, Nume-
ro L 155/20,

ANEJO VIII
METODOS DE ANALISIS DE AGUAS
1. BIOXIDO DE CARBONO LIBRE (COy)

1.1, Principio.

El presente método esta basado en la reacciéon del CO; libre
del agua con el hidréxido de sodio para formar bicarbonato
de sodio. ' .

Ademas de este método de valoracién volumétrica existe uno
monografico que por exigir gran precisién en la determinacién
«in situ» del pH y de la alcalinidad resulta menos aconsejable.

Pueden producirse errores por la presencia de amoniaco,
aminas, fosfatos, borates, silicatos, sulfuros y nitritos, asi como
por la existencia de &acidos minerales o sales de acido fuerte
v base débil. También alteran cuantitativamente el resultado
el aluminio, hierro, cromo y cobre.

2. Material v aparatos.

Frascos pyrex de 1.000 ml.

Probeta graduada de 100 ml.

Tubo de goma.

Bureta normal graduada en 0,1 ml.
Varilla de vidrio.

i e
PN
i LI N

1.3. Reacitivos.

1.3.1. Solucién valorada de hidréxido soédico 0,02 N.—Diluir
20 m! de NaOH 1 N a un litro de agua destilada que previa.
mente se ha hervido no menos de quince minutos para expulsar
el bidxido de carbono y enfriarlo a la temperatura ambiente.
Preparar diariamente y proteger del biéxido de carbond atmos-
férilco en un frasco pyrex. Titular la solucién con el reacti-
vo 133

1.3.2. Solucion indicadora de fenolftaleina. Disolver 0,5 g de
fenolftaleina -en 50 ml de alcohol etilico de 96° y agregar 50 ml
de agua destilada que previamente se ha hervido no mencs de
quince minutos para expulsar el biéxido de carbono y enfriarlo
a la temperatura ambiente. Agregar a continuacidén el reacti-
vo 13.1 a gotas haste que aparezca una muy ligera coloraciéon
rosa.

1.3.3. Soluci6n patrén acida 0,01 N de acido clorhidrico o
sulfurico.

1.4, Procedimiento.

. Sifonar la muestra mediante tubo de goma, llenando desde
el fondo una probeta de 100 ml hasta que derrame. Extraer el
tubo de goma y verter el exceso de agua medianie sacudidas.

Agregar -cinco o diez gotas del reactive 1.3.2. Si Ia muestra
vira a rojo, no hay presente bidxido de carbono libre; si la
muestra se mantiene incolora, titular réapidamente con el reac-
tivo 1.3.1 agitando suavemente con una varilla de vidrio hasta
que el color ross caracteristico observado a través de todo el
espesor de la muestra persista, por lo menos, treinta segundos.

1.5. Cadlculos.

Calcular el bidxido de carbono libre, expresado\en miligra-
mos por litro, mediante la férmula.

A X 0,02 )( F X 44.000
B

mg/l de CO; libre =

Siendo:

ml gastados del reactivo 1.3.1.

factor de correccién del reactive 1.3.1 hallado mediante su
titulacién con. el reactivo 1.3.3.

ml de muesira.

<
W

]

1.6. Referencias.

1. Métodos de analisis recomendados. Centiro de Estudios
Hidrograficos. Madrid, 1968.
2. Standard Methods for the Examination of Water and

Wastewater. American Public Health Association, Inc. New
York, 1860.
2. DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENG (D B, Q)

2.1. Principio.

La demanda bioquimica de oxigano o D. B, O, es la can-
tidad de oxigeno eventualmente consumida por los gérmenes
aerchios para asegurar la descomposicion, en condiciones ner-
malizadas de incubacién, de las materias organicas contenidas
en el agua analizada.

La incubacién se efectua en oscuridad, durante cince dias,
¥ a una temperatura de 20° C.

2.2. Material y aparatos.

2.2.1. Frascos de incubacidn, de 250-300 ml de capacidad,
aforados y con tapén esmerilado macizo y con bisel, )
2.2.2. Estufa de cultivos con control termostatico a 20
centigrados *+ 1° C, .

2.23. Matraces Erlenmever de 500 ml.
224, Pipetas de 1 ¥y 5 ml

2.2.5. Buretas.

2.3. Reactivos.

2.3.1. Agua destilada.

2.3.2. Solucion amortiguadora de fosfato.—Disolver 8,5 g de
KH,PO,, 2575 g de K;HPO,, 33,4 & de Na;HPO, . 7H;O y 1,7 g
de NH,Cl en unos 500 ml de agua destilada y diluir a un litro.
El pH de esta solucion amortiguadora debe ser de 7,2, sin juste
alguno,

2.3.3. Solucién de sulfato de magnesio.—Disolver 22,5 g de
MgSO, - TH;O en agua destilada y diluir a un litro. .

2.3.4. Solucidon de cloruro de calcio.—Disolver 27,5 g de
CaCl; anhidro en agua destilada y diluir a un litro.

2.3.5. Solucién de clorure férrico.—Disolver 0,25 g de
FeCl; 8H;O en agua destilada y diluir a un litro,

2.3.6. Soluciones de acidos y alcalis 1 N.

2.3.7. Solucién de sulfito de sodio 0,625 N.—Disolver 1,575 g

de NaSO; anhidro en 1.000 ml de agua destilada. Esta solucién
no es estable y se debe preparar el dia que se vaya a emplear.

2.38. Solucién de sulfato manganoso.—Disolver 400 g de
MnSQy - 2H;O en agua destilada, filtrar y diluir a un litro.
Esta solucién no debe liberar méas que trazas de yodo cuando
se anade a una solucion acidificada de iodure potasico.

2.3.9. Reactivo de alcali-ioduro nitruro.—Disolver 500 g de
NaCH y 135 g de Nal en aguc destilada Disolver 10 g de
NaN; en 40 mi. de agua, destilada. Mezclar ambas soluciones
y diluir a un litro. Este reactivo no debe producir coloracién
con ol almidén cuando se diluye y acidifica.

2.3.10. Acido clorhidrico concentrado de densidad 22° Beau-
mé = 1,18,
2.3.11. Solucién de almidén.—Triturar 5 g de almidén so-

luble ¥ 5 mg de I,Hg con un poco de agua y aRadir lenta-
mente la emulsién a un litro de agua hirviendo, manteniendo
la ebullicién unos minutos hasta que la solucitn quede clara.
Enfriar y pasar a un frasco topacio con tapén esmerilado.

2.3.12. Solucién Stock de tiosulfato sédico 0,10 N.—Disolver
2482 g de NayS;0; - 5H,O en agua destilada recién hervida
y enfriada vy diluir a un litro. Conservar la solucién afiadien-
do 1 g de NaOH.

2.3.13. Solucién valorada de dicromato potasico 0,025 N.—Pe-
sar 1,226 g de KsCr;Oy, previamente secados durante dos horas
a 103° C y diluir a un litro en matraz aforado. .

2.3.14. Solucién valorads de tiosulfato sadico 0,025 N.‘—Dr
luir 250 ml del reactive 2.3.12 a un litro de agua destilada
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 recientemente hervida y enfriada, Titular esta solucién me-

diante el reactivo 2.3.13.
2.4. Procedimiento. oo

2.4.1. Preparacién del agua de dilucién.

Tomar dos litros de agua destilada. ] .

Oxigenarla mediante aire comprimido hasta’que la tension
del oxigeno disuelto esté préxima a su saturacion.

Afadir a dicha agua 1 ml de cada uno de los reactivos
2.3.2, 2.3.3, 23.4 y 2.3.5.

Conservar este agua a 20° C, tapado el frasco con tapon
de algoddm. -

2.4.2, Acondicionamiento del agua problema.

Neutralizar el agua problemsa hasta pH proximo & 7 me-
diante el reactivo 2.3.8,

Eliminar ef cloro libre, si 1o hubiese, mediante la adicién
del reactivo 2.3.7. . -

Elimjnar el exceso de oxigeno agitando fuertemente la
muestra o bien mediante burbujeo de aire comprimido, siem-
pre a 20° C.

2.4.3. Dilucién del agua problema.

Sifonar el agua de dilucién a una probeta graduada de
1.000-2.000 ml de capacidad, llenéndola hasta la mitad sin
arrastrar aire. Agregar el agua de muesira cuidadosamente
mezclada en la cantidad necesaria para obtener la dilucién
que se desee y terminar de diluir hasta el nivel aproplado
con agua de dilucién. Mezclar bien con un agitador, evitando
el arrastre de aire,

Se aconseja las siguientes diluciones:

Efluentes depurados: de 5 a 25 por 100.

Aguas fluviales: de 25 a 100 por 100, :

Sifonar la dilucién mezclada a dos frascos de incubacién,
llenandolos completamente y cerrandolos herméticamente.

Determinar el oxigeno inicial eh uno de los dos frascos
de. forma inmediata y conservar el otro fresco en incubacién
durante cinco dias en oscuridad y a una temperatura de
20° C, para después determinar en él el oxigeno disuelto no
consumido.

2.4.4. Determinacion del oxigeno disuelto:

Agregar al frasco de incubacién 1 ml del reactivo 2.3.8 y
después 1 ml del reactivo 2.3.9, haciendo ambas adiciones en
el fondo del frasco. Tapar de nuevo e! frasco procurando ex-
cluir las burbujas, con lo que se derramard una pequefia can-
tidad de liquido.

Mezclar por inversion varias veces y esperar que se sedi-
mente el precipitado. - .

Destapar el frasco y afnadir, medjante pipeta, haciendo lle-
gar el 4cido hasta el fondo, $§ ml de 2.3.10. Cerrar de nuevo
el frasco y agitar hasta que se disuelva el precipitado.

Pasar todo e] liquido & un matraz Erlenmeyer de 500 ml, la-
vando frasco y tapén con agua destilada. -

Afdadir gota a gota, con rapidez y agitando el matraz, el
reactivo 23.14 hasta que el liquido tome coloracién paja pélido.

Agregar I 6 2 ml del reactive 2.311, con lo que tomara
el liquide color azul, y continuar vszlorando con 2,3.14, gota
a gota, hasta que el liquido se torne incoloro o gris blan-

quecing,
2.5. Cadleulos.

Calcular el oxigeno disuelto, expresado en p. p. m. mediante
la férmula:

V.o025-f.8
A-—2

p. p. m. de O, disuelto = + 1.000

Siendo:

V = ml de tiosulfato gastados. .

f = factor de correccién de la normalidad del tiosuifato
hallado mediante la titulacién con reactivo 2.3.13.

A = volumen, en ml, del frasco utilizado.

_ Calcular la D, B, O, expresada en p. p. m., mediante la
formula:

- (Dy— Dy} 100
DBO =
C
Siendo:
Dy =p. p. m. de O, disuelto en el frasco no sometido a in-
¢<ubacién,
D; = p. p. m. de O; disuelto en el frasco sometido a incu-
bacién,

= tanto por ciento del agua problema en el agua pro-
blema diluida. ‘ :

2.8 Obser\{aciones. -

Este método no es aplicable a aguas negras o desechos in-
dustriales concentrados que exigen diluciones muy elevadas y
obligan a sembrar el agua de dilucién con un indculo.

En estos casos se precisan comprobaciones de la D. B. O. dal
inocculo y los métodos y calculos requieren técnicas laboriosas
solo propias de los laboratorios especializados. -

2.7. Referencias.

1. Standard Methods for the Examination of Water and
Sewage. American Public Health Association. New York, 1960.

2. Rodier, J.: L'Analyse chimique et "phisico-chimique de
l'eau. Duned. Paris. )

3. Gutiérrez Calderon, E., et alt.: Estudio del B. O. D. ¥
plan de trabajo para su determinacién. Anales 1. F. 1. E. Ma-
drid, 1958.

4. Livre de I'eau. Cebedoc, Lisja, 1966.

3. CONDUCTIVIDAD ELECTRICA
3.1. Principio.

Se denomina conductividad especifica de un agua a la ap-
titud de ésta para transmitir la corriente eléctrica.

La conductividag depende de la actividad y tipo de jones

disueltos y de la temperatura a la que se realiza la medida.
Para medir la conductividad se hace uso de un puente
de Wheatstone y una célula de conductividad apropiada, com-
parando a la misma temperatura la resistencia eléctrica de la
muestra y de una solucidon valorada de cloruro potésico y
refiriendo el resultado a 25° C. . ' )

3.2. Material y aparatos.

3.2.1. Puente de Wheatstone apto para este fin.

3.2.2, Celda de conductividad especifica, bien del tipo pi-
peta, bien del tipo inmersién, con electrodos de platino plati-
nades. La constante de la_celda debe ser aproximadaments
de 10—l para aguas de conductividad baja, de 1 para aguas
gedcolnductividad media y de 10 para aguas de conductivi-

ad alta.

3.3. Reactivos.

Solucion patron de CIK.—Preparar una solucion de CIK
cuya conductividad difiera por un factor de menos de 5 de la
conductividad de la muestra, Generalmente, una solucién 0,01 M
de CIK (0,7458 g/1) es aceptable. Esta solucién tiene una con-
ductividad de 1.413 pmho/cm. De la siguiente tabla pueden
elegirse otras soluciones patrones que se consideren necesarias:

Conductividad eléctrica de soluciones CIK a 25°C

L

Conductividad

Concentracién M elécirica

zmho/cm

104 14,94

5 X 10— 73,90
W3 147
x 103 717
10—2 1.413
2 x 10-% 2.767
5 x 10-%2 6.868
10—1 12,900
X 10—t 24,820

3.4. Procedimiento.

Dejar que la solucién patrén de CIK y las muestres de
agua estén a la misma temperatura. Cualquier temperatura
entre 20 y 30" C es aceptable, pero es importante que las solu-
Ciones problema y la patrén estén a la misma temperalura.
Cuando se requiere gran precisién se colocaran las soluciones
a 25° C en termostato. .

A continuacién se enjuaga v se lena sucesivamente la celda
de conductividad con la solucién patrén v las soluciones pro-
blema y leyendo en el aparato (2-1), de acuerdo con su ma-
nual de instrucciones, los valores obtenidos.

3.5. Cdaleulos.

CEcik X R

¢

CE (x 198) = % f

‘Siendo:
CE (x 108 = conductividad eléctrica.

CEqx = CE (x 10% de la solucién patrén de CIK em-
. pleada.
R = resistencia en ohmios de la celda con la solu-
cién patrén.
R’ = resistencia en ohmios de la celda con la solu-
cién problema. ’ .
= {Jal.ctorI de correccién de temperatura de la ta-
a 3.1
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3.6, Obgervaciones.

3.6.1. Las células nuevas deben limpiarse con mezcla sulfo-
cromica, debiendo platinarse los electrodos de las mismas cuan-
do los resultados sean erraticos o cuando se observe que el
platino se ha desprendide total o parcialmente. Para ello se
prepara una solucién de 1 g de clorure de platino y 0,012 g de
acetato de plomo en 100 ml de agua. Se llena la celda con esta

solucién y se conectan los terminales de los electrodos a una .

bateria de 1,5 voltios, intercalando un shunt en la bateria
cuando sea necesario ajustar la corriente, de manera que se
desprenda una pequeiia cantidad de gas. Dar por terminado
el proceso cuando Jos electrodos estén recubiertos con un de-
posite de negro de platino. Drenar la célula ¥ recuperar para
un futuro uso la solucidn platinizante. Enjuagar bien la celda
con agua destilada *y dejarla llena de agua destilada cuando
no se use. ) :

3.6.2.
cién enire conductividad eléctrica y contenido -salino de las
aguas, de tal modo que los siguientes factores de conversién
se manejan frecuentemente:

mmbhos
Concentracion salina en mg/l = 640 x CE en ——-———
cm
mmhos
Concentracion de cationes en meq’l = 10 x CE en
cm’

3.7. Referencias.

1. Bower, C. A,, v Wilcox, L.. V.: Methods of Socil Analysis
Pariz, pp. 937-940, 1965.

2. National Recearch Council: Inter. Critical tablas, 1929,

3. Agricultural Handbock, num. 0. USDA, pp. 137-140, 1954,

4 Métodos de andalisis recomendados por el Instituto de Hi-
drologia del C. $. I. C., paginas 30-34, 1968.

TABLA 3.1

Factores de temperatura para corregir los datos de resistencia
v conductividad de scluciones acuosas a la temperatura de 25° C

CEg = CEy X Iy; Ry = Ri/My
o C f, e 1,
15,0 1,247 25,6 0,988
16.0 1218 25.8 0,083
17,0 1,189 26,0 0,879
18,0 1,163 , .- 26,2 0,975
18,2 - 1,157 26,4 0,971
18,4 1,152 26,8 0,867
18,6 1,147 28,8 0,964
18,8 1.142 270 0,980
19,0 1,136 27,2 0,956
19,2 1,131 274 0,053
184 1127 278 0,950
19.6 1,122 27,8 0,847
19,8 1,117 28,0 0,943
20,0 i,112 28,2 0,840
20,2 1,107 28,4 0,836
20,4 1,102 28,8 0,932
20.6 1,007 28.8 0,920
208 1,082 20.0 0925
210 1,087 202 0,921
21,2 1,082 29,4 0,918
214 1,078 29.6 0,914
21,8 1,073 28,8 0,911
21,8 1,068 36.0 0,907
22,0 1,084 30,2 0,004
22,2 1,060 30,4 0,901
22,4 1,055 30,8 0,887
22,8 1,051 30,8 0,804
22,8 1,047 31,0 0,880
23,0 1,043 31,2 0,887
23,2 1,038 31,4 0,884
2304 1,094 316 0,880
23,8 1,029 31,8 0,877
23.8 1,025 32,0 0,873
24,0 1,020 32,2 0,870
24,2 1,018 32,4 3,867
24,4 1,012 32,8 0,864
24.6 1,008 32,8 0,861
248 1.004 330 0858
25,0 1,000 34,0 0,843
25,2 0,926 35,0 0,829
25,4 0,982
4, SULFATOS

{Determinacion turbidométrica)l

4.1. Principio.

E} ion 50;= se¢ precipita con jon Ba’*, en condiciones tales
que se formen cristales de tamahno uniforme de 50,Ba, los que
deben mantenerse en suspension homogénea durante un pe-

Hasta 5000 microohmios existe una aceptable correla-

ricdo de tiempo que resulte suficiente para medir la absorban
cia que la misma produzca.

El contenido en SO,= de cada muestra se obtiene a partir
de la curva de calibrado previamente ob'enida.

4.2, Material v aparatos.

4.21. Instrumento de medida, gue puede ser uno de los
siguientes.

4.2.1.1. Nefelometro o turbidimetro.
4.2.1.2. Espectrofotémetro con medida a 426-430 nm.
4.21.3 Fotdmetiro de filtro, equipado con filtro de transmi-

tancia 420-430 nm.

4.2.2. Tubos cilindricos, calibrados a 50 cin’, con tapon.

4.3, Reactivos.

4.3.1. Solucién de SQO,K; conteniendo 480 mg (10 meq) de
S50,4= por litro (0,8707 gramos de SO.K. disueltos en agua des-
tilada hasta completar un litro),

4.3.2. Solucién precipitante de bario.—Se disuelven 20 gra-
mos ‘de acetato barico en una mezcia de 75 cm® de acido ace-
tico 10N y 25 cm? -da solucién de goma arabiga al 5 por 100,
filtrando la solucién resultante. E] pH amortiguado de esta
solucion es de 3,70,

4.4. Procedimiento

4.4.1. Obtencién de la curva del calibrado —En los tubos
cilindricos 4.2.2 se iniroducen partes alicuotas de la solucion
4.3.1. Se les afiade agua destilada hasta uncs 40 cm?, 1 cc de
reactivo 4.3.2 y se completa a 50 cm® con agua destilada. Se
homogeneiza el conjunto durante un minute por agitacién sua-
ve y se deja en reposc al menos otro minuto, A partir de ese
momento, y dentro de los guince minutos siguientes, pueden
efectuarse las medidas; para ello, se traslada parte de la
suspension a las cubetas del aparato de medida que se utilice,
midiendo las correspondientes absorbancias, empleando como
blance agua destilada sometida al mismo tratamiento.

Con los valores obtenidos se construye la curva de calibrado,
que se aconseja tabuiar.

442 Valoracién de las muestras.—Se opera exactamente
igual a como se ha indicado en 4.4.1, empicando 5 ml del pro-
hlema.

4.5, Cdiculo de los resultados.

El contenido en SO= de las muestras se obtiene llevando
las lecturas de absorbancias obienidas con las mismas a la
curva de calibrado 4.1 y teniendo en cuenta que se operé con
5 ml de muestra.

Los resultados pueden expresarse en meq o en mg de SQ,=
por litro, N

4.6, Observaciones.

4.6.1. Si la lectura de una muestra sobrepasa la maxima con-
centracién que figura en la curva de calibrado o inversamente
de un valor muy bajo en dicha curva, debe repetirse el ensayo
empleando menos de 5 ml o més de 5 ml de problema, respec-
tivamente, lo que debera tenerse en cuenta al efectuar el calculo
del resultado. '

4.6.2. No se indican las concentraciones minima y maxima,
entre las que este método resulta valido, porgue ellq_depende
en gran manera det instrumento de medida que se utilice y del
paso de luz de la cubeta empleada.

4.6.3. En esta técnica interfieren fundamentaimente el color
y la turbidez. Esta puede eliminarse por filtracién o centrifu-
gacion. La interferencia del color puede soslayarse utilizando
la muestra coloreada como testige, al que no se le agrega
reactivo 4.3.2° o empleando como instrumento de medida un
nefelémetro de doble posicién de cubeta, con lo que se elimina
la influencia del color.

4.7. Referencias.

1. Meétoda utilizado en el Laboratorio de Suelos v Aguas
del IRYDA. Inf. Quim. Analitica. V, pp. 1-6, 1951.

2. Mstodos de analisis recomendados por e} Instituto de Hi-
drotogia del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas,
pp. 11-13, 1968.

5ta). CLORUROS
(Indicador)

5tal.1l. Principio.

Los procedimientos clasicos para determinaciéon de cloruros
se basan en la formacionn de una sal de plata relativemente
insoluble,

El punto de viraje de la valoracién de clorurcs con nitrato
de plata puede ser detectado de diversas maneras, tal como
por la aparicion de un precipitade rojo de CrOsAg: (valora
cion de Mohr) o midiendo el potencial que se desarrolla en
la solucién mediante una combinacion apropiada de electro-
dos (Kolthoff y Kuroda, 1851),
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5(a).2. Material y aparatos.
5(a).2.1. Microbureta de 10 ml.

5(a).3. Reactivos. .

5(a)3.1. Solucién al 5 por 100 de cromato potasico.—Disol-
ver 5 g de cromato potasicoen 50 ml de agua y aftadir nitrato
de plata 1N, gota a gota, hasta que se forme un precipitado
rojo claro permanente. Filtrar y diluir hasta 100 ml

5(a).3.2. Nitrato de plata, 0,005 N.—~Disolver 0,8485 g de seca-
do en estufa de nitrato de plata en agua y diluir exactamente
en un litro. Almacenar la solucién en un frasco color topacio
para protegerla de la luz. .

5(a).4. Procedimiento.

Tomar una alicuota de la solucién problema y valorar con
acido sulfurico hasta el punto de viraje con naranja de metilo
(Métodos Oficiales de Analisis de Aguas, num. 8). Se usard
una sclucién patrén del Acido en caso de que interese deter-
minar carbonatos y bicarbonatos.

Afadir cuatro gotas de reactivo 5{a).3.1 & la muestra guar-
dada después de la determinacién de.carhonatos-bicarbonatos.
Valorar, agitando al mismo tiempo bajo luz brillante, con el
reactivo 5{(a).3.2, usando una microbureta de 10 ml hasta que
aparezca el primer color rojo (parde rojizo) permanente. Las
correcciones del ensayo en blanco varian con el volumen de
la muestra en el punto de viraje, y generalmente aumenta re-
gularmente entre 0,03 a 0,20 ml, segin aumenia ] volumen
de 2 a 12 ml.

5(a).5. Cdlculos.
Calcular la concentracion de cloruros en meq/l.
V-V
Cloruros = 0,005 X 1.000 v

Siendo:

V = Volumen, en ml, de NO3Ag utilizados en la valoracién
de la solucién problema,

V' = Volumen, en ml, de NO3;Ag utilizados en 1a valoracion
en blanco.

V” = Volumen, en ml, de alfcuota de solucién problema. -

5(a).8. Observaciones.

Los 4cidos minerales que disuelven los cromatos de plata
deben estar ausentes. Por tanto, la cantidad de Acido afadida
debe ser la estrictamente necesaria para hacer la solucién
débilmente acida, evitdndose la adicion en exceso. Los ioduros,
bromuros y bicarbonatos forman precipitados con nitrato de
plata y deben estar ausentes de la muestra. Generalmente, los
fosfatos no interfieren, pero también deben de evitarse cantida-
des altas de fosfato. Los materiales organicos también deben
de eliminarse por su tendencia a reducir el nitrato de plata en
soluciones neutras. El hierro, normalmente, reacciona con el
cromato potdsico, produciendo un cromato insoluble, pero la
cantidad de hierro gue generalmente se encuentra en las mues-
tras no interfiere. En caso de que se crea que la cantidad de
hierro es alta, afiadir unas cuantas gotas mas de indicador para
asegurar el exceso de cromato. ;

5(a) 7.

1. Chapman, H. D., y Pratt, P. F.: Methods of Analysis for
Soils, Plants and Water, pn. 98-100, 1961,
2. Reitmeier, R, F.: Semimicroanalysis of Saline oil solu-
ticns. Inds, and Engin. Chem. Analyt. Ed, 15, pp. 393-402, 1943,
3. Stout, P, R., y Johnson, C. M.: Methods oF Soil Analysis.
Part 2, pp. 1125-1128, American Society of Agronomy, 1965,

Referencias. .

5(b). CLORURQS

(Potenciometria)
5(bl.1. Principio.
Ver 5(a) 1.
5(b).2. Material y aparatos.
5(b).2.1. Potenciémetro (pH-metro).
5(b) 2.2, Electrodos de vidrio.
5(b).2.3, Electrodo de plata.cloruro de plata {Ag-ClAg?,
5(b).2.4. Micrcbureta de 5 6 10 ml.

5(b).2.5. Agitador magnético.
5(b).3. Reactivos.
5(b) .31, Suspensién de clorurc de plata (ClAg). Preparar un

R}reclpltado de ClAg mezclando soluciones 0,1 N de CINa y
'03Ag; 500 ml de cada solucién seran suficientes pera preci-
fntar ClAg para muchas determinaciones, Debe usarse un
1gerp .exceso_de cloruro o de nitrato para provocar un buen
precipitado. Lavar bien el precipitado con agua destilada y
transferirlo a un frasco topacio. Renovsy la sclv-ién sobrens-
dante diariamente durante diez dias, reemplazédndola con agua

destilada para remover las trazas de los excesos de iones pla-
ta o cloruro. Finalmente, completar el volumen con agua has-
ta un litro. :

5(b).3.2. Solucidon de nitrato de plata (NOj;Ag) 0,1 N. Disol-
ver 8,5 g de NO3Ag en agua destilada, diluir la solucién en un
volumen de 500 ml y almacenar en un frasco topacio.

5(h).3.3. Solucién de nitrato de plata (NO3;Ag) 0,01 N. Di-
luir 10 ml de reactivo 5(b).3.2 en 100 ml con agua destilada.
Comprobar antes #e usarla su normalidad valorédndola poten-
ciométiricamente con la solucién CIK [reactivo 5(b).3.4]1, segin
se describe més adelants. ’

5(b).3.4. Soluciébn patrén de clorurc potdsico (CIK} 0,01 N.
Disolver 0,748 g de CIK puro y desecado en estufa y diluir
hasta un litro. Esta solucién es 0,01 N con réspecto al cloruro
y se usa para valorar la solucién NOzAg, -

5(b).3,5. Solucién soporte de electrdlito. Disolver 101 g de
nitrato potasico (NO;K) recristalizado (calidad reactivo) en
agua, efadir 82 ml de #4cido nitrico concentrade (NO;H) y
diluir la soluciéon en un litro.

5(h}).4. Procedimiento.

Transferir una alicuota de la solucién problema preferente-
mente que contenga menos de C,! meq de clorurc al vasc de
valoraciéon. Diluir en agua destilada hasta un total de 25 ml,
aproximadamente, Afiadir 2,5 ml de la solucién de electré-
lito.

Preparar la solucién de reféerencia anadiendo a 25 ml de
agua destilada 2,5 ml de la solucién soporte de electrélito y
dos gotas de la suspensidon de ClAg. Sumergir el juego de elec-
trodos de referencia, agitando ligeramente, cerrar el circuito
del pH-metro y anotar el potencial ohservado enr milivoltios.
Reemplazar la solucién de referencia por la solucién problema
que contenga la solucién soporte de electrdlito. Valorar agi-
tando suavemente con NOjAg 0,0t N hasta que el potencial
que indique la escala del peotenciémetro o pH-metro sea el mis-
mo que el anotado para la solucién de referencia. Anotar el
volumen de solucién de NO;Ag requerido,

5(b).5.

Calcular la concentracién de Cl—- en la solucién problema,
expresada en meq/l,

Cdlculo.

V-N

4

Cloruros en la solucion problema = 1.000

V = Volumen, en ml, de la solucion de NO;Ag.
N = Normalidad de la solucién de NOzAZ.
V' = Volumen, en ml, de la solucién problema.

5(b).8. Observaciones.

5(b).8.1. Los vasos de valoracion no deben exponerse a la
luz solar directa durante la valoracidén, lo que podria provocar
un cambio de potencial final, La agitacién excesivamente rapi-
da también puede cambiar el potencial final aiadiendo una
componente de potencial de corriente.

5(b).6.2. El uso de la solucién soporte de electrélito de alta
fuerza idénica dispensa de conocer al verdédero potencial de
equivalencia al mismo tiempo que ahorra las correcciones nece-
sarias por diferencia de fuerza idnica de la solucidén problema
o clase de electrélitos disueltos. El «potencial aparente de
equivalencia» que se obtiene es practicamente independiente
de las variaciones normales al diferente contenide de sales so-
lubles de la solucién problema,

5(b}.4.3. El procedimiento descrito ng diferencia entre los
iones clorurcs y bromuros,

5(b).8.4. Existen en el mercado diverscs equipos de valo-
racion de cloruros en los que la valeoracién queda automatica-
menta interrumpida cuando se produce un cambio brusco de
potencial o conductividad que equivale a la precipitacién de
todos los iones Cl— inicialmente presentes como ClAg.

Simultaneamente se expresa digitalmente la concentracién
de cloruros en la alicuota afiadida a la solucidén soporte, en la
que se realiza la valoracion.

5(b).7. Referencias.

1. Fisher, R, B., y Peter, D. G.: Quantitatives chemical ana-
lysis. Saunders, 1988, .

2. Golterman, H, L. Methods for chemical analysis cf fresh
waters. TBP Hb60, Blackwell Oxford, 1670, -

2. Kolthoff, I. M, v Kurola, P, K. Determination of traces
of chloride. Anal. Chem. 23: pp. 1034-1308. 1951.

4. Stout, P. R., y Johnson, C. M.: Methods of Scils Analysis.
Pat 2, pp. 1127-1129. American Society of Agronomy, 1985.

8. ALCALINIDAD
8.1:  Principio.

Se determina por valoracién con una solucién valorada en
un acido mineral fuerte 8 los puntos de equivalencia del bicar-
beonato (pH 8,2) y &acido rarbénico (entre pH 4,2 y 54), bien
sea potenciométricamente o por medio de indicadores. El segun-
do punto de equivalencia indica la alcalinidad total de la mues-
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tra, que puede ser debida a los siguientes iones: hidroxido, car-
bonatos y bicarbonates. El pH al que se produce dicha squiva-
lencia depende de la cantidad de CO; en solucién, Para una
mueéstra dada la eliminacién del CO; en solucidén cuando ia
valoracién se realice en atmésfera de nitrégeno o cuando se
hierve en las proxithidades del punto de viraje para suprimir
el CO;, produce un cambio mas brusco del potencial o del
color, pero'la posicién del punto de viraje no cambia.

Suponiendo que , las cantidades presenies en el agua de
SiO4H,, BOsH;, NH,, SH— y CO;Ca coloidal o en suspensién
sean despreciables, con las valoraciones mencionadas se pueden
determinar las concentraciones individuales de hidréxidos, car-
bonatos .y bicarbonatos.

6.2. Material ¥ aparatos. . —

8.2.1. Matraces Erlenmeyer de 200 ml.
6.2.2. Pipeta. . .
6.2.3. Bureta.
, 8.2.4. Potenciémetro.
8.3. Reactivos.

. 6.3.1. Acido sulfdrico o clorhidrico 0,1 N ¢ 0,05 N, segin-Ta
alcalinidad prevista de la muestra. 3
6.3.2. Indicador de fenolftaleina: Disolver 0,5 g de fenolfta-

leina en 50 ml de etanol de 95 por 108y aefiadir 50 m! de agua, -

_Afiadir gota a gota solucion de NaOH 0,05 N libre de CO; hasta
que el color se vuelva débilmente rosado. .

8.3.3. Indicador de anaranjado de metilo al 0,05 por 106 de
agua, - ) -

8.4. Procedimiento. i N

Tomar una alicucta que contenga menos de 1 meq de alcali-
nidad total y diluir hasta 50 ml con agua si fuese necesario.
Anadir dos gotas de 6.3.2 si se produce color; valorar con 6.3.1

- hasla que desaparezca el mismo. Anadir dos gotas de €.3.3 y
continuar la valoracién con 6.3.2 hasta el punto de viraje del
anaranjado de metilo. Caso de que exista dificultad en apreciar
el viraje, detener la valoracién en las proximidades de! mismo,
hervir el matraz durante unos minutos, dejar enfriar y conti-
nuar la valoracion. : ’

Hacer un.ensayo . en blanco con los reactivos y 50-ml de agua
y restar de los anteriores valores los encontrados en este ensayo,
caso de que fuesen apreciables. '

En caso de ulilizar potenciomettro, la primera valoracion de
ia muestra s¢ hara hasta pH = 8,8 y 1a segunda hasta pH = 4,0,

- _

6.5. Calculos.

a = ml de alicuota de la solucién problema.

= m! la lectura de la bureta en el punto de viraje de la fe-
nolftaleina después de corregir por ensayo en blanco.
mi la lectura de la bureta en el punto de viraje del ana-
ranjado de metilo ddspués de corregir por ensayo en blanco.
N = normelidad del acido.

Bl

N
]

Caso 1.* x < & z.
(OH-) = despreciable *
N - 1.000 N
(CO3=) = 2x —
a
N - 1.000
(COgH_) = (g — 2x) -——0
, a
Caso 2.° x> !z z )
o N - 1.000
(OH-) = 2x — z)
- a
. N - 1.000- :
(CO3=) = {22 — 2x) —
- a
(CO;H~) = despreciable
Caso 3.° x =% z.~

. Concentraciones meq/1
. {OH-) ¥ (CO3;H~} despreciables, aplicar para (CO3=)
cualquiera de las dos igualdades de Yos casos 1.°y 2.°
Todos los chos. _
: - - N - 1.000
Alcalinidad total = (CO3=) + (COsH ™) + (OH-) =2 .~—

a
66. Observaciones.

Todos los reactivos, asi como el agua usads en diluciones y
ensayos en blamnco, deben obtener un bajo contenido en CO,
prarticularmente cuando se trate de muestras con alcalinidad
baja. La eliminacion del CO, disuelto en el agua puede con-
seguirse mediante cualquiera de los dos procedimientos si-
guientes:

1) Reducir la presién durante diez a quince minutos con
una trompa de agua. :

2) Hervir durante diez a quince minutos y dejar enfriar en
un Erlenmayer con tapén. ’

8.7. Referencia.

1. Golterman, H. L.: Methods for chemical analysis of fresh
waters. IBP Handbook no. 8, Black Well Scientif. Publications.
Oxford, 1970. - .

7. CALCIO

7.1. Principio.
Determinacién directa por absorcién atémica,’

7.2. Material y aparatos.

7.2.1. Espectrofotémetro de absorcién atéomica.
7.2.2. Lampara para determinar calcio. - .
7.2.3. Matraces aforados de 50, 100 y 1.000 ml de capacidad.

7.3. Reactivos.
7.3.1. -Solucién patrén de Ca de 0,05 N.

Disolver 2,500 g de CO3zCa en 30 cc de CIH (1:3), gque se
afiade lentamente, Completar hasta un litro con agua destilada,

7.3.2. Sclucién de lantano al 6,5 por 100. ’ -

Disolver 76,22 g de 6xido de lantano en 300 ¢c de CIH (1:1);
afiadir lentamente v con cuidgdo, Completar hasta un litro con
agua destilada. -

7.4. Procedimiento.

7.4.1. Obtencién de la curva de calibrado.
Preparar a partir de 7.3.1 soluciones de Ca tonteniendo

1,0 meq, 0,5 meq, 0,2 meq y 0,1 meqg. A cada una de ellas se les

adiciona con 40 cc de 7.3.2. Medir a continuacién, en el espec-
trofotdmetro de absorcion atomica, las soluciones de calibrado
a 422,7 nm utilizando llama de aire-acetilenc. Con las lecturas
ohtenidas se traza la correspondiente curva de calibrado.

7.4.2. Valoracion.

Introducir en un matraz aforado de 50 ml, 25 ml de la mues-
tra y afiadir 2 ml de solucion de lantano 7.3.2. Completar a 50 m}
con agul destilada. Continuar como en 7.4.1.

7.5. Calculos.

Expresar los resultados indistintamente en meq o en mg
de Ca por litro de agua los que se obtienen a partir.de la curva
de calibrado, teniendo en cuenta la alicuota de muestra utili-
zada.

5. MAGNESIC

8.1. Principio.

Determinacion directa por absorcién atémica. .
8.2. Maierial ¥ aparatos.

8.2.1. Espectrofotémetro de absorcion atomica.

8.2.2. Lampara para determinar magnesio.
8.2,3. Matraces aforados de 50, 100 ¥ 1.00¢0 m! de capacidad.

8.3. Reactivos.
8.3.1. Solucién patrén de magnesio 0,05 N.

Atacar 0,600 g de metal puro con 30 cc de CiH (1:3), que se
afiade lentamende y calentando con suavidad. Una vez disuelto
v Irio el corjunto, completar hasta un litro con agua destilada.

8.3.2. Solucién de lantano al 8,5 por 100. : .

Disolver 78,22 g de oxido de lantano.en 300 cc de CIH (1:1):
afiadir lentamente y con cuidado. Completar hasta un litro cgn
agua destilada. : R

8.4. Procedimiento.

8.4.1. Obtencién de la curva de calibrado.

Preparar a partir de 8.3.1 soluciones de magnesio contenien-
do 1,0 meq, 0,5 meq, 0,2 meq ¥ 0,1 meq, A cada una de ellas se
les adiciona con 40 ¢c de la 8.3.2. Medir a continuacién, en el
espectrofotémetro de absorcidn atémica, las solucicnes de cali-
brado y 2852 nm utilizando llama de aire-acetileno. Con las
lecturas obtenidas se traza la correspondiente curva patrén.

842 Valoracién.

Intreducir en un matraz aforado de 50 ml, 25 ml de la mues- -
tra y afiadir 2 ml de solucién de lantano 8.3.2, Completar a 50 ml
“con agua destilada, Continuar como en 8.4.1.

8.5. Cdlculos. -

Expresar los resultadés indistintamente en meq 0 en mg de
agua, los que se¢ obtienen a partir de la curva de calibrado,

teniendo en cuenta la alicuota de muestra utilizada.
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%(a). NITRATOS

{(Método.colorimétrico)

-9(a).1. Principio. -

Reaccién de 10s nitratos con' la brucina en medlo sulfiirico

¥ posterior medida del color producido.

9(a).2.. Material y aparatos.

9(a).2.1. Espectrofotémetro o colorimetro aptos para lectu-
ras entre 400 y 425 nm:
9(a).2.2. Pipeta de seguridad.

- 9(a).3. Reactivos.

9(a).3.1. Solucién patréon de nitrato, Disolver 0,162 de
nitrato potdsico anhidro en agua destilada y diluir a un litro.
1 ml de esta solucién contiene 0,1 mg de NO3—:

g(a).32. Reactive brucina-acido sulfaniuco Disolver 1,0 g de
brucina y 0,1 g de &cido sulfanflico en uncs 70 ml de agua
destilade caliente, anadir 3 ml de Acido clorhidrico concentra-
do, dejar enfriar y diluir hasta 100 ml con agua destilada.

9(a).3.3. Solucién de acido sulfarico. Agregar con cuidado
sooadml de acido sulirico concentrado a 75 ml de agua des-
tilada, .

8(a).4. Procedimienio.
9la).4.1, Construccién de la curva patron. Tomar.partes ali-

’ ctw]tas de 9{a).3.1 y someterlas al procedimiento descnto en
9lal.4.2. . -

8(a).4.2, Determinacidn.

Introducir en un matraz aforado de 50 ml,
muestra, Afadir, mediante pipeta de seguridad,
8(al.3.2, vy a continuacién. 10 ml de 9(a).3.3. Mezclar bien y de-
jar en la oscuridad 10 + 1 minutos. Pasado este tiempo, afia-
dir, agitando, agua destilada hasta 40 ml y dejar en la oscu-
ridad durante 15 + 1 minutos. A continuacién colocar el ma-
traz en un vaso con agua, dejandolo en la oscuridad hasta
que adquiera la temperatura ambiente (generalmente quince
minutos), Acto seguido enrasar el matraz con agua destilada,
homogeneizar el conjunto, llevar al fotémetro y leer a 410 nm
en cubeta de 1 cm de paso de luz. El valor 100 de transmi-
tancia se obtiene con 2 ml de aguag destilada somet1da. al
mismo procedimiento indicado.

9(a).5. Cdlculos.

Calcular el contenido eﬁ nitratos mediante comparacién con
la correspondiente curva patrén, teniendo en cuenta el factor
de dilucidn. -

9(a).8. Observaciones.

9(a).8.1. En las condiciones cxtadas se pueden medir con-
centraciones de NO3— comprendidas entre 5 y 50 mg de NOs~
por litro, Si se desea -medir concentraciones ‘inferiores a la
minimg citada, puede concentrarse la muestra o emplear cu-
betas de 2 6 4 cm de paso de luz. Inversamente, si de lo que
se trata es de medir concentraciones superiores a la maxima
que admite el procedimiento, se puede diluir la muestm [}
emplear cubetas de 0,5 cm de paso de luz.

9(a).6.2. Los iones Fe++, Fet+++ y Mni+ pueden mterfenr
ligeramente si su concentracién e superior a 1 !J'ng/l.

9{a}.7,

2.0 mi de la

Referencias.

1. Standard Method, 14.* Ed., 1975, 427. ‘
2. AOAC Method, 12.* Ed., 1975, 614. , .

8(b). NITRATOS
, (Método por ultravioleta)
9(b).1. Principio. '
Absorcion de la radiacion uliravioleta por el ion nitrato.

8(b).2. Materigl y aparatos.

B(b) .21, Espectrofotémetro apto para lecturas a 220 y 275 nm.
9(b).2.2.- Matraz aforado de 50 ml,

8(b).2.3. Pipeta graduada de 25 ml,

9{b).3. Reactivos.

0b).3.1. Agua desionizada y destilada posteriormente en

aparato de.vidrio: Su empleo es necesario para la preparacnon
de todas las soluciones y diluciones.

8{b).3.2. Solucién patrén de nitrato. Disolver 0,7218 g de
NO3K en agua y diluir a un litro. Esta solucion contiene 100 mg
de N por litro (sclucién A). Diluir 100 ml de la solucién A &
1.000 ml con agua, 1 ml contiene 10 microgramos de N 0 44,3 mi-
crogramos de NO;,

9(b).3.3. Solucién de acido clorhfdrico 1 N.

9(b).3.4. Suspensién de hidréxido de aluminio. Disolver
125 g de alumbre de potasio en un litro de agua. Calentar a
80° C y afiadit4 ml de NHj, lentamente y con agitacién. Des-
pués de de]ar la mezcla en reposo por espacio de una hora,
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llevaria a un vaso. de des litros y lavar el precipitado por su-
cesivas adiciones ¥ decantaciones con agua, hasta eliminacién
de los iones cloruro, nitrato, nitrito ¥ amonio, Finalmente,
después de la sedimentacién, decantar tanto liguido como sea
posible, reseryando solamente la suspensién concentrada,

8(h).4. Procedimiento.

9(b).4.1. Proparaciéon de la muestra., Si se sospecha que
la muestra de agua contiene interferencias orgénicas o es co-
loreada, afadir 4 ml de la suspensién de hidréxido aluminico
a cada 100 ml de muestira en un Erlenmeyer. Agitar y dejar
sedimentar durante cinco minutos, Pasar a través de un filtro
de membrana de 0,45 micrag prevla.ment.e lavado con 200 ml de
agua,

A 50 ml de la muestra clanﬁcada como ge expresa anterior-
mente o a 50 ml de la muetra filtrada por métodos conven-
cionales, Afiadir 1 ml de HCl 1 N y agitar,

8{b).4.2. Construccién de la curva patrén. Tomar partes
alicuotas de 9(b).3.2 y someterlas. al procedimiento descrito en
3“’%&‘63' La concentracién estard comprendida entre § y 30 mg/1

L=} 37,

9{b).4.3. Determinacién. Leaer en el espectrofotometro a
220 nm para obtener la lectura correspondiente a los nitratos
¥ a 275 nm para obtener la interferencia debida a la materia
organica disuelta, El valor cero de absorbancia o 100 de tranms-
mitancia se ohtiiene con agua Q(b) 3.1 sometxda al mismo pro-
cedimiento indicado.

_8(b).s. Cadliculos. -
Restar la lectura a 275 nm multiplicada por dos de la lec-

-tura a 220 nm para obtener la absorbancia debida al-ion nitrato.

Calcular el contenido en nitratos mediante comparaciéon con
la correspondiente curva patron teniendo en cuenta el factor
de dilucién.

8{b).6. Observaciones.

g{b}.6.1. Interfieren la materia orgéanica, carbonatos, nitri-
tos, cromo hexavalente v detergentes anidnicos. Los carbonatos
se eliminaron al anadir HCl; la materia orgéanica, al restar su
absorbancia de la del nitrato. Cuando se conocen las cantida-
des presentes en la muestra de nitritos, cromo hexavalente y
detergentes anidnicos™ hay que construir las correspondientes
curvas de correccién para cada una de estas sustancias por me-
dida de sus absorbancias a 220 nm. El ion nitrito se puede tam-
bién oxidar a nitrato con agua oxigenada de 110 volumenes,
teniéndolo en cuenta en los.calculos.

"p(h).7. Referencia.

1. Standard Methods (APHA, AWWA y WPCF) 13.* edicién, 7
1971, 237.

10ta). AMONIO _
(Métode del reactivo de Nessler) -

10(a).1. Principio. .

El reactivo de Nessler (IzHg 2 K} produce con el amoniaco un
complejo amarlllo-pardo cuya intensidad de ceclor puede re-

- dirse.
10(a).2. Material y aparatos.
10(a).2.1, Espectrofotémetro o fotocolorimetro apto para lec-

turas entré 400 y 425 nm.

10{a).2.2. Equipo de desulacmn con corriente de vapor de
agua. -

10(a).3. 'Reactivos,

10(a).3.1. Oxido de magnesio, exento de amonfaco.

10(a).3.2. Solucién de acido bérico al 2 por 100.

10{a).3.3. Reactivo Nessler., Disolver 100 g de [;Hg anhxdro
y-70 g de 1K anhidro en el minimo volumen de agua posible.
Agregar esta disolucién lentamente y agitando a una solucién
fria. de 160 g de NaOH en 500 ml de agua.- Diluir el conjunto
hasta un litro con agua. Este reactivo debe dar el color carac-
teristico con 0,1 mg/l de NHjs dentro de los .diez minutos si-
guientes & su adicién y no producir precipitado con 4 mg/} de
NHj; el un espacio de tiempo de dos horas.

10{a).3.4. Solucién madre de NH,+. Diluir 0,367 g de suifa-
to amoénico en agua hasta un litro.

10¢a).3.5. Solucién patrén de NHy+. Diluir 100 ml de
10(a).3.4 con agua hasta un litro. 1 ml contiene 0,01 mg de NH,+.

10(al 4,

"10(a).4.1. Construccién de la curva patréon. Tomar partes
alicuotas de 10(a).3.5 y someterlas al procedimiento descrito
en 10(a).4.2, teniendo en cuenta la cantidad de muestra que
se utilizé en la destilacién y el volumen final del destilado.

Procedimiento,

10(a).4.2. Determinacion.

Poner en marcha el equipo de destilacién haciendo pasar
por el mismo vapor de agua durante cinco minutos, al menos,
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para eliminar del equipo posibles trazas de amoniace. Colocar
a continuacién en el matraz e destilacién una cantidad exac-
tamente medida de la muestra (250-300 ml), 0,5 g de MgO
[10{a} 3.1}, poner en marcha el equipo recogiendo el destilado
en un matraz Erlenmeyer del00 ml, en el que se han coloca-
do 5 ml de solucién de atido bérico 110{(a}.3.21. Cuando han
destilado alrededor de 50 ml, comprobar si el destilado esta

.ya libre de amoniaco, v si es asi, suspender la operacion, lle-

vando el destilado & 100 ml con agus destilada en matraz
aforado. Tomar 50 ml de la sclucién anterior, afladir 1 ml de
reactivo - Nessler [10(8).3.3] v mezclar el conjunto. Pasados
diez minfitos, llevar al espectrofotémetro donde se lee la absor-
bancia a 410-425 nm en cubeta de 1 cm de paso de luz. Como
patron cero utilizar 50 ml de agua sometidos al mismo tra-
tamiento que la muestra. ’

10{a).5. Cdlculos.

Calcular el contenido en amoniaco mediante comparacion
con la correspondiente curva patron, teniendo en cuenta el
factor de dilucién.

10(a).6. Observaciones.

10(a}.8.1. En las condiciones citadas se pueden medir con-
centraciones de amoniaco comprendidas entre 0,05 y 0,5 mili-
gramos de NHy+ por litro. 5i se desea medir ccncentraciones
inferiores & ia minima citada, se pueden emplear cubetas
de 2 & 4 cm de paso de luz, Si se trata de medir concentra-
ciones superiores a la méaxima que admite el procedimiento,
diluir la muestra o emplear cubetas de 0,5 cm de paso de luz.

10{a).?. Relerencias.

1. Standard Methods
cidn, 1875, 412.
2. AOQAC Methods, 12.* edicidn, 1975, 814.

(APHA, AWWA, WPCF), 14.* edi-

- 10(b). AMONIO
(Método volumetrico)

10(b}.1.

El amoniate destilado de la muestra se recoge sobre acido
borico con un indicador adecuado y se valora con acido sul-
furico de normalidad conocida. Aplicable a concentraciones
superiores de 2 mg/l del ion ameonio.

Principio.

10(h).2. Mauaterial y aparatos.
10(b).2.1. Equipo de destilacion con .corriente de vapor . de
agua,

10{(b}.3.

10(b}.3.1. Oxide de magnesio, exento de amoniaco.

10{b).3,2. Soluciéon de acido boérico al 2 por 100.

10(b).3.3. Indicador de Tshire Tasiro. Disuiver 0,125 g de
rojo de metilo y 0,080 g de azul de metileno en 100 ml de al-
cohol de 96,

10(b).3.4.

Reactivos.

Acide sulfurico 0,005 N.

10{b).4. Procedimiento.

Poner en marcha el equipo de destilacion haciendo pasar
por el mismo vapor de agua durante cince minutos al menocs,
para eliminar del equipc positles trazas de amoniaco. Colocar
& continuacién en el matraz 250 ml de muestra, 1 g de MgO
t16(b).3.1] y poner en marcha el equipo, recogiendo el desti-
lado en un matraz Erlenmeyer de 250 ml en ¢! gue se han
colocado 10- mi de soluciéon de éacido bérico 10(b).3.2 y dos
gotas del indicador 10(b}.3.3. Comprobar, cuando han destilado
alrededor de 50 ml, si el destilado esta ya libre de amoniaco,
vy si eg asi, bajar el Erlenmeyer para que el pico del destilador
quede por encima del liquido ya destilado; continuar la ope-
racién dos minutos mas, Acto seguido, valorar el destilado
con &cido sulfurico 10(b).3.4, El indicador vira en el punto
estequiomeétrico de verde a violeta. oL

10(b).5. Cdleulos.

El contienido de la muestra, expresado en mg de NH; por
litro, se obtiene aplicando la siguiente expresion:

NH,+ (mg/D) == a. f. 0,09 4

a = volumen, en mi, de acido sulfiricce gastado en la va-
loracion, :
f = factor de correccién de la normalidad del acido.

10(b}.8. Referencias.

i. Stendard Methods (APHA, AWWA, WPCF),
cion, 1075, 427
2. "AQAC Methods, 12.* edicidn, 1875, 514.

14.* edi-

e =g ]

11. NITRITOS
' 11.1. Printipio.

‘Reaccién con el acido sulanilico nn medio clorhidrico ¥
posterior medida espectrofotométrica del color desarrollado.

11.2. Material y aparatos.

= 11.2.1. Espectrofotometro que permita lecturas a 425 nm.
11.3. Reactivos.
11.3.1. Reactivo de Zambelli. Diluir 260 ml de &cido clorhi-

drico concentrado con 500 ml de agua desionizada. Anadir 5,0
gramos de éacido sulfanilico y 7,5 g de fenol, calentande sua-
vemente hasta disclucién, Dejar enfriar y agregar 135 g deo
cloruro aménico. Cuando todo esta disuelto, completar hasta
1 litro con agua desionizada.

11.3.2. Amoniaco concentrado (d = 0,925),

11.3.3. Soclucion patron de nitritos. Disolver 0,345 g de
NO;Na en agua desionizada hasta 1 litro; 1 ml equivale a
0230 mg de NO,— Esta sclucién se conserva hasta un mes
afiadiéndole 1 ml de cloroformo y manteniéndola en refrige-
rador, En caso contrario, deberd4 prepararse cada vez que se
vaya a utilizar.

11.4. Procedimiento.

11.4.1. Curva patrén. Preparar las soluciones necesarias a
partir de 11.3.3 mediante una o mas diluciones llevadas a 50 ml
con agua desionizada y sometidas a igual tratamiento de la
muestra. Como blanco, usar 50 ml de agua desionizada some-
tidos a idéntico tratamiente que la muestra.

11.4.2, Tomar 50 ml de la muestra en un vaso y afadir
mediante pipeta 2 ml del reactivo 11.3.1, mezclar bien y es-
perar durante diez minutos, A continuecién afadir con pipe-
ta 2 ml de 11.3.2. Homogeneizar el conjunto y esperar cinco
minutos. Llevar la solucion al espectrofotémetro y leer la ab-
sorbancia a 425 nm en cubeta de 1 cm de paso de luz. El
color es estable veinticuatro horas.

11.5. Interpretacién de resuliados,

Partiendo de los valores de absorbancia obtenidos, hallar,
mediante la curva patron, la concentracion de NO,— en la
muestra.

i2. SODIO
(Por fctometria de llama)
12.1. Principio.

Aspiracién directa de la muestra a la llama y lectura a
586 nin.

12.2.

12.2.1. Espectrofotémetro o fotémetro de lama, aptos para
efectuar lecturas a 586 nm. .

Material v aparatos.

12.3. Reactivos,

12.31. Solucién de 1.000 mg Na/l, Pesar 2,542 g de cloruro
sodico, previamenie desecado, y disolver en agua desionizada,
completando hasta 1 litro.

12.3.2. Soluciones patrones de 10, 20, 40, 80, 80 y 100 mili-
gramos Na/l. Diluir partes alicuotas de la solucion anterior
a volumen conveniente. :

12.3.3. Soluciones patrones de 1, 2, 4, 6, 8 y 10 mg Na/l. Di-
luir partes alicuotas de las soluciones anteriores a velumen
conveniente.

12.4. Procedimiento.

Dejar estabilizar el aparato. Seleccionar la longitud de onda
aspirando a la llama adecuada la solucién patrén de 100 mili-
gramos Na/l y recorrer cuidadosamente las proximidades de
la longitud de onda tedrica del sodic hasta encontrar aquella
en que se logra la maxima respuesta.

Obtener las curvas de calibrade con la escala de patrones
y & continuacion aspirar la muestra y efectuar la lectura.

12.5. Expresion de los resultados.

FEn mg ¢ meq de Na por litro de agua.

12.6. Observaciones.

12.6.1. Para reducir las posibles inierferencias, aiadir a la
muestra_ vy a las soluciones patrones litio u otro elemento
facilmente ionizable hasta una concentraciéon del orden de
1.500 ppm. ) -

12.6.2. Con determinado instrumental es necesario utilizar
patrones mas diluidos.

.

i2.7. Referencias.

1. Standard Methods

(APHA, AWWA, WPCF), 14" edi-
cién, 1875, .
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2 Instituto de Hidrologia: «Normas Analiticas de las Aguas-.
Madrid, 1875.

1. POTASIO
(Por fotometria de llama)

13.1. Principio.

Aspiraciéon directa de la muestra & la Hama y lectura a
763 nm. .

13.2. Material v aparatos.

13.2.1. Espectrofotémetro o fotémetiro de llama, apto para
efectuar lecturas a 765 nm. :

13.3. Heactivos.

13.3.1. Solucién de 1.000 mg K/l. Pesar 1,807 g-de cloruro
potdsico, previamente desecado, y diselver en agua desioni-
zada, completando hasta 1 litro.

13.3.2. Soluciones patrones de 10, 20, 40, 80, 80 100 mili-
gramos F./1. Dis~lver partes alicuotas de la solucion anterior
a volumen conveniente.

13.3.3. Soluciones patrones de 1, 2, 4, 8, 8 y 10 mg K/1. Di-
luir partes alicuotas de las soluciones anteriores a volumen
conveniente.

13.4, Procedimienio.

Dejar estabilizar el aparato. Seleccionar la longitud de onda
aspirando a la llama adecuada la solucién patrén de 100 mili-
gramos K/1 y recorrer cuidacdosamente las proximidades de la
longitud de onda tedrica del potasio hasta encontrar aquella
en que se logra’la maxima respuesta.

Obtener las curvas de calibrade con la escala de patrones
y a continuvacién aspirar la muestras y efectuar la lectura.

13.5. Expresién de los resultados.
En mg o meq de K por litro de agua.
13.8. Observaciones. .

13.8.1. Para reducir las posibles interferencias, afladir a la
muestra y a las soluciones patrones litio u otro elemento fa-
cilmente ionizable hasta wuna concentracién del orden de
1.500 ppm. L

13.6.2. Con determinado instrumental es necesario utilizar
patrones mas diluidos.

13.7. Referencias.

1. Standard Methods {APHA, AWWA, WPCF), 14* edi-
cidén, 1975. . .

2. Instituto de Hidrologia: <Normas Anasliticas de las Aguas».
Madrid, 1875.

ANEJO IX
METODOS DE ANALISIS DE PRODUCTOS DERIVADOS
- DE LA UVA
. VINOS

42, INVESTIGACION DE DERIVADOS MONOHALOGENADOS
DEL ACIDO ACETICO

42.1. Principio.

Extraccion de los derivados monohalogenados del acido acé-
tico con éter sulfurico previamente acidificado. Formacion de
tioindigo, de color rojo, que se extrae con: cloraformo.

El método permite detectar de 1.5 a 2 mg/l de acido mono-
cloreacético y las cantidades correspondientes de otrgs deriva-
dos monochalogenados,

42.2. Material y aparatos.

42.2.1. Eter sulfarico. '

42.2.2. Acido sulfurico (1 + 4) (v/v). :

42.2.3, Sulfato sdédico anhidro desecado en estufa a 105° C.

42.2.4. Hidrdxido sédico 0,5 N.

42.2.5, Acido tiosalicilico (2 mercaptobenzoico) al 3 por 100
{p/v} en NaOH 1,5 N.

42.2 8. Ferricianuro potasico al 2 por 100 {preparar inmedia-

tamente antes de usar).
42.2.7. Cloroformo.
42.2.8. Badio de agua.
42.2.9. Estufa eléctrica. .
42.2.10. Embudos de separacion.
42.2.11. Capsulas de porcelana 70-80 mm @.
42.2.12. Tubos de 150 X 15 mm con tapén esmerilado.
42.2.13. Tubos de 15¢ X 15 mm con llave inferior,

42.3. Procedimiento.
Introducir en un Erlermever de cc y boca esmerilada

) 500
100 ml de vino, 5 ml de Acldo sulfdarico (1 + 5) y, agitando,
100 m! de éter sulftrico, continuando en un agitador durante

una hora. Separar en embudo de decantacién y descartar la
capa interior. Afadir 8-10 g de sulfato sédico anhidro al ex-
tracto éter, agitando vigorosamente. Verter el éter en otro
embudo de 500 ml, agregando sucesivamente: 50, 2,5 y 2,5 ml
de NaOH 0,5 N, agitando un minuto cada vez y reuniendo las
tres capas inferiores alcalinas obtenidas.en un tubo con tapdn
esmerilado, en el cuel se habra vertido previamente 1 ml de la
solucién de &cide tiosalicilico. Agitar enérgicameonte durante
treinta segundos y transferir el contenido dei tubo a una cap-
sula de porcelana, evaporandc durante una horag en bafo de
agua (90-100° C), tiempo que habri de respetarse aun cuando
el agua se evapore mucho antes. .. ’

Si se formara una costra sobre la superficie, es convenien-
te romperla con una varilla fina de vidrio, lo que facilitara
la evaporacién. Pasado este tiempo, llevar la cédpsula con el
residuc seco a !a estufa mantenida a 200° C durante treinta mi-
nutos exactamente, pasados los cuales se retira y se deja en-
friar a la temperatura ambiente., Afiadir 2 ml de agua destila-
da que disolvera la mayor parte del extracto y recoger en un
tubo con llave en su parte inferior; agregar otros 2 ml de agua
destilada para lavar la cépsula y, por ultimo, 3 ml de solucién
de ferricianuro, recogiendo todo ello ¢on los primeros, agitan-
do bien el tubo durante treinta segundog para facilitar la oxi-
dacién., Conviene asegurarse de que todo el residuo se disolvid
bien en los 4 ml de agua destilada antes de anadir la solucidon
de ferricianuro. En presencia de un derivado monchalogenado
se desarrollarda una ccloracidén rojo-anaranjado (apenas percep-
tible para contenidos infericres a 0,1 mg), Agregar 3 ml de clo-
roformo; agitar alternativamente tres-cuatro veces y decabtar.
Si el extracto cloroférmico inferior se colorea de rojo-fucsia o
rosado, indica la presencia de -derivades monohalogenados del
acido acético. '

42.4. Referencias.

1. Recueil des Méthodes Internationales d’'Analyse des Vins.
O.1.V.A 35h.

2. Cabezuco, Gorostiza y Garrido: Determinacién de deri-
vados monohalogenados del acido acético. Instituto de Fermen-
taciones (1971, ATA, vol. II, nim, 1, paginas 145-151).

43. GRADO ALCOHOLICO EN POTENCIA
v

43.1. Principio.

Es el volumen en litros de alcohol susceptible de ohtenerse
gor fermentacion total de los azucares contenidos en 100 litros
& vino. '

43.2. Material y aparatos.
‘Como en 7(a).2 6 7(h).2.
43.3. Heactivos.

Como’en 7(a).3 & 7(b).3, -
43.4. Procedimiento.’

Como en 7(al 6 7(b).

43.5. Cdlculos.
: N-1

Grado alcohélico en potencia =
’ 17
donde:

N = g/l de azucares reductores de la muestra,.
44 GRADO ALCOHOLICO TOTAL

44.1. Principio.

Se considera el grado aicohé]ico total como la suma del
grado alcohodlico adquiride determinado segin 5fa) ¢ 5(b), ¥ del
grado alcohoélico potencial, determinade segln 43.

44.2. Cdlculo.

Grado alcohdlico total = Grado alcohdlico a&quirido + Grado
alcohdlico potencial.

7(c}. AZUCARES REDUCTORES
(Valoracién}
7(c}.1. Principio.

Eliminacién de las materias reductoras distintas de los azu-
careg reductores por defecacién, y posterior valoracién basada
en la accién reductora de los azucares sobre una solucidén
cupro-alcalina.

7(c).2. Material y aparatos.

7(c).2,1. Erlenmeyer de 300 ml con refrigerante de reflujo.
7(c).2.2. Material necesario para volumetria.
7(c).2.3. Bafio de agua.

7(c).3. Reactivos.
7(c).3.1. Solucién cupro-alcalina:’

Disolver por separado: 25 g de sulfato de cobre puro
(SO4Cu : 5H;O) en 100 ml de agua: 50 g de Acido citrico en
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300 ml de agua y 388 g de carbonato de sodio cristalizado en
300-400 ml de egue caliente, Mezclar la solucién de acido ci-
trico ¥ la de carbonatic de sodio. Afadir a continuacién la so-
lucién de sulfato de cobre y completar el volumen con agua
hasta un litro.

7(¢).3.2. Solucién de ioduro de potasio al 30 por 100. Con-
servar en frasco topacio.

7(c).3.3. Solucion de acido sulfurico al 25 por 100 en vo-
lumen. ) ’
7(c}.3.4. Solucidn de engrudo de almidén de 5 g/1; conten-

dra 200 g/1 de cloruro de sodio para &asegurar su CONservacion.
Esta sqlucién debe de ser mentenida diez minutes en ebulli-
cion en el momento de su preparacion.

7(c).3.5. Tiosulfato de sodio N/10. .

. 7(c).4, Procedimiento.

Poner en el Erlenmeyer de 300 mi, 25 ml de la solucién cupro-
alcalina y 25 ml del vino previamenie detecade segun 7(a) o
7({b). Este volumen afiadido no debe contener mas de 60 mg de
azicares reductores, .

Afiadir algunos granos de piedra pémez y llevar a ebullicién,
que debe de ser alcanzada en dos minutos, adaptando el Erlen-
meyer al refrigerante de reflujo y mantener exactamente du-
rante diez minutos la ebuilicidn.

Enfriar inmediatamente bajo corriente de agua fria. Anadir
10 ml de la solucion de ioduro de potasio al 30 por 100, 25 ml de

la solucién de acido sulfurico al 25 por 100 y 2 ml de engrudo
de almidon. A continuacién, velorar con la solucién 0,1 N de tio-
sulfato de sodio.

Efectuar una prueba en blanco, sustituyendo los 25 ml del
vino previamente defecados por igual volumen de agua desti-
lada y tratar como se ha indicado antes para lg muestra.

7(c).5. Cdlculos.

La cantidad de azOcar, expresada en azOcar invertido con-
tenida en la muestra analizada, se obtienc en la tabla 7(c).1 en
funcién del n’ — n de ml de tiosulfato utilizado.

Siendo:

n = Volumen, en ml, de solucién de tiosulfate de
0,1 N utilizados en la valoracion de la muestra.

n° = Volumen, en ml, de solucién de tiosulfato de sodio
0,1 N utilizados en la prueba en blanco.

sodio

) Expres_ar el contenido del vino en g de azucar invertido por
litro, teniendo en cuenta las diluciones efectuadas en el curso
de la defecacién del volumen de la muestra analizada.

7(c).8. Referencias.

1. Recueil des Méthodes Internationales d’Analyse des Vins,
O1V. A 4e 20-31,

TABLA 7(c)1

Azucares reductores, expresados en mg

Primera cifra decimal
M) N/10 de tiosulfato
de sodio

0 1 2 3 4 5 8 7 8 ]
0 0,0 0,3 0,8 1,0 1,3 1,8 1,9 2.2 2,6 2.8
1 3,2 3,5 3,8 4,2 - 4.5 4,8 51 54 5,7 6,1
2 6,4 6,7 7,1 74 7,7 &1 8,4 8,7 8,0 9,4
3 9,7 10,0 10,4 10,7 11,0 11,4 11,7 12,0 12,3 12,7
4 13,0 13,3 13,7 14,0 14,4 14,7 15,0 15,4 15,7 16,1
5 16,4 18,7 17,1 17,4 17.8 18,1 18,4 18,8 19,1 19,5
6 19,8 20,1 20,5 20,8 21,2 21,5 21,8 22,2 225 229
7 23,2 23,5 23,9 24,2 24,6 24,9 25,2 25,8 25.9 26,3
8 26,8 28,9 27,3 27,6 2e.0 28,3 28,8 28,0 20,3 29,7
] 30,0 30,3 30,7 31,0 31,3 31,7 32,0 32,4 32,7 33,0
10 4 33,4 33,7 34,1 34,4 34,8 35,1 35,4 35,8 36,1 38,