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detalles de empleo y carrera administrativa, eco-
nomico-financiero, datos de transacciones.

7. Cesiones de datos que se prevén: instituto
Nacional de la Seguridad Social, a efectos de su
propia gestion; Agencia Estatal Tributaria, a efectos
fiscales, y entidades bancarias colaboradoras, a
efectos de hacer efectivo el pago de la némina.

8. Servicio o unidad ante el que pueden ejer-
citarse los derechos de acceso, rectificacion y can-
celacién, cuando proceda: Centro de Proceso de
Datos.

9. Plazo para rectificar o cancelar datos: El esta-
blecido reglamentariamente. _

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

«Numero 5 1. Fichero automatizado de suscriptores
de la revista “Politica Cientifica”

1. Responsable: Comision Interministerial de
Ciencia y Tecnologia: ‘ )

2. Finalidad: Envio de la revista “Politica Cien-
tifica” a las personas suscritas a la misma.

3. Uso: Envio de la revista “Politica Cientifica”.

4. Personas o colectivos sobre los que se pre-
tende obtener datos de caracter personal o que
resulten obligados a sumiriistrarlos: Personas inte-
resadas en la materia que trata la revista.

5. Procedimiento de recogida de datos de
caracter personal: Declaraciéon del interesado en
soporte papel. ]

6. Estructura basica del fichero automatizado
y descripcién de los datos de cardcter personal.
Tipos de datos: De caracter identificativo, y de deta-
lles empleo y carrera administrativa. .

7. Cesidn de datos que se prevén: A la entidad
colaboradara que ejecuta los envios.

8. Unidad o servicio ante el que pueden ejer-
citarse los derechos de acceso, rectificacion y can-
celacién cuando proceda: Gabineté de la Secretaria
de Estado de Universidades e Investigacién.,

9. Disposiciones que amparan la creacion del
fichero: Ley 13/19886, de 14 de abril, de Fomento
y Coordinacién General de la Investigacion Cien-
tifica y Técnica: '

Nimero 52. Fichero automatizado de ayudas
de educacion especial

- 1. _Responsable: Direccion General de Forma-

cion Profesional Reglada y Promocién Educativa.

2. Finalidad: Gestion del concurso de adjudi-
cacion de estas ayudas.

3. Uso: Informacién sobre solicitudes, gestion
administrativa y estadistica interna.

4. Persona o colectivos sobre los que pretende
obtener datos de cardcter personal 0 gue resulten
obligados a suministrarlos: Estudiantes de ensefan-
zas medias que sean beneficiarios de becas de edu-
cacidn especial del Ministerio de Educacion y Cien-
cia.’ ‘ ' _

5. Procedimiento de recogida de datos de
caracter personal: Declaraciones a formularios.

6. Estructuras basicas del fichero automatizado
y descripcion de los datos de caracter personal
incluidos en el mismo. Tipos de datos: De caracter
identificativo, de caracteristicas personales, econd-
mico-financiero. - :

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

8. Servicio o unidad ante el que pueden ejer-
citarse los derechos de acceso, rectificacion y can-
celacion cuando proceda: Subdireccion General de
Becas y Ayudas al Estudio.

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

. Quinto.—La presente Orden entrara en vigor el dia
siguiente al de su publicacion en el «Boletin Oficial del
Estadon».

Madrid, 20 de febrero de 1995.
SUAREZ PERTIERRA

Excmos. Sres. Secretarios de Estado e llmo. Sr. Sub-
secretario.

'MINISTERIO DE LA PRESIDENCIA

5541 REAL DECRETO 2257/1994, de 25 de
noviembre, por el que se aprueba los métodos
oficiales de andlisis de piensos o alimentos

para animales v sus primeras materias.

Como consecuencia de la plena integracion de Espa-
fia en la Comunidad Europea, y de la consiguiente nece-
sidad de armonizar la legislacién espafiola con la nor-
mativa comunitaria, se publicé la Orden de 23 de mayo
de 1989, por la que se aprueba los métodos oficiales
de analisis de piensos o alimentos para animales y sus
primeras materias. :

La posterior promulgacion de la Directiva 92/89/CEE,
de la Comision, de 3 de noviembre, por la que se modifica
el anexo | de la cuarta Directiva 73/46/CEE, por la que
se determina métodos de analisis comunitarios para el
control oficial de los alimentos para animales; de las
Directivas de la Comisién 92/95/CEE, de 9 de noviem-
bre,y 94/14/CE, de 29 de marzo, por las gue se modifica
el anexo de la séptima Directiva 76/372/CEE, que esta-
blece métodos. de anélisis comunitarios para el control .
oficial de piensos; y de ias Directivas 93/70/CEE. de
la Comision, de 28 de julio, 93/117/CEE, de la Comisién
de 17 de diciembre, por las que se fijan métodos de
andlisis comunitarios para el control oficial .de los ali-
mentos para animales, y 93/28/CEE, de la ‘Comisién,
de 4 de junio, por la que se modifica el anexo | de
la tercera Directiva 72/199/CEE, por la que se determina
meétodos de analisis comunitarios para el control oficial
de los alimentos para animales, hacen necesaria la apro-
bacion en el ambito interno de la carrespondiente norma
de transposicidn a fin de incorporar los métodos de ana-
lisis comunitarios en aquéllas previstos, modificando en
lo que es preciso los métodos de analisis inicialmente
recogidos en la Orden de 23 de mayo de 1989, ya citada,
o ahadiendo otros que no estan contemplados en ella.

El presente Real Decreto se dicta al amparo de lo
dispuesto en el articule 40.2 de la Ley 14/1986, de
25 de abril, General de Sanidad, y del articulo 149.1.16.2
de la Constitucion.

En la tramitacion del presente Real Decreto han sido
consultadas las entidades y organizaciones del sector
afectadas por el mismo.
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En su virtud, a propuesta de los Ministros de Agri-
cultura, Pesca y Alimentacién, de Sanidad y Consumo,
de Economia y Hacienda y de Industria y Energia, previo
informe de la Comisién Interministerial para la Ordena-
cidn Alimentaria, de acuerdo con el Consejo de Estado
y previa deliberacion del Consejo de Ministros en su
reunion del dia 25 de noviembre de 1994,

DISPONGO:

Articulo 1.  Objeto. i

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

Articulo 2. Supuesto de inexistencia de métodos ofi-
ciales.

Cuando no existan métodos oficiales para determi-
nados analisis de piensos o alimentos para animales y
sus primeras materias, y hasta que sean aprobados,
podran ser utilizados tos establecidas en normas nacio-
nales vigentes o aquellos métodos internacionales de
reconocida solvencia.

Disposicion adicional GUnica.  Cardcter bdsico.

Lo dispuesto en el presente Real Decreto tiene el
caracter de normativa basica estatal en materia de bases
y coordinacion de la planificacion general de la actividad
econdémica -y de la sanidad, contenidas en el articulo
149.1.16.2 de la Constitucion.
Disposicion derogatoria Unica. Derogacién normativa.

Quedan derogadas las disposiciones de igual o infe-
rior rango que se opongan al presente Real Decreto vy,
en particular, la Orden de 23 de mayo de 1989, por
la que se aprueba ios métodos oficiales de andlisis de

piensos o alimentos para animales y sus primeras mate-
rias.

Disposicion final primera.  Facultades de desarrolio.

Se faculta a los Ministros de Agricultura, Pesca y Ali-
mentacion, de Sanidad y Consumo, de Economia y
Hacienda y de Industria y Energia, para dictar, en el 4mbi-
to de sus respectivas competencias, las disposiciones
necesarias para el cumplimiento y aplicacion de lo dis-
puesto en el presente Real Decreto. '

Disposicion final segunda. Entrada en vigor.

_ El presente Real Decreto entraré_en vigor el dia
siguiente al de su publicacién en el «Boletin Oficial del
Estadon. -

Dado en Madrid a 25 de noviembre de 1994.
JUAN CARLOS R.

€l Ministro de la Presidencia,
ALFREDO PEREZ RUBALCABA

ANEXO

Métodos oficiales de analisis de piensos
Y Sus primeras matetrias

1. Preparacion de la muestra para anélisis
.y disposiciones generales

1.1 Principio. La preparacion de las muestras para
el anaiisis debe conseguir que sean lo mas homogéneas
y representativas posibles. )

En general, los métodos de andlisis son aplicables
a todo tipo de piensos y sus materias primas. Deter-
minados piensos requieren modalidades analiticas par-
ticulares, que se prevén en la descripcion de los meétodos
correspondientes. )

Cuando estén indicados dos o mas métodos para
la determinacién de un mismo componente de un pienso,
la eleccion del método aplicable, salvo indicacidn en con-
trario, correspondera al laboratorio de control; no obs-
tante, se indicara en el boletin de analisis.

1.2 * Material y aparatos. En la descripcion de los
métodos de analisis unicamente se indican los instru-
mentos ¢ aparatos especiales o qgue exigen normas espe-
ciales. Se considera superfluo mencionar todos los apa-
ratos o utensilios que forman parte de la instrurmentacion
corriente de los laboratorios de control. '

.Por lo demas, cuando se haga referencia a agua para
{as diluciones o lavados, se entendera siempre gue se
trata de agua destilada. Andlogamente, cuando se haga
referencia a una solucién, sin mas indicaciones, se enten-
der& que se trata de una solucién en agua destilada.

1.3 Reactivos. Todos los reactivos deben ser de cali-
dad contrastada para el método de analisis (p.a.). Para
el andlisis de oligoelementos la pureza de los reactivos
debe ser controlada por una prueba en blanco. Segun
el resultado se puede requerir una purificacion suple-
mentaria.

1.4 Preparacién de la muestra-procedimiento. El
andlisis quimico debe hacerse necesariamente sobre una
muestra homogénea. Por el contrario, ciertas determi-

_haciones macroscopicas, asi como la determinacion de
la humedad, deben hacerse sobre la muestra en el esta-

do en que se encuentre al llegar al laboratorio. Para
tener en cuenta esta doble exigencia, se dividira la mues-
tra en dos partes. Una de elias sera apartada en el estado
en que se encuentra; la otra se preparard para el analisis
quimico del modo que se indica seguidamente:

-Dividir la muestra con ayuda de un aparato mecanico
o manualmente, después de haber mezclado cuidado-
samente la totalidad en una superficie limpia y seca.
En el uitimo caso, es conveniente aplicar el método- de
los cuartos, que consiste en tomar sucesivamente mues-
tras en dos sectores opuestos. Por ultimo, tomar para
el analisis una porcién de 100 g aproximadamente y
triturar, si es preciso, para que la totalidad pase por un
tamiz de luz de malla de 1 mm. _

Introducir inmediatamente esta muestra en un reci-
piente seco provisto de cierre hermético y tapar.
" Si la muestra estd himeda, hay que proceder a una
predesecacion, para que el grado de humedad se situe
en un valor comprendido entre el 8 y el 12 por 100.
Con este fin, desecar la muestra a una temperatura ade-
cuada en el tiernpo preciso.

1.5 BResultados. El resultado que se mencionara en
el boletin de analisis sera el valor medio obtenido a partir
de dos determinaciones por lo mencs. Salvo disposicion
en contrario, 5@ expresara en porcentaje de la muestra
original, tal como haya llegado al laborataorio. El resultado
no debe incluir mas cifras significativas que lo que per-
mita la precisidon del método de analisis.

1.6 Referencias. Primera Directiva Comunitaria de
15 de junio de 1971. 17/250/CEE. «Diario Oficial de
las Comunidades Europeas» numero L. 155, de 12 de
juliode 1971.- ‘

‘2. Alcaloides en altramuces

2.1 Principio. Los alcaloides 5on puestos en solucion
en una mezcla de éter dietilico y de cloroformo, extra-
yéndose por acido clorhidrico. Los alcaloides son pre-
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gipitados por el &cido silico-tingstico. incinaerados y pasa-
0s. : :
2.2 Material y aparatos.

2.2.1 Agitador mecanico.

2.2.2 Cépsula de incineracion de platino, cuarzo o
porcelana.

2.2.3 Horno de mufla eléctrico.

2.3 Reactivos.

2.3.1 Eter dietilico.

2.3.2 Cloroformo.

2.3.3 Solucién de hidroxido sodico 4N.

2.3.4 Acido clorhidrico 0,3N. -

2.3.5 Cloruro de sodio.

2.3.6 Solucién al 10 por 100 (p/v) de acido sili-
co-tangstico {5i0,12W0,. 26 H,0).

2.4 Procedimiento. Pesar, con aproximacién de 5
mg. 15 g de la muestra e introducirla en un recipiente
de unos 200 ml provisto de tapon esmerilado. Afadir
100 ml de eter dietilico y 50 ml de cloroformo exac-
tamente medidos e inmediatamente y con la ayuda de
una bureta graduada, 10 ml de la solucién de hidroxido
sodico. Agitar vigorosamente al principio para evitar la
formaciéon de grumos, continuando la agitacién a inter-
valos; dejar reposar hasta el dia siguiente. Si el liquido
sobrenadante no esta totalmente limpio afadir algunas
gotas de agua; filtrar la capa de étercioroformo. Recoger
50 ml del filtrado en un matraz aforado de 50 ml y
traspéasarlos cuantitativamente con la ayuda de 50 ml
de éter dietilico a una ampolla de decantacién de 150
ml. Extraer tres veces sucesivas con 20 ml de &cido
clorhidrico, dejar decantar y recoger el extracto acido
después de cada extraccion. Reunir los extractos acidos
en un matraz de 250 ml y eliminar las Gitimas trazas
de éter y del cloroformo calentado ligeramente. ARadir
alrededor de 1 g de cloruro de sodio, dejar enfriar vy
precipitar los alcaloides mediante la solucién dei cido
silico-tingstico {2.6.1). Agitar mecénicamente durante
30 minutos, dejar reposar durante una noche, filtrar
sobre filtro de cenizas conocidas -y lavar el precipitado
sucesivamente por dos veces con 10 ml y dos veces
con 5 ml de acido clorhidrico.

Situar el filtro que contiene el precipitado en una cap-
sula de incineracion e incinerar a 900 °C. Dejar enfriar
¥ pesar. : : :

2.5 Calculos. Porcentaje de alcaloides = 0,2P.
Siendo:

P = Peso de las cenizas.
Expresar los resultados en porcentaje de la muestra.

2.6 Observaciones. Afadir solucién silico-tiingstica
hasta que se vea que no se forma mas precipitado blanco
lechoso del alcaloide.

2.7 Referencias. Primera Directiva Comunitaria de
15 de junio de 1971 (71/250/.CEE). Diario QOficial de
las Comunidades Europeas nimero L 155, de 12 de
juliode 1971.

3. Proteina bruta (proteina fotal)

3.1 Principio. La muestra se mineraliza con. acido
sulfirico en presencia de un catalizador. La solucion aci-
da se alcaliniza mediante una solucién de hidréxido sédi-
co. El amoniaco es destilado y recogido en una cantidad
medida de acido sulflrico, cuyo exceso es titulado por
una solucién valorada de hidréxido de sodio.

Este método permite determinar el contenido en pro-
teinas brutas de los piensos a partir del contenido en
nitrégeno, determinado segin el método de Kjeldahl.

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

3.3 Reactivos.

3.3.1 Sulfato potasico.

3.3.2 Catalizador: Oxido cuprico, CuQ, o sulfato
cuprico cristalizado pentahidratado, CuS0,4.5H50.

3.3.3 Zinc granulado.

3.3.4 Acido sulfdrico pao = 1,84 g/l

3.3.5 Acido sulfarnico C (/2 H,50,) = 0,5 mol/l.

3.3.6 Acido sulfarico C (/2 H,504) = 0,1 mol/l.

3.3.7 Indicador de rojo de metilo: Disolver 300 mg
de rojo de metilo en 100 ml de etanol, £ = 95-96 por
100 (v/v}.

3.3.8 Selucién de hidroxido de sodio (puede utili-
zarse el grado técnico} o = 40 g/100 ml (m/v: 40 por

100).

3.3.9 Solucién de hidroxido de sodio, ¢ = 0,25
mol/1.

3.3.10 Solucién de hidroxido de sodio, ¢ = 0,1
mol /1.

3.3.11 Piedra pomez en granulos, lavada con acido

clorhidrico y calcinada.

3.3.12 Acetanilida {(punto de fusion = 114 °C, nitré-
geno = 10,36 por 100)

3)'.3.13 Sacarosa (libre de compuestos nitrogena-
dos).

3.4 Procedimiento.

3.4.1 Mineralizacion. Pesar 1 g de muestra con una
precision de 0,001 g y transferir dicha cantidad al matraz
del aparato mineralizador. Anadir 15 g de suifato pota-
sico (3.3.1), una cantidad apropiada de catalizador
(3.3.2) (0.3 a 0,4 g de oxido ciprico 0 0.9 a 1,2 g
de sulfato cuprico pentahidratado), 25 ml de acido sul-
furico (3.3.4) y algunos granulos de piedra pémez
(3.3.11). Homogeneizar. Calentar el matraz primero con
moderacion y agitando de vez en cuando, si es necesario,
hasta la carbonizacién de la masa y la desaparicién de
la espuma; después, mas intensamente hasta la ebu-
llicién regular del liquido. El calentamiento es adecuado
cuando el acido en ebullicién se condensa en las paredes
del matraz. Evitar el recalentamiento de las paredes y
la adhesidn sobre ellas de particulas organicas. Cuando
la solucion se vuelva transparente, de color verde claro,
mantener la ebullicién durante otras dos horas. Después
dejar enfriar.

3.4.2 Destilacién. Afiadir con precaucion agua sufi-
ciente para disolver cgmpletamente los sulfatos. Dejar
enfriar y afadir a continuacién algunos granulos de
zinc (3.3.3). :

Introducir en el matraz colector del aparato destilador
25 ml, medidos con exactitud, de 4cido sulfurico {(3.3.5
¢ 3.3.6), segan el contenido supuesto de nitrogeno y
algunas gotas del indicador rojo de metilo (3.3.7).

Conectar el matraz de mineralizacion al refrigerante
dei aparato destilador y sumergir 1a extremidad del refri-
gerante en el liquido del matraz colector a una profun-
didad minima de 1 cm (véase la observacion 3.7.3). Intro-
ducir lentamente en el matraz de digestion 100 mi de
solucién de hidroxido de sodio (3.3.8) sin pérdida de
amoniaco {3.7.1). .

Calentar el matraz hasta la destilacion compieta del
amoniaco.

3.4.3° Titulacion. Titular el exceso de acido suifidrico
del frasco colector mediante la solucidén de hidréxido
de sodio {(3.3.9 & 3.3.10), segun la concentracion del
acido sulfarico utilizado, hasta alcanzar el punto final.

3.4.4 Prueba en blanco. Para confirmar que los reac-
tivos estan exentos de nitrdgeno, efectuar una prueba
en blanco (mineralizacién, destilacidon y titulacién) uti-
lizando 1 g de sacarosa (3.3.13) en lugar de la muestra.
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3.6 Calculo de los resultados. Ei contenido en pro-
teina bruta se calcula con arreglo a la siguiente férmula:

(Vo— Vq) xcx0,014 x 100 x 6,25
m

Siendo:

Vo= Volumen {ml}) de NaOH (3.3.9 ¢ 3.3.10) uti-
lizados en la prueba en blanco.

Vi =Volumen {ml) de NaOH (3.3.9 ¢ 3.3.10) utili-
zados en la titulacion de la muestra.

c = Concentracion (mol/l) de hidroxido de sodio
(3.3.96 3.3.10).

m = Masa {g) de la muestra.

3.6 Comprobacion del método. *

3.6.1 Repetibilidad. La diferencia entre los resulta-
dos de dos determinaciones paralelas efectuadas con
una misma muestra no debe sobrepasar:

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

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

— 0.4 por 100 en valor absoluto, para los contenidos
superiores al 40 por 100,

3.6.2 Exactitud. Efectuar el anéalisis {mineralizacién,
destilacién vy titulacion) en 1,6 a 2,0 g de acetanilida
(3.3.12) .en presencia de 1 g de sacarosa (3.3.13); 1
g de acetanilida consume 14,80 ml de acido sulfirico
(3.3.5). La recuperacion debe ser del 99 por 100, como
minimo.

3.7 Observaci"ones.

3.7.1 El aparato puede ser manual, semiautomaético
0 automatico. Si el aparato exige un trasvase entre mine-
ralizacién y destilacion, dicho trasvase debe realizarse
sin pérdida. Si el matraz del aparato de destilacion no
esta provisto de un embudo con llave, afiadir la solucién
de hidroxido inmediatamente antes de .conectar el
matraz al refrigerante, dejando resbalar el liquido len-
tamente por las paredes.

3.7.2 'Si el producto de la mineralizaciéon se soli-
difica, empezar de nuevo la determinacién utilizando una
cantidad de acido sulfurico {3.3.4) mayor que la espe-
cificada anteriormente.

3.7.3 Para los productos con un contenido bajo en
nitrégeno, el volumen de acido sulfdrico {3.3.6) que ha
de introducirse en el frasco colector podra reducirse,
_si fuera necesario, a 10 .6 15 ml y completarse con
agua hasta 25 ml.

3.8 Referencias. Directiva 93/28/CEE. «Diario Ofi-
gia!&eglgs Comunidades Europeas» L 179, de 4 de junio
<] .

4(a) Grasa bruta (sin hidrdlisis previa)
4(a).1

petroleo. El solvente se destila y el residuo se seca y

se pesa.

El método permite determinar el contenido en mate-
rias grasas brutas en piensos. No es aplicable al analisis
de semilias y frutos oleaginosos definidos en el Regla-
mento numero 136/66/CEE, del Consejo, de 22 de sep-
tiembre de’' 19686. .

Aplicable a las materias primas de origen vegetal,
a ‘excepcion de aquellos en que sus materias grasas no
son completamente extraibles con éter de petréleo sin
hidrolisis previa. En dichas excepciones se incluyen entre
otros los glitenes, las levaduras, las proteinas -de soja
y las patatas. Este procedimiento se aplica igualmente
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a los piensos compuestos, con excepcién de los que
contienen leche en plovo o cuyas materias grasas no
son totalmente extraibles con éter de petrdleo sin hidré-
lisis previa.

4(a).2 Material y aparatos.

4(a).2.1 Extractor. Si el aparato lleva un sifén (tipo
Soxhlet) regular el volumen de reflujo de manera que
se obtengan al menos 10 ciclos por hora. Si el aparato
no tuviera sifén, el volumen de liquido sometido a reflujo
serd de unos 10 ml por minuto.

4{a).2.2 Cartuchos de e.traccién, exentos de mate-
rias-solubles en éter de petrdleo, y cuya porosidad sea
compatible con las exigencias del punto 4{a).2.1.

4{a).2.3 Estufa de desecacién, bien con vacio a
75 °C £ 3 °C o bien a presién atmosférica a
100°C £ 3°C. .

4(a).3 Reactivos.

4{a}.3.1 Eter de petrdleo, intervato de ebullicion: 40
a 60 °C. El indice de bromo debe ser inferior a 1 vy
el residuo de evaporacién inferior a 2 mg/100 ml.

4(a).3.2 Sulfato de sodio, anhidro. ’

4{a).3.3 Piedra pdmez o perlas de vidrio.

4{a).4 Procedimiento.

4(a).4.1 Pesar, con precision de 1 mg. 5 g de la
muestra e introducirlo con tapdn de algodéon desgrasado.

Poner el cartuchc en el extractor [4{a).2.1] extrayendo
durante seis horas con éter de petrdleo [4(a).3.1). Reco-
ger el extracto en un matraz seco previamente tarado,
en el que haya algunos fragmentos de piedra pémez.

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

4(a)4.2 Para los productos de elevado contenido
en materias grasas, dificiles de triturar o no apropiadas
para la toma de una muestra reducida homogénea, pro-
ceder como se indica:; :

Pesar, con precision de 1 mg, 20 g de la muestra

y mezcla:ios con 10 g 0 mas de sulfato de sodio anhidro.
. Extraer con éter de petréleo [4{a).3.1] segin se indica
en 4{a).4.1.

Completar el extracto obtenido hasta 5600 ml con
éter de petrédleo [4{a).3.1] vy homogeneizar. Introducir
50 ml de ta solucién en un pequefio matraz seco y tarado,
que contenga algunos fragmentos de piedra pémez
[4(a).3.3]. Eliminar el solvente mediante destilacion,
secar y continuar con el método operatorio indicado en
el dltimo parrafo del punto 4(a).4.1. Valor (a).

Eliminar el disolvente del residuc de extraccién que
se encuentre en el cartucho. Triturar el residuo a un
tamano de particula de 1. mm. Colocarlo de nuevo en
el cartucho de extraccion (no afiadir sulfato de sodio)
y continuar con el método operatorio, segun se indica
en los parrafos segundo y tercero del punto (4(a).4.1.).
Valor (b). . : '

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

Seguln 4(a).4.2, el contenido en materias grasas bru-
t_aslen porcentaje de la muestra viene dado por la fér-
mula:

(10a+b)x5
Siendo:

o a= Masa, en gramos, del residuo de la primera extrac-
cion {parte alicuota del extracto).
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b=Masa, en gramos, del residuo de la segunda
extraccion.

_ La diferencia entre los resultados de dos determina-
ciones paralelas gfectuadas sobre una misrma muestra
por el mismo analista no debe rebasar;

— 0.2 por 100 en valor absoluto, para contenidos
en materias grasas brutas inferiores al 5 por 100.

— 4.0 por 100 del resultado méas alto para los con-
tenidos detl 5 al 10 por 100.

— 0.4 por 100 en valor absoluto, para los contenidos
supericres al 10 por 100.

4{a).6 Referencias. Directiva de la Comisién de 20
de diciembre de 1983, modificaciin a la Directiva
71/393/CEE. «Diario Oficial de ias Comunidades Euro-
peas» numero L 15/28, de 18 de enero de 1984, Méto-
do niimero 4.

4(b) Grasa bruta (ccn hidrdlisis préw’;a)

4{b).1 Principio. La muestra se trata en caliente con
dcido clorhidrico. Dejar enfriar la mezcia v filtrar. Tras
haberla lavado y secado, se extrae con éter de petrdleo.
El solvente se destila y el residuo se seca vy se pesa.

£l método permite determinar el contenido en mate-
rias grasas brutas de los piensos. No es aplicable al ana-
lisis de semillas y frutos oleaginosos definidos en el
Reglamento nimero 136/66/CEE, del Consejo, de 22
de septiembre de 1966.

Aplicable a los piensos simples de origen animal, asi
como a los mencionados en el método 4{a).1, como
excepciones a dicho procedirniento. . :

4{b).2 Material y aparatos. Los mismos gue en
4{a).2. ‘ .

4(b}).3 Reactivos.

4(b}.3.1 ~ Eter de petréieo, intervalo de ebullicién: 40
a 60 °C. El indice de bromo debe ser inferior a 1 y
el residuo de evaporacion inferior a 2 mg/100 ml.

4(b}.3.2 Acido clorhidrico 3N.

4(b}.3.3 Coadyuvante de filtracidn, por ejemplo
tierra de diatomeas. : ‘

4(b}.3.4 Piedra pémez o perlas de vidrio.

4(b).4 Procedimiento. Pesar, con aproximacién de
1 mg, 2.5 g de muestra (para muestras pobres en mate-
rias grasas puede aumentarse a b g). introducirlos en
un vaso de precipitade de 400 ml, o en un erienmeyer
de 300 ml, afadir 100 m! de acido clorhidrico 3N
[4(b).3.2] y algunos fragmentos de piedra pamez. Cubrir
el vaso con un vidrio de reloj o conectar al erlenmeyer
un refrigerante de reflujo. Llevar la mezcla a ebullicion
suave, utilizando una pequefia llama o una placa cale-
factora; mantener la ebuilicion durante una hora. Evitar
que el producto se adhiera a las paredes del recipiente.

Enfriar y afiadir suficiente coadyuvante de filtracién
[4(b).3.3], para evitar la pérdida de materias grasas
durante la filtracion. Filtrar con doble papel de filtro
humedecido, exento de materias grasas. Lavar el residuo
con agua fria hasta la neutralidad del filtrado. Comprobar
que éste no contenga materias grasas. Su presencia indi-
caria la necesidad de realizar una extraccion de la mues-
tra con éter de petréleo, previa a la hidrdlisis, segun
el método 4a).

Poner e! doble papel de filtro que contiene el residuo
sobre un vidrio de reloj y secarlo durante una hora vy
media en la estufaa 100 °C £ 3 °C.

Introducir et doble filtro conteniendo el residuo seco
en el cartucho de extraccion [4{a).2.2] v cubririo con
un tapon de algoddon desgrasado. Poner el cartucho en
el extractor [4{a}.2.1] vy seguir-ei modo operatorio
indicado en los parrafos segunido y tercero del
punto 4{a).4.1.

4{b).5 Cédlculos. Como en 4(a).5.1.
4(b).6 Referencias. La misma que en método 4{a).

5. Cloruros

5.1 Principio. Los cloruros se solubilizan en agua,
defecandose la solucion si contiene materias organicas,

" posterior acidificacion de la misma con écido nitrico y

precipitacion de los cloruros con nitrato de plata. El exce-
so de nitrato se valora con una solucién de suifocianuro
de amonio. Aplicable a todos los piensos.

5.2 Material y aparatos.

5.2.1 Agitadorde 35 a 40 r.p.m.
5.3 Reactivos.

Solucidon de sulfocianuro de amonio 0, 1N.
Solucion de nitrato de plata O, 1N.

Solucidon saturada de sulfato amonico-férrico.
Acido nitrico, d = 1,38. '

Eter etilico.

Acetona.

5.3.7 Solucién Carrez I: Disolver en agua 24 g de
acetato de zinc dihidrato [Zn (CH3C00);.2H,01y 3 g
de 4cido acético glacial. Completar hasta. 100 mi con
agua. ‘

5.3.8 Sclucion Carrez ll: Disolver en agua 10,6 g
de ferrocianuro de potasio trihidrato [K4{FeCN);].3H,0.
Completar a 100 ml con agua. :

5.3.9 Carbdn activo, exento de cloruros.

aa G eI
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5.4 Procedimiento.
b.4.1 Preparacion de la solucidn.

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

5.4.1.2 Muestras con materia organica (menos los
citados en 5.4.1.3). Pesar con precision de 1 mg, aproxi-

- madamente 5 g de muestra e introducirla con 1 g de

carbon activo en un matraz aforado de 500 mi. ARadir
400 ml de agua a 20 °C aproximadamente y 5 ml de
solucién Carrez |, agitar y afiadir seguidamente 5 ml
de la solucion Carrez M. Agitar durante treinta minutos,
enrasar, homogeneizar vy filtrar.

54.1.,3 Torta y harina de lino, productos ricos en .
harina de lino y otros productos ricos en mucilagos o
en sa)J'stancias coloidales (por ejemplo, almidén hidroli-
zado).

Preparar la solucion como se indica en b.4.1.2, pero
sin filtrar. Decantar (si es necesario centrifugar), separar
100 ml del liguide sobrenadante e introducirfos en un
matraz de 200 ml. Mezclar con acetona y enrasar con
este disolvente, homogeneizar y fiitrar

5.4.2 Valoraciéon. Torar de 25 a 100 mil de filtrado
{con contenido en cloro inferior a 150 mg) obtenido
en 54.1.1, 5.4.1.2 6 56.4.1.3, e introducirlo en un erlen-
meyer, diluir si es necesario, hasta 50 ml con agua. Afia-
dir 5 ml de acido nitrico, 20 ml de solucion saturada
de sulfato amdnico férrico y dos gotas de la solucidon
de sulfocianuro aménico, afadidas mediante una bureta
llena hasta el trazo de cero. Afadir seguidamente
mediante una bureta la solucién de nitrato de plata hasta
un exceso de 5 ml. Afadir b ml de éter etilico y agitar
fuerternente para recoger el precipitado. Valorar el exce-
so de nitrato de plata mediante la solucién de suifo-
cianuioc amoénico hasta que el viraje a rojo oscuro persista
durante un minuto.
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5.5 Calculos. La cantidad de cloro (p) expresado en
cloruro de sodio presente en el volumen del filtrado sepa-
rado para la valoracion viene dada por la férmula:

P=5_845 (V1 —V5) mg
Siendo:

V,; = Volumen, en m#, de solucion de nitrato de plata
anadida.,

V; = Volumen, en ml, de solucion de sulfocianuro
amodnico 0, 1N utilizados en la valoracion.

Efectuar un ensayo en blanco sin la muestra a analizar

¥y si consume solucion de nitrato de plata O0,1N restar

este valor al volumen (V; — V5). _
Expresar el resultado en porcentaje de la muestra.

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

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

6. Humedad

6.1 Principio. La muestra se deseca en condiciones
definidas, variando en funcion de la naturaleza del pro-
ducto. La pérdida de masa es determinada por pesada.
Es necesario proceder a una predesecacion cuando se
trata de sustancias solidas, con un contenido elevado
de humedad. No es aplicable a los productos derivados
de la leche considerados como piensos simples, sus-
tancias minerales, piensos compuestos constituidos
esencialmente de sustancias minerales y semillas y frutos
oleaginosos. Para los cereales y sus productos, excepto
productos de cereales hidrolizados vy raicilla de cebada
(6.3.2.2), se aplicard el método oficial para cereales y
derivados. _

6.2 Material y aparatos.

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

6.2.2 Balanza analitica de precision 0,5 mg.

6.2.3  Recipientes secos de metal inoxidable o de
vidrio, provistos de una tapa que asegure un cierre estan-
co; superficie (til gue permita obtener una distribucion
de la muestra del orden de 0,3 g por cm?

6.2.4 Estufaisotérmica (+ 1°C) de calefaccion eléc-
trica, gue asegure una regulacién rapida de temperatura
y convenientemente ventilada.

6.2.5b Estufa de vacio, de calefaccidn eléctrica regu-
lable, provista de una bomba de aceite ¢ de un dispositivo

de introduccion de aire caliente deshidratade o de un

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

6.3 Procedimiento.
6.3.1 Preparacionde la muestra.

6.3.1.1 Todas las muestras, a excepcién de las men-
cionadas en 6.3.1.2. Separar previamente por lo menos
50 g de la muestra, triturandola o tratandola previamente
de forma apropiada, si fuera necesario, para evitar toda
variacién del contenido en humedad.

6.3.1.2 Alimentos liquidos o pastosos, constituidos
esencialmente por materias grasas. Separar previamente
y pesar, con aproximacién de 10 mg alrededor 25 ¢
de muestra. Anadir una cantidad apropiada de arena

anhidra, pesada con aproximacion de 10 mg y mezclar
hasta obtener un producto homogéneo.

6.3.2 Desecacion.

6.3.2.1 Todos los alimentos, a excepcidén de los
mencionados en 6,3.2.2. Tarar, con aproximacion de 0,5
mg, un recipiente provisto con tapa. Pesar, con aproxi-
macién de 1 mg, en el recipiente tarado unos b g de
muestra y repartiria uniformemente. Colocar el recipien-
te, 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 nuevo la temperatura de
103 °C. Colocar la tapa sobre el recipiente, retirarlo de
la estufa, dejar enfriar de treinta a cuarenta y cinco minu-
tos en un desecador y pesar con aproximacion de 1
mg.

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

6.3.2.2 Piensos compuestos que contengan mas
del 4 por 100 de sacarosa o de lactosa, productos de
cereales hidrolizados, raicilla de cebada, garrofa, cabeza
de remolacha, azl(cares y solubles de pescado y piensos
compuestos que contengan mas del 2b por 100 de sales
minerales con agua de cristalizacidon. Tarar, con una
aproximacion de 0,5 mg, un recipiente con tapa. Pesar,
con una aproximacion de 1 mg en el recipiente tarado
aproximadamente 5 g de muestra y repartirla uniforme-
mente. Colocar el recipiente en la estufa de vacio pre-
viamente calentada a una temperatura de 80 a 85 °C,
sin tapa. Para evitar que la temperatura de la estufa
descienda demasiado, introducir el recipiente con rapi-
dez. Llevar la presion a 100 torrs, y dejar secar a esta
presidn durante cuatro horas, bajo una corriente de aire
seco y caliente o con la ayuda deé un deshidratante {300
g aproximadamerite para 20 muestras). En este Gltimo -
caso, cortar la conexién con la bomba de vacio cuando
la presion prescrita se alcance. Contar el tiempo de seca-
do a partir del momento en que la estufa alcance de
nuevo la temperatura de .80 a 85 °C. Llevar con pre-
caucion la estufa a la presion atmosférica.

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

6.3.3. Predesecacion. Los alimentos solidos, cuyo
contenido en humedad sea elevado y hagan la molienda
dificil deben ser predesecados como se mdlca a con-
tinuacion: :

Pesar con una aproximacion de 10 mg unos 50 g
de muestra no molida (si es necesario puede hacerse
una division previa en el caso de granulos o0 aglomerados)
en un recipiente adecuado.

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

Retirar de la estufa, dejar enfriar al aire en el laho-
ratorio durante una hora y pesar con una aproximacion
de 10 mg. Triturar inmediatamente después como se
indica en 6.3.1, y efectuar la desecacion como
en 6.3.2.1.
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6.4 Calculos. El contenido en humedad, en tanto
por ciento de muestra, se obtiene por las férmulas
siguientes:

6.4.1 Desecacidn sin predesecacion:

12/? (M—m)

Siendo:

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

6.4.2 Desecacion con predesecacién:
(M —mM
M

Siendo:

100 Mm
+ E-M| — = 100 (1—
E

EM

E = Masa Inicial, en g, de la muestra.

\1 = Masa, en g, de la muestra predesecada.
g M’= Masa, en g, de la muestra después de la molien-

a. -

m = Masa, en g, de la muestra seca.
La diferencia entre los resultados de dos determina-
ciones simultaneas efectuadas sobre una misma muestra
no debe sobrepasar el 0,2 por 100 de humedad.

6.5 Referencias. Segunda Directiva de la Comisién
de 18 de noviembre de 1971. (71/393/CEE. «Diario
- Oficial de las Comunidades Europeas», nimero L 279,
de 20 de diciembre de 1971.

7. Determinécio’n de la fibra bruta (celulosa bruta)

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

La muestra, en su caso desengrasada, se trata suce-

sivamente con soluciones en ebullicién de 4cido sulfirico
e hidroxido de potasio, de concentraciones determina-
das. Se separa el residuo por filtracion mediante fiitro
de vidrio porosg, se lava, se seca, se pesa y se calcina
a una temperatura comprendida entre 475 y 500 °C.
La pérdida de peso debida a la calcinacion corresponde
a la fibra bruta de la muestra de ensayo.

7.2 Material y aparatos.

7.2.1 - Aparatos de calentamiento para la digestién
con acido sulfarico o solucion de hidréxido de potasio,
equipado con un soporte pard el crisol filtrante (7.2.2)
y con un tubo de salida provisto de un grifo para hacer
el vacio y evacuar el liquido v, en su caso, con aire com-
primido para aplicar contrapresion. Cada dia, antes de
su utilizacion, calentarlo previamente con agua hirviendo
durante cinco minutos.

7.2.2 Crisol filtrante de vidrio, de 50 ml, con una

- placa filtrante de vidrio, de porosidad comprendida entre
40 y 90 pm. Antes de utilizarlo por primera vez, calentar
a 500 °C durante algunos minutos y enfriar {7.7.6).

7.2.3 Columna resistente a la ebullicion, de 270
como minimo, con condensador de reflujo. :

7.2.4  Estufa de secado con termostato.

7.2.5 Horno de mufla, con termostato.

7.2.6 Aparato de extraccion en frio, compuesto por
un soporte para el crisol filtrante (7.2.2) y un tubo de
descarga provisto de un grifo para hacer el vacio y eva-
cuar el liquido.

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

7.3 Reactivos.

7.3.1 Acido sulfdrico, ¢ = 0,13 mol/l

7.3.2 Agente antiespumante (por &j. n-octanol).

7.3.3 Coadyuvante de filtracidn Celite 545 o equi
valen§e. calentado a 500 °C durante cuatro horas (véase
7.7.6). B

7.3.4 Acetona.

7.3.5 Eter de petroleo ligero-intervalo de ebullicion
40-60 °C, : :

7.3.6 Acido clerhidrico, ¢ = 0.5 mol/I.

7.3.7 Solucién de hidréxide de potasio, ¢ = 0,23
mol/I.

7.4 Procedimiento. Pesar 1 g de muestra con una
aproximacion de 1 mg, en su caso, previa preparacion
{véanse 7.7.1, 7.7.2 y 7.7.3), y ponerlo en un crisol
(7.2.%; y anadir un gramo de coadyuvante de filtracion
(7.3.3).

Acoplar el aparato de calentamiento (7.2.1) y el crisol
filtrante {(7.2.2), y unir a continuacion la celumna (7.2.3)
y el crisol. Poner en el vaso 150 ml de acido sulfarico
(7.3.1) calentado previamente hasta el punto de ebu-
llicion y afadir algunas. gotas de antiespumante (7.3.2)
en casc necesario. Llevar el liquido a ebulliciéon en 5
+ 2 minutos y dejar hervir enérgicamente durante 30
minutos exactos.

Abrir el grifo del tubo de descarga (7.2.1) y filtrar
al vacio el acido sulfurico a través del crisol filtrante.
Lavar tres veces el residuo del crisol filtrante utilizando
30 ml de agua hirviendo cada vez. Después de cada
lavado, secar el residuo del filtro de aspiracidn.

Cerrar el grifo de salida y afiadir a la columna 150
ml de solucion de hidréxido de potasio {7.3.7) hirviendo.
Adadir unas gotas de antiespumante {7.3.2). Llevar el
liguido a ebullicién en b £ 2 minutos y dejar hervir enér-
gicamente durante 30 minutos exactos. Filtrar el residuo
v lavar tal como se ha indicado para el tratamiento con
acido sulfurico. )

Después del dltimo lavado, secar el residuo por aspi-
racion, desconectar el crisol y su contenido y conectarlo
al extractor en frio (7.2.6). Aplicar vacio y lavar tres veces
el residuo, en el crisol, utilizando 25 ml de acetona cada
vez, secandolo por aspiracién después de cada lavado.

Secar el crisol filtrante .a 130 °C en la estufa hasta-
alcanzar un peso constante. Después de cada secado,
enfriar en el desecador y pesar rdpidamente. Colocar
a continuacién el crisol en el horno de mufla y calcinar
el contenido a una temperatura comprendida entre 475
y 500 °C durante 30 minutos como minimo.

Despues de cada calcinacidn, enfriar, primero en el
horno y después en el desecador, antes de pesar.

Realizar una prueba en blanco sin la muestra. La pér-
dida de peso debido a la calcinacién no debe exceder
de 4 mg. :

7.5 Célculos.

El contenido en fibra bruta en porcentaje de la mues-
tra se expresa por {a férmula:

(b-c)x 100
a

Siendo:

a = Masa de la muestra en g.

b = Pérdida de masa por calcinacion del residuo de
ta muestra después de secar a 130 °C.

¢ = Pérdida de masa por calcinacion del residuo de
la prueba en blance después de secar a. 130 °C.

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

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

7.7 Observaciones.

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

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

Después del tratamiento con acido en ebullicién vy
del lavado, unir el crisol y su contenido al extractor en
frio (7.2.6), lavar tres veces utilizando 30 ml de acetona
cada vez y a continuacidn otras tres veces utilizando
30 ml de éter de petréleo cada vez. Secar el filtro por
aspiracién y continuar el analisis con arreglo al punto
7.4, comenzando con el tratamiento con hidréxido de
potasio.

7.7.3 Si los piensos contienen mas de un 5 por
100 de carbonatos, expresados en carbonato de calcio,
conectar el crisol (7.2.2), con la muestra pesada, al apa-
rato de calentamiento {7.2.1). Lavar la muestra tres veces
con 30 ml de acido clorhidrico (7.3.6). Después de cada
adicion, dejar reposar la muestra durante un minuto
aproximadamente antes de filtrar. Lavar una vez con 30
ml c;e4agua y seguir a continuacion con arreglo al pun-
to /.4,

7.7.4 Si se utiliza una bateria de aparatos (varios
crisoies unidos al mismo aparato de calentamiento), no
deben realizarse dos determinaciones de la misma mues-
tra en la misma serie.

7.7.5" Si, después de la ebullicién, resuita dificil filtrar
las soluciones acidas y aicalinas, introducir aire com-
primido por el tubo de descarga del aparato de calen-
tamiento y seguir filtrando a continuacion.

7.7.6 Con objeto de alargar la duracién de los cri-
soles filtrantes de vidrio, conviene que la temperatura
de calcinacién no supere los 500 °C. Asimismo, deber
evitarse los cambios térmicos bruscos en los ciclos de
calentamiento y enfriamiento.

7.8 Referencias. Directiva 92/89/CEE. «Diario Ofi-

cial de las Comunidades Europeas», L 344, de 26 de

noviembre de 1992,

8. Azucares

8.1 Principio. El método permite determinar los
azucares reductores y los azicares totales previa inver-
sion, expresados en glucosa o, en su caso, en sacarosa,
por conversion con ayuda del factor 0,95. Este método
es aplicable a los piensos compuestos. Se prevén moda-
lidades especiales para otros alimentos. En su caso, pro-
cede determinar por separado la lactosa y tenerlo en
cuenta al calcular los resultados.

Defecacién a partir de las soluciones de Carrez |
y I, previa disolucién de los azdcares en etanol diluido.
Eliminacion del etanol y valoracién antes y después de
la inversién segln el método de Luff-Schoorl.

8.2 Material y aparatos. Agitador mecanico.

8.3 - Reactivos:

20 §C3)1 Etanol al 40 por 100 (v/v} (d=0,948 a
8.3.2 Solucidn Carrez I. Disolver en agua 24 g de
acetato de cinc dihidrato y 3 ml de acido acético glacial

-y afadir agua destilada hasta 100 mi.

8.3.3 Solucién Carrez ll. Disolver en agua 10,6 g
hexaciano ferrato (ll} de potasio [K4{FeCN)s-3H50] y
anadir agua destilada hasta 100 ml.

( 8).3.4 Solucién de naranja de metilo al 0,1 por 100
p/V). . '

8.3.5 Acido clorhidrico 4N.

8.3.6 Acido corhidrico 0, TN. ) ;

8.3.7 Solucion de hidréxido de sodio 0, 1N.

8.3.8 Solucidon de sulfate de cobre ll. Disolver 25
g de sulfato de cobre (CuS0,-bH,0) p.a., exento de
hierro en 100 mi de agua.

8.3.9 Soluciéon de acido citrico. Disolver 50 g de
acido citrico (CgHgO7 - H20) p.a. en 50 mi de agua.

8.3.10 Solucion de carbonato de sodio. Disolver
143,8 g de carbonato de sodio anhidro {(Na;COa3) p.a.
en 300 ml de agua caliente, dejar enfriar.

8.3.11  Solucién de tiosulfato de sodio 0,1N. -

8.3.12 Solucién de almidén. ARadir una mezcla
de 5 g de almidén soluble en 30 ml de agua, a un
litro de agua hirviendo. Dejar hervir durante tres minutos.
Dejar enfriar. Afadir 10 mg de ioduro mercurio {ll) como
agente conservador,

8.3.13 Acido sulfdrico 6N.

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

8.3.15 Piedra pomez hervida con acido clorhidrico
y aclarada con agua.

8.3.16 Isopentanol.

8.3.17 Reactivo de Luff-Schoorl. Verter agitando
con cuidado la solucién de acido citrico (8.3.9) scbre
la solucién de carbonato de sodio (8.3.10). Afadir inme-
diatamente la solucidn de sulfato de cobre (8.3.8} y com-
pletar a un litro con agua. Dejar reposar una noche y
filtrar. Controlar la normalidad del reactivo obtenido (Cu
0.1N; Na;CO32N). El pH de la solucién debe ser aproxi-
madamente 9.4.

_ 8.4 Procedimiento.

8.4.1 Preparacion de la muestra. Pesar con aproxi-
macién de 1 mg 2,5 g de la muestra, e introducirlo
en un matraz aforado de 260 mil. Afadir 200 ml de
etanol al 40 por 100 (v/v) vy mezclar durante una hora
en el agjtador. Afadir 5 ml de la solucion Carrez | y
agitar dutante un minuto, adicionar y agitar durante el
mismgo tiempo con 5 ml de la solucién de Carrez Il

Enrasar a 250 ml con la solucién de etanol 8.3.1,
homogeneizar v filtrar. Tomar 200 ml del filtrado y eva-
porar aproximadamente hasta la mitad del volumen, a
fin de eliminar fa mayor parte del etanol. Trasvasar en
su totalidad el residuo de evaporacidon con ayuda de
agua caliente a un matraz aforado de 200 ml y enfriar,
a continuacién enrasar con agua y filtrar si es necesario.
Esta solucidn sera utilizada para la determinacidn te azu-
cares reductores y después de la inversion para la deter-
minacion de azdcares totales.

8.4.2 Determinacién de azucares reductores. Tomar
como maximo 25 ml de la solucién preparada segun
8.4.1 y que contenga menos de 60 mg de azicares
reductores, expresado en glucosa. Si es necesario, com-
pletar el volumen hasta 25 ml con agua destilada y deter-
minar la cantidad de azucares reductores seguin
Luff-Schoorl. El resultado serda expresado en tanto por
ciento de glucosa. ‘ .

8.4.3 Determinacion de azucares totales previa
inversion. Tomar 50 ml de la solucion 8.4.1 y llevar a
un matraz aforado de 100 ml.. Afdadir unas gotas de
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la solucién naranja de metilo v adncnonar lentamente agi-
tando solucidn de acido clorhidrico 4N hasta viraje a
rojo. Aiadir 15 ml de acido clorhidrico O, 1N y sumergirlo
en un bafio de agua caliente a ebullicién durante treinta
minutos. Refrigerar hasta 20 °C y afiadir a continuacion
15 ml de la solucién de hidroxido de sodio O.1N (8.3.7).
Enrasar a 100 ml con agua y homogeneizar.

Tomar una cantidad que no exceda de 25 m! y con-
tenga menos de 60 mg de azlcares reductores expre-
sado en glucosa. Si es necesario completar el volumen
hasta 26 ml con agua destilada y determinar la cantidad
de azlcares reductores segun Luff-Schoorl. El resultado
sera expresado en tanto por ciento de glucosa. De expre-
séaélg en sacarosa se debe de multiplicar por el factor

8.4.4 Valoracion de Luff-Schoorl. Tomar 25 ml del
reactive Luff-Schoorl (8.3.17) y llevarlo a un erlenmevyer
de 300 ml afadir 25 mi exactamente medidos de la
solucion defecada de azucares, adicionar un poco de
piedra pomez y calentar agitando sobre la llama del
mechero. Colocar inmediatamente el erlenmeyer sobre
una tela metalica, perforada por una abertura de 6 cm
de diametro y regulando la lama de manera que sola-
mente el fondo del erlenmeyer séa calentado. Adaptar
- enseguida un refrigerante de reflujo sobre el erlenmeyer,
a partir de este momento hacer hervir la soluciéon y man-
tener en ebullicion durante diez minutos exactamente.
Refrigerar inmediatamente al chorro de agua fria durante
cinco minutos y proceder a su valoracién como sigue:

Anadir 10 ml de la solucidn de ioduro de potasio
(8.3.14) inmediatamente después y con cuidado 25 ml
- de acido sulfurico 6N (8.3.13). Valorar a continuacion
mediante la solucién de tiosulfato de sodio O,1N (8.3.9)
hasta la aparicion de color amarillo, afadir en este
momento la solucion de almidén y terminar de valorar.

Efectuar la misma valoracion sobre una mezcla que
contenga 25 mi exactamente medidos del reactivo de
Luff-Schoorl, 25 mil de agua, 10 ml de la solucién
de ioduro de potasio {8.3.14) v 25 ml de la solucion de
acido sulfdrico 6N (8.3.13) sin llevar a ebullicion.

8.5 Cdalculos, Establecer por medio de la tabla | la
cantidad de glucosa en mg correspondiente a la dife-
rencia entre las dos valoraciones, seguan los ml de tio-
sulfato de sodio 0,1N gastados en cada una de las
valoraciones.

Expresar los resultados en tanto por ciento de la
muestra.

8.6 Observaciones. -

8.6.1 En caso de piensos muy ricos en melazas o
piensos poco homogéneos, pesar 20 g e introducirlos
en un matraz aforado de un litro con 500 ml de agua.
Mezclar durante una hora en el agitador. Defecar median-
te los reactivos de Carrez | v 1l (8.3.2 y 8.3.3) como
se describe en 8.4.1, utilizando de todos los reactivos
dosis cuatro veces superiores. Llevar a 1000 ml con
etanol del 80 por 100 {v/v) (8.3.1). Homogeneizar y
filtrar, a continuaciéon eliminar el etanol segin 8.4.1.

~ Enausencia de almiddn exento de productos de hidro-
lizado, enrasar a 100 mi con agua destilada.

8.6.2 En el casode melazas y piensos simples, ricos
en azdcares y practicamente exentos de almiddn, pesar
5 g e intreducirlos en un matraz aforado de 250 ml,
afiadir 200 ml de agua destilada y mezclar durante una
hora o mas en el agitador. Defecar inmediatamente por
medio de los reactlvos de Carrez | v Il (8.3.2 v 8.3.3),
segun 8.4.1.

Lievar a 260 mi} con agua, homogeneizar y filtrar,
Bara determinar los azlcares totales, proseguir como
4.3,

8.6.3 Es recomendable afadir aproximadamente 1
ml de isopentanel {sin tener en cuenta el volumen} antes
de la ebullicién, con el reactivo Luff-Schoorl para evitar
ta formacion de espuma.

8.6.4 La diferencia entre la cantidad de azucares
totales después de la inversidn, expresada en glucosa
y la cantidad de azicares reductores expresada. igual-
mente en glucosa, multiplicada por 0,95 da la ¢antidad
en tanto por ciento de sacarosa.

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

8.6.5.1 Para un célculo aproximado, multiplicar por
0.875 la cantidad de lactosa obtenida, por determinacion
separada, y restar el resultado obtenido de la cantidad
en azdcares reductores.

8.6.5.2 " Para el calculo preciso de azucares reduc-
tores, excluyendo la lactosa, es necesario partir de la
misma muestra 8.4.1 para las dos determinaciones fina-
les. Uno de los andlisis es efectuado a partir de la solucion
obtenida en 8.4.1 y el otro sobre una parte de la solucién
obtenida para la valoracién de la lactosa segun el metodo
para la determinacién de lactosa.

Enlos casos 8.6.5.1y 8.6.5.2 la cantidad de azlicares
presentes se determinan segun el método de
Luff-Schoorl, expresado en mg de glucosa.

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

8.7 Referencias. Primera Direétiva de la Comision
de 15 de junio de 1971. (71/250/CEE) «Diario Oficial

de las Comunidades Europeas» nimero L 155 de 12 de
juliode 1971.

TABLA |

Para 25 ml de reactivo Luff-Schoorl

Nay 5205 G,'ucosa,f'um;a Lactosa Maltosa
0N | A e CiMz0yy C1zH2201s
ml mg Diferencia myg Diferencia mg Diferencia
1 £2,4 24 3.6 3,7 3.9 3.9
2 4.8 2.4 73 | 3.7 7.8 3.9
3 7,2 2,5 11,0 3.7 11,7 3.9
4 9,7 2,5 14,7 3.7 15.6 4,0
5 | 12,2 2,5 18.4 3.7 19,6 3.9
6| 14,7 2,5 221 3,7 23,5 4,0
7| 17.2 2,6 250 | 3.7 27,5 4,0
8 | 19,8 2.6 295 3.7 31.5 4,0
9224 | 26 33.2 3.8 35.b 4.0
10 | 25,0 2.6 37.0 3.8 39,6 4,0
11 | 27.6 2.7 40,8 3.8 43,5 4,0
12 | 30.3 2.7 44,6 3.8 47.5 4.1
13 | 33.0 2.7 48.4 3.8 51,6 4.1
14 | 35,7 2.8 52,2 3.8 b5,7 4.1
15 | 38,6 2.8 56,0 3.9 59,8 4,1
16 | 41.3 2.9 59,9 3.9 63.9 4,1
17 | 44,2 2,9 63.8 3.9 68,0 4,2
18 | 47.1 2.9 67.7 4,0 72,2 4,3
19 | 50.0 3.0 71,7 4,0 76,5 4,4
20 | 53,0 3.0 757 4,1 80,9 4.5
21 | 56,0 | 3.1 79,8 4.1 85,4 4.6
22 | 691 3.1 83,9 4.1 90,0 46
23 | 62,2 88.0 - | 94,6




7170 Jueves 2 marzo 1995 -

BOE nim. 52

9. Acidez de la grasa

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

El procedimiento serd el que figura en el método
numero 10 de las Métodos Ofictales de Analisis de Acei-
tes y Grasas aprobados por Orden de 31 de enero
de 1977 {«Boletin Oficial del Estado» de 14 de julio
de 1977} .

En el caso de que fyera necesario preparar la muestra
se seguira el procedimiento recogido en €l método nime-
ro 1 de la mencionada Orden.

10. Calcio

10.1  Principio. El método permite determinar el con-
tenido en calcio total de los piensos.

La muestra se incinera, las cenizas se tratan con acido
clorhidrico y el calcio se precipita en forma de oxalato
de calcio. Después de disolver el precipitade en acido
sulfurico, el acido oxdlico formado se valora mediante
una solucidn de permanganato de potasio.

10.2 Maternal y aparatos.

10.2.1 Matraz aforado de 250 ml de capacidad.

10.2.2 Erlenmevyer de 250 ml de capacidad.

10.2.3 Crisol de platino, cuarzo o porcelana.

10.2.4 Crisoles filtrantes de vidrio, porosidad G4.

10.2.5 Horno eléctrico con circulacion de aire vy
regulador automatico, para regular a 550 °C.

10.2.6 Bano de agua.

10.3 Reactivos.
10.3.1 Acido clorhidrico d = 1,14, p.a.

"10.3.2 Acido nitricod = 1,40, p.a.

10.3.3 Acido sulfdricod = 1,13, p.a.

10.3.4 Amoniacod =0,98, p.a.

10.3.5. Solucion saturada de oxalato amodnico en
frio, p.a.

10.3.6 Solucion al 30 por 100 (p/v) de acido citri-
co, p.a.

10.3.7 Solucién al 5 por 100 (p/v} de cloruro de
amonio, p.a.

10.3.8 Solucién at O, 04 por 100 {p/v) de verde de
bromocresol,

10.3.9 Solucién de permanganato potasico; 0,1N,
p.a.

10.4 Procedimiento. Pesar con aproximacion de 1
mg, b g de la muestra a analizar (o mas si es necesario},
calcinarla a 550 °C y trasvasar las cenizas a un erlen-
meyer de 260 ml. Anadir 40 ml de &cido clorhidrico
(10.3.1), 60 m! de agua y algunas gotas de acido nitrico
(10.3.2). Llevar a ebullicidn y mantenerlo asi durante
treinta minutos. Enfriar, trasvasar la solucion a un matraz
aforado de 250 mil, enjuagar el erlenmeyer y completar
el volumen con agua, homogeneizar y filtrar.

Tomar con una pipeta segun la cantidad presumible
de calcio, una alicuota que contenga de 10 a 40 mg
de calcio e introducirla en un erlenmeyer de 250 ml.
Anadir 1 ml de la solucion de acido citrico {10.3.6} v
5 ml de solucién de cloruro de amonio {10.3.7). Com-
pletar el volumen a 100 ml aproximadamente con agua.

Lievar a ebullicion, afadiendo de 8 a 10 gotas de solu- -

cion de verde de bromocresol (10.3.8) y 30 mi de solu-
cion caliente de oxalato de amonio {10.3.5). Si aparece
un precipitado, disolver éste rmediante la adicion de algu-
nas gotas de acido clorhidrico (10.3.1}.

Neutralizar después muy lentamente con amoniaco
(10.3.4), agitando constantemente, hasta obtener un pH
4,4-4.6 (viraje del indicador). Colocar el erlenmeyer en
un bafo de agua hirviendo durante treinta minutos,
dejando reposar el precipitado formado. Retirarlo del

bafio, dejarlo reposar durante una hora v filtrar en un
crisol filtrante G4. Lavar el erlenmeyer y el crisol con
agua hasta la total eliminaciéon del exceso de oxalatc
de amonio {la ausencia de cloruros en el agua de lavado
indica que el lavado es suficiente).

Disolver el precipitado sobre el filtro con 50 ml de
acido sulfurico caliente (10.3.3), enjuagar el crisol con
agua caliente hasta llevar el filtrado a 100 ml aproxi-
madamente. Calentar a 70-80 °C y valorar mediante la
solucion de permanganato de potasio {10.3.9) hasta la
obtencién de una coloracmn rosa persistente durante
un minuto.

10.5 Calculo. 1 ml de permanganato de potasio
0.1N corresponde a 2,004 mg de calcio.

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

10.6 Observaciones.

10.6.1 Para pequeiias cantidades de calcio, .proce-
der como en 10.5. Filtrar el precipitado de oxalato de
calcio sobre un papel de filiro sin cenizas y calcinarlo
en un crisol a 550 °C. Recuperar el residuo con algunas

‘gotas de acido sulfurico (10.3.3), evaporar a sequedad,

calcinar de nuevo a 550 °C y pesar. .

Si P representa el peso de sulfato calcico obtenido,
la cantidad en calcro de la alicuota tomada sera igual
aPx0,2944,

10.6.2 Sila muestra estd constituida exclusivamen-
te de materias minerales, proceder a la disolucién por
acido clorhidrico sin incineracién previa. Para los pro-
ductos tales como los fosfatos aluminico-célcicos dificiles

- de disolver en los acidos, proceder a una fusién alcalina

antes de la disclucion. Mezclar intimamente en un crisol
la parte tomada con cinco veces su peso de una mezcla
compuesta en partes iguales de carbonato de potasio
y de carbonato de sodio. Calentar con precaucion hasta
la fusion completa de ia mezcla. Refrigerar y disolver
con acido clorhidrico.

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

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

11. Grasa

11. 1 " Principio. Determinacién de la grasa por el
método Gerber.
11.2 Material y aparatos.

11.2.1 Butirdbmetros contrastados, con graduacio-
nes de 0 a 6 por 100 de grasa y con divisiones del
0.1 por 100. Se pueden utilizar butirometros con gra-
duaciones de O a 5 por 100 y divisiones del 0,1 por
100, cuando la muestra tenga un contenido en grasa
inferior al 5 por 100.

11.2.2 Tapones troncoconicos de goma u otro tipo,
apropiados. : :

11.2.3 Pipetas contrastadas de 1y 10 ml.

2.4 Vidrios de reloj.

2.5 Bafo de agua regulable a 65 + 1 °C.

%g Centrifuga capaz de alcanzar 1.200 r.p.m.
ain

—-I—I—I—I

1
1
1
1 Embudo desprovisto de cuello y vastago,
para | troduccién de la muestra en el butirdmetro.

11.3 Reactivos "

11.3.1 Acido sulfdrico de densidad d = 1,82,
11.3.2 Alcohol isoamilico de densidad d = 0,815
e intervalo de destilacién de 128 °C a 132 °C.
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11.4 Procedimiento. :

11.4.1 Pesar, con precisién de 0,1 mg, 1,100 g de
producto e introducirlo en el butirometro a través del
embudo. Afadir, a través del embudo, 10 ml de agua
tibia (40 °C), arrastrando lo que haya podido adherirse
is.\I’ﬂ'\ismo. Tapar y agitar fuertemente para disolver la
eche.

Seguidamente afadir 10 ml de A&cido sulfurico,
haciéndolo resbalar suavemente por las paredes del buti-
rometro. Afadir 1 ml de alcohol isoamilico. Cerrar el
butirémetro con el tapén de goma, agitar suavemente
y centrifugar a 1.200 r.p.m. durante tres a cinco minutos.
Sacar el butirémetro de la centrifuga e introducir en el

baho de agua a 65 °C. Dejar transcurtir algunos minutos.

y efectuar la lectura.

11.5 Expresion de los resultados. Leer en el buti-
rometro, en la escala dividida, la altura que ha alcanzado
la columna de grasa, habiéndose ajustado a cero el liqui-
do que no contiene grasa. Los grados de la escala indican
las decenas, y las décimas las unidades por ciente. Se
puede apreciar perfectamente un 0,5 por 100.

11.6 Observaciones.

11.6.1 En el caso de sueros desprovistos de casei-
na, pueden producir carbonizaciones que dificultan la
lectura (debido a que el acido sulfdrico de densidad
d = 1,82 resulta demasiado concentrado). En este caso
se puede diluir al 10 per 100 {(v/v) con agua destilada,

11.6.2 En los productos con grasa muy microniza-
da, conviene repetir por tres veces las centrifugaciones,

el calentamiento a 65 °C vy las lecturas, hasta obtener
resultados constantes, :

11.7 Referencias. Instituto de Racionalizacion y Nor-
malizacidn del Trabajo. Una Norma Espaiola, 64.029,

12. Cenizas brutas

12.1 Principio, Incineraciéon de la muestra a
550 °C y pesada del residuo hasta peso constante.

12.2 Material y aparatos.

12.2.1 Placa calefactora.

12.2.2 Horno eléctrico con regulacion de tempe-
ratura.

12.2.3 Crisoles de platino o cuarzo, rectangulares
(60 % 40 = 25 mm) o redondos. (diametro: 60 a 75
mm, altura: 20 a 25 mm).

( /1)2.2.4 Nitrato de amonio: Solucion al 20 por 100
p/v).

12.3 Procedimiento. Pesar alrededor de 5 g de
muestra, con una aproximacion de 1 mg (para los pro-
ductos que tengan tendencia a esponjarse pesar 2.5
g en un crisol previamente calcinado y tarado). Colocar
el crisol sobre la placa calefactora hasta carbonizacion
de la muestra. Introducir el crisol en el horno regulado
a 650 = 6 .°C. Mantener a esta temperatura hasta la
obtencidn de cenizas blancas, gris claro o rojizas, apa-
rentemente desprovistas de particulas carbonosas. Colo-
car el crisol en un desecador, dejar enfriar y pesar inme-
diatamente. o

.~ 12.4 Célculos. Ef porcentaje de cenizas sobre mate-
ria natural se obtiene por la férrnula siguiente:

(P, - P,) 100
P - P

Cenizas % (materia natural) =

Siendo:

P Peso, en g, de la cdpsula con la muestra.
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 incineracion de tres horas, se

i

enfrian y se les adiciona algunas gotas de una solucién
al 20 por 100 de nitrato de amonio. Continuando la
incineracion después de la desecacion en estufa.

" Repetir eventualmente la operacion hasta incinera-
cion completa.

12.5.2 . Para las materias resistentes al tratamiento
anterior, operar como sigue: Después de una incinera-
cion de tres horas, arrastrar las cenizas con agua caliente
y filtrar scbre un pequefio filtro de cenizas conocidas.
Incinerar el filtro y su contenido en el crisol inicial.

Llevar el filtrado al ctisol frio, evaporar a sequedad,
incinerar y pesar. ’

12.5.3 En el caso de aceites y grasas, pesar 2b g
en un crisol de capacidad apropiada. Carbonizar intla-
mando la muestra por medio de una mecha de papei
de filtro sin cenizas. Después de la combustion hume-
decer con la minima cantidad de agua posible. Desecar
y continuar como se indica en 12.5.

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

13(a) Bases nitrogenadas volatiles (nitrégeno
amoniacal} {(por microdifusion)

13(a).1 Principio. El método permite determinar el
contenido en bases nitrogenadas volatiles, expresadas
en amoniaco, de los piensos para animales.

La muestra se extrae con agua, la solucion se defeca
y se filtra. Las bases nitrogenadas volatiles se desplazan
con una solucidn de carbonato de potasio por micro-
difusion, se recogen en una solucion de acido bdrico
y se valora con acido sulfdrico.

13(a).2 Material y aparatos.

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

13(a).2.2" Células de Conway (v. esquema), de vidrio
o de matenial plastico. '

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

CELULA DE CONWAY

Excale I}

S 15

Flano de la célula

Seccion de 12 upadera 5:51

it g . . . SeccidndelacdlulaS 51 ¥

T Tas

i
w2

Plano de 1a lapadera de cnstal esmentado




7172 Jueves 2 marzo 1995

BOE num. b2

13{a).3 Reactivos.

13{(a).3.1 Solucién al 20 por 100 (p/v) de &cido
tricloroacético.

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

13(a}.3.3 Solucidn de acido bérico. En un matraz
aforado de 1 litro, disolver 10 g de &cido bdrico p.a.
en 200 ml de etanol al 95-96 por 100 y 700 mi de
agua. Anadir 10 ml de indicador [13(a).3.2.]. Mezclar
y ajustar si fuera necesario, la coloracion de la solucién
al rojo claro por adicién de una solucion de hidréxido
de sodio. 1 ml de esta solucion permite fijar como maxi-
mo 300 g de NH3.

13(a).3.4 Solucién saturada de carbonato de pota-
sio: disolver 100 g de carbonato de potasic p.a. en 100
ml de agua en ebullicién. Dejar enfriar v filtrar.

13(2).3.5. Acido sulftrico 0,02N.

13(a).4 Procedimiento. Pesar, con precision de 1
mg. 10 g de la muestra e introducirlos en un matraz
atorado de 200 ml con 100 mi de agua. Mezclar durante
30 minutos en el mezclador. ARadir 50 ml de soluciéon
de acido tricloroacético [13(a).3.2], completar el volu-
men con agua, agitar vigorosamente vy filtrar sobre un
filtro de pliegues.

Introducir con la pipeta en la parte central de la célula
de Conway 1 ml de solucién de acido bdrico [13(a).3.3]
y en la corona de la célula 1 mi del filtrado de la muestra.

Cubrir parcialmente con ayuda de la tapa engrasada.

Dejar caer rapidamente en la corona 1 m! de solucidn
saturada de carbonato de potasio [13{a).3.4] y cerrar
la tapa herméticamente. Remover con precaucion la célu-
la proporcionandole un movimiento de rotacion al plano
horizontal, con objeto de garantizar la mezcla de los
dos reactivos. Dejar incubar bien durante cuatro horas
por lo menos a la temperatura ambiente o bien durante
una hora a 40 °C,

Valorar las bases volétiles en la solucién de acido
bérico con acido sulfurico 0,02N [13(a}.3.5] empleando
una microbureta [13{a}.2.3].

Efectuar una prueba en blanco aplicando el mismoe
método cperatorio.

, 13(a).5 Cdlculos de los resultados. 1 ml de acido
sulfarico 0.02N corresponde a 0,34 mg de amonfaco.
Expresar el resultado en porcentaje de la muestra.
La diferencia entre los resultados de dos determina-
ciones paralelas efectuadas sobre una rmisma muestra
no debe exceder del 10 por 100 en valor relativo para
los contenidos en amoniaco inferiores al 1,0 por 100;
0.1 en valor absoluto para los contenidos en amoniaco
iguales o superiores al 1,0 por 100,

13{a).6 Observaciones, Si el contenido en amoniaco
de la muestra fuera superior al 0,6 por 100 diluir el
filirado inicial. '

13(a).7 Referencias. Segunda Directiva de fa Comi-
sién de 18 de noviembre de 1971. (7 1/393/CEE). «Dia-
rio Oficial de las Comunidades Europeas» numero L 279,
de 20 de diciembre de 1971. e

13{b) Bases nitrogenadas volstiles

13{b).1 Principio. El método permite determinar el
contenido de bases nitrogenadas volatiles, expresadas
en amoniaco, de las harinas de pescado que no con-
tengan practicamente urea. Unicamente es aplicable
para contenidos en amoniaco khiferiores al 0,25 por 100.

La muestra se extrae con agua, la solucién se defeca
y se filtra. Las bas#s nitrogenadas volatiles se desplazan
por ebullicidn mediante adicion de 6xido de magnesio
y se recogen en una cantidad conocida de acido sulfirico

‘cuyo exceso se valora con una solucion de hidréxido

de sodio.

13(b).2 Material y aparatos. _

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

13(b).2.2 Aparato de destilacién del tipo Kjeldahl.

13(b).3. Reactivos.

13{b).3.1
tricloroacético.

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

13(k).3.3 Emuision de antiespuma (por ej., silicona).
13(b).3.4 Acido sulfirico 0, 1N,

13(b).3.5 Sclucion de hidroxido de sedio @1 N.

13(b).3.6  Solucidn al 0,3 por 100 (p/v) de rojo de
metilo en etanol del 95-96 por 100.

Solucion al 20 por 100 (p/v) de acido

13(b}.4 Procedimiento. Pesar con precision de 1
mg, 10 g de la muestra e introducirlos con 100 ml de
agua en un matraz aforade de 200 ml. Mezclar durante
30 minutos en el mezclador. AhRadir 50 mi de solucién
de acido tricloroacético [13(b).3.1], completar el volu-
men con agua, agitar con fuerza vy filtrar sobre un fiitro
de pliegues.

Tomar una caniidad de filtrade lmpida en funcién
del contenido supuesto en bases-nitrogenadas volatiles
(100 ml son suficientes, en general). Diluir en 200 ml
y afadir 2 g de ¢xido de magnesio [13(b).3.2] y algunas
gotas de emulsidn antiespuma [13(b).3.3). La soluci6n
debe ser alcalina en el papel de tornasol; si no lo es,
afadir éxido de magnesio [13(b).3.2]). Destilar 150 ml
aproximadamente de la solucién en un aparato del tipo
Kejldahl y recoger el destilado en un erienmeyer que
contenga un voiumen exactamente medido (25 a 60
ml} de acido sulfdrico Q,1N [13{b).3.4]. Durante la des-
tilacidn, evitar un recalentamiento de las paredes. Llevar
la solucién sulfarica a ebullicion durante dos minutos,
enfriar y valorar el exceso de &cido sulfdrico con ia solu-
cidon de hidréxido de sodio 0, 1N [13({b).3.5] en presencia

‘del indicador rojo de metilo [13({b).3.6].

Efectuar un ensayo en blanco aplicando el mismo
método operatorio.

13(b).5 Calculos. 1 ml de &cido sulfirico O,1N
corresponde a 1,7 mg de amoniaco.

Expresar el resuitado en porcentaje de muestra.

La diferencia entre los resultados de dos determina-
ciones paralelas efectuadas sobre una misma muestra’
no debe exceder, en valor relativo, del 10 por 100 de
amoniaco.

13(b).6 Referancias. Segunda Directiva de la Comi-
sion de 18 de noviembre de 1971. (7 1/393/CEE). «Dia-
rio Oficial de las Comunidades Europeas» nimero L 279,
de 20 de diciembre de 1971.

14. Carbonatos

14.1 Principio. Descomposicion de los carbonatos
mediante la accién del dcido clorhidrico y comparacion
del volumen de anhidrido carbonico desprandido frente
a una cantidad conocida de carbonato calcico medido
en las mismas condiciones.
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14.2 Material y aparatos.

- 14.2.1
en 14.1.

14.3 Reactivos.

14.3.1 Acido clorhidrico, d = 1,10.

14.3.2 Carbonato de calcio.

14.3.3 Sotucién de acido sulfarico 0,1N o aproxi-
mado, coloreada con rojo de metilo.

Aparato de Scheibler-Dietrich, segun figura

14.4 Procedimiento. Segun la concentracién en car-
bonatos de la muestra pesar: 0,5 g cuando la riqueza
esté comprendida entre el 50 y 100 por 100 expresado
en carbonate calcico.

1 g cuando la riqueza esté comprendida entre el 10
y el 50 por 100 expresado en carbonato calcico.

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

Una vez pesada la cantidad idénea de muestra a ana-
lizar introducirla en el frasco (4) del aparato de Schei-
bler-Dietrich, el cual estara provisto de un pequefio tubo
de material irrompible conteniendo 10 ml de la solucion
14.3.1. Conectar a continuacidn el frasco con el aparato.
Girar la llave (b} de tres vias de forma que el tubo (1)
comunigue con el exterior.

Por medio del tubo mévil (2), que estd lleno de 4cido
sulfurico coloreado (14.3.3) y unido al tubo graduado
(1), Hevar el nivel del liquido a la graduacién de cero.
Girar la liave (5) de modo que haga comunicar los tubos
{1) vy {2}y comprobar el nivel a cero.

Previa inclinacién del frasco (4), dejar pasar lenta-
mente todo el dcido clorhidrico {14.3.3) sobre la muestra.
Igualar la presion bajando el tubo (2). Agitar el frasco
{4) hasta que cese por completo el desprendimiento del
gas carbonico.

Restablecer la presion reduciendo el liquido at mismo
nivel en los tubos (1) y (2). Hacer la tectura pasados
unos minutos, hasta que el volumen gaseoso perma-
nezca constante.

Efectuar en las mismas condiciones un ensayo com-
parativo con 0,5 g de carbonato de calcio {14.3.2).

14.5 Calculos. . .
V- 100

% C0:Ca = T. 2p

Siendo:

= Volumen, en ml, de CO, desprendido por la
muestra.
T = Volumen, en mi, de CO, desprendido por 0,5
gramos de CO3Ca (14.3.2).
P = Peso, en gramos, de la muestra:

14.6 Observacione-s.

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

14.6.2 Si se utiliza un aparato de un volumen dife-

rente al de Scheibler-Dietrich, es necesario adaptar la
cantidad de muestra tomada de la ebullicién y la sus-

tancia a comparar, asi como el célculo de resultados..

14.7 Referencias. Primera Directiva de la Comisidn
de 15 de junio de 1971. 71/250/CEE. «Diario Oficial
de las Comunidades Europeas» nimero L 1565, de 12
de julio de 1971, .
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FIGURA 14.1. (Escala 1/8 en mm)

Aparato segun Scheibler-Dietrich para determinar
. el COZ :

15(a} Aflatoxina B, (cromatografia
. monodimensional en capa fina)

15(a).1 Principio. El método permite determinar el
contenido en aflatoxina de las materias primas y piensos
simples. Este método ho puede ser utilizado en presencia
de pulpas de citricos. El limite inferior de determinacion
es 0'01 mg/kg {10 ppb).

En presencia de sustancias interferentes que dificul-
ten las determinacicnes, se volvera a iniciar el analisis
segun el método 15(b) (por cromatografia de liquidos
de alta resolucian).

15(a}.2 Material y aparatos.

16{a).2.1 Triturador-mezclador.

15(a).2.2 Aparato para agitar o agitador magnetlco

15(a).2.3 Filtros plegados, Schleicher y Schiill
nimero 588 o equivalente, didmetro: 24 cm.

15(a)2.4 Columnas para cromatografia (diametro
interior: 22 mm, longitud 300<mm), con grifo de teflén
y capacidad de 250 mi.

15(a).2.6 Aparato rotativo de evaporacion en vacio,
con matraz de 500 mi.

15(a).2.6 Frascos coénicos de 500 ml, con tapdén
esmerilado.

15(a).2.7 Equipo para cromatografia en capa fina.
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16(a).2.8 Placas de vidrio para cromatografia en
capa fina, 200 x 200 mm, preparadas de la siguiente
manera (con las cantidades indicadas se pueden recubrir
cinco placas) introducir 30 g de gel de silice G-HR
[15(a).3.1.15] en un frasco conico, afiadir 60 ml de agua,
tapar y agitar durante un minuto. Extender la suspensién
en las placas con objeto de obtener una capa uniforme
de 0.25 mm de espesor. Dejar secar al aire y conservar
después en un desecador provistc de gel de silice. En
el momento de su utilizacion, activar las placas man-
teniéndolas durante una hora en la estufa a 110 °C.
Las placas ya listas para su utilizacion son practicas en
la medida en que dan resultados parecidos a los de las
ptacas preparadas seguln se ha indicado.

15{a).2.9 Lampara ultravioleta de ondas largas {360
nm). La intensidad de irradiacion debe permitir distinguir,
incluso con claridad, una mancha de 1,0 ng de afla-
toxinas B, en una placa para cromatografia en capa fina,
a una distancia de 10 cm de la lampara.

15(a).2.10 Tubos de 10 ml, graduados, con tapones
de polietileno.

15(a).2.11 Espectrofotometro ultravioleta.
15(a).2.12 Fluordensitémetro {eventualmente).

16(a).3 Reactivos.

15(a).3.1 ‘Acetona.

156(a).3.2 Cloroformo estabilizado por 0,5 al 1 por
100 de etanol del 96 por 100 (v/v}.

15(a).3.3 n-Hexano.

15(a).3.4 Metanol.
g 15(a).3.5 Eter dietilico anhidro, exento de peréxi-
0s.
( /1)5(a).3.6 Mezcla de benceno y acetonitrilo 98/2
v/v).

15{a).3.7 Mezcla de cloroformo [16{a).3.2.] v de

metanol 97/3 (v/v).

16(a).3.8 Gel de silice, para cromatografia en colum-
na granulométrica 0,05 a 0,20 nm,

15(a).3.9 Algoddén previamente desengrasado,
mediante cloroformo, o lana de vidrio.

1 5.(a).3. 10 Sulfato de sodio anhidro.
16(a).3.11  Gas inerte, por ejemplo, nitrégeno.
15(a).3.12 Solucién de acido clorhidrico TN.

( 1)5(a).3. 13 Solucidn de 4cido sulfarice al 50 por 100
v/v).

15(a).3.14 Tierra de diatomeas lavada con acido.

. 16(a).3.15 Gel de silice para cromatografia en capa
ina. '

15(a).3.16 Solucién patron de 0,1 microgramos,
aproximadamente de aflatoxina B, por mililitro en el clo-
roformo [15(a).3.2] o en la mezcla de benceno/aceto-
nitrilo [ 15(a).3.6], preparada y controlada como se indica
en 15{a).6.

15(a).3.17 Solucidn patrén cualitativa de 0,1 micro-
gramas aproximadamente de aflatoxinas B, y B, por
ml por el cloroformo [15{a}.3.2] o en la mezcla ben-
ceno/acetonitrilo [15{a).3.6]. Estas concentraciones se
dan a titulo indicativo y deben ajustarse con objeto de
obtener la misma intensidad de fluorescencia para las
dos aflatoxinas. ™

15(a).3.18 Disolventes de desarrollo.

15{a).3.18.1 Cloroformo [15(a}.3.2] / acetona
[15(a).3.1]: 9/1 {v/v), cubeta no saturada.

15(a).3.18.2 Eter dietilico [156(a).3.5] / metanol
[156(a).3.4] / agua: 96/3/1 (v/v/v), cubeta no saturada.

15(a).3.18.3 Eter dietilico [15(a).3.5] / metanol
[15(a).3.4] / agua: 94/4,5/1,6 (v/v/v), cubeta saturada.

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

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

15(a).4 Procedimiento.

15(a)4.1 Preparacion de la muestra. Proceder
como se indica en el método oficial nimero 1.

-Las muestras que contengan mas de un 5 por 100
de materias grasas deben desengrasarse con éter de
petréleo {punto de ebullicion 40-60 °C) tras la prepa-
racion indicada en 15 {a).5.1. En estos casos, los resul-
tados del analisis se expresaran en peso de la muestra
no desengrasada.

19(a).4.2 Extraccién. Introducir 50,0 g de la mues-
tra molida y homogeneizada en un frasco conico de 500
ml {15(a).2.6]). Afadir 25 g de tierra de diatomeas
[15(a).3.14], 25 ml de agua y 250 ml de cloroformo
[15(a).3.2.]. Tapar el frasco, sacudir o agitar durante 30 .
minutos con ayuda del aparato [15{a).2.2] y filtrar
mediante filtro plegado [15{a).2.3]. Eliminar los diez pri-
meros ml del resultado de la filtracién y recoger a con-
tinuacivn 50 ml.

15(a}4.3 Purificacién en columna. Proveer la extre-
midad inferior de la columna para cromatografia
[15{a).2.4] de un tapdn de algoddn o de lana de vidrio
[15{a).3.9], llenar los tercios del tubo de clorofornto
[15(a).3.2} y afadir 5 g de sulfato de sodio [15(a).3.10].

Comprobar que la superficie superior de la capa de
sulfato de sodio esta plana; afadir a continuacidn, en
pequenas porciones, 10 g de gel de silice [15{a).3.8].

Remover con precaucion después de cada adicion
con el fin de eliminar las burbujas de aire. Dejar que -
se pose durante quince minutos y afiadir seguidamente,
con precaucion, 15 g de sulfato de sodio {15(a).3.10].
Dejar descender el liquido hasta la proximidad inmediata
de la superficie superior de la capa de sulfato de sodio.

Mezclar los 50 ml de extracto recogidos en 15(a).4.2
con 100 ml de n-hexano [15{a).3.3] y transvasar cuan-
titativamente la mezcla en la columna. Dejar descender
el liquido hasta la superficie superior de la capa de sulfato
de sodio. Eliminar el liquido filtrado. Afadir a continua-
cion 100 ml de éter dietilico [15{a}.3.5] y dejar des-
cender de nuevo el liquido hasta la superficie superior
de la capa de sulfato de sodio. Durante estas opera-
ciones, procurar que el flujo sea de 8 a 12 m! por minuto
y que la columna no se vacie. Eliminar los liquidos fil-
trados. Eluir después mediante 150 ml de la mezcla clo-
roformo-metanol [15{a).3.7] y recoger la totalidad del
eluido.

Evaporar éste casi a sequedad bajo una corriente de
gas inerte [15{a).3.11] y a una temperatura que no supe-
re los b0 °C, mediante el aparato rotativo de evaporacion
en vacio [15(a).2.5]. Introducir cuantitativamente el resi-
duo por medio de cloroformo [15({a).3.2] o de la mezcla
benceno/acetonitrilo [15(a).3.6] en un tubo de 10 ml
[15{a).2.10]. Concentrar la solucién bajo una corriente
de gas inerte [15(a).3.11] y llevar después el volumen
a 2.0 ml por medio de cloroformo [15(a}.3.2] o de la

mezcla benceno/acetonitrilo { 15(a).3.6].

15(a).4.4 Cromatografia en capa fina. Depositar
puntualmente en una placa para cromatografia en capa
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fina [15(a).2.8], a 2 cm del borde inferior y a intervalos
de 2 cm, los volimenes de la solucidn patrén y del extrac-
to indicados a continuacién;

— 10, 15, 20, 30 y 40 microlitros de la solucién
patrén de aflatoxina By [16(a).3.16].

~ 10 microlitros del extracto obtenido en [15(a).4.3]
Y. en superposicion en e! mismo punto, 20 microlitros
de la solucion patrén [156{a).3]. '

— 10 y 20 microlitros del extracto obtenido en
[15{a).4.3].

Desarrollar el cromatograma fuera del alcance de la
juz, con ayuda de uno de los disolventes de desarrolio
[15{a).3.16]. La eleccidn de! disolvente debe determi-
narse previamente depositandec en la placa 25 micro-
litros de la solucién patrdn cualitativa [15(a).3.17] y ase-
gurandose de que, durante el desarrolio, las aflatoxinas
B y B; estan completamente separadas:

— El 25 por 100 del resultado méas elevado para
los contenidos en aflatoxina By de 10 a 20 microgra-
mos/kilogramo.

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

— &I 10 por 100 del resultado mas elevado para
tos contenidos superiores a 50 microgramos/kilogramo.

156(a).5 Preparacion y control de la solucién patrén
[15(A).3.16]. _

15(a).5.1

: Determinacion de la concentracién en
aflatoxina B,. -

. Preparar una solucién patrén de aflatoxina B, en el
cloroformo [15{(a).3.2] o en la mezcla benceno/aceto-
nitrito [ 15(a).3.6] cuya concentracidn es de 8 a 10 micro-
gramos por mililitro. Determinar el espectro de absorcién

entre 330 y 370 nm con ayuda de un espectrofotémetro

[15{a).2.11].

Medir la absorbancia (A} a 363 nm en el caso de
la solucidn cloroférmica y a 348 nm én el caso de la
solucion en la mezcla benceno/acetonitrilo.

Calcular la concentracién en microgramos de afla-
toxina B4 por mililitro de solucién a partir de las siguien-
tes formulas: : '

312 - A - 1000
206000

para la solucién cloroférmica

3i2 - A - 1000
19800

para la solucion en la mezcla
bencena/acetonitrilo

Fuera del alcance de la luz, efectuar las diluciones
convenientes para obtener una solucién patrén de tra-
bajo cuya concentracion en aflatoxina B4 es de 0,1 micro-
gramos aproximadamente por mililitro.

Conservada en el refrigerador, dicha solucién perma-
nece estable durante dos semanas. ’

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

Depositar en una placa [15(a}.2.8], 5 microlitros de
la solucion patrén de 8-10 microgramos de afiatoxina
B, por mililitro [15(a).6.1]:

Desarrollar el cromatograma segin se ha indicado
en [15(a).4.4]. Con fa luz ultravioleta, la fluorescencia
s6lo debe dar lugar a la percepcién de una sola mancha
y no debe percibirse ninguna fluorescencia en la zona
del depdsito de origen.

FIGURA i5(a).1

1

 J

15(a).5.3 Reproducibilidad de los resultados del
método A. La reproducibilidad de los resultadaos, es decir,

" la variacién entre los resultados obtenidos por dos o

mas de laboratorios con la misma muestra, se ha cal-
culado en:

*+ 50 por 100 del valor medio de los resultados para
los valores medios de aflatoxina B, de 10 a 20 ug/kg

* 10 ug/kg del valor medio para los valores medios
entre 20 a b0 ua/kg.

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

15{a).5.4 Referencias.

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

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

]
15(b) Determinacion de la aflatoxina B;, mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion

15(b}.1 Principio. El método se basa en la separa-
cién mediante cromatografia de liquidos de alta reso-
lucién con deteccion por fluorescencia. La extraccion
de la muestra se realiza con cloroformo. Se filtra el extrac-
to y una parte alicuota de éste se purifica en un cartucho
de florisil y, a continuacién, en un cartucho C,5. La sepa-
racion y determinacion finales se realizan mediante cro-
matografia de liquidos de alta resolucién {(CLAR} utili-
zando una columna de fase inversa C.g seguida de una
reaccion post-columna con solucién acuosa de yodo y
deteccidn por fluorescencia. '

El método permite determinar aflatoxina B, en los
piensos, Incluidos los que contienen pulpa de citricos.
El {imite inferior de determinacién es de 0,001 mg/kg.

Nota: Las micotoxinas son extremadamente téxicas.
Las manipulaciones deben llevarse a cabo en campana
extractora de hurmos: Deben tomarse precauciones espe-
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ciales cuando las toxinas estan en forma sdlida, ya que
debido a su naturaleza electrostatica tienden a disper-
sarse en las dreas de trabajo.

15(b).2 Material y aparatos. Atencién: El uso de
material de vidrio que no se haya lavado con acido, para
las soluciones acuosas de aflatoxinas, puede originar pér-
didas de aflatoxinas. Deberan tomarse precauciones
especiales con el material de vidrio nuevo o desechable.
Por ejemplo los frascos para muestreador automatico
y las pipetas Pasteur. Por lo tanto, el material de vidrio
que vaya a estar en contacto con las soluciones acuosas
de aflatoxinas debera sumergirse durante varias horas
en un &acido diluido {(por ejemplo, acido sulfurico, ¢ =
2 mol/l) y. a continuacidn, lavarse a fondo con agua
destilada para suprimir todo resto de acido {por ejemplo,
tres enjuagues, seguidos de una comprobacion con
papel pH). En concreto, este tratamiento debera aplicarse
a los matraces redondos [15(b).2.4]), a los matraces afo-
rados, probetas, a los frascos o tubos utilizados para
soluciones para calibracion y extractos finales (en par-
ticular, los frascos para muestreador automatico) y a
las pipetas Pasteur si se utilizan para transferir soluciones
para calibracion o extractos.

15(b}.2.1 Triturador/Mezclador.

15(b).2.2 Tamiz de malla de 1,0 mm (ISO R 565).

15(b).2.3 Agitador mecanico. : ‘

15(b).2.4 Evaporador rotatorio a vacio provisto de
un matraz redondo de 150 ml a 250 ml.

15(b).2.5 Cromatografo de liquidos de alta resolu-
cién, con bucle de inyeccién que permita inyectar
250 ul.

Ver instrucciones del fabricante para el llenado parcial
o total del bucle.

15(b).2.6 Columna analitica para CLAR: relleno C,g
de 365 um.

15(b).2.7 Bomba libre de pulsos que suministre el
reactivo yodado para la reaccion postcolumna, por ejem-
plo, bomba para CLAR o concebida para reacciéon post-
columna.

15(b).2.8 Conexién en T Valco de volumen muerto
nulo, de acero inoxidable {1/16” x 0,756 mm}.

16(b).2.9 Serpentin de reaccién, de teflén o de ace-
ro inoxidable. Las dimensiones comprendidas entre
3.000 * 0,5 mm y 5.000 x 0,5 mm resultan apropiadas
en combinacién con columnas CLAR de 5 6 3 pm.
15(b).2.10 Bafo de agua termostatizado a 60 "°C, con
una variaciéon de temperatura de menos de 0,1 °C.

15(b).2.11 Detector de fluorescencia que proporcio-
ne.longitudes gle onda de excitacién de 365 nm aproxi-
madamente y de emisién de 435 nm aproximadamente.
(Para los aparatos de fjltro: longitud de onda de emistorn
400 nm). Debera ser posible efectuar la deteccién de
0.05 ng de By, como minimo. Se recomienda aplicar
cierta contrapresién {por ejemplo, un constrictor o una
espiral de teflén o acero inoxidable conectada al orificio
de salida del detector} a fin de suprimir las burbujas
de aire en la célula de flujo.

16(b).2.12 - Registrador de banda de papel.

15{(b).2.13 Integrador electrénico (facultativo).

16(b).2.14 Filtro de pliegues 24 cm. Macherey-Na-
gel 617 1/4 ¢ equivalente. .

15(b).2.15 Filtro de membrana con un tamafio de
poro de 0,45 um, Millipore HAWP 04700 o equivalente.
- 16(b).2.16 Erlenmeyer de 500 ml con tapén de
VIArio. ’

15(b).2.17 Columna de vidrio {con un didmetro inte-
rior de 1 cm aproximadamente y una longitud de 3 cm
aproximadamente) provisto de una punta Luer.

15(b).2.18. Llave Luer de nailon resistente al cloro-
formo (por ejemplo, Bio-rad 7328017, Analytichem A1
6078, J.T. Baker 4514 o equivalente).

15(b).2.18 Jeringa de 10 mi resistente a productos

quimicos, con llave Luer. ‘

15(b).2.20 Jeringa de 2b0 pl adecuada para la
inyeccion en CLAR {Ver 15(b).2.6). ,

15(b).2.21. Microjeringa de 100 pl para la prepara-
cion de soluciones de calibracién (comprobar, mediante
pesada, que su precision es del 2 por 100).

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

15(b).2.23 Espectrofotometro adecuado para rea-
lizar medidas en la regién U.V. del espectro.

15(b).2.24. Equipc para efectuar la prueba de con-
firmacién [15(b).5].

15(b).2.24.1 Embudo de decantacion de 100 mi

(con llave de tefién), lavado con acido.
15(b).2.24.2 Fuente de calor a 40-50 °C.

15(b).3 Reactivos.

15(b).3.1 Cloroformo estabilizade con 0,5 a 1,0
por 100 de etanol, en masa.

Ver 15(b).9.2.

16(b).3.2 Metanol, grado CLAR para preparacion
de 15(b).3.6.

15{(b}).3.3 Acetona.

15(b}.3.4 Acetonitrilo, grado CLAR.

15(b).3.5 Disolventes de elucidn; preparar un dia
antes de su utilizacién o eliminar mediante uitrasonidos
el aire que contengan.

15(b).3.56.1 Mezcla de acetona {15(b).3.3] y agua,
98 + 2 (v/v). ,

15{b).3.6.2 Mezcla de agua y metanol [15(b).3.2].
80+ 20 (v/v).

15(b}.3.5.3 Mezcla de agua y acetona [15({b).3.3].
B5 + 15 (v/v).

18(b}.3.6 Fase modvil para. CLAR. Mezcla de agua,
metanol [ 15(b).3.2] y acetonitrilo [15{b).3.4], 130 + 78
+ 40 {v/v/v).

Nota: Puede ser necesario ajustar la compasicion de

los disolventes de {a fase movil, de acuerdo con las carac-

teristicas de la columna CLAR utilizada.

15(b).3.7 Solucién acuosa saturada de yodo. Afiadir
2 g de yodo a 400 ml de agua. Mezclar durante 90
minutos como minimo y filtrar a través de un filtro de .
membrana [15{b).2.15]. Proteger de la luz la solucién
saturada, a fin de evitar la fotodegradacion. '

15(b).3.8 Celite 545 lavada con acido, o equivalente.

15(b).3.9 Cartucho de florisil (Waters SEP-PAK) o
aquivalente, * .

15(b).3.10 Cartucho C18 (Waters SEP-PAK) o equi-
valente.

16(b).3.11 Gas inerte, por ejemplo, nitrégeno.

15(b).3.12 Solucién patrén de aflatoxina By en clo-
roformo con una concentracion de 10 pg/ml. Comprobar
la concentracion de la solucién del siguiente modo:

" Determinar el espectro de absorcién de la solucidn citada

entre 330 y 370 nm por medio del espectrofotémetro
[15(b).2.23]. Medir la absorbancia (a) en el méximo cer-
cano a 363 nm. Calcular la concentracién de Aflatoxina
B; en microgramos por mililitro de solucién, empleando
la formula siguiente: :

312°- A - 1000
22300

15(b).3.12.1 Solucién madre de aflatoxina B; en
cloroformo. Transferir cuantitativamente 2,5 ml de solu-
cién patran de aflatoxina B, f15(b).3.12] a un matraz
aforado de 50 ml y enrasar con cloroformo. Almacenar
esta solucion en un lugar fresco {4 °C) al abrigo de la
luz, adecuadamente tapada y envuelta en una hoja de
aluminio [15(b).3.13]. Soluciones de aflatoxina B, para
calibracion de CLAR.

Concentracion {pg/mi) = = 13991 - A
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_Nota: Para la preparacion de estas soluciones debera
utilizarse material de vidrio lavado con acido {véase el
punto 15(h).2. Aparatos]. :

15{b).3.13.1 Solucidn para calibracién de 4 ng/mi.
Dejar reposar- (algunas horas) la solucion madre
[15(b).3.12.1], contenida en el matraz aforado envuelto
en la hoja de aluminio, hasta que alcance la. temperatura
ambiente. Transferir 400 pl de ia solucion madre (200
ng aflatoxina B} a un mmatraz aforado de 50 mly evaporar
- la solucién hasta sequedad en corriente de gas inerte
[15(b).3.11]. Disolver el residuo obtenido en 20 ml
aproximadamente de mezcla de agua y  acetona
[15(b).3.5.3], enrasar con la misma mezcla y homoge-
neizar. i ,

16(b).3.13.2 Solucién para calibracién d€ 3 ng/ml.
Transferir cuantitativamente 7.5 mi de solucién para cali-
bracion [15(b).3.13.1] a un matraz aforado de 10 ml
con la mezcla de agua y acetona [15(b).3.5.3} y homo-
geneizar. _ .

16(b).3.13.3 Solucién para calibracién de 2 ng/ml.
Transferir cuantitativamente 25 ml de la solucién para
calibracion [15(b).3.13.1] a un matraz aforado de 50
mi, enrasar con la mézcla de agua y acetona [15(b).3.5.3]
y homogeneizar. Esta solucion se denorina también «Pa-
tron de referencia» y se usa, en particular, para efectuar
inyecciones repetidas durante el procedimiento de CLAR.

15(b).3.13.4 Solucién para calibracién de 1 ng/ml.
Transferir cuantitativamente 2,5 ml de solucién para cali-
bracién [15(b).3.13.1] a un matraz aforado de 10 mi,
enrasar con la mezcla de agua y acetona [15(b).3.5.3]
y homogeneizar.

15(b).3.14. Una mezcla de aflatoxina B,, B, G,
y G2 en concentracienes aproximadas de 1; 0.5, 1 vy
0.5 pg/ml, respectivamente, en 1mi de cloroformo.

15(b).3.14.1 Soluciéon de comprobacién cromato-
gréafica. Transferir la mezcia [15(b).3.14] a un tubo de
ensayo con tapdn de vidrio o a un frasco con tapdn
de rosca. Transferir 40 =! de esta solucién a un tubo
de ensayo con tapdn de vidrio —lavado con &cido—
[15(b}.2.22]. Evaporar el cloroformo en una corrients
de gas inerte [15{b).3.11] y disolver de nuevo en 10
mt de la mezcla de agua y acetona {15(b).3.5.3].

15(b).3.15 Reactivos para la prueba de confirma-
cion [15(b).5].

15(b).3.15.1 Solucidon acuosa saturada de cloruro
de sodio. ‘ '

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

15(b).4 Procedimiento.

15(b).4.1 Preparacién de la muestra. Triturar la
muestra de manera que pueda pasar a través del tamiz
[15({b).2.2].

15(b).4.2 Porcion de ensayo. Pesar en el erlenmeyer
[15({b).2.16] 50,0 g de la muestra prohlema preparada.

15(b).4.3 Extraccién. Ahadir a ia porcion de ensayo
25 g de Celite [15(b).3.8] 250 ml de cloroformo
{15{b).3.1] vy 25 ml de agua. Tapar el matraz y agitar
durante treinta minutos en el agitador mecanico
[15(b).2.3]. Filtrar a través de filtro de pliegues
[15(b).2.14]. Recoger 50 ml de filtrado. Si fuera nece-
sario, tomar una alicuota del fitrado y diluir a 50 mt
con cloroformo de forma que ta coneentracion de afla-
toxina B, no sea mayor de 4 ng/mil.

15(b).4.4. Purificacion (el procedimiento debe seguir-
se sin interrupciones significativas). Deberan tomarse las
siguientes precauciones: :

— Proteger convenientemente de la luz natural el
laboratorio de analisis. :

Para ello se pueden utilizar: :

1) Hojas que absorban los rayos UV para cubrir las
ventanas y una luz tamizada {evitese la juz solar directa}.

.2} Cortinas o persianas en combinacién con luz arti-
ficial (pueden utilizarse tubos fluorescentes).

— Proteger todo lo posible de la luz las soluciones
que contengan aflatoxina {conservar en la oscuridad y
utilizar hojas de aluminio). :

15{b}.4.4.1 Purificacion con SEP-PAK de florisil.

15({b}.4.4.1.1. Preparacidn del conjunto columna-car-
tucho. Acoplar una llave [15(b).2.18] a la rama mas corta
de5(u)n t]:artucho' de florisil [15(b).3.9] [véase la figura
15(b).11. . :

Lavar el cartucho y eliminar el aire tomandoc con una
jeringa [15(b).2.19] 10 ml de cloroformo {15(b).3.1] v
haciendo pasar rapidamente 8 ml de cloroformo por la
llave a través del cartucho. Unir la rama mas larga del
cartucho a la columna de vidrio [15(b).2.17] e introducir
en la columna a través del cartucho los 2 mi de clo-
roformo restante. Cerrar la Have y sacar la jeringa.
15(b).4.4.1.2. Purificaciéon. Introducir en el conjunto
columna-cartucho el fitrado recogido con arreglo al pun-
to [15{b).4.3] y dejar escurrir por gravedad. Lavar con
5 ml de colroforme [15(b).3.1] v, a continuacién, con
20 ml de metanol [15(b).3.2]. Desechar los eluatos.
Durante estas operaciones, evitar que el conjunto colum-
na-cartucho se quede seco. Eluir aflatoxina B, con 40
ml de la mezcla acetona/agua [15(h).3.5.1] v recoger
la totalidad del eluato en el matraz redondo {150 ml)
del evaporador rotatorio (4.4). Concentrar el eluato en
el evaporador rotatoric a una. temperatura de 40-50 °C
hasta que cese |a destilacion de acetona.

Nota; En ese momento quedan en el matraz 0.5 mi
de liquido aproximadamente. Se ha demostrado expe-
rimentaimente que el continuar la-evaporacion no tiene
consecuencias nocivas y que cuando quedan 0.5 ml de
liguido la cantidad de acetona presente no es signifi-
cativa. La presencia de residuos.de acetona podria pro-
vocar pérdidas de la aflatoxina B, en el cartucho Cqs.
Anadir 1 ml de metanol [15(b).2.2], agitar el matraz para
disolver la aflatoxina B, adherida a sus paredes, anadir
4 ml de agua y mezclar. Desconectar y desechar el car-
tucho. Lavar con agua la columna de vidrio y conservada.
para efectuar la purificacidon Cg.

15{b}.4.4.2 Purificacion con SEP-PAK Cg.

15(b}).4.4.2.1 Preparacién del conjunto colum-
na-cartucho. Acoplar una llave [15{(b).2.18] a la rama
mas corta de un cartucho Cqg [{15(b).3.10]. [Véase la
figura 1(b}.1.] '

Purgar el cartucho y extraer el aire haciendo pasar
rdpidamente con una jeringa [15(b}.2.19] 10 ml de meta-
nol [15(h).3.2] por la llave a través de! cartucho. (Las
burbujas de aire del cartucho son visibles en forma de
manchas de luz sobre un fondo grisacec.) Tomar 10
ml de agua y hacer pasar 8 ml a través del cartucho
{evitese introducir aire cuando se pase del metano! al
agua). Unir la rama mas larga del cartucho a una columna
de vidrio e introducir en la columna a través del cartucho
loz 2 ml de agua restantes. Cerrar la llave y sacar [a

~ jeringa.

15(b;.4.4.2.2 Purificacién. Transferir cuantitativa-
mente a la columna [15(b).2.17] el extracto recogido
en el punto [(15(b).4.4.1.2}, lavando dos veces el matraz
con 5 ml de la mezcla de agua y metanocl [ 15{b).3.5.2]
y dejar escurrir por gravedad. Durante estas operaciones,
evitar que el conjunto.columna-cartucho se quede seco.
(Si se forman burbujas-de aire en el estrechamiento proxi-
mao al cartucho, detener el flujo y golpear la parte superior
de la columna de vidrio para ¢liminar las burbujas. Rea-
nudar de inmediato las operaciones.} Eluir con 25 mi
de ia mezcla de agua y metanol [15(b).3.5.2]. Desechar
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los eluatos. Eluir la aflatoxina B, con 50 ml de la mezcla
de agua y acetona [15(b).3.5.3] y recoger la totalidad
del eluato en uh matraz aforado de 50 ml. Enrasar con
agua hasta 50 ml y mezclar, la solucion de ensayo obte-
nida se utiliza para la cromatografia [ 15({b}.4.5].

Atencidén: Normalmente no es necesario filtrar el
extracto final antes de efectuar CLAR. Cuando sea nece-
sario filtrar, deberan evitarse los filtros de celulosa, dado
que pueden dar lugar a pérdida de aflatoxina B,. Pueden
utilizarse filtros de tefion.

15{b}.4.5 Cromatografia de liquidos de alta resolu-
cion. (Véase la figura 2 para el montaje del equipo.)
Dejar transcurrir el tiempo suficiente para que los
instrumentos se calienten y estabilicen antes del uso.

Nota 1: Los caudales que se citan para ia fase mdavil
de CLAR y el reactivo postcolumna son meramente indi-
cativos. Puede ser necesario realizar un ajuste en funcién
de las caracteristicas de la columna de CLAR.

Nota 2: La respuesta del detector para la aflatoxina
B, depende de la temperatura, por lo que debe efec-
tuarse la compensacion por fa deriva {véase la figura
3). La inyeccidon de una cantidad fija del patron de refe-
rencia de la aflatoxina B, [(15(b).3.13.3] a intervalos
regulares (por ejemplo, cada tres inyecciones} permite
corregir, utilizando la respuesta media, los valores de
los picos de la aflatoxina B, entre estos patrones de
referencia, siempre y cuando la diferencia entre las res-
puestas de patrones de referencia consecutivos sea muy
pequena (< 10 por 100). Por io tanto, las inyecciones
deberan efectuarse sin interrupciones. Si es necesaria
una interrupcion, ta Ultima i myeccmn antes de la interrup-
cién y la primera después de ésta deberan ser inyec-
ciones del patrén de referencia [15(b).3.13.3]. Dado que
la curva de calibracién es lineal y pasa por el origen,
las cantidades de aflatoxina B, presentes en los extractos
de la muestra se determinan directamente por referencia
a los patrones adyacentes.

15(b).4.5.1 Ajuste de la bomba CLAR. Ajustar la
bomba CLAR [15(b).2.5] de manera que se obtenga un
caudal de 0.5 ¢ 0,3 mil/min para una columna CLAR
de b umo 3 pum[15(b).2.6]. respectlvamente utilizando
fa fase movil [15({b).3.5]. .

15(b).4.5.2 Ajuste de la bomba para la reaccion

postcolumna. Ajustar la bomba [15(b).2.7] de manera
que se obtenga un caudal de 0,2-0,4 mi/min de solucién
acuosa saturada de yodo [15(b).3.7]. Informacion a titulo
indicativo: se recomiendan caudales de 0.4 6 0,2 ml/min,
aproximadamente, en asociacién con caudales de
0,5-0,3 mi/min de la fase mavil, respectivamente.

15(b}.4.5.3 Detector de fluorescencia. Establecer el
detector [15(h).2.11] a una longitud de onda de exci-
tacidon de 365 nm y de emisién de 435 nm (aparato
del filtro: > 400 nm). Ajustar el atenuador del detector
de manera que el 80 por 100 aproximadamente del
recorrido maximao de la plumilla registradora corresponde
a 1 ng de aflatoxina B,.

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

15(b).4.5.5 Comprobacién de la separacién croma-
tografica. Inyectar la solucién cromatografica
[15(b).3.14.1].

Los valles debheran ser inferiores al & por 100 de
la suma de las alturas de lns picos adyacentes.

15(b}.4.5.6 Comprobacion de la estabilidad del sis-
tema. Antes de llevar a cabo cada una de las series

de analisis, efectuar inyecciones repetidas dei patron de
referencia [15(h).3.13.3] hasta que se estabilicen las
areas de los picos.

Nota: Los picos producidos por la atlatoxina B; entre
inyecciones consecutivas deberan presentar diferencias
inferiores al 6 por 100. Proceder inmediatamente a efec-
tuar la comprobacion de la linealidad [ 15({b).4.5.7].

15{t}).4.5.7 Comprobacion de la linealidad. Inyectar
las soluciones de aflatoxina B; para calibracion
[16(b).3.13.1] y [ 15(b).3.14.4]. Utilizar el patron de refe-
rencia [156(b).3.13.3) a intervalos de tres inyecciones,
a fin de corregir la deriva en las respuestas.

Nota: Las respuestas de los picos del patrén de refe-
rencia deberan presentar diferencias inferiores al 10%
en 90 minutos: Corregir la deriva aplicando la férmula
que se indica en el punto 15{b).6. La grafica de cali-
bractdon debera ser lineal y pasar por el origen, dentro
de los limites de 2 veces el valor de la desviacion tipica
de la estimacion de Y. Los valores hallados deberan dife-
rir en menos del 3% de los valores nominales. Si se
cumplen estas condiciones, continuar las operaciones
inmediatamente. En caso contrario, identificar y corregir
las causas del problema antes de continuar,

15(b)4 5.8 Inyeccidn de extractos de muestra.
gectar los extractos de muestras purificados
(b).4.4.2.2]. Repetir la inyeccién del patrén de refe-
renc:a [15(b}.3.13.3] después de dos inyecciones de
extracto de muestra de acuerdo a la siguiente secuencia:
patrén de referencia, extracto, extracto, patrén de refe-
rencia, extracto, extracto, patréon de referencaa etc...

15(b).5 Prueba de confirmacidn.

15(b).5.1 Tratamiento ulterior del extracto
[15(b).4.4.2.2]. Afiadir 5 m! de !'a solucion de cloruro
de sodio [15(b).3.15.1] al extracto final obtenido como
se describe en el punto [ 15(b).4.4.2.2]. Extraer tres veces
con 2 ml de cloroformo durante 1 minuto, utilizando
el embudo de decantacion [15(b}.2.24.1]. Verter los
extractos combinados de cloroformo en un tubo de ensa-
yo de 10 mi a través de 1 g aproximadamente de sulfato
de sodio {15(b) 3.156.2]. [Se puede utilizar un embudo -
pequeio (4 cm de didmetro) colocando en el estrecha-
miento un algodén recubierto de 1 g de sulfato de sodio
aproximadamente]. .

Lavar la capa de sulfato de sodio con unos mi de
cloroformo y recoger los lavados en el mismo tubo de
ensayo. Evaporar en dicho tubo el extracto de cloroformo
hasta sequedad utilizando la fuente de calor
[15{b).2.24.2] vy disolverlo de nuevo en 1 ml de clo-
roformoax

15{h).6.2 Preparacion de los derivados y cromatc-

%rdfla en capa fina. Véase la Directiva 76/372/CEE del

onsejo, anexo, método A, punto 5.6.2 [método 15(a),
punto 15{a).4.4].

15(b).6 Calculos. Calcular el contenido de aflatoxina
B: (u9/kg) de la muestra mediante la férmula siguiente:

m- vart
Vi

Ve M_Z

Contenido aflatoxina B, en ug/Kg=

Siendo:

m = cantidad, en ng, de aflatoxina B, representada:
por el pico By de la muestra calcuiada del siguiente
modo:

m = P{muestra) .2 r(st)
Pistq) + P(stp)

area del pico de la aflatoxina B, de

P {muestra) =

la mueqtra :
{Sﬂ) = area del pico de la aflatoxina B, del patrdn
de referencia antericr [15(b}).3.13.3].
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P (st2) = area del pico de la aflatoxina B, del patrén
de referencia siguiente [15(b).3.13.3].

r (st) = cantidad inyectada del patrén de referencia
[15({b).3.13.3], expresada en ng.

Vo = volumen del extracto de muestra inyectado,
en mil.

Ve = volumen final del extracto de muestra, en ml
[15{b).3.13.3]. -

M = masa de la muestra en g.

-V¢ = volumen del filtrado transferido al cartucho de
florisil [15(b).4.4.1.2], en ml.

V¢ = volumen de cloroformo utilizado para la extrac-
¢idn de la muestra, en mi.

Si se aplica el procedimiento expuesto, la formula
se reduce a:

" Contenido de aflatoxina B+, en jig/kg = 20 x m.

15(b).6.1 El célculo de los resultados también pue-
de efectuarse midiendo la altura de los picos.

15(b).7 Repetibilidad. Véase el punto 15(b).9.1 {ob-
servaciones).

16(b).8 Reproducibilidad. Véase el punto 15(b).9.1.

15(b}.9 Observaciones.
15(b}.9.1

En el cuadro 1 figuran los resultados de la repeti-
bilidad y reproducibilidad obtenidos en un ensayo cola-
borativo (1} sobre piensos compuestos realizado a escala
internacional. El término repetibilidad (r) utilizado aqui
se define como la mayor diferencia no significativa, con
una probabilidad del 95 por 100, entre dos lecturas de
una misma muestra efectuadas en el mismo laboratorio
y en condiciones similares. El término reproducibilidad
(R) se define de manera analoga y se refiere a la com-
paracion entre los resultados obtenidos en dos labora-
torios diferentes. Con arreglo a la norma iSO 3534-1977,
2.35(2) y a la Decisién 89/6 10/CEE de la Comision (3),
tanto r como R también figuran en el cuadro 1 en forma
de coeficientes de variacion. T

Precision.

CUADRO 1

Repetibilidad {r) y reproducibilidad (R) expresadas
en diferencias y en coeficientes de variacién

15. Laboratorios

Nivel v CVr
- r R - —
{ng/kg) Porcentaje Porcentaje
8-14 1.4 1.7 11 18

{") CV = Coeficiente de variacion.

{1} Egmond, H.P. vap. Heisterkamp. S.H. and Paulsch, W.E. (1991}, Food
Additives and Contaminants 8, 17-29,

(2) 1SQ 3534-1977.

(3) DONn°L351de212.1989, p 39.

15(b).9.2 Estabilidad del cloroformo [15(b).3.13.3].
Las caracterfsticas de absorcién dei cartucho de florisil
pueden verse modificadas si se utiliza un estabilizador
diferente del etanol. Esto debe ser verificado con arreglo

al punto 15(b).9.3 cuando no se disponga dsl cloroformo
descrito.

15(b).9.3 Exactitud. La aplicacion correcta del méto-
do deberd comprobarse efectuando mediciones repe-
tidas con materiales de referencia certificados. Si no se
dispone de estos materiales, la validez del método debera
comprobarse mediante experimentos de recuperacion
en muestras en blanco. La diferencia entre la media y
el valor real no debera rebasar los limites de -20 a 10
por 100 del valor real. ’

15(b).10 Referencias. Directiva 92/95/CEE. «Diario

Oficial de las Comunidades Europeas» ntmero L 327,
de 9 de noviembre de 1992.

FIGURA 15(b}.1: Conjunto columna-cartucho

\
\X

L
=

10 ml 10mi—

XL




7180 Jueves 2 marzo 19956

BOE num. 52

FIGURA 15(b).2: "Diagrama de los flujos del sistema de croma-
tografia de liquidos con reaccion con yodo postcolumna”,
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FIGURA 15({b).3: “Compensacién de la deriva de la respuesta de
la aflatoxina By mediante inyeccidn det patrén de referencia a
intervalos regulares (15(b).3.13.3).
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16. Indice de perdxidos

Esta determinacion sera aplicable a aquellas grasas
gue se utilicen como materia prima.

El procedimiento sera el que figura en el método
nimero 21 de los métodos oficiales de anélisis de Acei-
tes y Grasas aprobados por Orden de 31 de enero de
1977 («Boletin Oficial del Estado» de 14 de juiio).

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

17. Fosforo total
(Método espectrofotométrico)

17.1  Principio. Determinacién del fésforo de una
muestra mineralizada, mediante la transformacién de sus
compuestos fosforados en ortofosforados. :

La mineralizacion se realiza por via seca’(calcinacion)
y posterior disolucion en acido, o bien por digestion
acida.

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

17.2 Material y aparatos.

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

17.2.2 Crisoles de incineracién de cuarzo o porce-
lana.

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

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

17.2.56 Matraces Kjeldahl de 250 a 500 ml de capa-
cidad.

1726 Matraces aforados de 100, 250, 500 y 1000 ml.

17.3 Reactivos.

17.3.1 Carbonato de calcio.

17.3.2 Acido clorhidrico de d*0 =1, 19 g/ml.

17.3.3 Acido nitrico de d 20 = 1 38 — 1,42 g/ml.

17.3.4 Acido nitrico de d%;5 = 1 045 g/ml (10 por
100 m/v)

17.3.6  Acido sulfarico de d*;¢ = 1,84 g ml

17.3.6 Amoniaco concentrado de d% = 0,910
g/mi.

17.3.7 Solucién de heptamolibdato aménico. Disol-

ver en agua caliente 100 g de heptamolibdato de amo-
nio, tetrahidrato (NH4)gMo07024 - 4H,0. Se afaden 10
mi de amoniaco (17.3.6), se trasvasa a matraz aforado
de 1000 ml, y una vez frio se completa con agua hasta
el enrase.

17.3.8 Solucién de metavanadato aménico. Disol-
ver 2,35 g de metavanadato de amonio (NH,VO3) en
un erlenmeyer de 500 mi con 400 ml de agua destilada
caliente. Anfadir lentamente y. agitando 20 ml de una
solucién que contiene -7 mi de acido nitrico (17.3.3) y
13 ml de agua destilada. Lievar a matraz aforado de
1000 ml y, una vez frio, enrasar con agua destilada.

17.3.9 Solucién de nitro-molibdo-vanadato. En
matraz de litro aforado, mezclar 200 ml de solucién de
heptamolibdato de amonio {17.3.7) con 200 ml-de solu-
cién de metavanadato de amonio (17.3.8) y 134 ml de
acido nitrico (17.3.3). Completar con agua destilada has-
ta el enrase.

17.3:0 Solucién patréon de fasforo conteniendo 1
mg de fosforo por mililitro. Disolver en matraz aforado
de litro 4,387 g de fosfato monopotasico (KHoPO,) (pre-
viamente desecado en estufa de 100° C hasta peso cons-
tante} en agua destilada y llevar a enrasar.

17.4 Procedimiento.

17.4.17 Curva de calibrado.

En matraz aforado de 100 ml y a partir de la solucidn
patrén de fosforo {17.3.10) preparar soluciones conte-
niendo 0, 5, 10, 20, 30 y 40 microgramos de fésforo
por mililitro.

En seis erlenmeyer o tubos de ensayo {17.2.3) tomar

- con pipetas de doble enrase 10 ml de cada solucion

patron de fosforo. Afiadir a cada uno de ellos, tambien
con pipeta de doble enrase, 10 ml del reactivo de
nitro-molibdovanadato (17.3.9), agitar-para homogenei-
zar y dejar en reposo diez minutos a 20° C.

Efectuar las lecturas fotomeétricas a 430 nm, emplean-
da cubetas de 10 mm de paso de luz, utilizando la solu-
cion bianco de fdsforo como solucidn de referencia.

" Representar graficamente las absorbancias obtenidas
frente a los- microgramos/mililitros o a los miligramos
de fosforo existentes en cada lectura.
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17.4.2  Preparacién de la muestra.

17.4.2.1 Mineralizacién por calcinacidn (para mues-
tras que contienen sustancias organicas libres de fos-
fatos que den productos insolubles al incinerar).

Pesar 2,5 g de la muestra, con precisidon de 1 mg,
en capsulas de cuarzo o porcelana,

Mezclar con 1 g de carbonato de calcio (17.3.1.).
Poner en mufla a b50 °C - 5 °C hasta la obtencién de
cenizas blancas o grises (una pequefia parte de carbén
no interfiere). Transferir las cenizas a un vaso de 150
ml. Anadir 10 ml de agua lavande ei crisol con &cido
clorhidrico (17.3.2) hasta que cese la efervescencia. Afia-
dir otros 10 ml de acido clorhidrico {17.3.2). Evaporar
el 4cido clorhidrico en bafio de arena a ebuilicion hasta
sequedad. Enfriar y disolver el residuo con 10 m! de
acido nitrico {17.3.4), hervir en bafc de arena durante
cinco minutos, sin llegar a sequedad. Fiitrar a través de
papel sobre matraz aforado de 500 mi, lavar con agua
destiiada el vaso y enrasar una vez frio.

- 17.4.2.2 Mineralizacion por digestién acida (para
compuestos minerales y piensos liquidos). Pesar 1 g de
muestra, con precision de 1 mg, y levar a matraz Kjeldahl
(17.2.5), afadir 20 m! de acido sulftrico {17.3.5), agitar
el matraz circularmente para evitar que la muestra se
adhiera a las paredes y hervir durante diez minutos. Dejar
enfriar un poco y afadir 2 mi de &cido _nitrico (17.3.3),
calentar y llevar otra vez al punto de ebuliicion. Repetir
este procedimiento hasta decoloracin de la solucién.
Enfriar, afiadir un poco de agua vy trasvasar el liquido,
filtrando si es necesario, a matraz aforado de 500 mil,
lavar el matraz Kjeldah! con agua caliente, y unir los
liquidos del lavado si es preciso a través del filtro emplea-

do inicialmente. Una vez frio, afiadir agua hasta el enrase. .

17.4.3 Desarrollo del color y medida de la absor-
bancia. Diluir una alicuota del filtrado problema, para
conseguir una concentracién de fosforo no superior a
40 microgramos/ml.

Transferir 10 ml de esta solucidn a erlenmeyer o tubo

de ensayo (17.2.3) y afiadir 10 ml del reactivo nitro—mo-

libdovanadato {17.3.9). Las dos soluciones tomadas con

pipeta de dos enrases. Mezclar bien y dejar diez minutos-

en reposo. Transferir una alicuota a la célula y medir
la absorbancia er: el espectrofotémetro a 430 nm, usan-

do como referencia una soluciéon de 10 mi de solucion -

blanco con 10 ml del reactivo nitro-molibdo-vanadato.
Efectuar siempre un ensayo en blanco con los reac-
tivos utilizados, siguiendo el mismo procedimiento expre-
rimental. Usar éste como referencia en cada lectura
espectrofotomatrica. :

17.5 Calculos. Determinar la concentracidn de fos-
fero en la porcidn alicuota diluida de ta solucidn problema
o de los microgramos/mililitros de dicha soiucién, por
referencia a la curva de calibrado, calculando el por-
centaje en peso de fdsforo en la muestra.

% P = $-CG -G - .. G
G- 10000 - Ay - A - .. A,

Siendo:

G = Peso de la muestra en gramos.

C4 Co ... C, = Diluciones a que se llevaron las alicuotas
en mikilitros.

A, Az ... A, = Alicuotas tomadas para las diluciones
sucesivas en mililitros.

S = Microgramos/mililitros de fosforo medidos de
la solucién problema con relacidn a la curva de calibrado.

17.6 Ubservaciones. La diferencia entre el resultado
de dos determinaciones sucesivas no debe exceder de:

3 por 100 {vaior relativc), con contenidos de fésforo
menor del 5 por 100 {m/m).

0.1 por 100 (valor absoluto) para contenidos de fés-
foro igual o mayor que el 5 por 100 (m/m).

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

18. Protaina bruta soluble en dcido clorhidrico
y pepsina

18.1 _ Principio. Ei método permite determinar la frac-
cién de las proteinas brutas solubilizadas por la pepsina
y el acido clorhidrico en las condiciones dadas. Es apli-
cable a las harinas de origen animal.

La muestra se somete a digestion durante cuarenta
y ocho horas a 40 °C por una solucion ¢lorhidrica de
pepsina. La suspensién se filtra o centrifuga y se deter-
mina el contenido en nitrégeno del filtrado o del sobre-
nadante, segun el método oficial ndmero 3.

18.2 Material y aparatos.

18.2.1 Bano de agua o estufa de incubacién regu-
ladaad40°Cx1°C
18.2.2 Mineralizador y destilador Kjeldahi.

18.3 Reactivos,

18.3.1 Acido clorhidrico {d = 1,125).

18.3.2 Solucidn de acido clorhidrico 0,075N.

18.3.3 Pepsina 2,0 U/mg. La actividad debe con-
trolarse segun el método oficial nimerc 19.

18.3.4 Solucién preparada recientemente de pep-
sina 0,02 por 100 {p/v) en la solucidn de acido clor-
hidrico (18.3.2). Actividad 400 U/I.

18.3.5 Antiespumante.

18.3.6 Los que figuran en 3.3.

18.4 Procedimiento. Pesar, con precisién de 1 mg.
2 g de muestra. Introducir la muestra en matraz aforado
de 500 ml y anadir 450 ml de solucién ciorhidrica de
pepsina (18.3.4), previamente llevada a 40 °C. Agitar
de forma que se evite la formacion de aglomerados.
Comprobar que el pH de la suspensidn sea inferior a
1,7. Lievar el matraz al bafio de agua o a la estufa de
incubacion {18.2.1) y mantenerlo durante cuarenta y
ocho horas a 40 °C + 1 °C, agitar a las ocho, veinticuatro
y treinta y dos horas. Después de 48 horas afiadir 15
m! de acido clorhidrico. {18.3.1), refrigerar hasta 20 °C,
enrasar el matraz con agua v filtrar. '

Tomar 250 ml! del filtrado e introducirlos en la matraz
de digestién Kjeldah! y proceder como en el método
oficial nimero 3. Efectuar una prueba en blanco.

18.5 Cilculos. El contenido en proteina soluble en
ctorhidrico y pepsina para 100 g de muestra vendra
dado por la siguiente férmula:

2-14-625
P

Proteina soluble/100 g muestra= {VN-—VN)

. Siendo:

P = Peso, en g. de la muestra.

V = Volumen, en mil, de acido suifurico.

N = Normalidad del &cido sulflurico. :

V= Volumen, en mi, de hidroxido de sodio consu-
midos en la valoracion.

N’ = Normalidad de la solucion de hidréxido de sedio.

18.5 Observaciones. Los productos cuyo contenido
en materias grasas exceda del 10 por 100 deben ser
previarmente desengrasados por extraccion con éter de
peiroleo.



7182 Jueves 2 marzo 1995

BOE nim. 62

18.7 Referencias. Tercera Directiva de la Comisidn
de 27 de abril de 1972 (72/199/CEE). «Diario Oficial
de las Comunidades Europeas» numere L, 123 de 29
de mayo.

19. Actividad de la pepsina

19.1 Principio. El método sirve para comprobar la
actividad de la pepsina utilizada en la determinacién de
la proteina soluble en pepsina y acido clorhidrico.

'La hemoglobina se trata en las condiciones definidas
con pepsina y acido clorhfdrico. La fraccién no hidro-
lizada de las proteinas se precipita por el acido triclo-
roacético. Al filtrado se la anade solucidn de hidroxido
de sodio y reactivo de Folin-Ciocalteu. La absorbancia
de esta solucion se mide a 750 nm vy la cantidad de
tirosina correspondiente se lee sobre una curva patron.

La unidad de pepsina se define como la cantidad
de dicha enzima que libera por minuto, en las condi-
ciones del método, una cantidad de compuestos
hidroxiarilos cuya coloracion por el reactivo de Folin-Cio-

calteu tiene una absorbancia correspondiente a la de -

un mal de tirosina, en las mismas condiciones.

19.2 Material y aparatos.

19.2.1 Bafio de agua, regulado a 25 °C £ 0,1 °C
por el ultratermostato.

19.2.2  Espectrofotometro.

19.2.3 Crondometro; precisidn: 1 segundo.

19.2.4 pH-metro.

19.3 Reactivos.

19.3.1 - Acido clorhidrico 0.2N. .

19.3.2 Acido clorhidrico 0,26N.

19.3.3 Acido clorhidrico 0,025N.

19.3.4 Solucion al 5 por 100 {p/v) de Acido triclo-
reaceético. z

19.3.5 Solucién de hidroxido. de sodio 0,5N.

19.3.6 Reactivo de Folin-Ciocalteu. Introducir 100

g de wolframato de sodio dihidrato (Na;WOQ, - 2H,0),
25 g de molibdato de sodio dihidrato {(NasMQ, - 2H,0)
y 700 ml de agua en un matraz de fondo redondo de
2 litros de cierre esmerilado. Afiadir 50 ml de acido
fosforico {(d = 1,71} y 100 ml de acido clorhidrico con-
centrado (d = 1,19), ajustar al matraz un refrigerante
de reflujo, calentar hasta ebullicibn v mantener la solu-
cidén en ebhullicién suave durante 10 h. Dejar refrigerar,
separar el refrigerante de reflujo, afiadir 175 g de sulfato
de litio dihidrato {LioS04 2H,0), 50 ml de agua y 1
ml de bromo. Hacer hervir durante 15 mmutos para eli-
minar el exceso de bromo.

Dejar refrigerar, trasvasar la solucion en un matraz
aforado de 1 litro, completar el volumen con agua, homo-
geneizar y filtrar. El reactivo obtenido no debe presentar
coloracion verduzeca. Antes de su empleo, diluir 1 volu-
men del reactivo con dos volimenes de agua.

19.3.7 - Solucidén de hemoglobina: Pesar una canti-
dad de hemoglobina, sustrato proteico segun Anson
(2 g aproximadamente) correspondiente a 354 mg de
nitrégeno & intraducir en un matraz de 200 ml de cierre
esmerilado. Determinar el contenido en nitrdgeno
mediante un semi-microkjeldahi (contenido tedrico: 17,7
por 100 de nitrégeno). Ariadir algunos ml de acido clo-
rhidrico {19.3.2} conectar el matraz a la bomba de vacio
y agitar hasta disolucién completa de hemoglobina. Dejar
de hacer el vacio y afadir, agitando constantemente,
acido clorhidrico (19.3.2) para completar a 100 ml. Pre—
parar inmediatamente antes de su empleo.

19.3.8 Solucion patrén de tirosina: Disolver 181,2
mg de tirosina en acido clorhidrico (19.3.2) y completar
a 1 litro con el mismo acido clorhidrico.

19.3.9 Solucién patrdon de trabajo: Tomar 20,0 ml
de la solucidon (19.3.8} y diluir a 100 ml con &cido clor-
hidrico (19.3.1). Un ml de dicha solucién contiene 0,2
micromoles de tirosina.

19.4 Procedimiento.

19.4.1 Preparacion de la solucién (ver 19.6.1).
Disolver 150 mg de pepsina en 100 ml de acido clor-
hidrico (19.3.2). Tomar mediante pipeta 2 ml de la solu-
cidn, introducirlos en un matraz aforado de 50 mly com-
pletar a volumen madiante acido clorhidrico (19.3.3).
El pH, controlado por e pHmetro, debe ser de 1,6 £ 0,1. -
Mantener el matraz en bano de agua a 25 °C (19.2.1).

19.4.2 Hidrélisis. Introducir mediante pipeta en tubo
de ensayo 5,0 ml de solucién de hemoglobina (19.3.7)
llevar a 25 °C en el bafio de agua (19.2.1) afadir 1,0
ml de la solucién de pepsina obtenida en {19.4.1) y

‘mezclar, con ayuda de una varilla de cristal ensanchada

en un extremo, mediante aproximadamente 10 movi-
mientos de vaivén, Mantener el tubo de ensayoc en el
bafio de agua a 25 °C durante diez minutos exactamente,
contados desde el momento de la adicidén de la solucién
de pepsina (la duracion y la temperatura deben ser per-
fectamente respetadas). Afiadir a continuacion 10,0 mil
de solucion de acido tricloroaceético (19.3.4) previamente
llevada a 25 °C. Homogeneizar y filtrar sobre un filtro
seco.

19.4.3 Desarrollo de la coloracion y medicidon de
la absorbancia. Tomar mediante pipeta 50 mi del fil-

trado, introducirlos en un erlenmeyer de 50 ml, afiadir

10,0 ml de solucién de hidroxido de sodio {(19.3.5) y
agitando continuamente, 3,0 mi de reactivo diluido de
Folin-Ciocalteu (19.3.6). Después de cinco a diez minu-
tos, determinar la absorbancia de la solucién a 760 nm
en cubetas de 1 cm de espesor, usando como blanco
agua.

19.4.4 Prueba en blanco. Para cada determinacion,
proceder a una prueba en blanco tal como se indica
a continuacion. Introducir mediante pipeta en un tubo
de ensayo 5,0 ml de solucién de hemoglobina (19.3.7),
llevar a 25 °C en el bafio de agua (19.2.1.}, anadir 10,0
ml de solucion de acido tricloroacético {19.3.4} previa-
mente llevado a 25 °C, homogeneizar y afadir a con-
tinuacion 1,0 ml de la solucién de pepsina obtenida en
19.4.1. Mezclar con la ayuda de una varilla de cristal
y mantener el tubo dé ensayo diez minutos exactamente
en el bafio de agua {19.2.1.) a 25 °C. Homogeneizar
y filtrar sobre un filtro seco.

Continuar el método operativo tal como se indica en
19.4.3.

19.4.5 Curva de calibrado. Introducir en erlenme-
yvers de 50 ml volamenes de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 mi
de solucién patrdn de tirosina (19.3.9} correspoendientes
respectivamente a unas cantidades de tirosina de (,2;
0.4;: 0.6: 0.8, y 1.0 micromoles. Completar la serie
mediante un testigo exento de tirosina. Llevar los vold-
menes a 50 ml con la ayuda del acido clorhidrico
(19.3.1). Anadir 10,0 ml de solucién de hidréxido de

- sodio {19.3.5). y agitando constantemente, 3.0 ml del

reactivo diluido de Folin-Ciocalteu (19.3.6). Medir la
absorbancia tal como se indica en la ultima frase del
punto {19.4.3). Trazar la curva de calibrado situando las
concentraciones de tirosina frente a las absorbancias
obtenidas.

19.5 Calculos. Leer sobre la curva de calibrado la
cantidad de tirosina, en micromoles correspondiente a
la absorbancia de la solucion coloreada, corregida de
la prueba en blanco.

-
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La actividad de la pepsina, en micromoles de tirosina,

por mg y por minuto a 25 °C, viene dada por la formula.

siguiente:

Unidades por mg (U/mg)= ﬁg'_?f—-i

Siendo:

a = Cantidad de tirosina en micromoles leida sohre
fa curva patron. -

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

19.6 Observaciones.

19.6.1 ' La cantidad de pepsina que haya que poner-
se en la solucion debe ser tal que pueda obtener una
absorbancia final de 0,36 + 0.035.

19.6.2 Dos unidades por mg obtenidas por el pre-
sente método corresponden a 3,64 unidades milloné-
simas Anson/mg {micromoles de tirosina/mg por minuto
a 35,5 °C}, 0 36.400 unidades comerciales/g, (micromol
de tirosina/g en 10 minutos a 35,5 °C).

19.7 Referencias. Tercera Directiva de la Comisién
de 27 de abril de 1972 (72/199/CEE). «Diario Oficial
de las Comunidades Europeas» nimero L, 123 de 29
de mayo.

2Q. Caseina total

20.1 Principio. Se basa en precipitar (después de
recoristituida la leche en agua tibia), la caseina a su
punto isoeléctrico. Por lavado $e recoge la caseina pura
eliminando el suero y las impurezas. Se determina via
Kjeldahl su nivel de proteina N x 6,38 y este valor dedu-
cido el blanco correspondiente se expresa en caseina.

Este método es aplicable a materias primas lacteas
{leche en polvo descremada, entera o semidescremada).

20.2 Material y aparatos.

20.2.1 Material necesario para determinacién de
proteina bruta.

20.2.2 Bano de agua con termostato para 40 °C.

20.2.3 Centrifuga capaz de alcanzar 4.000 r.p.m.

20.3 Reactivos.

20.3.1 Reactivos necesarios para determinacion de
proteina bruta,

20.3.2 Acido acético. Dilucién al 10 por 100 {p/v).

20.3.3 Dilucién de acetato de sodio TN.

20.3.4 Papel de filtro Albet nimero 240 o similar.

20.4 Procedimiento. Pesar 5 g de muestra, con pre-
cision de 1 mg. Disolver en 100 ml de agua desionizada
calentada a 40-45 °C. Centrifugar a 4.000 r.p.m. durante
15 minutos. Tomar 20 ml de la solucién y calentar en
bafio de agua a 40 °C durante cinco o diez minutos.
Anadir 5 ml de 4cido acético {20.3.2) y dejar que pre-
cipite durante 10 minutos. '

Anadir 5 ml de solucion de acetato de sodio {20.3.3)
y esperar 10 minutos a que el precipitado de caseina
evolucione y se aglomere. Filtrar sobre papel de filtro
(20.3.4).

Lavar con agua acidulada con unas gotas de acido
acético para eiiminar el resto de proteinas solubles lac-
teas 0 no, hasta conseguir una cuajada de caseina pura.

A continuacion determinar el contenido en nitrogeno
del precipitado, segun el método Kjeldah! {método oficial
namero 3). !

20.5 Calculo. El contenido en caseina se dara en
procentaje de peso segtn: )

Caseina % =N x 6,38
Siendo: ‘
N = Nitrogeno total del precipitado expresado en por-
centaje de muestra. ’ :

20.6 Observaciones. El lavado de la cuajada debe
hacerse con agua acidulada y con gran cuidado, de un
lado para que no resten en ella proteinas séricas., de
otro para que no pierda caseina por manipulacién inde-

~ bida.

20.7 Referencias. Métodos Oficiales de Analisis de
Leches. Método nimero 3.

21. Urea

21.1 Principio. Defecacion de la muestra y medida
de la absorbancia a 420 nm del compuesto formado
al anadir p-dimetilaminobenzaldehido.

21.2 Material y aparatos.

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

21.2.2 Tubos de ensayo de aproximadamente 1680
x 16 mm con tapones de rosca.

21.2.3 Espectrofotémetro.

21.3 Reactivos.

21.3.1 Solucién de p-dimetilaminobenzaldehido
(D.M.A.B.). .

‘Disolver 1,6 g de (D.M.A.B.) en 100 ml de etanol
del 96 por 100 y anadir 10 ml de &acido clorhidrico (d
= 1,19 g/ml). Este reactivo se conserva hasta un maximo
de dos semanas.

21.3.2 Solucién Carrez 1.

Disolver 24 g de acetato de zinc trihidrato
[Zn{CH3z — COO0); - 3H,0] v 3 ml de acido acético glacial
en agua destilada y completar hasta 100 ml.

21.3.3 Solucién Carrez Il

Disolver 10,6 g de hexacianoferrato (ll} de potasio
trihidrato [K3Fe(CN)s - 3H,0} en agua destilada y com-
pletar hasta 100 mi.

21.3.4 Carbén activo que no absorba urea.

21.3.5 - Solucién patrén de urea al 0,1 por 100 (p/v).

21.4 Procedimiento.

21.4.1 Curva de calibrado. Lievar volimenes de 1,
2, 4,5,y 10 ml de la solucién patrén de urea (21.3.5)
a matraces aforados de 100 ml y enrasar con agua des-
tilada. Tomar 5 ml de cada solucién, llevar a los tubos .
(21.2.2) y afadir respectivamente 5 m! de la solucion
DMAB (21.3.1). Mezclar y poner los tubos en bhafic de
agua a 20 °C durante 15 minutos. Medir la absorbancia
de cada solucién a 420 nm frente a un blanco obtenido
al tomar 5 ml de agua destilada y siguiendo el mismo
procedimiento. Obtener la curva de calibrado.

21.4.2 Preparacién de la muestra. Pesar con aproxi-
macidn de 1 mg, 2 g de muestra e introducirtos en un
matraz aforado de 500 ml y afiadir 1 g de carbén activo
(21.3.4). Afadir 400 ml de agua destilada, 5 m! de solu-
cion Carrez | y b ml de solucién Carrez Hl. Poner el matraz
en el agitador {21.2.1) durante 30 minutos. Enrasar con
agua destilada, agitar vy filtrar.

21.4.3 Determinacion. Tomar 5 ml del filtrado y lle-
var a fos tubos (21.2.2). Anadir 5 ml de la solucion DMAB
(21.3.1) y continuar como en (21.4.1).

215 Célculos. Determinar el contenido de urea al
comparar las absorbaricias obtenidas de la muestra fren-
te a las de la curva de calibrado. Expresar el resultado
en porcentaje de muestra.
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21.6 Referencias. Primera Directiva de la Comisién
de 15 de junio de 1971 (71/250/CEE). «Diario Oficial
de las Comunidades Europeas» namero L 155, de 12
de julio de 1973. :

22.  Acido cianhidrico

22.1 Principio. La muestra se suspende en agua.
El &cido cianhidrico se libera bajo la accion de fermentos,
se arrastra por destilacién en vapor de agua y se recoge
en un volumen determinado de solucion de nitrato de
plata acidificada. El cianuro de plata se separa por fil-
tracién y el exceso de nitrato.de plata se valora mediante
una solucidn de tiocianato de amonio.

El método permite determinar el contenido en acido
cianhidrico libre y combinado en forma de glucésidos
existentes en determinados piensos y, en particular, de
los productos de semillas de lino, de harina de mandioca
y de determinadas especies de leguminosas,

22.2 Material y aparatos.

322.(2:.1 Estufa provista de un termostato regulado
a 38 °C.

22.2.2 Aparato de destilacion en corriente de vapor
de agua provisto de un refrigerante con alargadera cur-
vada. o

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

22.2.4 Baho de aceite.

2225 Bureta graduadaa 1/20 ml.

22.3 Reactivos.
22.3.1 Suspensién de almendras dulces:

Triturar 20 almendras dulces peladas en 100 ml de
agua a una temperatura de 37 a 40 °C. Comprobar la
ausencia de acido cianhidrico sobre 10 ml de la sus-
" pension, con ayuda de un papel picro-sddico o efectuan-
do una prueba en blanco como se indica en el dltimo
apartado de 22 .4, ‘

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

| )22.3.3 Emulsién de antiespuma (silicona, por ejem-
plo).
22.3.4 Acido nitrico, d = 1,40,
22.3.5 Solucién de nitrato de plata 0,02N.
2236 Solucidn de tiocianato de amonio 0.02N.
22.3.7 Solucién saturada de sulfato férrico amaéni-

2238 "Amoniaco d = 0,958.

22.4 Procedimiento. Pesar, con precision de 5 mg,
20 g de la muestra, introducirlos en un matraz de 1
litro de fondo plano y ahadir 50 ml de agua y 10 ml
de suspensidn de almendras dulces (22.3.1). Tapar el
matraz y mantenerlo durante dieciséis horas en la estufa
a 38 °C. Enfriar a continuacién a la temperatura ambiente
y anadir 8 ml de agua y 10 ml de solucién de acetato
de sodio (22.3.2) y una gota de emulsién antiespuma
(22.3.3). '

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

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

CcoO

agitar y filtrar, Tomar 250 ml del filtrado, afiadir 1 ml
aproximadamente de solucién de sulfato férrico amoénico
(22.3.7) y valorar en retroceso el exceso de nitrato de
plata por la solucion de tiocianato de amonio 0,02N
(22.3.86.) suministrada por la bureta graduada a 1/20
ml.

Efectuar en el caso en que fuera necesario un ensayo
en blanco aplicando el mismo método operatorio a 10
mi de suspensién de almendras dulces {22.3.1), en
ausencia de la muestra para analizar.

225 Calculos. Si la prueba en blanco indica un con-
sumo de la solucidon de nitrato de plata 0,02N, sustraer
este valor del volumen consumido por el destilado de
la muestra.

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

22.6 Observaciones. Si la muestra contiene una
cantidad importante de sulfuros (judias, por ej.}, se forma
un precipitado negro de sulfuro de plata que se filtra
con el sedimento de cianuro de plata. La formacidon de
este precipitado entrafia una pérdida de solucién de nitra-
to de plata 0,02N cuyo volumen debe sustraerse del
volumen tomado en consideracion para el calculo del
contenido en acido cianhidrico. Con' tal fin, proceder
como se indica a continuacion:

Tratar el sedimento sobre el filtro con 50 mi de amo-
niaco (22.3.8) para disolver el cianuro de plata. Lavar
el residuo mediante aroniaco diluido y proceder a la
determinacién de su contenido en plata. Convertir el
Baéoerobtenido en-ml de solucidén de nitrato de plata

El contenido en &cido cianhidrico de la muestra puede
determinarse igualmente mediante titulacién del filtrado
amoniacal acidificado por el acido nitrico.

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

e julio.

23. Determinacion de las cenizas insolubles
en acido clorhidrico

23.1 Principio. El métcdo permite determinar el
contenido en materias minerales insolubles en &cido
clorhidrico de los pienscs y sus materias primas. Se
prevén dos procedimientos en funcion de la naturaleza
de la muestra.

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

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

23.1.3 Procedimiento A. Se incinera la muestra, se

-tratan las cenizas por ebulliciéon en écido clorhidrico y

el residuo insoluble se filtra y se pesa.

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

23.2 Material y aparatos.

23.2.1 Placa calefactora.

23.2.2 Horno eléctrico, con termostato.

23.2.3 Crisoles de incineracion de platino o de alea-
cion de platino.y oro {10 por 100 Pt, 90 por 100 Au),
rectangulares (60 x 40 x 25 mm} o redondos (diametro:
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60 a 75 mm, altura 20 a 25 mm) o crisoles de otro
material capaces de soportar una temperatura de 700 °C.

23.3 Reactivos.

23.3.1 Acido clorhidrico 3N.

23.3.2 Solucién al 20 por 100 (p/v) de acido tri-
cloroacético.

23.3.3 Solucién al 1 por 100 (p/v} de acido triclo-
roacetico.

23.4 Procedimiento.

23.4.1 Procedimiento A. Incinerar la muestra segin
el método oficial descrito para la determinacion de las
cenizas brutas. Se podran emplear igualmente las ceni-
zas obtenidas al efectuar dicha determinacion. Traspasar
las cenizas a un vaso de 250 a 400 ml con 75 ml de
acido clorhidrico 3N (23.3.1). Lievar el liquido cuidado-
samente a ebullicidn suave y mantener ésta durante quin-
ce minutos. Filtrar la solucion caliente sobre un papel
de filtro sin cenizas y lavar el residuo con agua caliente
hasta la desaparicidn de reaccion acida. Secar el filtro
que contiene el residuo e incinerar en un crisol tarado
a una temperatura de 550 °C como minimo y de 700 °C
como maximo. Refrigerar en desecador y pesar.

23.4.2 Procedimiento B. Pesar, con precisidn de 1
mg. 5 g de la muestra e introducirlos en un vaso de
250 a 400 ml. Afadir sucesivamente 25 ml de agua
y 25 mt de acido clorhidrico 3N (23.3.1), mezclar y espe-
rar al final de \a efervescencia.

Afadir 50 ml de acido clorhidrico 3N {23.3.1). Si
hay un nuevo desprendimiento de gases, esperar a su
final y colocar a continuacién el vaso en un bafio de

. agua hirviendo y mantenerlo alli durante treinta minutos

o mas, si fuera necesario, con el fin de hidrolizar com-

- pletamente el almidén que pueda estar presente. Filtrar

en caliente sobre filtro sin cenizas y lavar el filtro median-
te 50 ml de agua caliente (23.7), colocar el filtro' que
contiene el residuo en un crisol de incineracion, secar

e incinerar a una temperatura de 550 °C como minimo -

y 700 °C como maximo. Continuar tal como se indica
en 23.4.1, parrafo segundo.

_ 23.5 Calculos. Calcular el peso‘ del residuo dedu-
ciendo el peso del crisol vacio. Expresar el resultado
en porcentaje de la muestra.

23.6 Observaciones, Si {a filtracion se mostrara difi-
cil, volver a comenzar la determinacion sustituyendo los
50 ml de &cido clorhidrico 3N por 50 ml de acido tri-
cloroacético al 20 por 100 {23.3.2) y lavando el filtro
con ayuda de una solucién caliente de acido tricloroa-
cético al 1 por 100{23.3.3).

23.7 Referencias. Primera Directiva de la Comision
de 15 de junio de 1971 (71/250/CEE). «Diario Oficial de

las Comunidades Europeas» nimero L 156, de 12 de

juliode 1971,

24. Esencia de mostaza

241 Principio. La muestra se pone en suspension
en agua. Las esencias de mostaza se liberan bajo la
accion de fermentos, se arrastran por destilacion en pre-
sencia de etanol y se recogen en el amoniaco diluido.
La solucién se trata en caliente con un volumen deter-
minado de solucién de nitrato de plata, refrigerado. y
filtrado. El exceso de nitrato de plata se titula mediante
una solucién de tiocianato de amonio.

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

24.2 . Maferial y aparatos.”’

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

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

24.3 Reactivos.

24.3.1 Mostaza blanca (Sinapis alba).
24.3.2 Etanol, del 95 al 96 por 100 {v/v).
I )24 3.3 Emulsién de antiespuma ({silicona, por ejem-
plo). : ‘
24.3.4 Amoniaco, d = 0,958.
- 24.3.5 Solucién de nitrato de plata 0, 1N.
24.3.6 Solucion de tiocianato de amonic O, 1N.
24.3.7 Acido nitrico, d = 1,40.
24.3.8 Solucidon saturada de sulfato férrico amoni-
co.

244 Procedimiento. Pesar, con precisién de 1 mg,
10 g de la muestra, introducirlos en un matraz de 500
mi de fondo plano y afadir 2 g de mostaza blanca tri-
turada finalmente (fuente de fermento) (24.3.1) y 200
ml de agua a 20 °C. Tapar el matraz y mantenerlo durante
dos horas aproximadamente a 20 °C agitandolo frecuen-
temente. Afadir a continuacion 40 ml de etanol {24.3.2)
y una gota de emulsién antiespuma (24.3.3). Destilar
150 ml aproximadamente y recoger el destilado en un
matraz aforado de 250 ml que contenga 20 ml de amo-
niaco (24.3.4) prestando atencion para que la extremi-
dad del refrigerante se sumerja en el liquido. Anadir a
la solucion. amoniacal 50 ml de solucién de nitrato de
plata 0,1N {24.3.b) (0o mds si fuera necesario), colocar
sobre el matraz aforado un peguerio embudo y calentar

‘fa mezcla durante una hora en un bafo de agua hirviendo.

Dejar enfriar, completar el volumen con agua, agitar y
filtrar. Tomar 100 ml del filtrado limpido, afadir 5 ml
de acido nitrico {24.3.7) y b mi aproximadamente de
solucion de sulfato férrico aménico (24.3.8). Valorar por
retroceso el exceso de nitrato de plata con la solucidn
de tiocianato de amonic 0,1N (24.3.6).

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

24.5 Calculos. Restar el volumen de solucién de
nitrato de plata 0, 1N consumido en la prueba en blanco
del consumido por 1a solucién de la muestra. El valor
obtenido da el nimero de ml de solucién de nitrato de
plata O,1TN consumidos por la esencia de mostaza de
la muestra analizada. 1 ml de nitrato de plata 0, 1N corres-
ponde a 4,956 mg de isotiocianato de alilo. Expresar
el resultado en porcentaje de la muestra.

246 Referencias. Primera Directiva de la Comisién
de 15 de junio de 1971 (71/250/CEE). «Diario Oficial de
las Comunidades Europeas» nimero L 165, de 12 de
juliode 1971,

25. Lactosa

25.1 Principio. Elmétodo permite determinar el con-
tenido en lactosa de los piensos que contengan mas
del 0,5 por 100 de este producto.

Los azucares se disuelven en el agua. La solucién
se somete a la fermentacién por la levadura Saccha-
romyces cerevisiae, que deja intacta la lactosa. Previa
defecacion y filtracion, el contenido en lactosa del filtrado
se determina por el método de Luff-Schoorl.

25.2 Material y aparatos. Bafo dé agua provisto
de termostato, regulado de 38 a 40 °C.

25.3 Reactivos.

25.3.1 Suspension de Sacf:haromyces cerevisiae.
Poner en suspension 25 g de levadura fresca en 100
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ml de agua. La suspension se conserva una semana
como maximo en el refrigerador.

25.3.2 Solucién Carrez |. Disolver en agua 24 g de
acetato de cinc dihidrato Zn{CH;000), - 2H,0 y 3 ml
de acido acético glacial. Completar a 100 mi con agua.

25.3.3 Solucion Carrez ll. Disoiver en agua 10,6 g
de hexacianoferrato (ll) de potasio K4;Fe(CN)g - 3H,0.
Completar a 100 ml con agua.

25.3.4 Soluciéon de acido citrico. Disolver 50 g de
acido citrico {CgHgO+H>0) en 50 ml de agua.

25.3.5 Solucién de carbonato de sodio. Disolver

143.8 g de carbonato de sodio anhidro en 300 ml aproxi-
madamente de agua caliente. Dejar enfriar y enrasar
a 300 ml.

25.3.6 Solucién de sulfato de cobre. Disolver 25
g de sulfato de cobre pentahidrato {(CuSO, - 5H,0), exen-
to de hierro, en 100 ml de agua.

25.3.7 Reactivo de Luff-Schoorl. Verter con cuidado
la solucion de acido citrice (25.3.4} sobre la solucion
de carbonato de sodio (25.3.5}). Adadir a continuacion
Iz solucidn de sulfato de cobre (25.3.6) y completar a
T litro con agua. Dejar reposar una noche y filtrar. Con-
trolar la normalidad del reactivo obtenido {Cu 0,1 N;
NazCOs 2N). El pH de la solucién debe ser aproxima-
damente 9,4

25.3.8 Granos de piedra pémez herwdos con acido
clorhidrico, lavados con agua y secados.

25.3.9 Solucidn al 30 por 100 {p/v) de ioduro de
potasio.

25.3.10 Solucién de 4cido sulfurlco GN.

25.3.11 Solucién de tiosulfato de sodio O, 1N.

25.3.12 Solucién de almidén. Mezclar 5 g de almi-
don eon 30 ml de agua y afadir 1 litro de agua hirviendo.
Hacer hervir durante tres minutos, dejar enfriar. Afadir
10 mg de ioduro de mercurio {Il) como conservador.

25.4 Procedimiento. Pesar, con precisién de 1 mg,
1 gramo de muestra en un matraz aforado de 100 ml.
Anadir de 25 a 30 ml de agua. Colocar el matraz durante
treinta minutos en un bafo de agua hirviendo y refrigerar
hasta 35 °C aproximadamente. Afadir 5 mi de suspen-
sion de levadura (25.3.1} y homogeneizar. Dejar reposar
el matraz duramte dos horas en un bhario de agua, a
la temperatura de 38 a 40 °C. Refrigerar a continuacion
hasta 20 °C aproximadamente.

Anadir 2,5 ml de solucién de Carrez | (25.3.2) y agitar
durante treinta segundos, afiadir 2,6 mi de solucion
Carrez il y agitar, completar con agua a 100 m), mezclar
y filtrar. Tomar con pipeta un volumen del filtrado que
no exceda 26 m! y que contenga entre 40 a 80 mg

de lactosa e introducir en un erlenmeyer de 300 ml.

Si fuese necesario completar a 25 ml con agua.

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

Anadir 25 ml exactamente, del reactivo Luff-Schoorl
(25.3.7). dos granulos de piedra pémez (25.2.8). Calen-
tar, agitando manualmente, sobre una llama libre de
media aitura y llevar el liquido a ebullicion durante dos
minutos aproximadamente, colocar inmediatamente el
erlenmeyer sobre una tela metalica provista de una pan-
tatla de amianto con un agujero de .6 cm de diametro
aproximadamente, bajo la que se ha encendido previa-
mente una llama. Esta se regula de forma que sélo se
caliente el fondo del erlenmeyer. Adaptar a-continuacion
un refrigerante a reflujo sobre el erlenmeyer. A partir
de este. momento, hacer hervir durante diez minutos
exactamente, refrigerar inmediatamente en agua fria v,
después de aproximadamente cinco minutos, valorar tal
como se indica:

Anadir 10 ml de solucién de yoduro de potasio
{25.3.9) e inmediatamente después y con cuidado (de-
bido al riesgo de formacién de espuma abundante} 25

ml de acido sulfdrico 6N (25.2.10). Valorar a continua-
cion con la solucion de tiosulfato de sodio O, 1N (25.3.11)
hasta la aparicién de una coloracion amarilla clara, afadir
el indicador (25.3.12) y terminar la valoracion.

Efectuar la misma valoracion sobre una mezcla medi-
da con exactitud de 25 ml de reactivo Luff-Schoorl
(25.3.7) y 2b ml de agua, después de haber anadido
10 ml de solucion de yoduro de potasio {25.3.9). y 25
mil de acido sulfirico 6N (25.3.10) sin llevar a ebullicidn.

25.5 Caiculos. Establecer mediante la tabla adjunta
la cantidad de lactosa en mg que corresponde a la dife-
rencia ente los resultados de ias dos valoraciones expre-
sados en ml de tiosulfato de sodio O, TN.

Expresas los resultados en partes de lactosa anhldro
por cada cien de muestra.

256 Observaciones.

25.6.1 Para los productos que contengan mas del
40 por ciento de los azucares fermentados, emplear mas
de b ml de suspension de levadura (25.3.1).

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

Tabla de valdres para 25 ml de reactivo Luff-Schoorl

Glucosa fructosa

Naz5;04 N . " Lactosa Maltosa
01N azucacr:al‘:ht')esnldos C12H2201 Ci2H22011
mi mg Diferencia mg Diferencia mg Diferencia
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25.7 Referencias. Primera Directiva de la Comisién
de 15 de junio de 1971 {71/260/CEE). «Diario Oficial de
las Comunidades Europeas» nimero L 1565, de 12 de
juliode 1971.

26. Potasio

26.1 Principio. La muestra se incinera y las cenizas
se recogen en solucion de acido clorhidrico. El contenido
en potasio de la solucidn se determina por fotometria
de llama en presencia de clorurc de cesio y de nitrato de
aluminio. La adicién de dichas sustancias elimina, en
una amplia medida, la interferencia de elementos per-
turbadorss.
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El método permite determinar el contenido de potasio
en piensos. ' :

26.2 Material y aparatos.

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

26.2.2 Horno eléctrico, con termostato.

26.2.3 Fotometro de llama.

26.3 Reactivos.

26.3.1 Acido clorhidricop.a.;d= 1,12.

26.3.2 Cloruro de cesio p.a.

26.3.3 Nitrato de aluminio. nonc-hidrato
AKNO3); - 9H,0 quimicamente puro.

26.3.4 Cloruro de potasio p.a. anhidro.

26.3.5 Solucién tampdén. Disolver en agua 50 g de
cloruro de cesio {26.3.2) y 250 g de nitrato de aluminio
(26.3.3), completar a 1 litro con agua y homogeneizar.
Conservar en frascos de material plastico.

26.3.6 Solucion patrén de potasio. Disolver en agua |

1,907 g de cloruro de potasio (26.3.4), afiadiendo 5
ml de acido clorhidrico (26.3.1), completar a 1 litro con
agua y homogeneizar. Conservar-en frascos de material
plastico. 1 mi de dicha solucion contiene 1,00 mg de
potasio.

26.4 Procedimiento.

26.4.1 Determinacion. Pesar con precisién de 10
mg, aproximadamente 10 g de la muestra en un crisol
de incineracidn e incinerar a 450 °C durante tres horas.
Después de enfriar, trasvasar cuantitativamente el resi-
duo de incineracién con la ayuda de 250 a 300 ml de
agua, y después con 50 ml de acido clorhidrico {26.3.1)
a un matraz aforado de 500 ml. Después de haber cesado
el posible desprendimiento de gas carbénico, calentar
la solucién y mantenerla durante dos horas a una tem-
peratura cercana a 90 °C, agitando de vez en cuando.
Dejar enfriar a la temperatura ambiente, enrasar, agitar
y filtrar. Introducir en un matraz aforado de 100 ml una
parte alicuota del filtrado que contenga como minimo
1,0 mg de potasio, aiadir 10,0 ml de solucién tampén
(26.3.5) enrasar con agua y homogeneizar. Para con-
tenidos mas altos de potasio, diluir ia solucién a analizar
en {a proporcién adecuada, antes de la adicién de la

solucion tampdn. El cuadro siguiente se da a titulo indi-

cativo para una toma de muestras de 10 ¢ aproxima-
damente,

deﬁ:ﬁzg;‘::gﬁiﬁ:; o - Factor de dilucion Parte ah’cuota_de la solucién
Porce:taje K’ mi
Hasta 0,1 ......... - 50
0.1a 05 ...... - 10
05a 10 ...... - 5
1.0a 50 ...... 1:10 10
50a100 ...... 1:10 5
10,02 20,0 ...... 1:20 5

~ Efectuar la medicion por fotometria de llama a la lon-
gitud de onda de 768 nm. Calcular el resultado mediante
fa curva de calibrado. :

26.4.2 Curva de calibrado. Introducir 10 ml exac-
tamente de la solucién patrén (26.3.6) en un matraz
aforado de 250 ml, enrasar con agua y homogeneizar.
Introducir en matraces aforados de 100 ml exactamente:
0. 5, 10, 15, 20 y 25 ml de dicha solucion, que corres-
ponden respectivamente. a cantidades de potasio de O:
0,2; 0.4: 0.6; 0.8: vy 1,0 mg. Aiadir en cada matiaz 10,0
ml de solucién tampdn {26.3.5) enrasar con agua y

homogeneizar. Efectuar las medidas como se indica en
26.4.1. El trazado de la curva de calibrado es lineal gene-
ralmente hasta una concentracién en potasio
de 1 mg en 100 m! de solucién.

26.5 Calculos. El contenido en potasio se expresara
en porcentaje de muestra.

26.6 Observaciones. La adicién de solucién tampén
(26.3.5} para eliminar la interferencia de elementos per-
turbadores no es siempre necesaria.

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

27: Sodio

27.1 Principio. La muestra se incinera y las cenizas
se recogen en solucion de acido clorhidrico. El contenido
en sodio de la solucién se determina por fotometria de
llama en presencia de cloruro de cesio y de nitrato de
aluminio. La adicién de estas sustancias elimina, en una
amplia medida, la interferencia de elementos perturba-
dores.

El método permite determinar el contenido de sodio
en piensos.

27.2 Material y aparatos.

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

27.2.2 Hornho eléctrico, con termostato.

27.2.3 Fotometro de llama.

27.3 Reactivos.

27.3.1 Acido clorhidricop.a..d=1,12.

27.3.2 Cloruro de cesio, p.a. ) ’

27.3.3 Nitrato™de aluminio nhonahidrato,
AINO4}3 - 9H,0, guimicamente puro.

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

27.3.5 Solucion tampon. Disolver en agua 50 g de
cloruro de cesio {27.3.2) y 250 g de nitrato de aluminio
{27.3.3) completar-a 1 litro con agua y homogeneizar.
Conservar en frascos de material plastico.
©27.3.6 So6lucion patrdn de sodio. Disolver en agua
2,542 g cloruro de sodio (27.3.4) afadiendo 5 ml de
acido clorhidrico (27.3.1), completar a 1 litro con agua
y homogeneizar. Conservar en frascos de material plas-
tico. 1 mlde dicha solucion contiene 1,00 mg de sodio.

27.4 Procedimiento.

27.4.1 Determinacion. Pesar, con precision de 10
mg, aproximadamente 10 g de la muestra en un crisol
de incineracian (27.2.1.} e incinerar a 450 °C durante
tres horas. Evitar proyeccion e inflamacion. Previo enfria-
miento, trasvasar cuantitativamente el residuo de inci-
neracion con ayuda de 250 a 300 ml de agua, y después
con 50 ml de acido clorhidrico (27.3.1} a un matraz
aforado de 500 ml.

* Después de haber cesado el posible desprendimiento

de gas carbodnico, calentar la solucion y mantenerla
durante dos horas a una temperatura cercana a 90°C,
agitando de vez en cuando. Dejar enfriar a temperatura
ambiente, enrasar con agua, agitar y filtrar. Introducir
en un matraz aforado de 100 mi una alicuota del filtrado,
que contenga como maximo 1,0 mg de sodio, afadir
10,0 ml de solucidn tampon {27.3.5), enrasar con agua
y homogeneizar. Para contenidos mas altos de sodio,
diluir la sclucion a analizar en la proporcion adscuada,
antes de la adicion de la solucidn tampdn. La tabla
siguiente se da a titvlo informativo, para una toma de
muestras de 10 g aproximadamente.
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Contanido supuesto

de la muestra en solucidn Parte ahcuota‘de 1a solucién

Factor de ditucidn

. I
Porcentaje Na m

Hasta 0,1 ......... - 50
0,1a 05 ...... - 10
05a 10 ...... - 5
1.0a b0 ...... 1:10 10
50a100 ...... 1:10 5
10.0a200 ...... 1:20 5

Efectuar la medida mediante fotometria de llama a
una longitud de onda de 589 nm.
Caicular el resultado mediante la curva de calibrado.

27.4.2 Curva de calibrado. Introducir exactamente
10 ml de la solucién patron {27.3.6) en un matraz aforado
de 250 ml, enrasar con agua y homogenizar. En matraces
aforados de 100 ml, introducir exactamente 0, 5, 10,
15, 20 y 25 ml de dicha solucién que correspondan
respectivamente a unas cantidades de sodio de O; 0,2;
0.4, 0,6; 0,8; v 1,0 mg. Afadir en cada matraz 10,0
ml de solucion tampon (27.3.5) enrasar con agua y
homogeneizar. Efectuar las medidas como se indica en
27.4.1. El trazado de la curva de calibrado es lineal gene=
ralmente hasta una concentracién en sodio de 1 mg
en 100 ml de solucidn.

27.5 Célculos. El contenido en sodio se expresara
en porcentaje de muestra.

27.6 Observaciones.

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

27.6.2 Si la muestra estd constituida dnicamente
por materiales minerales, proceder a la disolucion, sin
previa incineracion:

27.7 Referencias. Primera Directiva de la Comision

de 15 de junio de 1971 (71/250/CEE). «Diario Oficial de

las Comunidades Europeasr nimero L 165, de 12 de
julic de 1971.

28. Magnesio

28.1 Prnncipio. Incineracion de la muestra y trata-
miento de las cenizas con acido clorhidrico diluido. Si
la muestra no contiene sustancias organicas, se disueive
directamente en 4cido clorhidrico. La solucién se diluye
y el contenido en magnesio se determina por espec-
trofotometria de absorcion atémica a 285,2 nm, por com-
paracian con las soluciones de calibrado.

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

28.2 Material y aparatos.

28.2.1 Crisoles de incineracion de platino, cuarzo
0 porcelana.
28.2.2 Horno o mufia en termostato.

28.3 Reactivos.

28.3.1 Acido clorhidricode d = 1,16, p.a

28.3.2 Acido clorhidricoded=1.19, p.a.

28.3.3 Magnesio, en cinta o hiio, o sulfato de mag-
nesio heptahidrato, p.a. (Mg S0,7.0! secado en vacio
a ternperatura ambiente.

-

28.3.4 Solucién de sal de estroncio (cloruro o nitra-
to) p.a. al 2,5 por 100 (p/v) de estroncio, p.a. [76,08
g de Cl;Sr 6 H;O/litro, 0 60,38 g de (NO3?2 Sr/litrc).

28.3.5 Solucién de calibrado de magnesio: pesar
con precisién de 1 mg, 1 g de magnesio (28.3.3), sepa-
rando previamente y con cuidado la pelicula de dxido,
o una cantidad correspondiente de sulfato de magnesio
{(28.3.3}. Introducirlo en un matraz de 1.000 ml afadir
80 ml de CIH (28.3.1) disolver y completar a 1000 ml
con H.0O desionizada. 1 ml de dicha solucién contiene
1.000 mg de magnesio.

28.4 Procedimiento.
28.4.1

28.4.1.1 Piensos formados exclusivamente por sus-
tancias minerales: .

Preparacion de la muestra.

a) Pesar con precision de 1 mg. 5 g de la muestra
e introducirlos en un matraz aforado de 500 ml con
250-300 ml de agua desionizada. Aiadir 40 ml de 4cido
clorhidrico (28.3.1), lievar a ebullicién lenta durante trein-
ta minutos. Enfriar, enrasar con agua desionizada, homo-
geneizar y filirar en vaso de precipitado con filtro de
pliegues. Eliminar los 30 mi primercs del filtrado.

by En presencia de silice, tratar 5 g de la muestra
con una cantidad suficiente (entre 15 y 30 ml) de acido
clorhidrico {28.3.2) y evaporar a sequedad sobre un bafio
de agua. Continuar tal y con se indica en {28.4.1.2) a
partir de la tercera fase.

28.4.1.2 Piensos formados esencialmente por sus-
tancias minerales. Pesar con precision de 1 mg, 5 g
de la muestra en un crisol e incinerar a 550 °C en horno
mufla hasta la obtencion de cenizas exentas de particulas
carbonosas.

Para eliminar la silice afiadir a las cenizas una cantidad
suficiente {entre 15 y 30 ml) de acido clorhidrico (28.3.2)
y evaporar a sequedad sobfe un bafio de agua. Secar
a continuacién una hora en la estufa a 105 °C. Recoger
el residuo con 10 ml de 4cido clorhidrico (28.3.1} v trans-
vasar con la ayuda de agua desionizada caliente a un
matraz aforado de 500 mil. Llevar a ebullicidn, dejar
enfriar y enrasar con agua desionizada. Homogeneizar
y filtrar en vaso a través de un filtro de pliegues. Eliminar
los 30 ml primeros del filtrado.

28.4.1.3 Piensos formados esencialmente por sus-
tancias organicas. Pesar con precisién de 1 mg, b g
de la muestra en crisol (28.2.1) e incinerar en un horno
mufla hasta la obtencién de cenizas exentas de particulas
carbonosas. Tratar las cenizas con b ml de acido clor-
hidrico {28.3.2), evaporar a sequedad en bafo de agua
y secar a continuacién durante una hora en estufa a
105 °C, para insolubilizar la silice.

Recoger el residuo con 5 ml de é&cido clorhidrico
{28.3.1), trasvasar con ayuda de agua desionizada calien-
te a un matraz aforado de 250 mi. Llevar a ebullicién,
dejar enfriar y enrasar con agua desionizada. Homoge-
neizar y filtrar en un vaso a través de un filtro de pliegues.
Eliminar ios 30 mi primeros de! filtrado.

28.4.2 Maedida de la absorcién atomica. .

28.4.2.1 Curva de calibrado. Preparar, diluyendo la
solucién de calibrado {28.3.5) con agua desionizada, al
menos cinco soluciones de referencias de concentra-

- ciones crecientes, escogidas en funcidn de la zona de

medida dptima del espectrofotdmeiro. Afiadir a cada
solucion 10 ml de sclucion de sal de estroncio {28.3.4)
y completar al volumen de 100 ml con agua desionizada.

28.4.2.2  Preparacién de la muestra. Diluir con agua
destonizada una parte alicuota del filtrado obtenido en
28.4.1.1, 28.4.1.2 y 28.4.1.3 de forma gue se obtenga
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una concentracion en magnesio comprendida en los limi-
tes de concentracion de las soluciones de referencia.
La concentracién en acido clorhidrico de dicha solucion
no debe exceder de 0.4N. Afadir 10 ml de la solucidn
de sal del estroncio (28.3.4) y completar al volumen
de 100 ml con agua destilada.

Medir la absorcién de la solucién problema v la de
las soluciones de referencia a una longitud de onda de
285,2 nm.

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

28.6° Observaciones. La diferencia entre los resul-
tados de dos determinaciones paralelas efectuadas
sobre la misfina muestra, no debe de exceder del 5 por
100 en valor relativo.

28.7 Referencias. Cuarta Directiva de ta Comision,
de 5 de diciembre de 1972 (73/46/CEE). «Diario Oficial
de las Comunidades Europeas» nimero L 83, de 30
de marzo de 1973,

29. -Hierro

. 29.1 Principio. Determinacién del oligoelemento

hierro en los piensos y sus materias primas. El limite
inferior de determinacion es de 20 mg/kg. La muestra
se disuelve en solucidn de acido clorhidrico, previa des-
truccion de la materia organica. El hierro se determina,
después de dilucién apropiada, por espectrofotometria
de absorcidon atémica.

29.2 Material y aparatos.

29.2.1 Horno mufla, de temperatura regulable.

29.2.2 - Material de vidrio borosilicato resistente. Se
recomendara utilizar un material que sirva exclusivamen-
te para la dosificacion del oligoelemento. _

29.2.3 Capsulas de platino y, eventualmente, de
cuarzo. o

29.2.4 Espectrofotometro de absorcidon atdémica,
que responda a las exigencias de método, en lo que
concierne a la sensibilidad y a la precision requeridas
dentro de los limites de utilidad que se emplea.

29.3 Reactivos.

29.3.1 Acido clorhidrico p.a., d = 1,19.

29.3.2 Acido clorhidrico 6N.

29.3.3 Acido clorhidrico 0,5N. '

29.3.4 Acido ftuorhidrico de 38-40 por 100 (v/v),
con un contenido de hierro inferior a 1 mg/l v cuyo
residuo de evaporacion sea inferior a 10 mg/| {expresado
en sulfatos).

29.3.5  Acido sulfurico p.a. (d = 1,84).

29.3.6 Agua oxigenada de unos 100 volumenes de
oxigeno (30 por 100-en peso).

29.3.7 Solucidon patron de hierro (1.000 microgra-
mos de hierro/m}): Disolver 1 g de hierro en hilos p.a.,
en 200 m! de &cido clorhidrico BN (29.3.2) afiadir 16
mi de agua oxigenada {29.3.6) y completar con agua
hasta 1 litro.

29.3.8 Soluciéon patron de trabajo (100 microgra-
mos de hierro/ml); Tomar 10 ml de la solucion patrén
{29.3.7) y llevar a 100 ml con agua.

29.3.9 Solucidn de cloruro de lantano: Disolver 12
g de oxido de lantano en 150 ml de agua, afadir 100
ml de &acido clorhidrico 6N (29.3.2) y completar con
agua hasta 1 litro.

29.4 Procedimiento.

29.41

Muestra que contenga compuestos organi-
Cos. :
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29.4.1.1 Incineraciony preparacion de la muestra
a analizar.

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

Humedeacer las cenizas con agua, trasvasarlas a un
vaso de precipitado de 250 mi. Enjuagar la capsula con
b ml de acido clorhidrico (29.3.1) y trasvasar, lentamente
y con precaucion, la solucion de enjuague al vaso de
precipitado (se podra producir una reaccion violenta por
formacion de didxido de carbono). Afadir luego gota
a gota acido ¢lorhidrico {29.3.1}, agitando al mismo tiem-
po el contenido del vaso de precipitado, hasta que cese
la efervescencia. Evaporar a sequedad agitando perio-
dicamente con una varilla de vidrio.

Anadir al residuo 15 ml de &acido clorhidrico BN
{29.3.2} y unos 120 mi de agua. Mezclar con la ayuda
de una varilla de vidrio, dejar la misma en el vaso de
precipitado y cubrir con un vidrio de reloj. Poner el liquido
en ebullicién suave y mantener la ebullicién hasta que
aparentemente ya no se disuelvan las cenizas. Filtrar
usando un papel de filtro sin cenizas y recoger el filtrado
en un matraz aforado de 250 ml. Lavar el vaso de pre-
cipitado y el filtro con 5 ml de acido clorhidrico 6N
(29.3.2)) caliente y por dos veces con agua hirviendo.
Completar con agua hasta enrasar {la concentracidn en
acido clorhidrico sera de 0,5N aproximadamente).

i) Si el residuo que se queda én el filtro apareciese
negro {carbonoso), colocarle de nuevo en el horno e
incinerar de 450 a 475 °C. Dicha incineracién, que reque-
rird Unicamente algunas horas (tres a cinco horas aproxi-
madamente), se completard cuando las cenizas aparez-
can blancas o cast blancas..-Disolver el residuo en unos
2 ml de 4acido clorhidrico {29.3.1). Evaporar a sequedad
y anadir 5 ml de acido clorhidrico 6N (29.3.2). Calentar,
filtrar la solucién en el matraz aforado y completar con
agua enrasar {la concentracién en acido clorhidrico sera
de 0,bN aproximadamente).

29.4.1.2 Preparacion de las soluciones patrén. Pre-
parar una gama de soluciones patrén a partir de la solu-
cion patron de trabajo (29.3.8) de forma que cada solu-
cion patrgn tenga una concentracion en acido clorhidrico
de 0,5N aproximadamente y una concentracion de clo-
ruro de lantano que corresponda a 0,1 por 100 de lan-
tano {p/v) (29.3.9). Las concentraciones escogidas del
oligoelemento deberdn encontrarse en la zona de sen-
sibilidad del espectrofotdmetro utilizado. El cuadro
siguiente dara, a titulo de ejemplo, los tipos de com-
posicidn de solucién patron; segun el tipo vy la sensi-
bilidad del espectrofotometro utilizado, podra ser nece-
sario escoger otras concentraciones:

Hierro

ug de Fe/mi 4] 4.5 1 2 3 4 5

ml de solucién patron de| 0 05|11 2| 3|4 | 5
trabajo (29.3.8). ‘

(1mi=100ugFe)+mICiH| 7 |7 |7 1717 |7]|7
6N (29.3.2). .

+ 10 ml de solucion de cloruro de lantano (29.3.9)
Completar con agua hasta 100 mi
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Si la muestra tuviese una relacién ponderal
Ca + Mg
P

de cloruro de lantano (29.3.9).

> 2, se podra omitir la adicién de la solucion

29.4.1.2.2 Preparacion de la solucidon a analizar.
Introducir con pipeta una alicuota de la solucidn pre-
parada segun {29.4.1.1} en un matraz aforado de 100
ml; afadir 10 ml de solucién de cloruro de lantano
(29.3.9). Completar con acido clorhidrico 0,.6N (29.3.3).
Si la muestra tuviese una relacion ponderal

Ca + Mg
P

de cloruro de fantano (29.3.9).

29.4.1.2.3 Prueba en blanco. Realizar una prueba
en blanco que comprenda todas las etapas prescritas
det procedimiento operativo, sin la presencia de la mues-
tra. No se debera utilizar la solucion patrén O para la
prueba en blanco.

29.4.1.2.4 Medida por absorcién atdmica. Medir la
absorbancia de las soluciones patron y, de la soluciéon
a analizar, uttlizando una lama oxidante de aire-acetileno
a la longitud de onda de: 248.3 nm. Realizar cuatro
veces cada medida.

294.2 Compuestos minerales. En ausencia de
materia orgéanica, serd inutil la incineracion previa. Apli-
car el procedlmlento operativo a partir del punto
{29.4.1.1.i), segundo apartado (ver 29.6.6).

29.6b Calculos. Calcular la concentracion del oligo-
elemento en la solucién a analizar mediante una curva
de calibrado y expresar el resultado en mg de oligo-
elemento por kg de muestra (ppm).

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

— b mg/kg en valor absoluto, para el contenldo en
el oligoelemento hasta 50 mg/kg.

— 10 por 100 del resultado mé&s elevado para los
contenidos superiores a 50 y hasta 100 mg/kg.

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

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

29.6 Observaciones.

29.6.1 El agua empleada, para la preparacion de
reactivos y de las scluciones requeridas durante el ana-
lisis deberd estar exenta del catién a determinar. Se
obtendrd, bien por doble destilacién en un aparato de
" borosilicato o de cuarzo, hien por doble permutacion
en resina intercambiadora de iones.

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

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

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

> 2, s8 podra omitir la adicién de la solucién .

que puedan retener el oligoelemento y que se deberan
eliminar. Se someteran las muestras de dichos piensos
al siguiente tratamiento: efectuar la operacion (29.4.1.1)
hasta la fase de filtracidén. Lavar el papel de filtro, que
contenga el residuo insoluble, por dos veces con agua
hirviendo y colocario en una capsula de platino (29.2.3).
Incinerar en el horno mufla (29.2.1) a una temperatura
inferior a 550 °C hasta que toda la materia carbonosa
haya desaparecido por completo. Dejar enfriar, afadir
algunas gotas de agua y de 10 a 15 ml de acido fluor--
hidrico (29.3.4). Evaporar a sequedad a 150 °C aproxi-
madamente. Si el residuo contiene aln silice, disolver
la misma en algunos ml de acido fluorhidrico (29.3.4)
y evaporar a sequedad. Afadir cinco gotas de acido sul-
farico {29.3.5) y calentar hasta desaparicion de los
humos blancos. Afadir 5 -ml de acido clorhidrico 6N
{29.3.2) y 30 ml aproximadamente de agua, calentar,
filtrar la solucion en un matraz aforado de 250 mi vy
completar hasta enrasar {la concentracion de acido clor-
hidrico sera de 0,5N aproximadamente). Proseguir el pro-
cedimiento a partir del punto (29.4.1.2).

29.6.5 Al determinar el oligoelemento sera opor-
tuno llamar la atencién en cuanto a los riesgos de con-
taminacion. Por ello, los instrumentos utilizados para la
preparacion de las muestras deberan estar exentos de

. dicho metal.

Para reducir los riesgos de contaminacién convendra
trabajar en atmosferas exentas de polvo, con un material
rigurosamente limpio y aparatos de vidrio.cuidadosamen-
te lavados.

29.6.6 Calcular el peso de la muestra en funcion
del contenido aproximado en el pienso del oligoelemento
a valorar y de la sensibilidad del espectrofotémetro uti-
lizado. Para determinados piensos pobres en el oligo-
elemento podra ser necesario extraer una muestra de
10 a 20 g y limitar el volumen de la solucién final a
100 ml.

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

296.8 La temperatura no debera sobrepasar los
475 °C.

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

A 30. Cobre

30.1 Principio. Determinacion del oliéoelemento

. cobre en los piensos y sus materias primas. El limite

inferior de determinacion es de 10 mg/kg. La muestra
se disuelve en solucidn de acido clorhidrico, previa des-
truccion de la materia organica. Ef cobre se determina,
despues de dilucion apropiada, por espectrometria de
absorciéon atémica. -

30.2 Material y aparatos. ldem 29.2.
30.3 Reactivos. ldem 28.3. hasta 29.3.6. inclusive.

30.3.7 Solucién patron de cobre {100 microgramos
de cobre/mil). Disolver 1 g de cobre en polvo p.a. en
25 mi de 4cido clorhidrico BN (29.3.2), anadir 5 m| de
agua oxigenada (29.3.6}) y completar con agua
hasta 1 1.

30.3.8 Solucion patrén de trabajo (10 microgramos
de cobre/ml). Tomar 10 ml de la solucion patrén
(30.3.7 ) y llevar a 1.000 ml con agua.

30.4 Procedimiento. ldem 29.4. hasta 29.4.1.2.
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30.4.1.2 Determinacion espectrofotométrica.

30.4.1.2.1 Preparacién de las soluciones patrén a
partir de la solucién de trabajo {30.3.8) de farma que
cada solucién patrén tenga una concentracion de acido
clorhidrico de 0,6N aproximadamente. Las concentra-
ciones escogidas del oligoelemento deberan encontrarse
en la zona de sensihilidad del espectrofotometro utili-
zado.

Ei cuadro siguiente dara, a titulo de informacién, los
tipos de composicion de la solucion patrdon; segin el
tipo y la sensibilidad del espectrofotometro utilizado,
podréd ser necesario escoger otras concentraciones:

Cobre

pg Cu/mi 0 |01|o2lCc4]06]08] 10

m!| de solucién patrén de| O [ 1124|618 |10
trabajo (30.3.8).

(Tml =100 uygCu)+ ml| 8| 8/8|8{818(8
CIH 6N (29.3.2). ,

Completar con agua hasta 100 mi

30.4.1.2.2 Preparacion de la solucidon a analizar. La

solucion preparada segun (29.4.1.1) podra, como norma
" general, utilizarse directamente. Si fuese necesario llevar

su concentracion a la gama de las concentraciones de
las soluciones patrén, se pedra introducir con pipeta una
alicuota en un matraz aforado de 100 mil y completar
con acido clorhidrico 0,5N (29.3.3) hasta enrasar.

30.4.1.2.3 Prueba en blanco. Idem 29.4.1.2.3.

30.4.1.2.4 Medida por absorcion atémica.

Medir la absorbancia de las soluciones patrén y de .

la solucion a analizar, utilizqndo una Hlama oxidante de
aire-acetileno, con una fongitud de onda de 324,8 nm.
Realizar cuatro veces cada medida.

30.4.2 Compuestos minerales. Idem 29.4.2,

30.5 Calculds. Idem 29.5.
30.6 Observaciones. ldem 29.6.
30.7 Referencias. ldem 29.

31. Manganeso

.

31.1 Principio. Determinacion del oligoelemento
manganeso en los piensos y sus materias primas. El limite
inferior de determinacién sera de 20 mg/kg. La muestra
se disuelve en solucion de acido clorhidrico, previa des-
truccién de la-materia organica. El manganeso se deter-
mina, después de dilucion apropiada, por espectrofoto-
metria de absorcion atémica.

31.2 Material y aparatos. ldem 29.2.

31.3 Reactivos. Idem 29.3. hasta 29.3.6. inclusive.

31.3.7 Solucién patron de manganeso (1.000
microgramos Mn/ml): disolver 1 g de manganeso polvo
p.a. en 25 ml de acido clorhidrico 6N (29.3.2) v com-
pletar con agua hasta 1 litro.

31.3.8 Solucién patrén de trabajo {10 mlcrogramos

Nrmo/ml): tétmar 10 ml de la solucion patrén (31.3.7) y.

llevar a 1.000 ml con agua.
31.3.9 Idem 29.3.9.

31.4 Procedimiento. {dem 29.4 hasta 29.4.1.2.3,

inclusive, a excepcion del cuadro de los tipos de com- -

posicién de la solucion patrén.
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Manganeso

uG Mn/ml 0 ]01|02|04|06}08]10

ml de solucién patrén de| 0 | 1 (2 (41818 |10
trabajo (31.3.8).
(1 m[—10ugMn)+mICIH 71717
6N(2932)

+ 10 ml de solucidon de cloruro de lantano (29.3.9).
Completar con agua hasta 100 ml

31.4.17 Medida por absorcion atdmica. Medir la
absorbancia de las soluciones-patrén y de la solucién
a analizar, utilizando una llama oxidante aire-acetileno
con una longitud de onda de 279,5 nm. Realizar cuatro
veces cada medida.

31.4.2 Idem 29.4.2"

31.56 Calculos. Idem 29.5.

31.6 Observaciones. Idem 29.6.
31.7 Referencias. Idem 29.7.

32. Cinc

32.1 Principio. Determinacién del oligoelemento
cinc en los piensos y sus materias primas. E! limite inferior
de determinacion serd de 20 mg/kg. La muestra se
disuelve en solucion de acido clorhidrico, previa des-
truccién de la materia organica. El cinc se determina,
después de dilucion apropiada, por espectrofotometria
de absorcién atémica.

32.2 Material y aparatos. I[dem 29.2.

32.3 Reactivos. Idem 29.3 hasta 29.3.6, inclusive.

32.3.7 Solucién patrén de cinc {100 microgramos
Zn/ml): disolver 1 g de cinc en cinta o placa, p.a.. en
25 ml de acido clorhidrico BN (29.3.2} v completar con
agua hasta 1 litro.

32.3.8 Solucién patron de trabajo {10 microgramos
Zn/ml). tomar 10 ml de la solucién pa:rén (32.3.7) v
llevar a 100 mi con agua.

32.3.9 Idem 29.3.9.

32.4 Procedimiento. ldem 29.4 hasta 29.4.1.2.3,

~ inclusive, a excepcioén del cuadro de los tipos de com-

posicion de la solucién patron.

Cinc

uG Zn/mil 0 005 |Q1(02[04;06i08

m!| de solucién patréon| 0005 11214168
de trabajo (32.3.8). '
(1 m|—10uan)+mICIHr7 717173717117
6N(29.3.2). :

+ 10 ml de solucidn de cloruro de iantano (29.3.9).

Completar con-agua hasta 100 ml

-

32.4.1 Medida por absorcién atémica. Medir la
absorbancia de las soluciones patrén vy de la solucion
a analizar, utilizando una llama oxidante aire-acetileno
con una longitud de onda de 213,8 nm. Realizar cuatro
veces cada medida.
© 32.4.2 Idem 29.4.2.

32.5 Calculos. ldem.29.5.
32.6 Observaciones. Idem 29.6.
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Ademas tener en cuenta (29.6.5) que la determina-
cién del cinc es especialmente sensible a las contami-
naciones procedentes de los aparatos de vidrio, de los
reactivos, del polvo y de otros elementos perturbadores.

32.7 Referencias. /dem 29.7.

33. Humedad de las grasas y aceites animales
y vegetales

33.1 Principio. La muestra se somete a desecacién
a 103 °C hasta peso constante.

Este método permite determinar el contenido en
humedad (agua y otras materias volatiles) de las grasas
y aceites animales y vegetales.

33.2 Material y aparatos.

33.2.1 Recipientes de fondo plano, de material
resistente a la corrosion con didmetro de 8-9 cm vy altura
de aproximadamente 3 cm.

33.2.2 Termodmetro de mercurio, de bulbo reforzado
y camara de dilatacion en el extremo superior, graduado
de 80 a 110 °C como minimo y de una longitud de
10 cm aproximadamente.

33.2.3 Bano de arena o placa calefactora eléctrica.

33.2.4  Desecador conteniendo un deshidratante
eficaz.

33.2.5 Balanza analitica.

33.3 Procedimiento. Pesar, con precisiéon de 1 mg,

20 g aproximadamente de la muestra homogeneizada, -

en ¢l recipiente (33.2.1), seco y tarado, conteniendo el
termometro (33.2). Calentar sobre bafio de arena o placa
calefactora (33.2.3.), agitando constantemente con la
ayuda del termometro, de forma que la temperatura lle-
gue a 90 °C en siete minutos aproximadamente.

Elevar la temperatura lentamente, sin superar los
105 °C, agitando con el termémetro hasta el cese de
burbujas.

Para garantizar la completa eliminacion de la hume-
dad, repetir varias veces el calentamiento a 103 °C +
2 °C, enfriar a continuacién er desecador {33.2.4) hasta
temperatura ambiente y pesar. Repetir esta operacién
hasta que la diferencia entre dos pesadas sucesivas no
exceda en mas de 2 mg.

33.4 Calculos. El contenido en humedad de la mues-
tra, en porcentaje, viene dado por la férmula:

100

(F1 - P3) x

.Siendo:

P, = Peso, en gramos, de la muestra.

P1=Peso, en gramos, del recipiente con su contenido,
antes del calentamiento.

P> = Peso, en gramos, del recipiente con su contenido,
después del calentamiento.

Los resultados por debajo del 0,05 por 100 deben
expresarse como menos del 0,05 por 100.

33.5 Observaciones.
33.5.1 Un incremento del peso de la muestra des-

-pués de un calentamiento repetido indica una oxidacion -

de la grasa. En.este caso hacer el calculo a partir de
la pesada efectuada inmediatamente antes de aparecer
este incremento de peso.

33.6.2 La diferencia entre los resultados de dos
determinaciones paralelas efectuadas sobre una misma
muestra no debe exceder del 0,05 por 100 en valor
absoluto. ’

33.6 Referencias. Cuarta Directiva de la Comisién
de 5 de diciembre de 1972. {73/46/CEE). «Diario Oficial

de las Comunidades Europeas» niimero L 83, de 30
de marzo de 1973,

34(a). Almidén {método polarimétrico)

34{(a).1 Principio. El método comprende una doble
determinacidn. En la primera, la muestra se trata en
caliente mediante acido clorhidrico diluido. Previa defe-
cacion y filtracién, se medira mediante un polarimetro
el poder rotatorio de la solucién. -

En el segundo, la muestra se extrae mediante etanol
al 40 por 100. Tras la acidificacion del filtrado por el
acido clorhidrico, defecacion y filtracion, se mide el poder .
rotatorio en las mismas condiciones que en la primera
determinacién.

La diferencia entre las dos multiplicada por un factor
comun da como resultado el contenido en almidén de
la muestra. :

El método permite determinar el contenido en aimi-
doén y sus productos de degradacion de aito peso mole-
cular en los piensos, excepto de aquellos que contienen
peladuras, pulpas, hojas o cuellos secos de remolacha,
pulpa de patata, levadura deshidratada, productos ricos
en inulina (por ejemplo. peladuras y harina de chufas)
o chicharrones.

34{a).2 . Material y apa_ratbs.

34(a).2.1 Erlenmeyer de 250 mi de boca esmeri-
lada, con refrigerante de reflujo. :
34(a).2.2 Polarimetro o sacarimetro.

' 34a).3 Reactivos:

34(a).3.1 Acido clorhidrico al 25 por 100 {p/p).
d=1,126. :

34(a).3.2 Acido clorhidrico al 1,128 por 100 {(p/v).
La concentracion debe comprobarse mediante valora-
cion con la ayuda de una solucién de hidroxido de sodio
0,1N en presencia de rojo de metilo al 0,1 por 100
(p/v) en etanol al 94 por 100 (v/v) (10 ml = 30,94
ml de NaOH Q, 1N). .

34(a).3.3 Solucion de Carrez I: Disolver en agua

- 21,9 g de acetato de cinc dihidrato [Zn{CH- - CO0), - 2H,0]

vy 3 g de acido acético glacial. Completar a 100 ml con
agua. : _
34(a).3.4 Solucion de Carrez II: Disolver en agua
10,6 g de ferrocianuro de potasio trihidrato [K4Fe(CN)s -
3H;0]. Completar con agua. ~ '

34(a).3.5. Etancl al 40 por 100 (v/v), d = 0,948
a20°C.

34(a).4 Procedimiento.

34{a).4.1 Preparacion de la muestra. Moler la mues-
tra de forma que pase en.su totalidad a través de-un
tamiz de malla de 0,5 mm.

34{a}.4.2 Determinacién del poder rotatorio total
{P o S} {v. observaciones [34.(a).6.1]. .

Pesar, con precisién de 1 mg. 2,5 g de la muestra
molida e introducir en un matraz aforado de 100 ml.
Anadir 25 ml de &cido clorhidrico [34(a).3.2]..agitar para
obtener un buen reparta de la muestra y afiadir de nuevo
25 ml de acido clorhidrico [34(a).3.2]. Sumergir el matraz
en un bafo de agua hirviendo y, durante los tres primeros
minutos siguientes agitar enérgicamente y con regula-
ridad para evitar la formacion de aglomerados. La can-
tidad de agua del bafo debe ser suficiente para permitir
mantener el bafio en ebullicién cuando el matraz esté
sumergido en él. Este ho podra ser retirado dei bdfo
a lo largo de la agitacion. Después de gquince minutos
exactamente, retirar el matraz del bafo, afadir 30 ml
de agua fria y enfriar inmediatamente hasta 20 “C.

Anadir 5 ml de la solucion de Carrez | [34(a).3.3]
y agitar durante un minuto. Afiadir a continuacién 5 ml
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de solucién de Carrez Il [34(a).3.4] v agitar de nuevo, "

durante un rminuto. Completar el volumen con agua,
homogeneizar y filtrar. Si el filtrado no esta perfecta-
mente limpido (lo que es poco frecuente), volver a
comenzar el analisis empleando una cantidad mayor de
las soluciones de Carrez | y I, por ejemplo 10 ml.

Medir a continuacion el poder rotatorio de la solucién
en un tubo de 200 mm mediante un polarimetro o un
sacarimetro. :

34(a).4.3 Determinacién del poder rotatorio (P’ o
S'C))Ode las sustancias solubles en el etanol al 40 por
100.

Pesar, con precisién de 1 mg, 5 g de la muestra,
introducirlos en un matraz aforado de 100 ml y afiadir
80 ml aproximadamente de etanot [34(a).3.5] [v. obser-
vaciones 34(a).6.2). Dejar el matraz en reposo durante
una hora a temperatura ambiente, a lo largo de este
lapso de tiempo, proceder cinco veces a una agitacion
enérgica de forma que la toma de muestra esté bien
mezclada con el etanol. Llevar después a volumen con
el etanol [34(a).3.5], homogeneizar v filtrar.

Introducir mediante pipeta 560 ml del filtrado {=2,6
g de la muestra) en un erlerimeyer de 250 ml. Adadir
2.1 mi. Adadir 2,1 ml de acido clorhidrico {34({a).3.1]
¥ agitar enérgicamente. Ajustar un refrigerante a reflujo
al erlenmeyer y sumergirlo en un bafio de agua hirviendo.
Después de quince minutos exactamente, retirar el erlen-
mevyer del bafo, trasvasar su contenido a un matraz afo-
rado de 100 ml lavando con un poco de agua fria y
enfriar hasta 20 °C. Defecar a continuacion con ayuda
de las soluciones de Carrez | [34(a).3.3] y Carrez Il
[34(a}.3.4]. completar a volumen con agua, homogenei-
zar filtrar y medir el poder rotatorio como se indica
en 34(a}.4.2, parrafos segundo y tercero.

34(a).5 Calculos. El contenido en almidén en por-
centaje de muestra se obtiene mediante las siguientes

formulas: ,
34(a).b.1 Mediciones efectuadas con polarimetro,

2000 (P - P)

()2,

% de almiddén=

Siendo:

P = Poder rotatorio total en grados de arco.

P’ = Poder rotatorio en grados de arco para las sus-
tanciag solubles en etanol al 40 por 100. ‘

(a)2%, = Poder rotatorio especifico del almidén puro.
Los valores convencionales admitidos para dicho factor
son los siguientes: ‘

+ 185,9% almidéon de arroz.
185,4° almidén de patata.
184.,6°: almiddn de maiz.
182.7° almidon de trigo.

181.6% almidon de cebada.

+ 181,3°% almidodn de avena.

+ 184,0°% otros tipos de almidén, asi como mezclas
de almidones de los piensos compuestos.

34(a).5.2 Mediciones efectuadas mediante sacari-
metro.

2000 (2N x 0,665)S - 8)
% de almidon = — - =
()29, 100
26,6N{-8)
(@)2,

Siendo:

S = Poder rotatorio total en grados sacarimetros.
S = Poder rotatorio en. grados sacarimétricos dado
por las sustancias solubles en el etanol al 40 por 100.

N = Peso, en g, de sacarosa en 100 ml de agua
dando, bajo un espesor de 200 mm, un poder rotatorio
de 100° sacarimétricos. A :

16.29 para los sacarimetros franceses.

26,00 para los sacarimetros alemanes.

20,00 para los sacarimetros mixtos. .

a)“Y ., = poder rotatorio especifico de! almidon puro
[34(a).5.1]. '

La diferencia entre Jos resultados de dos determina-
cicnes paralelas efectuadas sobre una misma muestra
no debe exceder del 0,4 en valor absoluto para {os con-
tenidos en almiddn inferiores al 40 por 100; 1,1 por
100 en valor relativo para los contenidos en almiddén
iguales o superiores al 40 por 100.

34(a).6 Observaciones.

34(a).6.1 Cuando la muestra contenga mas del 6
por 100 de carbonatos calculados en carbonato de cal-
cio, estos deben ser destruidos mediante un tratamiento
con ayuda de una cantidad exactamente apropiada de
acido suifurico diluido, antes de la determinacién del
poder rotatorio total.

34(a).6.2 En el caso de los productos de elevado
contenido en lactosa, tales como el polvo de suero lactico
o de leche descremada. proceder como sigue después
de la adicién de los 80 ml de etanol [34(a).3.6]. Ajustar
al matraz un refrigerante de reflujo, sumergir el matraz
durante treinta minutos en un bafio de agua a 50 °C.
Dejar a continuacion enfriar y seguir con el analisis tal
como se indica en {34{a).3.56].

34(a).7 Referencias. Tercera Directiva de la Comi-
sion de 27 de abril de 1972. {72/199/CEE). «Diario
Oficial de las Comunidades Europeas» numero L 123,
de 29 de mayo de 1972.

34(b). Almidon (método de la pancreatina)

34(b}.1 Principio. Los azicares presentes en la
muestra son eliminados por extraccion con etanol. El
almidén del residuo dé extraccidén es sacarificado por
la pancreatina. Los azlcares son hidrolizados por el écido
clorhidrico vy la glucosa formada es valorada por el méto-
do de Luff-Schoorl. La cantidad de glucosa obtenida mul-
tiplicada por un factor constante da el contenido en atmi-
ddn de la muestra.

El método permite determinar el contenido en almi-
dén y productos de su degradacién de elevado peso
molecular en los alimentos gue contienen peladuras, pul-
pa, hojas b cuellos desecados de remolacha, pulpa de
patata, levaduras deshidratadas; productos ricos en inu-
lina {por ejempto fracciones y harina de chufas o de
patatas). La valoracién debe ser realizada solamente -
cuando el examen microscopico indica la presencia en
la muestra de cantidades apreciables de §imidén.

34(b).2 Matenal y aparatos.

34(b).2.1 Extractor [ver figura 34(b). 1] que se com-
pone de: :

34(b).2.1.1 Matraz erlenmeyer de 500 ml de cuello
largo.

34(b).2.1.2 Refrigerante de reflujo adaptado al
matraz erlenmeyer.

34({b).2.1.3 Varilla corrediza situada en el tubo cen-
tral del refrigerante provista de un gancho en su extre-
midad inferior y una pinza para fijar la varilla. :

34(b).2.1.4 Cestillo metédlico, destinade a ser sus-
pendido del gancho de la varilla [34({b).2.1.3] v a soportar
el crisol filtrante [34{b).2.1.5]. ' :

34(b).2.1.5 Crisol de placa filtrante, dimensién méaxi--
ma del poro: 90-150 micrometros (por ejemplo, G1J,
de aproximadamente 30 ml de capacidad.
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34(b}.2.1.6 Filtros de papel de formato adecuado
al crisol filtrante [34(b).2.1.5].

34({b).2.2 Estufa de incubacién regulada .a 38 °C.

34(h).2.3 Matraces aforados de 200 ml! con boca
~esmerilada normalizada y refrigerante de reflujo.

34(b).2.4 Matraces aforados 100 mi con' boca
esmerilada normalizada y refrigerante de reflujo.

34(b)3 Reactivos.

34(b).3.1 Etano! 90 por 100 (V/V) neutro a la fenolf-
taleina.

34(h).3.2 Alcohol n-amilico p.a.
34({b).3.3 Tolueno p.a.

34(h).3.4 Solucién tampdn. Disolver en agua 9,078
g de fosfato monepotésico KPO4H, v 11,876 g de fosfato
disédico dihidrato Na;PO4H - 2H50. Compietar a un litro
con agua.

34(b).3.5 Solucidn de cloruro de sodio: 0,2N.

34{b).3.6 Solucién de Carrez |. Disolver en agua
21,9 g de acetato de cinc dihidrato Zn{CH3COO}, - 2H,0
¥ 3 g de écido acetlco gIaC|aI Completar a 100 ml con
agua.

34(b}.3.7 Solucion de Carrez Il. Disolver en agua
10,6 g de ferrocianuro potasico trihidrato K4,4[Fe
{CN)g] - 3H20.Completar a 100 mi con agua.

34({b).3.8 Acido clorhidrico 1N.

34(b).3.9 Acido C|0I’h|dl’lCO p.a. aproximadamente
8N (d=1,125}).

34(b).3.10 - Solucion de hidréxido de sodio p.a.
aproximadamente 10N (d = 1,33).

34(b).3.11. Indicador. Solucién de naranja de metilo
al 0,1 por 100 (P/V).

34(b).3.12 Pancreatina pulverulenta respondiendo
a las prescripciones dadas en [34({b}.6.3). Conservar en

recipientes cerrados, protegidos de la luz y de la hume-
dad.

34(b).3.13 Reactivo de Luff-Schoorl. Verter agitan-
do cuidadosamente la soluciéon de &acido citrico
{34{b).3.13.2] en la solucién de carbonato de sodio
[34(b).3.13.3]. Afadir a continuacién la solucién de sul-
fato de cobre [34(bh).3.13.1] y completar hasta un litro
con agua. Dejar reposar una neche y filtrar. Controlar
la normalidad del reactivo asi obtenida (0,1N Cu, 2N
Na,CQO3). El pH sera de 9.4 aproximadamente.’

34(b).3.13.1 Solucidn de sulfato de cobre. Disolver
25 g de sulfato de cobre pentahidrato p.a. CuS0O, - 5H.0
en 100 ml de agua.

34(b).3.13.2 Solucién de acido citrico. Disolver 80
g de acido citrico monohidrato p.a. CgHgO5 - H,0 en 50
ml de agua.

34(b).3.13.3 Solucidn de carbonato de sodio. Risol-
ver 143,8 g de carbonato de sodio anhidro p.a. en 300
ml aproximadamente de agua caliente. Dejar enfriar.

34(b).3.14 Granulos de piedra poémez hervidos con
acido clorhidrico lavados con agua y desecados.

34{b}.3.15 Solucién al 30 por 100 {p/v) de yodurc
de potasio p.a.

ld 34(?51}3.16 Acido sulfdrico aproximadamente 6N
(d=1,18).

34(h).3.17 Solucion de tiosulfato de sodio O, TN.

34(h).3.18 Solucion de almidén. Afadir una mezcla
de & g de almidon solubie en 30 ml de agua, a 1 litro

de agua hirviendo. Hervir durante tres minutos y luego
dejar enfriar. Preparar inmediatamente antes de su
empleo.

34(b).4 Procedimiento.

34(b).4.1 Preparacion de la muestra. Moler la mues-
tra de manera que pase totalmente a través de un tamiz

~ de mallas de 0,5 mm.

34(b}.4.2 Extraccién. Pesar, con la precisidon de 1
mg, 2 g de muestra e introducirtas en un crisol filtrante
[34(b).2.1.5], cuyo fondo Ha sido previamente recubierto
con papel de filtro [34(h}.2.1.6] humedecido con etanol
[(34(b).3.1]. introducir en el matraz erlenmeyer
[34({b).2.1.1]) B5 ml de etanol [35(b).3.1] y algunos gra-
nulos de piedra poémez [34(b).3.14]. Situar el crisol fil-
trante en el cestillo metalico [34(b).2.1.4] y suspenderlo
del gancho de la varilla [34{b).2.1.3]. Situar el refrige-
rante sobre el matraz erlenmeyer y bajar la varilla de
forma que €l fondo del crisol sobresalga de la superficie
del etanol. Fijar la varilla a esta altura con la ayuda de
la pinza. Llevar ei stanol a ebullicidn y mantenerlo duran-
te tres horas. Dejar enfriar a continuacion y elevar la
varilla [34(b).2.1.3] de forma que se eleve el crisol tan
alto como sea posible en el matraz erlenmeyer. Des-
taparlo con cuidado y dejar caer 45 ml de agua a’lo
largo de la pared del erlenmeyer. Colocar de nuevo el
refrigerante sobre el matraz y mantener el crisol filtrante
a 10 cm del nivel del liquido. Llevar este liquido a ebu-
Hicion y mantenerlo asi tres horas. Enfriar inmediatamen-

te, abrir el matraz y retirar el crisol del cestillo.

34{b).4.3 Sacarificacion o hidrélisis. Situar el crisol
filtrante en un recipiente vacio y desecar por aspiracion.
Depositar el residuo de extraccion en un mortero y tri-
turar finamente. Trasvasar cuantitativamente el polvo
con ayuda de 60 mil de agua aproximadamente a un
matraz redondo aforado de 200 ml esmerilado norma-
lizado 'y afiadir algunas gotas de alcohol amilico
[34(b).3.2]. Ajustar al recipiente. un refrigerante de reflu- .
jo. Calentar a ebutlicién y mantener asi durante una hora.
A continuacién enfriar y desconectar el refrigerante. Afa-
dir 256 ml de solucion tampdn [34(b).3.4] v 250 mg
de pancreatina [34(b).3.12] 2,5 ml de solucién de cloruro

. sédico [34{b}.3.5] de 10 gotas de tolueno. Agitar durante

dos minutos, situar el recipiente en la estufa de incu-
bacion [34(b).2.2] y mantenerlo durante veintiuna horas,
agitando de vez en cuando. A contlnuac:on dejar enfriar
a temperatura ambiente.

Anadir 5 ml de solucnén de Carrez | {34({b).3.6] v
agitar durante un minuto. ARadir a continuacién 5 mi
de solucion Carrez Hl [34{b).3.7] agitar de nuevo durante
un minuto. Completar el volumen con agua, homoge-
neizar y filtrar. Tomar con pipeta 50 ml de filtrado y
llevarlos a un recipiente aforado de 100 ml. Adadir algu-
nas gotas del indicador [34(h).3.11] y acidificar con aci-
do clorhidrico 8N [34(b).3.9] hasta que vire a rojo. Afadir
a continuacion 6,25 ml de acido clorhidrico 8N, en exce-
s0 (12,5 ml si se actda sebre 100 ml de filtrado). Acoplar
el refrigerante de reflujo al recipiente, poner la solucidon
a ebullicion y mantenerla durante una hora. Dejar enfriar,
neutralizar con la solucion de hidréoxido sodico 10N
[34(b).3.10] hasta que vire a amarillo el indicador. Aci-
dificar a continuacion ligeramente afadiendc un poco
de acido clorhidrico 1N [34{b).3.3], cormmletar el volu-
men con agua y homogeneizar. Determinar el contenido
en glucosa con el metodo de Luff-Schoorl como se |nd|ca
en [34(b).4.4]. :

34(b).4.4 Valoracién segun Luff Schoorl. Tomar con
pipeta, 25 ml de reactivo Luff-Schoorl [34{h}.3.13] y lle-
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varlo a un erlenmeyer de 300 ml; afadir 25 ml, exac-
tamente medidos, de la solucién obtenida en [34(b}).4.3]
conteniendo un maximo de 60 mg de glucosa. Afadir
dos trocitos de piedra pémez [34(b).3.14}, calentar, agi-
tando a mano, sobre una llama libre de una altura media,
hasta que el liquido esté sometido a ebullicién en dos
minutos aproximadamente. Situar inmediatan:~nte el
erlenmever sobre una tela metalica con disco en amianto
donde se ha hecho una abertura de aproximadamente
6 cm de didmetro, debajo de la cual se ha encendido
previamente una llama. Esta se regula de forma que
solamente se caliente el fondo del matraz. A continua-
cion adaptar un refrigerante de reflujo al matraz. A partir
de este momento someterlo a ebullicién durante diez

minutos exactamente. Enfriar inmediatamente en agua -

fria y después de cinco minutos, aproximadamente, valo-
rar como sigue:

Anadir 10 m! de solucion de yodure de potasio
[34(b).3.15] & inmediatamente con precaucion {en razén
del riesgo de formacion-de espuma abundante}, anadir

25"tnl de acido sulfirico 6N [34(b).3.16]. Valorar a con-

tinuacion con solucién de tiosulfato de sodio O,1N
[34(h).3.17], hasta la aparicidon de una coloracién ama-
rila suave; anadir como indicador la solucién de almidén
[34{b).3.18] y realizar la valoracién hasta el final.

Efectuar la misma valoracién sobre una mezcla exac-
tamente medida de 25 ml de reactivo Luff-Schoorl
[34(b).3.13] v 2b ml de agua, después afadir 10 ml
de solucion de yoduro potasico [34(b).3.15] v 25 ml
. de acido sulfurico 6N [34(b).3.16] sin poner a ebullicién.

34({b).4.5 Ensayo en blanco. Efectuar un ensayo en
blanco aplicando ef modo operative descrito en 34(b).4.3
y 34(b).4.4 en ausencia de la muestra.

34(b).5 Calculos. Establecer con la ayuda deila tabla
adjunta la cantidad de glucosa en mg correspondiente
a la diferencia entre los resultados de las dos valora-
ciones (expresadas en ml de tiosulfato de sodio 0, 1N)

que se refieren tanto a la muestra como al ensayo en

blanco.

El contenido en almidon expresado en porcentaje de
la muestra viene dado por la siguiente férmula:

0.72 (a-b)

En la que:

a = mg de glucosa en la muestra.

b =mg de glucosa en el ensayo en blanco [ver chser-
vacion 34(b).6.2.}.

34(b).6 Observaciones.

34(h).6.1 La presencia simultdnea en'la muestra de
almiddn parcialmente dextrinado a la lactosa puede dar
lugar a un resultado con un exceso de 0,5 a 3 por 100
de almidon. En este caso, el contenido real en almidén
se obtisne como sigue:

a} Determinar el contenido en azucares reductores
del extracto etandlice obtenido en [34({b).4.2] y expresar
el resultado en porcentaje de glucosa.

b) Determinar el contenido en la muestra de azi-
cares reructores, solubles en agua y expresar el resul-
tado en poircentaje de glucosa.

¢j Restar el resultado obtenido en a) del obtenido
en b} v multiplicar la diferencia por 0,9.

d) Restar el valor obtenido en c) del contenido en
aimidén obtenido por la aplicacion del metodo y cal-
zularic como se indica en [34({b).b].

34(b}.6.2 La cantidad de glucosa en el ensayo en
blanco es normalmente de 0,25 mg y no puede ser
superior a 0,50 mg.

34(b).6.3 Prescripciones concernientes a la pan-
creatina:

Aspecto fisico: Polvo blanco amarillo, amorfo.

Contenido en glucosa: LL.a cantidad de glucosa del
ensayo en blanco [ver 34(b).4.5] normalmente es de
0,25 mg. Un resultado superior a 0,50 indica que la
pancreatina no se puede utilizar.

Control de consumo de iodo: Poner en suspension
62,5 mg de pancreatina en 50 mi de agua vy llevar a
25-30 °C. Anadir 1 ml de solucidn de iodo O, TN. Remover
durante dos minutos. Valorar con una solucién de tio-
sulfato de sodio 0,1N [34(b).3.17] en presencia del indi-
cador de almidén. El consumo de solucion de iodo por
la pancreatina no debe pasar de 0,5 ml.

Control de la actividad amilolitica: Mezclar 100 ml
de solucién de almidon [34(b).3.18], b ml de la solucién
tampdn {34{b).3.4], 0.5 ml de la solucién de cloruro
sodico [34(b).3.5] vy 62,5 mg de pancreatina. La mezcla
se calienta a 25-30 °C y se remueve durante dos minutos.
Luego se afiade 1 ml de solucidn de iodo O,1N. La colo-
racion azul debe desaparecer antes de los quince minu-
tos que siguen a la adicion de la solucion de iodo.

34({b).7 Referencias. Quinta Directiva de la Comision
de 25 de marzo de 1974. {74/203/CEE). «Diario Oficial
de las Comunidades Europeas» numero L 108/7, de
22 de abril de 1974,

Tabla de valbres para 25 mli de reactivo
segun Luff-Schoorl
ml de Na,S,0;01N, dos minutos de calentamiento,
diez minutos de ebullicién

Glucosa, fructosa, Lactosa Maltosa

N27$,05 azicares invertidos
01N ucares iy I. CIZ HZZOH C12 H22 011
CeHz O
mi mg Diferencia mg Diferencia mg Diferencia

N
n
w
~J
w
w0

-

WN=OOONOTNAWN=SOOONONHWN =
OONUNDLLDWWWWNRNN— = —— -
NOOWONE_OOWONONONENONAN
N0 _NWANOWOAORONNN~NNOL
LOWWNNNNRNRNNNBDNNNRND N
P OOVWOWOORNNNOOOOIT AR
WONNNODNOONLBEDRWWNNN—o 2
DWOO=2NWOINDOREONWOOITNG =W
QOO NNNNOCONLOOONITOS B NOWD
pphhPLOVOWWWRWWWWWWLWLLWL
Pl Yo lallcYieT sl XesToo Yoo Yo No  ENENENENEN BN BN
WORUNNOONTNNH P WWWNN - =
POUOONOWON= WO = NWON =W
DOLROUNOOVONOUTORICINTNON N0
PhppphbhphbphABARRRORAOW
DOTMPWNa2mmaaOO0000000wOWw®

MNRANN = e e ek ek aed el =




BOE nim. 62

7196 ' Jueves 2 marzo'19_95

FIGURA 34{b)1

L

‘o

NN

N

\
\\

=

35. Actividad uredsica de productos derivados
de la soja

35.1 . Principio. La prueba permite determinar la acti-
vidad de ureasa de los productos derivados de la soja
y poner en consecuencia de manifiesto la coccidn insu-
ficiente de dichos productos.

La actividad uredsica se determina por la cantidad
de nitrégena amoniacal liberado por 1 g de producto
en un minuto, a 30 °C, a partir de una solucién de urea.

35.2 Material y aparatos.

3b6.2.1 Aparato de valoracién potenciométrica o
pH-metro muy sensible (0,02 pH), con agitador mag-
nético.

35.2.2 Bafio de agua provisto de un termostato
regulado a 30 °C exactamente,

3b6.2.3 Tubos de ensayo de 1560 x 18 mm, con tapo-
nes esmerilados.

356.3 Reactivos.

35.3.1 Acido clorhidrico 0,1N.

35.3.2 Solucidn de hidréxido de sodio Q,1N.

35.3.3 Solucion tampdén de fosfatos 0,05 M con-
teniendo 4,45 g de hidrégeno fosfato de sodio dihidrato
{NazHPO,4 - 2H50) y 3,40 g de dlhldrégeno fosfato de
potasio (KH2PO4) en 1.000 mi.

35.3.4. Solucién tamponada de urea, preparada
recientemente, conteniendo 30,0 g de urea por 1.000
ml de solucién tampén; pH 6,9-7.0.

35.4 Procedimiento. Moler 10 g aproximadamente
de la muestra, de forma gue pase a través de un tamiz
de mallas de 0,2 mm. En un tubo de ensayo (35.2.3)
pesar, con precision de 1 mg, 0,2 g de la muestra molida
y afadir 10 ml de la solucion (35.3.4). Tapar inmedia-
tamente y agitar vigorosamente. Lievar el tubo al bafio
de agua (35.2:2) y dejarlo durante treinta minutos exac-
tamente. Inmediatamente después, afiadir 10 ml de
acido clorhidrico O,1N (35 3.1}, enfriar rapidamente
a 20 °C trasvasar cuantitativamente el contenida.del
tubo a un recipiente de valoracién, lavando dos veces
con b mlde agua. Valorar inmediatamente y con rapidez
por medio de una solucién de hidroxido de sodio 0,1N
(35.3.2) por potencidmetro, utilizando electrodo de vidrio
hasta pH 4.7. Efectuar una prueba en blanco, operando
como se indica a continuacion:

Introducir rapida y sucesivamente en un tubo (35.2.3)
una alicuota de la muestra de 0,2 g, pesada con precision
de 1 mg, 10 ml de acido clorhidrico 0,1N {35.3.1) v
10 ml de solucién tamponada de urea (35.3.4). Enfriar
inmediatamente el tubo en agua helada y dejarlo treinta
minutos. Trasvasar a continuacion, en las condiciones

© indicadas anteriormente, el contenido del tubo al reci-

piente y valorar por medio de la solucién de hidréxido
de sodio 0, 1N (35.3.2) hasta un pH 4,7.

35.6 Calculos. La actividad ureasica viene dada por
la formula:
mgN 1,4(V2 - V1)

30xP

a30°C =
g minuto

Siendo:

V1 = Volumen, en ml, de solucion de hidroxido de
sodio 0, 1N consumidos en el analisis.

V, = Volumen, en ml, de solucion de hidréxido de
sodio O, 1N consumidos por la prueba en blanco.

P = Peso de la muestra en 9.

35.6 Observaciones.

36.6.1 El método es adecuado para una actividad
ureasica que pueda alcanzar 1 mg de N/g por minuto
a 30 °C. Para productos mas activos, la alicuota de la

muestra puede reducirse hasta 50 mg.

35.6.2 Los productos cuyo contenido. en materias
grasas britas sobrepase el 10% deben haber sndo desen-
grasados previamente en frio.

35.7 Referencias. Primera Directiva de la Comision
de 15 de junio de 1971. (71 /250/CEE) «Diario Oficial de
las Comunidades Europeasn nimaro L 155, de 12 de
julio de 1971.

36. Gosipol libre y total

36.1 Principio. El método permite determinz- el
gosipol libre, el gosipol total y las substancias de cons-
titucion quimicamente parecidas derivadas del gasipol,
presentes en las semillas, harinas y tortas del algodon
asi como en los piensos que los contengan. El limite
inferior de la determinaciéon es de 20 mg/kg.



BOE num. 52

Jueves 2 marzo 19956 ’ 719}

El gosipol se extrae en presencia de 3-amino-1-pro-
panol, ya sea mediante una mezcla de isopropanol y
de hexano para la determinacién del gosipol libre, ya
sea por la dimetilformamida para la determinacién del
gosipol total. El gosipol se transforma mediante anilina
en gosipokdianilina, cuya absorbancia se mide a 440 nm.

36.2 Material y aparatos.

36.2.1 Agitador (de vaivén). Alrededor de 35 osci-
laciones por minuto.
36.2.2 Espectrofotometro.

36.3 Reactivos.

36.3.1 Moezcia isopropanol-hexano. Mezclar 60 par-
tes en volumen de isopropanot con 40 partes en volumen
de n-hexano.

36.3.2 Disolvente A. Depositar en un matraz afo-
rado de 1 litro, 500 ml aproximadamente de {a mezcla
1sopropanol-hexano {36.3.1), 2 ml de 3-amino-1-propa-
nol, 8 ml de acido acético glacial y 50 m! de agua. Com-
pletar el volumen mediante la mezcla de isopropa-
nol-hexano (36.3.1). Dicho reactivo- es estable durante
una semana.

36.3.3 Disolvente B. Depositar mediante pipeta en
un matraz aforado en 100 ml, 2 m! de 3-amino-1-pro-
panol y 10 ml de acido acético glacial. Enfriar a la tem-
peratura ambientp y completar al volumen mediante la
N.N-dimetifformamida. Dicho reactivo es estable durante
una semana.

36.3.4 Anilina. Si la absorbancia de la prueba en
blanco excede de 0,022 destilar la anilina sobre polvo
de cinc eliminando las fracciones primera y ultima del
10 por 100 del destilado. Este reactivo en frasco tapado
de vidrio topacio y en el refrigerador, se conserva varios
meses.

36.3.6  Solucidn patrén A de gosipol. Colocar en un
matraz aforado de 250 ml, 27,9 mg de acetato de gosi-
pol. Disolver y completar al volumen por el disolvents
A (36.3.2). Introducir con pipeta 50 ml de dicha solucidn
en un matraz aforade de 250 ml y completar a volumen
con el disolvente A. La concentracién en gosipol de dicha
solucidon es de 0,02 mg/ml. Dejar reposar durante una
hora a la temperatura ambiente, antes de su empleo.

36.3.6 Solucidn patrén B de gosipol. Colocar en un
matraz aforado de 50 ml, 27,9 mg de acetato de gosipol.
Disolver y completar a volumen mediante el disolvente
B {36.3.3). La concentracién en gosipol de dicha solucién
es de 0,5 mg/mi.

Conservadas al abrigo de la luz las soluciones patrén
A y B de gosipol, se mantienen estables durante vein-
ticuatro horas.

36.4 Procedimiento.

36.4.1 Toma de muestras. La toma de muestras
esta en relacién con el supuesto contenido en gosipol
de la muestra. Es preferible operar sobre una pequena
toma de muestras y sobre una parte alicuota del filtrado
relativamente importante, de forma que se obtenga una
cantidad de gosipol suficiente para efectuar una medi-
cion fotométrica precisa. Para la determinacién del gosi-
poi libre en las semillas, harinas y tortas de algodoén,
la toma de muestras no debe exceder de 1 g; para los
piensos compuestos podra alcanzar los 5 g.-Una parte
alicuota de 10 ml de filtrado es suficiente en la mayoria
de los casos; debera contener de 50 a 100 microgramos
de gosipol. Para la determinacion del gosipol total, la
toma de muestras podra variar de 0,5 a 5 g con el fin
de que una parte alicuota de 2 ml de filtrado contenga
de 40 a 200 microgramos de gosipol.

El anadlisis debe efectuarse a una temperatura ambien-
te cercana a los 20 °C.

36.4.2 Determinacion del gosipol libre. Introducir
la muestra en un matraz de boca esmerilada de 250
ml, cuyo fondo esté recubierto de perlas de vidrio. Afiadir
con pipeta 50 ml de disolvente A (36.3.2.), tapar el
matraz y mezclar durante una hora en el agitador. Filtrar
en seco y recoger el filtrado en un pequefio matraz de
cuello esmerilado. A lo largo de la filtracion, recubrir
el embudo con un vidrio de reloj. Introducir con pipeta
respectivamente en dos matraces aforados de 26 ml
(A y B) unas partes alicuotas idénticas de filtrado que
contengan de b0 a 100 microgramos de gosipol. Com-
pletar si fuera necesario, el volumen a 10 ml ccn la
ayuda del disolvente A (36.3.2) completar seguidamente
al volumen el contenido del matraz (A) mediante la mez-
cla isopropanol-hexano {386.3.1). Dicha solucidén se
ampleara como sclucion-de referencia para la medicion
de {a solucidn de la muestra. f

Introducir con pipeta 10 ml del disolvente A (36.3.2)
respectivamente en otros dos matraces aforados de 25
mi {C y D). Completar a volumen el contendio dei matraz
{C) mediante la mezcla isopropanokhexano (36.3.1).
Dicha solucion se empleard como solucidon de referencia
para la medicion de la solucion de la prueba en blanceo.

Anadir 2 ml de anilina {36.3.4} respectivamente en
los matraces (D) y {B). Calentar durante treinta minutos
sobre un bafip de agua hirviendo para desarroliar el color.
Refrigerar a la temperatura ambiente, completar a volu-
men mediante la mezcla isopropanol-hexang {36.3.1),
homogeneizar y dejar reposar durante una hora.

Determinar mediante el espectrofotémetro a 440 nm
en cubetas de 1 cm la absorbancia de la solucidn de
la prueba en blanco (D) en comparacién con la sclucién
de referencia (C) v la absorbancia de la solucion de la
muestra {B} en comparaciéon con la solucion de refe-
rencia (A).

Restar el valor de la absorbancia de la solucion de
la prueba en blanco de la solucién de la muestra {ab-
sorbancia corregida). Calcular a partir de dicho valor el
contenido en gosipol libre tal como se indica en 36.5.

36.4.3 Determinacion del gosipol total. Introducir
una muestra que contenga de 1 a b myg de gosipo! en
un matraz aforado de 50 ml y afladir 10 ml de disolvente

B (36.3.3). Preparar simultaneamente una prueba en

blanco introduciendo 10 ml de disolvente B {36.3.3) en
otro matraz aforado de 50 ml. Calentar ambos matraces
durante trainta minutos sobre un baiio de agua hirviendo.
Refrigerar a la temperatura ambiente y completar e! con-
tenido de cada matraz a volumen con la mezcla iso-
propanol-hexano (36.3.1). Homogeneizar y dejar reposar
durante diez a quince minutos; filtrar a continuaciéon y
recoger los filtrados en matraces de boca esmerilada.

Llevar mediante pipeta 2 ml de filtrado de la muestra
respectivamente a dos matraces aforados de 25 ml y
2 ml del filtrado de la prueba en blanco respectivamente
a otros dos matraces de 25 ml. Tomar un matraz de
cada serie y completar los contenidos respectivos a 25
ml mediante la mezcla isopropanol-hexano (36.3.1).
Estas soluciones se emplearan como soluciones de refe-
rencias. _

Afiadir 2 ml de anilina {36.3.4) respectivamente en
los otros dos matraces. Calentar durante treinta minttos
en baiio de agua hirviendo para desarrollar el color. Refri-
gerar a temperatura ambiente, completar a 25 ml
mediante la mezcla de isopropanol-hexano (36.3.1),
homogeneizar y dejar reposar durante una hora.

Determinar la absorbancia tal como se indica
en 36.4.2 para el gosipol libre. Calcular a partir de dicho
valor el contenido en gosipol total como se indica en
38.5.

36.5 Calculos. El calculo de los resultados puede
hacerse a partir de la absorbancia especifica (36.5.1)
o refiriéndose a una curva de calibrado (36.5.2).
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- 36.5.1 A partir de las absorbancias especificas. En
las condiciones descritas, las absorbancias especificas
son las siguientes:

Gosipol! libre: E}°’;°,p = 625.

Gosipoltotal: E}*2 . = 600.

El contenido en gosipol libre ¢ total de la muestra
esta dado por la siguiente formula:

: - 1250
Gosipol % = —A1—
E1%

tem "P -4
Siendo: '

A = Absorbancia corregida, determinada como se
indica en 36.4.2.

p = Pesc de la muestra en g.

a = Parte alicuota del filtrado en ml.

36.56.2 A partir de una curva de calibrado.

36.5.2.1 Gosipol libre. Preparar dos series de cinco
matraces aforadas de 25 mi. En cada serie, introducir
mediante pipeta en los matraces unos voliumenes res-
pectivos de 2,0-4,0-6,0-8,0 y 10,0 ml de-la solucién
patron A de gosipol (36.3.5), completar a 10 ml con
el disalvente A. Completar cada serie mediante un blanco
constituido por un matraz aforado de 25 mi que con-
tenga Unicamente 10 ml de disolvente A {36.3.2).

Completar a 25 ml el volumen de los matraces de
la primera serie {incluido el blanco} mediante la mezcla
isopropanol-hexano (36.3.1) {serie de referencia).

Anadir 2 ml de anilina (36.3.4) en cada matraz de
la segunda serie (incluyendo el blanco). Calentar durante
treinta minutos en un bafio de agua hirviendo para
desarrollar el color. Refrigerar a temperatura ambiente,
completar el volumen mediante la mezcla isopropa-
nol-hexano (36.3.1). homogeneizar y dejar reposar
durante una hora (serie patrén).

Determinar en las condiciones indicadas en 36.4.2
la absorbancia de las soluciones de la serie patrén en
- comparacién con las soluciones correspondientes de la
serie de referencia. Trazar graficamente la curva de cali-
brado poniendo las absorbancias en relacidn con las can-
tidades de gosipol (en microgramos). _

36.5.2.2. Gosipol total. Preparar seis matraces afo-
rados de 50 ml. Introducir en el primer matraz 10 ml

- de disolvente B (36.3.3) y en los otros, respectivamente
20-40-6,0-8.0y 10,0 ml de la solucién patrén
B de gosipol (36.3.5). Completar el contenido de cada
matraz hasta 10 ml con la ayuda del disolvente B
(36.3.3). Calentar durante treinta minutos en un bafo
de agua hirviendo. Refrigerar a temperatura ambiente,
completar a volumen mediante la mezcla isopropa-
nol-hexano (36.3.1) y homogeneizar. .

Introducir 2,0 ml de dichas soluciones respectivamen-
te en dos series de seis matraces aforados de 25 ml.
Completar a 25 ml el contenido de los matraces de la
primera serie mediante ia mezcla de isopropanol-hexano
{36.3.1) {serie de referencia).

Anadir 2 ml de anilina (36.3.4) en cada matraz de
la segunda serie. Calentar durante treinta minutos en
un bafio de agua hirviendo. Refrigerar a temperatura
ambiente, completar a volumen mediante la mezcla iso-
propancl-hexano (36.3.1}, homogeneizar y dejar reposar
durante una hora (serie patrén).

Determinar en las condiciones indicadas en 36.4.2
la absorbancia de las scluciones de la serie patrén en
comparacion con las soluciones correspondientes de la
serie de referencia. Trazar graficamente la curva de cali-

brado poniendo las absorhancias en relacidn con las can-
tidades de gosipol en microgramos, _

La diferencia entre los resultados de dos determina-
ciones paralelas efectuadas sobre una misma muestra
no debe exceder: : '

— Del 15 por 100, en vator relativo, para los con-
tenidos en gosipol inferiores a 500 mg/kg.

— De 75 mg/kg en valor absoluto, para los conte-
nidos comprendidos entre 500 y 750 mg/kg.

— Del 10 por 100, en valor relativo, para los con-
tenidos superiores a 750 mg/kg.

36.6 Referencias. Tercera Directiva de la Comisian,
de 27 de abrit de 1972. (72/199/CEE). «Diario Oficial de
las Comunidades Europeas» nGmero L 123, de 29 de
mayo de 1972.

37. Teobromina

37.1 Principio. El método permite determinar el con-
tenido en teobromina de los subproductos de transfor-
macién de semillas de cacao. La tecbromina se extrae
mediante cioroformo. El extracto se evapo-a a sequedad,~
se pone en solucidén acucsa y se trata con un volumen
déterminado de solucion de nitrato de plata. El acido
nitrico liberado se titula por una solucién de hidréxido
de sodio. . )

. 37.2 Material y aparatos.

37.2.1
esmerilado.

Matraces de 500 ml de fondo planc y tapdn

37.3 Reactivos.

37.3.1 Cloroformo p.a.
37.3.2 _Amoniaco, d: 0,958.
37.3.3 Sulfato de sodio p.a., anhidro.
37.3.4 Solucidn de hidréxido de sodio 0, 1N,
37.3.5 Solucién de nitrato de piata O, 1N. :
- 37.3.6 Solucién etandlica al 1 por 100 (p/v} de rojo
de fenol. _ ‘
37.347 Eter dietilico.

37.4 Procedimiento. Pesar, con precisiéon de 1 mg,
una alicuota de 10 g como maximo, que no contenga
mas de 80 mg de teobromina. Introducrla en un matraz
de 500 ml de fondo plano y tapén esmerilado, afadir
270 ml de cloroformo {37.3.1) vy 10 ml de amoniaco
{37.3.2).Tapar el matraz y agitar enérgicamente durante

. cinco minutos. Afiadir a continuacion 12 g de sulfato

de sodio anhidro (37.3.3), agitar de nuevo y dejar reposar
hasta el dia siguiente. Filtrar en un erlenmeyer de 500
ml y lavar el residuo con 100 mi de cloroformo (37.3.1).
Destilar el disolvente y eliminar los dltimos restos en
un bafio de agua hirviendo. Recoger el extracto en 50
ml de agua y llevar a ebullicién.

Refrigerar, neutralizar exactamente con la solucién
de hidroxido de sodio (37.3.4) en presencia de 0,5 ml
de soluciéon-de rojo de fenol (37.3.6). Valorar el acido
nitrico liberado con la solucion de hidréxido de sodio
(37.3.4) hasta viraje del indicador (pH 7,4).

37.5 Calculos. 1 ml de NaOH 0,1N corresponde a
18 mg de teobromina. Expresar el resultado en porcen-
taje de la muestra,

37.6 ' Observaciones. Los productos cuyo contenido
en materias grasas brutas exceda de 8 por 100 deben
sar previamente desgrasados por extraccidon durante seis
horas con éter de péetréleo (Eb. 40 °C). '

37.7 Referencias. Primera Directiva de la Comisién
de 1b de junio de 1971. {(71/250/CEE). «Diario Oficial
de las Comunidades Europeas» namero L 1565, de 12
de juliode 1971. .
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38. Retinol (vitamina A)

38.1 Principio. El método permite determinar el con-
tenido en retinol {vitamina A) en piensos, concentrados
y premezclas. El limite inferior de deteccién es de 10.000
Ul/kg {1 Ul igual a 0,3 microgramos de retinol) para
los piensos fuertemente pigmentados y de 4.000 Ul/kg
para los demas productos. Los productos se clasifican
segln su contenido supuesto en retinol en dos grupos:

Grupo A: contenidos inferiores a 200.000 Ul/kg.
Grupe B: contenidos iguales o superiores a
200.000 Ul/kg:

La muestra se hidroliza en caliente mediante hidrdxi-
do de potasio en medio etandlico y en presencia de
un antioxidante o en atmdsfera de nitrégeno. La mezcla
se somete a extraccion con 1,2-dicloroetano. E! extracto
se evapora a sequedad y se redisuelve en éter de petro-
leo. La solucidn se cromatograffa en columna de dxido
de aluminio {para los productos del grupo B, la croma-
tografia solo es necesaria en ciertos casos). El retinol
se determina por espectrofotometria a 610 nm después
de la obtencién de un complejo coloreado segun la reac-
cion CarrPrice, en el caso de los productos del grupo A;
por espectrofotometria UV. a 325 nm en el caso de
los productos del grupo B.

1382 Material y aparatos.

38.2.1 Bafo de agua.

38.2.2 Evaporador rotativo a vacio con matraces
redondos de diferentes capacidades.

38.2.3 Columnas de vidrio para cromatografia (lon-
gitud: 300 mm; diametro interior: 13 mm aproximada-
mente).

38.2.4 Espectrcfotometro con cubetas de 10 mm
de espesor {(de cuarzo para medidas en U.V.).

38.2.5 Lampara UV. de 365 nm.

38.3 Reactivos.

38.3.a) Utilizados para el andlisis de los productos
de los grupos Ay B.

38.3.a.1 Etanol del 96 por 100 {v/v).

38.3.a.2 Solucién al 10 por 100 {p/v) de ascorbato
de sodio p.a. 0(38.3.a.3).

38.3.a.3 Nitrdgeno purificado. :

38.3.a4 Solucidn al 50 por 100 (p/v) de hidréxido
de potasio p.a.

38.3.a.5 Solucién de hidroxido de potasio 1N,

38.3.a.6 Solucidn de hidroxido de potasio 0,5N.

38.3.a.7 1.2-dicloroetano p.a.

38.3.a.8 Eter de petrdleo, puro, intervalo de ebu-
llicton 30-50 °C. Si es necesario, purificarlo como sigue:

Agitar 1.000 ml de éter de petréleoc con porciones
de 20 ml de &cido sulfirico concentrado hasta que el
acido permanezca incoloro.

Eliminar el acido vy lavar el éter sucesivamente con
500 ml de agua, dos veces con 250 ml de una solucién
al 10 por 100 de hidroxido de sodio y tres veces con
500 ml de agua. Eliminar la capa acuosa, secar el éter
durante una hora.sobre carbdn activo y sulfato de sodio
anhidro, filtrar y destilar.

38.3.a9 Oxido de aluminio estandarizado segun
Brockmann. Calcinar durante ocho horas a 750 °C,
enfriar en desecador y conservar en frasco de vidrio color
ambar, de tapdn de rosca. Antes de utilizario en la cro-
matografia, humedecer como sigue: introducir en un
matraz de vidrio color ambar 10 g de 6xido de aluminio
y 0.7 ml de agua, tapar herméticamente, calentar cinco
minutos en un bafio ‘de agua hirviendo agitando enér-
gicamente. Dejar enfriar agitando. Comprobar la acti-

vidad el dxido de aluminio asi preparado. analizando
segun 38.4.2 y 38.4.3 una cantidad conocida de retinol
patrén (38.3.b.4).

38.3.a.10 Oxido de aluminio basico, grado de acti-
vidad 1. )

38.3.a.11 Eter dietilico puro. Eliminar los peroxidos
y las trazas de agua por cromatografia en columna de
oxido de aluminio basico (38.3.a.10) {25 g de 6xido de
aluminio para 250 mi de éter dietilico). -

38.3.a.12. Soluciones de éter de petroleo (38.3.a.8)
con 4, 8, 12, 168 y 20 por 100 (v/v) de éter dietilico.

38.3.a.13 Solucion de sulfuro de sodio 0,6 M en
glicerina del 70 por 100, preparada a partir de sulfur
de sodio p.a. :

38.3.b} Utilizados exclusivamente para el analisis de
los productos del grupo A. ' .

38.3.b.1 Benceno p.a. cristalizable. :

38.3.b.2 Cloroformo p.a. Eliminar el etanol, el fos-
geno y las trazas de agua por cromatografia en columna
de 6xido de aluminio basico (38.3.a.10) (60 g de odxido
de aluminio por cada 200 ml de cloroformo); conviene
cromatografiar por segunda vez los 50 primeros ml del
eluido. :

38.3.b.3 Reactivo segun Carr-Price. Agitar 25 g
aproximadamente de tricloruro de antimonio p.a. (con-
servado en desecador) con 100 ml de cloroformo
{38.3.b.2} hasta saturacién de la solucién. Un pequefio
depdsito de tricloruro de’ antimonio no altera. Afadir 2
ml de anhidrido acético p.a. Conservar en congelador
en un frasco de vidrio ambar con tapdn de rosca. Este
reactivo asi conservado es estable durante varias sema-
nas.

38.3.b.4 Retinol patron controlado por espectrofo-
tometria.

38.3.c) Utilizados exclusivamente para el anéalisis de
los productos del grupo B.

38.3.c.1 Isopropanol para cromatografia.

38.4 Procedimiento.

38.4.1 Hidrdlisis y extraccion. Tomar una porcion
de la muestra finamente dividida, proporcional al con-
tenido supuesto de vitamina A:

—0,1a 1,0 g para los concentrados (contenidos supe-
riores a 20.000 Ul/qg). . _

— 3.0 a 5,0 g para las premezclas {contenidos com-
prendidos entre 400 y 20.000 Ul/q).

— 10 a 20 g para las mezclas minerales.

— 30 g para los productos del grupo A.

Introducirla inmediatamente en un matraz de 500
ml de tapdn esmerilado. . '

Anadir sucesivamente 40 ml de etanol {38.3.a.1), 2
mi de solucién ascorbato de sodio (38.3.a.2) 10 ml de
solucion de hidréxido de potasio al 50 por 100 (38.3.a.4)
y 2 ml de solucién de sulfuro de sodio 0.5 M (38.3.a.13).
Calentar durante treinta minutos a 70-80 °C bajo refri-
gerante de reflujo y enfriar al grifo. Afadir 50 m! de
etanol (38.3.a.1) vy 100 ml {tomadbs con pipeta} de
1,2-dicloroetanol {38.3.a.7).

Agitar enérgicamente y decantar el liquido sobrena-
dante en embudo de decantacién y afadir 150 ml de
solucion de hidrdxido de potasio 1N (38.3.a.b), agitar
durante diez segundos y dejar reposar hasta la sepa-
racion de las fases. Recoger la fase inferior. de diclo-
roetano en otro embudo de decantacién, afadir 40 ml
de sclucion de hidroxido de potasio 0,5N (38.3.a.6), agi-
tar durante diez segundos y dejar reposar hasta la sepa-
racion de las fases. Recoger la fase de dicloroetano en
otro embudo de decantacion y lavar seis u ocho veces
con porciones de 40 ml de agua hasta la ausencia de
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- alcali en el agua de lavado {ensayo con fenolftaleina).
Recoger la fase de dicloroetano y eliminar las ultimas
trazas de agua mediante bandas de papel de filtro.

Evaporar a sequedad a vacio y en bafio de agua a

40 °C, una alicuota de la solucidn, Redisclver rapida-

mente el residuo con 5 ml de éter de petroleo (38.3.a.8).
Para los productos del grupo A, cromatografiar como
se indica en 38.4.2.1.

Para los productos del grupo B, transferir la solucién

a un matraz aforado de 50 ml, completar a volumen
con eter de petréleo (38.3.a.8), homogeneizar y medir
la absorbancia como se indica en 38.4.3.

38.4.2 Cromatografia.

38.4.2.1 Productos del grupo A. Llenar la columna
para cromatografia (38.2.3) hasta una altura de 200 mm
de dxido de aluminio (38.3.a.9), previamente impreg-
nado de éter de petrélec (38.3.a.8). Introducir en la
columna la solucion obtenida en 38.4.1 y afadir inme-
diatamente 20 ml de éter de petrdleo (38.3.a.8). Eluir
sucesivamente con porciones de 10 ml de las soluciones
de éter de petrdleo con 4, 8, 12, 16 y 20 por 100
de éter dietilico (38.3.a.12} a vacio parcial o a presion;
la velocidad de elucion debe ser de dos a tres gotas
por segundo. ‘

El caroteno es eluido en primer lugar. (El contenido
en caroteno de esta fraccion puede ser determmado por
la medida de la absorbancia a 450 nm; EJ 2, = 2. 600).

38.4.2.2 Productos del grupo B. La cromatografia
no debe ser efectuada a menos que las medidas de
la absorbancia obtenidas en 38.4.3.2 no estén confor-
mes con las prescripciones indicadas en 38.4.3.2.

Si la cromatografia fuera necesaria, introducir en la
columna cromatografica una alicuota de la solucidn en
éter de petrdleo obtenida en 38.4.1 que contenga aproxi-
madamente 500 Ul de retinol y cromatografiar cémo
se indicaen 38.4.2.1.

38.4.3 Medida de absorbancia.

38.4.3.1 Evaporar a sequedad, a vacio, la fraccién
cromatografica que contiene el- retinol obtenida en
38.4.2.1. Redisolver el residuo con 2 ml| de benceno
{38.3.b.1). Tomar 0.3 ml de esta solucion y afadir 3
ml del reactivo de Carr-Price (38.3.b.3). Se desarrolla
una coloracion azul. Medir la absorbancia en el espec-
trofotdmetro a 610 nm exactamente a los treinta segun-
dos del comienzo de la reaccion.

Determinar el contenido en retinol mediante una cur-
va patron obtenida a partir de las soluciones bencénicas
de concentraciones crecientes en retinol patron tratadas
por el reactivo de Carr-Price (de 2 a 16 Ul de vitamina
A patrén) (38.3.b.4) con 0.3 ml de benceno (38.3.b.1)
mas 3 ml del reactivo de Carr-Price (38.3.b.3).

La curva patron debe ser comprobada regularmente
y en breves intervalos de tiempo mediante una solucidon
recientemente preparada del reactivo de Carr-Price.

38.4.3.2 Productos dei grupo B. Tomar una alicuota
de la solucion en éter de petréleo obtenida en 38.4.1,
que contenga aproximadamente 200 Ul de retinol. Eva-
porar a sequedad en vacio y redisolver el residuc con
25 ml de isopropanol (38.3.c.1). Medir la absorbancia
en el espectrofotometro a 334, 325 y 310 nm. El maximo
de absorcion estd situado a 325 nm. El contenido en
retinol de la solucion se calcula como sigue:

Azo5 x 18,30 = Ul de retinol

No obstante, las relaciones entre absorbancias
A310/A325 V' A334/A325 deben ser de 6/7 =0,857.

Si una de estas relaciones se separa sensiblemente
de este valor {(menor de 0,830 o mayor de 0,880), la

medida de las absorbancias debe ser precedida de una
cromatografia segun el procedimiento indicado en
38.4.2. Si la medida de las absorbancias efectuadas des-
pués de la cromatografia indica que las relaciones antes
mencionadas se separan todavia sensiblemente del valor
0.857 (menor de 0,830 o mayor de 0,880), la deter-
minacién debe ser efectuada segun el procedimiento
indicado para ios productos del grupo A.

38.5 Célculos. Calcular el contenido en retinol de
{a muestra teniendo en cuenta el peso de partida y las
diluciones efectuadas a lo largo del analisis.

Expresar el resultado en Ul de retinol por kg. La dife-
rencia entre 10s resuitados de dos determinaciones para-
lelas efectuadas sobre la misma muestra no debe pasar
de:

— 20 por 100 en valor relativo para Ios contemdos
en retinol inferiores a 75.000 Ul/kg.

— 15.000 Ul para los contenidos de retinol compren-
didos entre 75.000 y 150.000 Ui/kg.

~— 10 por 100 en valor relativo para los contenidos
comprendidos entre 1560.000 y 250.000 Ul/kg.

-~ 25.000 para los contenidos comprandidos entre
250.000y 500 000 Ul/kg.

— B por 100 en valor relativo para los contenidos
superiores a 500.000 Ul/kg.

38.6 Observaciones.

38.6.1 Todas las manipulaciones deben hacerse en
ausencia de luz directa y si es posible en material de

vidrio de color Ambar.

38.6.2 La adicion de ascorbatoc no es necesaria si
la hidrélisis se realiza en corriente de nitrégeno (38.4.1).

38.6.3 Para los piensos de lactancia y los productos
con tendencia a hincharse, doblar la cantidad de los-
reactivos indicados en 38.4.1, etanol {38.3.a.1), solucién
de ascorbato de sodio (38.3.a.2), solucidén de hidrdxido
de potasio (38.3.a.4} y solucién de sulfuro de
sodio (38.3.a.13).

38.6.4 Guardar las precauciones debidas a la peli- -
grosidad de los reactivos (especialmente benceno).

38.7 Referencias. Cuarta Directiva de la Comisidn
de 5 de diciembre de 1972. 73/46/CEE. «Diario Oficial
de las Comunidades Europeas» nimero L 83/21, de
30 de marzo de 1973.

39. Tiamina (aneurina, vitamina B4)

39.1 Principio. La muestra se trata en caliente con
acido sulfurico diluido y se hidroliza a continuacion por
via enzimatica.

La solucién obtenida se somete a oxidacién alcalina.
El tiocromo formado se extrae con isobutanol y se deter-
mina por fluorimetria.

El método permite determinar ia tiamina (aneurina,
vitamina B} en piensos, concentrados y premezclas. El
limite de deteccion es de 5 ppm.

39.2 Material y aparatos.

39.2.1 Bafo de agua.

39.2.2 Centrifuga {3.500 rpm) con tubos de 30 a
50 mil, provistos de tapén de rosca.

39.2.3 Fluorimetro.

39.3 Reactivos.

39.31
gramos/ml.

Disolver 112,3 mg de clorhidrato de tiamina, calidad
patrén, previamente desecado a vacio hasta peso cons-
tante, en 1.000 mi de acido sulfirico 0,2N (39.3.2). En

Solucion patréon de tiamina de 100 micro-
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frio y en oscuridad esta solumén es estable durante un dx b
mes. o N fa—b)xc

39.3.2 Acido sulfarico 0,2N. )

39.3.3 Metabisulfito de sodio, Na,S,05 puro. Stendo:

39.3.4 Solucion al 20 por 100 (p/v) de hexacia- a = Intensidad de la fluorescencia del extracto A (pa-
noferrato (Ill) de potasio p.a. trén interno). )

39.3.6  Solucion al 25 por 100 (p/v) de hidréxido b = Intensidad de la fluorescencia del extracto B
de potasio p.a. (muestra).

39.3.6 Mezcla oxidante: mezclar 2 ml de solucién
de hexacianoferrato (Hl) de potasio {39.3.4) con 48 mi
de solucion de hidréxido de potasio (39.3.5). Esta mezcla
no se conserva més de cuatro horas.

39.3.7 lIsobdtanol p.a.
39.3.8 Solucion de acetato de sodio 2,5N.

39.3.9 Preparacion multienziméatica conteniendo
proteasa, fosfatasa y amilasa {por ejemplo clarasa).

39.3.10 Etano! del 96 por 100 (v/v).

39.4 Procedimiento.

39.4.1 Hidrélisis enzimatica. Introducir en dos
matraces aforados A y B de 250 ml, cantidades idénticas
de muestra finamente molida, conteniendo 100 micro-
gramos de tiamina y 125 ml de 4cido sulfdarico (39.3.2).
Afadir solamente al matraz A 1,0 ml de solucidn patréon
(39.3.1) (patron interno).

Agitar vigorosamente, llevar los matraces a un bano
de agua hirviendo y mantenerlos durante quince minutos
agitando de vez en cuando. Dejar enfriar hasta 45 °C
aproximadamente. Afiadir a cada matraz 20 ml de solu-
cioén de acetato de sodio (39.3.8)y 0,6 g de preparacion
multienzimatica (39.3.9), dejar reposar a continuacién
durante veinte minutos a temperatura ambiente. Afadir
20 ml de solucién de acetato de sodio y completar a
volumen con agua, homogeneizar y filtrar. Recoger los
filtrados A y B después de haber eliminado los 15 pri-
meros ml. Preparar las soluciones siguientes:

39.4.1.1 Solucion testigo T. Introducir en un tubo
de centrifuga (29.2.2), 5 m} del filtrado A y 10 mg aproxi-
madamente de metabisulfito de sodio (39.3.3). Sumergir
e! tubo durante quince minutos en un bafio de agua
hirviendo y dejar enfrlar a contlnuacnon hasta tempe-
ratura ambiente. .

39.4.1.2 Solucidn A {patrén interno) y B (muestra).
Introducir 5 ml de filtrado A en un tubo de centrifuga
88 % %; y b mi del filtrado B en otro tubo de centrlfuga

39.4.2 Oxidacién. Anadir a las soluciones T, A y
B. 5 ml de la mezcla oxidante {39.3.6) y después de
un minuto, 10 ml de isobutanol {(39.3.7). Tapar los tubos
y agitar vigorosamente durante cinco segundos. Dejar
reposar durante un minuto y centrifugar para separar
las fases. Tomar, de cada tubo, 5 ml de la fase iso-
butandlica sobrenadante, introducirlos respectivamente
en los matraces aforados de 25 mi, completar a volumen
con etanol (39.3.10) y homogenelzar Esto da lugar a
fos extractos T. Ay B. .

39.4.3 Medida de la fluorescencia. Efectuar las
medidas a la longitud de onda a la cual el fluorimetro
da una respuesta optima para la fluorescencia del tio-
cromao. irradiar a 365 nm aproximadamente.

Ajustar el instrumento a cero con el extracto T. Medir
la intensidad de fluorescencia de los extractos A y B.

- 39.5 Calculos. El contenido en microgramos de tia-
mina por kg de muestra viene dado por la férmula:

¢ = Peso, en gramos, de la muestra. _
d = Cantidad de tiamina en microgramos afadida
a la muestra (patrén interno).

La diferencia entre los resultados de dos determina-
ciones paralelas efectuadas sobre la misma muestra no.
debe ser superior a:

— 10 por 100 en valor relativo para Ios contenidos
inferiores a 500 ppmy

— b por 100 en valor relativo para los contenidos
iguales o superiores a 500 ppm.

. 39.6 Referencias. Cuarta Directiva de la Comision
de b de diciembre de’ 1972. 73/46/CEE. «Diario Oficial
de las Comunidades Europeas» numero L 83/21, de
30 de marzo de 1973.

40. Acido ascérbico y dcido dehidroascorbico
{vitamina C)

40.1 Principio. El método permite determinar la
suma de los acido ascdrbico y dehidroascorbico (vita-
mina C) en piensos, concentrados y premezclas. El limite
de deteccidn es de b ppm. Los productos son clasificados
en dos grupos segun su contenido supuesto en vita-
mina C:

Grupo A: Contenidos inferiores a 10 g/kg.
Grupo B: Contenidos iguales o superiores a 10 g/kg.

La muestra, puesta en suspensidon en una solucién
diluida. de acido metafosforico, se somete a extraccion
con cloroformo. La fase acuosa se trata con una solucion
de 2.6-diclorofenol-indofencl para transformar el acido
ascoérbico en acido dehidroascdérbico, y-a continuacion
por una solucién de 2,4-dinitrofenilhidrazina. La hidra-
zona formada se extrae mediante una mezcla de acetato
de etilo, acido acético glacial y acetona. La solucion se
cromatografia 'en columna de gel de silice, el eluido se
evapora, a sequedad vy el residuo se disuelve en &acido
sulfurico diluido. La absorbancia de la solucién se mide
en el espectrofotometro a 509 nm.

Para los productos del grupo A, el eluido procedente
de la cromatografia en columna se somete a una cro-
matografia en capa fina para aislar la hidrazona.

40.2 Material y aparatos.

40.2.1 Bafo de agua regulado a la temperatura
de 20 °C mediante termostato.

40.2.2 Centrifuga (3.500 r.p.m.) con tubos de 40
a 50 ml provistos de tapones de rosca.

40.2.3 Evaporador rotatorio a vacio con matraceés
de 250 ml.

40.2.4 Columnas de vidrio para cromatografla (lon-
gitud: 100 mm diametro interior: 20 mm} con placa de
vidrio fritado {por ejemplo tubos de Allihn).

40.2.5 Espectrofotometro o colorimetro de filtros
con cubetas de 10 mm de espesor.

4Q0.2.6 Material para cromatografia en capa fina con
placas de gel de silice H (40.3.12), espesor de capa:
0,5 a 0.6 mm. Secar las placas de dos horas treinta
minutos a tres heoras en estufa a 120-130 °C. Dejar
enfriar y conservar en desecador durante veinticuatro
horas antes de su empleo.

40.2.7 Estufa regulada.a 120-130 °C.
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40.3 Reactivos.

40.3.1 Solucion patron del 0,05 por 100 de acido
L-ascorbico; disolver 50 mg de acido L-ascorbico p.a.
en 20 ml aproximadamente de acido metafosférico
(40.3.2) y completar a 100 ml con agua. Preparar inme-
diatamente antes de su empleo.

40.3.2 Solucion al 10 por 100 de acido metafos-
férico: disolver en agua 200 g de acido metafosfarico
p.a. triturados en mortero, y comptetar a 2.000 ml con
agua. Conservar a 4 °C. Renovar al cabo de una semana.

40.3.2 Cloroformo p.a.

40.3.4 Solucion al 0.5 por 100 (p/v) de 2,6-diclo-
rofenol-indofenol p.a. Preparar inmediatamente antes de
- su empleo.

40.3.5 Auxiliar de filtracion (S y S niimero 121 o
equivalente).

40.3.6 Solucion acida al 2 por 100 (p/v) de 2.4-di-
nitrofenilhidrazina: disolver 2 g de de 2,4-dinitrofenilhi-
drazina en 100 ml de acido sulfdrico diluido (25 mi de
acido sulfurico p.a. d = 1,84, diluidos hasta 100 ml con
agua). En frio esta soiucmn se conserva durante una
semana.

40.3.7 Nitrégeno o {(40.3.8).

40.3.8 Anhidrido carbénico.

40.3.9 Mezcla de acetato de etilo p.a./4acido acético
glacial/acetona p.a.. 96/2/2 en volumen.

40.3.10 Mezcla de diclorometanol p.a./acido acé-
tico glacial: 97/3 en volumen.

40.3.11 Gel de silice, granulometria: 0,05 a 0.2 mm.

40.3.12 Gel de silice H segtin Stahl, para croma-
tografia en capa fina.

40.3.13 Acido suffarico diluido: introducir 105 ml
de agua en un matraz aforado de 200 ml, completar
a volumen cen acido sulfurico p.a., d = 1,84.

403714 Disolvente de etucion para la cromatografia -

en capa fina: Mezclar 75 ml de éter dietilico p.a.,

25 ml de acetato de etilo p.a., y 4,0 ml de acido acético
del 96 por 100 p/v, p.a. Renovar después de dos o
tres cromatografias.

40.4 Procedimiento.

40.4.1. Extraccién. Introducir en dos matraces afo-
rados Ay B, de 250 ml, cantidades idénticas de la mues-
tra finamente molida, que contengan 200 microgramos

aproximadamente de vitamina C. Afadir solamente al’

matraz A, 0,4 ml de solucidon patrén (40.3.1) y homo-
geneizar agitando suavemente (patrén interno). Afadir
a cada matraz’ 30 ml de cloroformo {40.3.3) v 25 ml
de solucion de acido metafosforico (40.3.2) a 4 °C. Agitar
ligeramente y dejar reposar de diez a quince minutos,
Anadir 25 ml de agua, tapar los matraces, agitar vigo-
rosamente durante diez segundos y dejar reposar de
diez a quince minutos en bafio de agua (40.2.1). Cen-
trifugar para separar la fase acuosa de la fase cloro-
férmica. Realizar las operaciones siguientes simultanea-
mgnte sobre los extractos acuosos A {patréon interno)
Y

40.4.2 Oxidacién. Tomar mediante pipeta 40 mi de
la solucién acuosa sobrenadante (ligeramente turbia)
obtenida en (40.4.1), introducirla en un tubo de reaccién
de tapon de rosca, afadir de 0.5 a 1 m! de sofucién
de 2,6-diclorofencl-indofenol (40.3.4) y ‘homogeneizar.
Se forma una coloracién que debe persistir quince minu-
tos al menos. Afiadir a continuacion 300 mg aproxi-
madamente de auxiliar de filtracion (40.3.5), agitar v
filtrar sobre un filtro de pliegues seco. El filtrado no debe
ser necesariamente transparente.

40.4.3 Reaccién con la .2 4-dinitrofenilhidrazina y
extraccion de la hidrazona. Tomar mediante pipeta
10 ml del filtrado obtenido en (40.4.2), introducirles en

un tubo de centrifuga {(40.2.2), afadir 2 ml de solucion
de 2.4-dinitrofenil-hidrazina (40.3.6) y homogeneizar.
Hacer pasar rapidamente por el tubo una corriente de
nitréogenc (40.3.7} o de anhidrido carbonico (40.3.8),
tapar el tubo y sumergirlo durante quince horas aproxi-
madamente {una noche) en el bafo de agua (40.2.1).
Anadir a continuacion 3 ml de agua, 20 ml de la mezcla
de acetato de etilo/acido acético glacial/acetona
(40.3.9) y 800 mg aproximadamente de auxiliar de fil-
tracién (40.3.5). Tapar el tubo, agitar vigorosamente
durante treinta segundds y centrifugar. Introducir 15 ml
de la fase sobrenadante en un matraz de evaporacion

-y evaporar a presion reducida en el evaparador rotativo

{40.2.3) hasta la obtencion de un residuo oleoso. Disolver
el residuo en 2 ml de la mezcla de acetato de etilo/acido
acético glacial/acetona (40.3.9) calentando a 50 °C,
dejar enfriar, afiadir 10 ml de la mezcla diclorometa-
no/acido acético glacial (40.3.10) homogeneizar.

46.4.84 Cromatografia en celumna. Llenar la colum-
na cromatografica (40.2.4} hasta una altura de 30 mm
con la mezcla d|clorometano/a(:|do acético glacial
(40.3.10). Poner en suspensién (agitando vigorosamen-
te) 5 g de-gel de silice (40.3.11) en 30 ml de la mezcla
diclorometano/acido acetico glacial {(40.3.10) y verter
la suspensidn en la columna. Dejar depositar y comprimir
bajo débil presion de nitrogeno (40.3.7).

Trasvasar a la columna cromatografica la solucién
obtenida en 40.4.3, lavar el matraz con una pequefia
cantidad de mezcla diclorometano/acido acético glacial
{40.3.10) y trasvasar a la columna, llenar con la mezcla
(40.3.10) vy continuar el lavado de la columna con la
misma mezcla (3 6 4 porciones de 5 ml aproximada-
mente), hasta la obtencion de un eluido incoloro. Eliminar
la fraccion eluida coloreada de amarillo.

Eluir la zona rojiza en la cabeza de la columna median-
te la mezcla acetato de etilo/acido acética glacial/ace-
tona (40.3.9), recoger el eluido y evaporar a sequedad.

40.4.4.1 Paralos productos del grupo A {contenidos
en vitamina C inferiores a 10 g/kg), disolver el residuo-
en 2,0 ml de la mezcla acetato de etilo/acido acético
glacial/acetona (40.3.9) y proceder inmediatamiente a
la cromatografia en capa fina como se indica en 40.4.5.

40.4.4.2 Paralos productos del grupo B (contenidos
en vitamina C iguales o superiores a 10 g/kg), redisolver
el residuo oleoso en 4,0 ml de acido sulfurico diluido
(40.3.13), agitar vigorosamente para disolver comple-
tamente el residuo y proceder a la medida de la absor-
bancia como se indica en 40.4.6.

4045 Cromatografia en capa fina. Efectuar las ope-
raciones indicadas a partir de aqui por duplicado.

Depositar en forma de banda sobre la placa de cro-
matografia en capa fina {(40.2.6) 0.5 ml de la solucién
obtenida en 40.4.4.1. Desarrollar durante veinte minutos
por lo menos mediante el eluyente (40.3.14) en camara
saturada hasta separacién clara de la zona de la hidra-
zona, coloreada de rosa. Dejar secar al aire. Delimitar
la zona rosa, rasparla con una espatula y transferir cuan-
titativamente la masa pulverulenta a una columna de
cromatografia (40.2.4).

Eluir sucesivamente una vez con 2 mi y dos veces
con 1,5 mi de la mezcla acetato de etilo/acido acético
glacial/acetona (40.3.9). Recoger el eluido en un matraz
pequeno (la dltima fraccion debe ser incolora). Evaporar
a sequedad. redisolver el residuo oleoso en 4.0 ml de
acido sulfdrico diluido {(40.3.13), agitar vigorosamente
para disolver completamente el residuo y proceder a
la medida de la absorbancia.

40.4.6 Medida de la absorbancia. Medir la absor-
bancia en un espectrofotémetro a 509 nm de veinte
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a treinta minutos desde la puesta en disclucion del resi-
duo en acido sulfarico diluido (40.3.13).

tEfectuar las medidas por comparacnon con acido sul-
fuarico diluido (40.3.13).

40.4.7 Prueba en blanco.

Efectuar paralelamente un ensayo en blanco aplican-
do el mismo meétodo operativo.

40.5 Calculos. El contenido en g de vitamina C por
kg de muestra viene dado por la férmula:

(c —a) = 2
{b—c}x10d
Siendo:
a = Absorbancia del blanco.
b = Absorbancia de la sclucién de patron interno.
¢ = Absorbancia de la solucidon de muestra.
d = Peso, en g, de la muestra.

La diferencia ente los resultados de dos determina-
ciones paralelas efectuadas sobre la misma muestra no
debe pasar del 10 por 100 en valor relativo para los
contenidos en vitamina C inferiores a 10 g/kg v de
5 por 100 en valor relativo para los contenidos iguales
o superiores a 10 g/kg.

40.6 Referencias. Cuarta-Directiva de la Comisién
de 5 de diciembre de 1972. (73/46/CEE). «Diario Oficial
~de las Comunidades Europeas» n¢mero L 83/21, de
30 de marzo de 1973,

41. Menadiona (vitamina K3)

41.1 Principio. La muestra se somete a extraccidn
mediante etano! diluido. La mezcla se defeca con solu-
cion de tanino y se centrifuga. El extracto se trata con
solucién de carbonato de sodio. La menadiona liberada
se extrae con 1,2-dicloroetano. E} extracto en dicloroe-
tanc se trata, seglin su contenido en menadiona,
directamente o previa evaporacion, con 2,4-dinitro-fenil-
hidrazina en solucion en etanol acidificado por_dacido
clorhidrico: La hidrazona obtenida da lugar, al anadirle
un exceso de amoniaco, a un complejo de color azul-ver-
doso cuya absorbancia se mide a 635 nm. El método
permite determinar ta menadiona (vitamina K3) en pien-
sas, concentrados y premezclas. El limite inferior de
deteccion es de 1 ppm.

41.2 Material y aparatos.

41.2.1 Agitador mecanico. .

41.2.2 Centrifuga (3.000 a 5.000 rpm)

41.2.3 Embudos de decantacion de 100 y 250 ml,
con tapon esmeritado.

41.2.4 Evaporador rotativo a vacio con matraces
de 250 ml.

41.2.5 Bafo de agua.

41.2.6 Espectrofotometro con cubetas de 10 mm
de espesor. :

41.3 Reactivos.

41.3.1 Etanol al 96 por 100'{v/v}.

41.3.2 Etanol (41.3.1} dituido ai 40 por 100 con
agua.

41.3.3 Solucidn al 10 por 100 {p/v) de tanino, obte-
nida a partir de tanino puro en polvo.

41.3.4 1.2, dicloroetano p.a.

41.3.5 Solucién al 10 por 100 {p/v) de carbonato
de sodio anhidro p.a.

41193 .6 Acido clorhidrico ai 37 por 100 {p/pj. de
=1

41.3.7 \Etanol absoluto.

41.3.8 Reactivo de 2.4-dinotrofenilhidrazina: disol-
ver 40 mg de 2.4-dinitrofenilhidrazina p.a. en 40 ml
aproximadamente de etanol absoluto (41.3.7) hirviendo.
Dejar enfriar y trasvasar a un matraz aforado de 50 ml.
Anadir 1 ml de acido clorhidrico (41.3.8) y completar
a volumen con etanol absoluto (41.3.7). Preparar inme-
diatamente antes de su empleo.

40193.9 Hidréxido.de amonio al 25 por 100 {p/p).
d=0,91.

41.3.10 Solucidn amoniacal de etanol; mezclar un
volumen de etanol {41.3.7) y un volumen de hidréxido
de amonio (41.3.9).

41.3.11 Soluciones patrén de menadiona: disolver
20 mg de menadiona (vitamina K3) en el 1,2-dicloroetano
(41.3.4) vy completar a 200 ml. Diluir partes alicuctas
de esta solucién mediante el 1,2-dicloroetano (41.3.4)
para obtener una serie de soluciones patrén cuyas con-
centraciones en menadiona estén comprendidas entre
2 y 10 microgramos por mililitro. Preparar inmediata-
mente antes de su empleo.

41.4 Procedimiento.

41.4.1 Extraccién. Tomar una porcién de muestra
finamente molida y proporcional al centenido supuesto
de menadiona:

— ‘de 0,1 a 5,0 g para los concentrados y premezclas.
— de 20 a 30 g para los piensos.

Introducirla inmediatamente en un matraz de
250 ml con tap6n esmerilado. Afiadir 96 ml exactamente
de etanol diluido (41.3.2) y agitar mecanicamente duran-
te quince minutos a la temperatura ambiente. Afiadir
4,0 ml de solucién de tanino (41.3.3), mezclar, trasvasar
el extracto a un tubo de centrifuga, centrifugar (3.000
a 5.000 rpm) vy decantar.

Introducir 20 a 40 ml exactamente medidos del
extracto en un embudo de decantacion de 250 ml, afiadir
mediante pipeta 50 ml de 1,2-dicloroetano (41.3.4), mez-
clar y afadir mediante pipeta 20 ml de solucién de car-
bonato de sodio (41.3.5}). Agitar enérgicamente durante
treinta segundos y recoger a continuacion la fase de
dicloroetano en un embudo de decantacion de 100 mil.
Arnadir 20 ml de agua, agitar durante quince segundos,
recoger la fase del dicloroetano y eliminar las trazas de
agua mediante tiras de papel de filtro.

Para concentrados y premezclas, tomar una alicuota
de extracto y diluir con 1,2-dicloroetano (41.3.4) para
obtener una concentracion en menadiona de 2 a 10
microgramos por mililitro. Para los piensos, evaporar a
sequedad a 40 °C, bajo presion reducida y en atmosfera
de nitrégeno, una alicuota del extracto. Redisolver el resi-
duo en la cantidad adecuada de 1,2-dicloroetano
(41.3.4) para obtener una solucién que contenga de 2
a 10 microgramos de menadiona por ml.

41.4.2 Formacién de la hidrazona. Lievar 2,0 ml-del
extracto en dicloroatano obtenido en 41.4.1 a un matraz
aforado de 10 ml y afiadir 3,0 ml del reactivo de 2,4-di-
nitrofenilhidrazina (41.3.8). Tapar el matraz hermética-
mente de forma que se evite toda evaporacion y calentar
durante dos horas a 70 °C sobre hafio de agua. Dejar
enfriar, afadir 3,0 ml de solucién amoniacal de etanol
{41.3.10), mezclar completar a volumen con etanol
absoluto (41.3.7) y mezclar de nuevo.

41.4.3 Medida de la absorbancia. Medir la absor-
bancia del compiejo coloreado azul verdosc en espec-
trofotometro a 635 nm por comparacién con un blanco
de reactivos obtenido tratando 2,0 mi de 1.2-dicloro-
etano {41.3.4) como se indica en 41.4.2. Determinar
la cantidad de menadiona mediante la curva de calibrado
establecida para cada serie de analisis.
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4144 Curva de calibrado. Tratar 2,0 ml de cada
solucién patron de menadiona {(41.3.11} como se indica
en 41.4.2. Medir la absorbancia como se indica en
41.4.3. Trazar la curva de calibrado llevando a ordenadas
los valores de la absorbancia y en abcisas las cantidades
correspondientes de menadiona en microgramos.

415 Caiculos. Calcular el contenido en menadiona
de la muestra teniendo en cuenta el peso de la muestra
y las diluciones efectuadas en el curso del andlisis. Expre-
sar el resultado en mg de menadiona por kq.

La diferencia entre los resultadaos de dos determina-
ciones paralelas efectuadas sobre la misma muestra no
debe pasar de:

— 20 por 100 en valor relativo para los contenidos
en menadiona inferiores a 10 mg/kg.

- 2 mg en valor absoluto para los contenidos en
menadiona comprendidos entre 10 y 14 mg/kg.

— 15 por 100 en valor relativo para los contenidos
comprendidos entre 14 y 100 mg/kg.

— 15 mg/kg en valor absoluto para los contenidos
comprendidos entre 100y 150 mg/kg.

— 10 por 100 en valor relativo para los contenidos
superiores a 1560 mg/kg.

41.6 Observaciones. Todas las manipulaciones’

deben hacerse en ausencia de luz directa y si es posible
en material de vidrio color &mbar.

41.7 Referencias. Quinta Directiva de la Comisién
de 25 de marzo de 1974, 74/203/CEE. «Diario Oficial de
las Comunidades Europeas» nimero 108/7, de 22 de
abril de 1974, :

42. Virginiamicina
(por difusion en agar)

42.1 Principio. El método permite determinar la vir-
giniamicina en piensos y en las premezclas. El iimite
inferior de la determinacién es de 2 mg/kg. 1 mg de
virginiamicina equivale a 1.000 unidadés UK.

Se somete la muestra a extracciéon mediante solucién
metandlica de Tween 80. El extracto se decanta o cen-
trifuga, vy se diluye después. Su actividad antibidtica se
determina por medicion de la difusién de la virginiami-
cina en un medio de agar sembrado con Micrococus
luteus. La difusion se manifiesta por la formacion de
zonas de inhibicién de microorganismo, El didmetro de
dichas zonas se considera directamente proporcional al
logaritmo de la concentracion de antibiético para la gama
de concentraciones utilizadas.

42.2 Reactivos.

42.2.1 Microorganismo: «Micrococus luteus» ATCC
9341 (NCTC 8340, NCIB 8553). .

42.2.1.1 Mantenimiento de la cepa.—Sembrar el
medio de cultivo {42.2.2.1) en tubos inclinados, con
Micrococus luteus. Incubar durante veinticuatro horas
a 30 °C, conservar en frigorifico a unos 4 °C y renovar
la siembra cada quince dias.

42.2.1.2 Preparacién de la suspensién bacteriana.
Reccger los germenes de un tubo de agar (42.2.1.1)
de preparacién reciente, con ayuda de 2 a 3 ml de solu-
cién de cloruro de sodio (42.2.2.3). Sembrar con esta
suspension 250 mil del medio de cultive (42.2.2.1) en
un frasco de Roux e incubar durante dieciocho a veinte
horas a 30 °C. Recoger los gérmenes en 25 ml de solu-
cion de cloruro de sodio (42.2.2.3) y homogeneizar.

Diluir la suspensidn al 1/10 con ayuda de la soluctdn
de cloruro de sodio (42.2.2.3). La transmisién luminosa
de la suspension, medida a 650 nm bajo un espesor
de 1 cm, por comparacién con la solucién de cloruro

de sodio {42.2.2.3), debe ser de alrededor dei 75 por
100. Esta suspension puede conservarse una semana
a unos 4 °C. Pueden utilizarse otros métodos, siempre
que esté demostrado qua producen suspensiones bac-
terianas analogas.

42.2.2 Medios de cultivo y reactivos.

42.2.2.1 Medio de mantenimiento de !a cepa y de
ha%e para ia determinacién. Puede utilizarse cuaiguier
medio de cultivo comercial de composicion andloga y
que dé los mismos resultados:

Peptona de carne: 6,0 g.
Triptona: 4,0 g.

Extracto de levadura: 3,0 g.
Extracto de carne: 1,6 g.
Glucosa: 1,0 g.

Agar: 10,03 200 g.

Agua 1.000 ml.

pH: 6,5 (tras esterilizacion).

42.2.2.2 Tampoén fosfato pH 6:

Hidrogenofosfato de potasio K;HPO,: 2 g.
Dihidr6geno fosfato de potasio KH;PO4: 8 g.
Agua hasta 1.000 mi.

42.2.2.3 Solucién al 0.8 por 100 {p/v) de cloruro .
de sodio:

Disolver en agua 8 g de cloruro de sodio, diluir hasta
1.000 mi y esterilizar.

42.2.2.4 Metanol.

42.2.2.5 Mezcla de tampon fosfato (42.2.2.2) y de
metanol {42.2.2.4). 80/20 (v/v).

42.2.2.6 Solucion en metanol al 0,5 por 100 (p/v)
de Tween 80: disolver 5 g de Tween 80 en metanol
(42.2.2.4) y diluir hasta 1.000 ml con metanaol.

42.2.2.7 Sustancia de referencia: virginiamicina de
actividad conocida.

¥

42.3 Procedimiento.

42 3.1 Soluciones de referencia. Disolver una can-
tidad pesada exactamente de la sustancia de referencia
(42.2.2.7) en metanol {(42.2.2.4) y diluir con metanol
(42.2.2.4) para obtener una solucién madre de 1.000
microgramos de virginiamicina/ml. Conservada en fras-
co tapado, a 4 °C, esta solucion es estable durante cinco
dias. Preparar a partir de esta solucién y mediante dilu-
ciones sucesivas con la mezcla (42.2.2.5), las soluciones
siguientes:

Sa: 1 microgramo/mil.

S,4: 0,5 microgramo/mil.
S5: 0,25 microgramo/ml.
$1: 0,125 microgramo/ml.

42.3.2 Preparacion del extracto y de las soluciones.
42.3.2.1 Extraccion.

42.3.2.1.1 Productos cuyo contenido en virginiami- -
cina no excede de 100 mg/kg. Pesar una cantidad de
muestra de 50 g. Afadir 200 ml de solucion (42.2.2.6),
agitar durante treinta minutos y dejar luego sedimentar
o centrifugar. Recoger 20 ml de la solucidon sobrenadante
y evaporar hasta 5 ml en un evaporador rotativo a una
temperatura que no exceda de 40 °C. Disolver el residuc
con ayuda de la mezcla (42.2.2.5) para obtener una con-
centracion supuesta de virginiamicina de 1 microgra-
mo/ml {= Ug).

42.3.2.1.2 Productos cuyo contenido en virginiami-
cina es superior a 100 mg/kg. Pesar una cantidad de
muestra que no exceda de 10,0 g y que contenga de
1 a 50 mg de virginiamicina. Anadir 100 ml de solucion
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{(42.2.2.6), agitar durante treinta minutos, y dejar sedi-
mentar luego o centrifugar. Diluir la soluctdén sobrena-
dante con ayuda de la mezcla (42.2.2.5) para obtener
una concentracion de virginiamicina de 1 microgra-
mo/ml (= Ug).

42.3.2.2 Soluciones del extracto. Preparar, a partir
de la solucién U8 vy por diluciones sucesivas (1 + 1)
con ayuda de la mezcla (42.2.2.5), 1as soluciones U,
(concentracion supuesta = 0,5 microgramo,/ml), U, (con-
centracion supuesta = 0,25 microgramo/ml) y U, {con-
centracion supuesta = 0,125 microgramo/ml).

42.3.3 Modalidades de ia determinacion.

42.3.3.1 Inoculacién dei medio de cultivo. Sembrar
a unos 50 °C el medio de base de la determina-
cién (42.2.2.1) con la suspensién bacteriana (42.2.1.2).
Mediante ensayos preliminares sobre placas con el
medio (42.2.2.1), determinar la cantidad de suspensién
bacteriana que permite obtener para las diferentes con-
centraciones de virginiamicina zanas inhibicién lo mas
amplias posibles sin dejar de ser nitidas.

42.3.3.2 Preparacion de las cajas. La difusiéon en
agar se efectda en cajas con las cuatro concentraciones
de 1a solucién de referencia (Sa, S4. S2 ¥ 54} v las cuatro
concentraciones del extracto (Ug, Uy, Us v U,). Cada
caja debe recibir necesariamente las cuatro concentra-
ciones de referencia y del extracto. A tal fin, hay que
elegir las dimensiones de las cajas de forma que se pue-
dan excavar en el medio de agar por ilo menos 8 cavi-
dades de 10 a 13 mm de diametro, cuyos centros ng
disten menos de 30 mm. Pueden emplearse como cajas
placas de vidrio planas, coronadas por un anillo de alu-
minio o de materia plastica de 200 mm de diametro
vy 20 mm de altura,

Introducir en las cajas una cantidad del medio
(42.2.2.1), sembrado tal como se indica en (42.3.3.1),
que permita obtener una capa de unos 2 mm de grosor
(60 ml para una caja de 200 mm de diametro). Dejar
solidificar, excavar las cavidades y depositar en ellas vola-
menes exactamente medidos de las spluciones de refe-
rencia y del extracto (0,10 a 0,15 ml por cavidad segun
diametro)., Repetir por lo menos 4 veces cada concen-
tracion, de forma gque cada determinacién comprenda
la valoracién de 32 zonas de inhibicién.

42.3.3.3 Incubacidn. Incubar las cajas durante die-
ciséis a dieciocho horas a 30°C x 2 °C,

42.4 Calculos. Medy el didmetro de las zonas de
inhibicion con un error no superior a 0,1 mm. Para cada
concentracion, registrar las medidas medias en papel
semilogaritmico, trasladando el logaritmo de las concen-
traciones en relacion con los diametros de las zonas
de inhibicién. Trazar las rectas mas ajustadas para la
solucion de referencia y para el extracto, por ejemplo,
mediante el procedimiento siguiente:

Determinar el punto mas apropiado del nivel mas
bajo de la solucién de referencia (SL} con ayuda de la
formula:

75, +45,+ 5,254
10
Determinar el-punto mas apropiado del nivel mas

alto de la solucion de referenc:a (SH) con ayuda de la
formula:

(a) SL=

755 +485,+ 5,— 25,
10

(a) SL=

Determinar del mismo modo fos puntos mas apro-
piados del extracto para el nivel mas bajo {UL)} y el nivel
mas alto {UH) sustituyendo S;, S., S,y Sg en las férmulas
anteriores por U,, Uy, Uz y Us.

Consignar los valores SL y SH en la misma gréfica.
Al unir los dos puntos, se obtiene la recta mas ajustada
para la solucidn de referencia. Se sigue el mismo método
para UL y UH, y se obtiene la recta mas ajustada para
el extracto.

Si no hubiere ninguna interferencia, las rectas se con-
sideran paralelas cuando {SH-SL) y (UH-UL) no difieren
en mas de un 10 por 100 de su media.

Si las rectas no son paralelas, pueden eliminarsg U,
v Sq 0 Ug v Sg. Los valores SL, SH, UL y UH que permiten
obtener las rectas mas ajustadas se calculan entonces
con ayuda de ias férmulas siguientes:

() SL= 551 +25,—Ss _ 55, + 2S5, — Sg
6 6
(b) SH= 584,,+2652—S1 o 538+2:‘4-Sz

y de férmulas andlogas para UL y UH. La utilizacion de
esta alternativa obliga a respetar los mismos criterios
de paralelismo.

En el boletin analitico debe mencionarse la obtencion
de un resultado procedente de tres niveles.

Cuando las rectas se consideren paralelas, hay que
calcular el logaritmo de la actividad relativa {log A),
mediante una de las férmulas siguientes, segun el nume-
ro de niveles (4 6 3) utallzados para la valoracion del
paralelismo.

Para 4 niveles:

(U1+U2+U4+U3“"S1""'Sz"" —Sg)"o,602
log A=
(e} log. Ust Ust Sat Sa— Us—Up— 81— S,
Para 3 niveles; ,
(d)log A= {Uh+ U+ Uy—85,—5,—54) x 0,401
Us+ 54— U= 54
(d) IogA= (U2 + U4+ U3—52—34—Sa) X 0,401
Ug+ 85— U — 5
Actividad del extracto de la muestra = actividad de

la referencia correspondiente A, es decir = S5g x A.

Si la actividad relativa no se encuentra en la gama
de valores comprendidos entre 0.5 y 2.0, ha de repetirse
la .determinacion procediendo a los ajustes apropiados
de las concentraciones del extracto o, en su caso, de
las soluciones de referencia. Cuando esta actividad no
pueda encuadrarse en la gama de los valores exigidos,
el resultado se considerard aproximado y asi se hard
constar en el boletin de analisis.

Cuando las rectas no se consideren paralelas, se reps-
tira la determinacién. Si tampoco ahora se logra el para-
lelismo, la determinacidén se considerara insatisfactoria.

Expresar el resultado en miligramos de virginiamicina
por kilegramo de pienso.

La diferencia entre los resultados de dos determina-
ciones efectuadas con las misma muestra por el mismo
analista no deben exceder de: -

2 mg/kg. en valor absoluto, para los contenidos de
virginiamicina inferiores a 10. mg/kg.

20 por 100 del resuitado mas alto, para los con-
tenidos de 10 a 25 mg/kg.

B mg/kg. en valor absoluto, para los contenidos de
25 a 50 mag/kg.

10 por 100 del resultado mas alto, para los con-
tenidos superiores a 50 mg/kg.
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425 Referencias.

Directiva de la Comisién'de 20 de diciembre de 1983,

que modifica las Directivas 71/393, 72/199 vy 78/633,
(84/4/CEE). «Diario Oficial de las Comunidades
Europelas» de 18 de eneroc de 1984, numero L 15/28,
anexo |l )

43. Bacitracina-cinc
(Por difusion en agar)

43.1 Principio. El método permite determinar la
bacitracina-cinc en los piensos y premezclas. El limite
inferior de la determinacién es de 5 mg/kg. 1 mg de
bacitracina-cinc {calidad para piensos) equivale a 42 um-
dades internacionales {Ul).

Se extrae la muestra a pH 2 mediante una mezcla
de etanol, agua y acido clorhidrico y una solucion de
sulfuro de sodio. El sulfuro de sodio permite precipitar
las sales de cobre solubles que pudieran obstaculizar
la determinacién. El extracto, llevado a pH 6.5 se con-
centra (en caso necesario} y diluye, Su actividad anti-
biética se determina por medio de la difusién de la baci-
tracina-cinc en un medio de agar. sembrado con Micro-
cocus luteus {flavus). La difusién se manifiesta mediante
formacion de zonas de inhibicion del microorganismo.
El diametro de dichas zonas se considera proporcional
directamente al logaritmo de la concentracién de anti-
bidtico para la gama de concentraciones utilizadas.

43.2 Reactivos.

43.2.1. Microorganismo: Micrococcus luteus (fla-
vus) ATCC 10240.

43.2.1.1 Manienimiento de la cepa.

Sembrar el medio de cuitive (43.2.2.1) en tubos incli-
nados, con Micrococcus luteus (flavus). Incubar durante
veinticuatro horas a 30 °C, conservar en frigorifico a unos
4 °C y renovar la siembra cada quince dias.

43.2.1.2 Preparamon de la suspension-bacteriana.
Recoger los germenes de un tubo de agar (43.2.1.1)
de preparacion reciente con la ayuda de 2 a 3 ml ds
la solucidn de cloruro de sodio {(43.2.2.3). Sembrar con
esta suspension 250 ml del medic de cultivo (43.2.2.1)
en un frasco de Roux e incubar durante dieciocho a
veinte horas a 30 °C. Recoger los gérmenes en 25 ml
de solucion de cloruro de sod|0 (43.2.2.3) y homoge-
neizar.

Diluir la suspensuon al 1/10 con ayuda de la solucion
de cloruro de sodio (43.2.2.3). La transmision luminosa
de la solucién, medida a 650 nm bajo un espesor
de 1°cm por comparaciéon con la solucion de cloruro
de sodio (43.2.2.3), debe ser alrededor del 75 pof 100.
Esta suspension puede conservarse una semana a unos

4 °C. Pueden utilizarse otros métodos siempre que esté
demostrado que producen suspensu)nes bacterianas
analogas.

43.2.2. Medios de cuitivo y reactivos.
43.2.2.1 Medio de mantenimiento de la cepa.

Peptona de carne: 6,0 g.
Triptona: 4,0 g.

Extracto de levadura: 3,0 g.
Extracto de carne: 1,5 g.
Glucosa: 1,0 g.

Agar: 10,02 20,0 g.

Agua: 1.000 ml.

pH: 6,5 a 6.6 (tras esterilizacién).

Puede utilizarse cualquier medio de cultivo comercial
de composicion andloga. que dé los mismos resultados.

43.2.2.2 Medio de base de la determinacion.

Triptona: 10.0 g.

Extracto de.levadura: 3,0 g.
Extracto de carne: 1,6 g.
Glucosa: 1.0 g.

Agar: 10,0a 200 g.
Tween 80: T ml.

Agua: 1.000 ml.

pH: 6.5 {tras esterilizacion).

Puede utilizarse cualquier medio de cultivo comercial
de composicién analoga, que dé los mismos resultados.

43.2.2.3 Solucidn al 0,8 por 100 p/v de cloruro
de sodio: disolver 8 g de cloruro de sodio en agua, diluir
a 1.000 ml y esterilizar.

43.2.2.4 Maezcla de metanol/agua/écido clorhidri-
co(43.2.2.6): 80/17,5/2.6 (v/v/v).

43.2.2.5 Tampon fosfato pH 6,5.

Hidrégeno fosfato de potasio KoHPO4: 22,15 g.
Kihidrogeno fosfato de potasio KH,PO4: 27,85 g.
Agua hasta 1.000 ml.

43.2.2.6 Acido clorhidrico, d= 1,18 — 1,19,

43.2.2.7 Acido clorhidrico, 0, 1M.

43.2.2.8 Solucidon de hidroxido de sodio 1 M.

43.2.2.9 Solucidon de sulfuro de sodio 0.5 M aproxi-
madamente.

43.2.2.10 Solucién de purpura de bromocresol aI
0,04 por 100 {p/v)

- Disolver 0.1 g de plrpura de bromocreso! en 18,b
ml de solucién O, 01 M de hidroxido de sodio. Completar
hasta 250 mi con agua y homogeneizar.

43.2.2.11 Sustancia de referencia: bacitracina-cinc
de actividad conocida {en Ul).

43.3 Procedimiento.

43.3.1 Soluciones de referencia. Pesar una cantidad
de sustancia de referencia {43.2.2.11) correspondiente
a 1050 Ul (segln la actividad indicada). Anadir 5 ml
de acido clorhidrico 0,1 M (43.2.2.7) vy dejar reposar
quince minutos. Anadir 30 ml de agua, ajustar el
pH a 4.5 con tampodn fosfato (43.2.2.5) {unos 4 ml),
completar hasta 50 mi con agua y homogeneizar
{1ml=21Ul. _

Preparar a partir de esta solucion y mediante dilu-
ciones sucesivas con ayuda de tampdén fosfato pH 6,5
(43.2.2.5), las soluciones siguientes:

Sg: 0,42 Ul/mi. *
S$4:0,21 Ul/ml.

S2: 0,105 Ul/mil.

$4:0,0525 Ul/ml.

43.3.2 Preparacion del extracto.
43.3.2.1

43.3.2.1.1 Premezclas y correctores minerales.
Pesar una cantidad de muestra de 2,0 a 5,0 g, anadir
29,0 ml de la mezcla (43.2.2.4) y 0,1 ml de la solucién
de sulfuro de sodio {43.2.2.9); agitar brevemente. Com-
probar que el pH es aproximadamente 2. Agitar durante
diez minutos, afadir 30 ml de tampdn fosfato (43.2.2.6),
agitar durante quince minutos y centrifugar. Tomar una
parte alicuota de la solucién sobrenadante y ajustar el
pH a 6,5 con solucién de hidroxido de sodio 1 M
(43.2.2.8) utilizando un pH-metro o la solucién de pur-
pura de bromocresol como indicador (43.2.2.10).

Diluir con tampdn fosfato (43.2.2.5) para obtener con
tampon fosfato {42.2.2.5) para obtener uha concentra-
cion supuesta en bacitracina-cinc de 0,42 Ul/ml (= Ug).

Extraccion.
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433212 Concentrados proteicos. Pesar una can-
tidad de muestra de 10,0 g, afadir 49,0 ml de mezcla
{43.2.2.4) y 1,0 ml de 1a solucién de sulfuro de ‘sodio
(43.2.2.9); agitar brevemente. Comprobar que el pH es
aproximadamente 2. Agitar durante diez minutos, afadir
50 ml de tampén fosfato (43.2.2.5), agitar durante quin-
ce minutos y centrifugar. Tomar una parté alicuota de
la solucion sobrenadante y ajustar el pH a 6,5 con la
solucion de hidréxido de bromocresol como indicador
(43.2.2.10).

Evaporar aproximadamente ia mitad del volumen en
un evaporador rotativo a una temperatura que no exceda
de 35 °C. Diluir con tampdn fosfato (43.2.2 .5) para obte-
-ner una concentracion supuesta de bacitracina de cinc
de 0.42 Ul/ml {= Ujg). :

43.3.2.1.3 Otros piensos. Pesar vna cantidad de
muestra de 10 g {20,0 o para una concentracion supues-
ta de bacitracina-cinc de 5 mg/kg}. Anadir 24,0 mi de
mezcia (43.2.2.4) vy 1.0 mi de la solucién sulfuro de
sodio (43.2.2.9); homogeneizar durante diez minutos.
Afiadir 25 mi de tampén fosfato (43.2.2.5), agitar duran-
te quince minutos, y centrifugar. Tomar 20 m! de la
solucién sobrenadante y ajustar el pH a 6,5 con solucion
de hidroxido de sodio (43.2.2.8), utilizando un pH neutro
o la soluciéon de pudrpura de bromocresol (43.2.2.10)
como indicador. Evaporar hasta 4 mi aproximadamente
en un evaporador rotativo a una temperatura que no
exceda de 35 °C. Diluir el residuo con tampédn fosfato
{43.2.2.5) para obtener una concentracioén supuesta de
bacitracina-cinc de 0,42 Ul/ml (= Ug).

43.3.2.2 Soluciones del extracte. Preparar, a partir
de la solucién Ug v por diluciones sucesivas (1" + 1)
con tampdn fosfato-(43.2.2.5) las soluciones U, (con-
centracion supuesta = 0,21 Ul/mi), U, (concentracion
supuesta = 0,105 Ul/mi) y U, {concentracién supuesta
=0,0525 Ul/mi). ‘

43.3.3 WModalidades de determinacion.

43.3.3.1
a unos 50 °C el medio de base de la determinacion
(43.2.2.2) con la suspension bacteriana (43.2.1.2).
Mediante ensayos preliminares en placas con el medio
(43.2.2.2), determinar la cantidad de suspensién bac-
teriana que permite obtener para las diferentes concen-
traciones de bacitracina-cinc zonas de inhibicién lo mas
amplias posibles sin dejar de ser nitidas.

43.3.3.2 Preparacién de las cajas. La difusién en
agar se efectua en cajas con las cuatro concentraciones
de la solucion de referencia (Sg, S4. S2 vy S1) vy las cuatro
concentraciones del extracto (Ug, Uy, Uy v U,). Cada
caja debe recibir necesariamente las cuatro concentra-
ciones de referencia y del extracto. A tal fin hay que
elegir la dimension de las cajas de tal forma que se
puedan excavar en el medio de agar por lo menos 8
cavidades de 10 2 13 mm de didmetro, cuyos centros
no disten menos de 30 mm. Pueden emplearse como
cajas, placas de vidrio planas, coronadas por un anilio
de aluminio o de materia pldstica de 200 mm de dia-
metro y 20 mm de altura. '

Introducir en las cajas una cantidad el medio
(43.2.2.2}, sembrado tal como se indica en 43.3.3.1,
que permita obtener una capa de unos 2 mm de grosor
(60 ml para una caja de 200 mm de diametro). Dejar
solidificar, excavar las cavidades, v depositar en eilas
volumenes exactamente medidos de las soluciones de
referencia y del extracto (0,10 a 0,15 ml por cavidad,
segun el diametro). Repetir por lo menos cuatro veces
cada concentracién, de forma que cada determinacién
sea la evaluacién de 32 zonas de inhibicion.

43.3.3.3 Incubacién. Incubar las cajas durante die-
ciséis a dieciocho horasa 30°C+ 2 °C. .

Inoculacién def medio de cultivo. Sembrar

43.4 Calculos.

Medir el diametro de las zonas de inhibicién con un
error no superior a 0,1 mm. Para cada concentracién,

‘registrar las medidas medias en papel semilogaritmico,

trasladando el logaritmo de las concentraciones enrela-
cion con los diametros de las zonas de inhibicién. Trazar
las rectas mas ajustadas para la solucién de referencia
y para el extracto, por ejemplo, mediante el procedi- .
miento sigquiente:

Determinar el punto mds apropiado del nivel mas
bajo de fa solucién de referencia (SL} con ayuda de la
formula: '

’ + + 8, —
(a) SL= 785, +48, + 5, — 254
10
Determinar el punto mas apropiado del nivel mas

alto de la solucion de referencia (SH) con ayuda de la
férmula:

755 +45,+ 5, — 254
10

(b) SH =

Determinar del mismo modo los puntos mdas apro-
piados del extracto para el nivel més bajo (UL} vy el nivel
inas alto (UH} sustituyendo S+, S,. S v Sz en las formulas
anteriores por Uy, U, Ua v Ug.

Consignar los valores SL y SH en.la misma grafica.
Al unir los dos puntos, se obtiene la recta méas ajustada
para la 2 »iusiGn de referencia. Si se sigue el mismo méto-
do para Ul y UH se obtiene la recta mas ajustada para
el extracio.

Si no hubiere ninguna interferencia, las rectas serian
paralelas. En la practica se consideran paralelas cuando
{SH-SL) v (UH-SL) no difieren mas de un 10 por 100 -
de su media. .

Si las rectas no son paralelas, pueden eliminarse U,
¥ Sy 0 Ug vy Sg. Los valores SL, SH, UL y UH que permiten
abtener rectas mas ajustadas, se calculan entonces con
ayuda de las férmulas siguientes:

1"' T — + .—'
(a) SL= 55, +25,— 5, o S, +28,—= 854
6 | 6
(b) SH= 534.*‘2652—'51 o 553"*'2634“82

¥ de férmulas analogas para UL y UH. La utilizacién de

esta alternativa obliga a respetar los mismos criterios
de paralelismo. En el boletin analitico debe mencionarse
la obtencién de un resulitado procedente de tres niveles.
Cuando las rectas se consideren paralelas, hay que cal
cular el logaritmo de la actividad relativa (log A) mediante
una de fas férmulas siguientes, segtin el nimero de nive-
les {4 6 3) utilizados para la valoracion del paralelismo.

Para 4 niveles:
fU1 + Uz + U4 + Ug— 51 - 52 - 54""' Sg} x (3,602
| A FE TR
(C) °g gt Us+ 5+ 55— U —Uh—-5-5
Para 3 niveles; .
(dlog A= {h+ U+ Us—8— 5 —54)=0,401

Us+ S — U =5
(d)log A= {Up+ Uy + Ug — Sy~ Sa — Sg) * 0,401
U8+SB_U2—32

Actividad del extracto de la muestra = actividad de

la referencia correspondiente x A, es decir Ug =Sgx A.
- Si la actividad relativa no se encuentra en la. gama
de valores comprendidos entre 0,5 v 2,0, ha de repetirse
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la determinacion procediendo a los ajustes apropiados
de las concentraciones del extracto o, en su caso, de
las soluciones de referencia. Cuando esta actividad no
pueda encuadrarse en la gama de los valores exigidos,
el resultado se considerard aproximado y asi se hara
constar en el boletin de anélisis.

Cuando las rectas no se consideren paralelas, se repe-
tird la determinacion. Si tampoco ahora se lograse el
paralelismo, la determinacion se considerara insatisfac-
toria.

Expresar el resultado en miligramos de bacitraci-
na-cinc por kilogramo de pienso.

. La diferencia entre los resultados de dos determina-

ciones efectuadas con la misma muestra por el mismo
analista no deben exceder de: .

2 mg/kg. en valor absoluto, para los contenidos de
bacitracina-cinc inferiores a 10 mg/kg.

20 por 100 del resultado mas ailto, para los con-
tenidos de 10 a 2b mg/kg.

5 mg/kg. en valor absoluto, para los contenidos de
25 a 50 mg/kg.

10 por 100 del resultado mas alto, para los con-
tenidos superiores a 50 mg/kg.

435 Referencias. Directiva de la Comisidon de 20
de diciembre de 1983, modificando las Directivas
71/393,72/199 y 78/633 {Directiva 84/4/CEE). «Dia-
ric Oficial de las Comunidades Europeas» de 18 de enero
de 1984, nimero L 15/28, anexo Ill.

44. Flavofosfolipol
{Por difusion en zgar)

44.1  Principio. El método permite dosificar el fla-
vofosfolipol en los piensos, los concentrados y las pre-
mezclas. El limite inferior de dosificacion es de 1 mg/kg.

Se somete la muestra a extraccidon por metanol dilui-
do, mediante calentamiento a reflujo. El extracto se cen-
trifuga, se purifica, si es necesario, en resinas intercam-
biadoras de iones, y se diluye. Se determina la actividad

antibiética por medida de la difusién del ftavofosfolipol.

en un medio de agar, sembrado con Staphylococcus
aureus. La difusidn se pone de manifiesto por la for-
macién de zonas de inhibicidn de microorganismeo. El
diametro de dichas zonas se considera directamente pro-
porcional al logaritmo de las concentraciones-utilizadas.

44.2 Reactivos.

44.2.1 Microorganismo: Staphylococcus aureus
ATCC 6538 P.

44.2.1.1 Mantenimiento de ia cepa. Sembrar el
medio de cultivo {44.2.2.1) en tubos inclinados, con
Staphylococcus aureus. Incubar durante veinticuatro
horas a 37 °C, conservar en refrigerador a 4° C aproxi-
madamente y renovar la siembra cada mes.

44.2.1.2 Preparacién de la suspension bacteriana.
Tomar dos tubos que contengan el cuitivc madre
(4.2.2.1} y renovar la_siembra cada semana. !ncubar
veinticuatro horas a 37 °C y conservar en refrigerador
a 4 °C aproximadamente,

Veinticuatro horas antes de la dosificacidn. sembrar

mediante dichos cultivos, de dos a cuatro tubos incli-.

nados que contengan medio de cultivo (44.2.2.1).

Incubar de dieciséis a dieciocho horas a 37 °C. Poner
iuego los gérmenes en suspension en la solucién de cloruro
de sodio (44.2.2.3). La transmiisién luminosa de la suspen-
sion, medida a 578 nm bajo un espesor de 1 cm, por
comparacion con la solucidon de cloruro de sodio, debera
ser de 40 por 100 aproximadamenta. Se podran utilizar
otros métodos si demuestran que producen una suspension
bacteriana analoga.

44.2.2 Medios de cultivo y reactivos.
44,221

Peptona de carne: 6,0 g.

Triptona: 4,0 g.

Extracto de levadura: 3,0 g.

Extracto de carne: 1,5 g.

Glucosa: 1,0 g. :

Agar: 15,0 g.

Agua: 1.000 m!.

pH = 6,5 después de la esterilizacion.

Medio de mantenimiento de la cepa.

Se padra utilizar cualquier medio de cultivo comercial
de composicién analoga y que dé los mismos resultados,
por ejemplo Oxoid Antibiotic Medium {CM 327} agre-
gado a agar Oxoid nimerce 3 (L 13). .

44.2.2.2 Medio de base de la dosificacion.
44.2.2.2.1

Peptona de carne: 6,0 g.

Extracto de levadura: 3,0 g.

Extracto de carne: 1,b g.

Agar: 10,0 g.

Agua: 1.000 ml.

pH = 6,5 después de la estenhzamon

Capa inferior.

Se podra utilizar cualquier medio de cultivo comercnal
de composicion analoga y que dé los mismos resultados,
por eiemplo Oxoid Antibiotic Medium 2 (CM 33b) agre-
gado a agar Oxoid niamero 3 (L 13).

442222 Capa a sembrar. Medir (4.2.2.1) con
2 g de emulsion antiespumante de silicona. Por ejemplo
SE 2 de Wacker Chemie Gmon, Munich.

44.2.2.3 Soluc;on al O 4 por 100 (p/v) da cloruro
de sodio:

Disolver en agua 4 g de cloruro de SOdIO p.a., diluir
hasta 1.000 ml y esterilizar.

44.2.2.4 Metanol puro. ’

44225 Metanol al 50 por 100 {v/v). Dilur 500 mi
de metanol ccin 500 m! de agua.

442286 Metanol al 80 por 100 (v/v). Diluir 800 mi
de metanol 44.2.2.4 con 200 mi de agua.

44.2.2.7 Tris (hidroximetil) aminometano p.a.

44.2.2.8 Solucion metgndlica al 1.5 por 100 (p/v}
de cloruro de potasio. Disolver 1,5 g de cloruro de pota-
sio p.a. enn20 ml de agua, completar hasta 100 ml con
metanol (44.2.2.4).

442,29 Intercambiador de cationes: Dowex 50
WX8, 20-25 mesh, forma Na {cat, Serva numero 41600)
o equivalente.

44,2210 Intercambiador de aniones: Dowex 1X2,
50 100 mesh, forma Cl/cat. Serva namero 41010) o
equivalente. Antes de utilizarlo, mantener el producto
durante doce a catorce horas en metanol al 80 por 100
{44.2.2.6).

44.2.2.11 Lana de vidrio.

44.2.2.12 Papel indicador de pH (pH 6,6-8,1).

44.2.2.13 Acido ascorbico.

44 2214 Sustanma patron. Flavofosfolipol de actl-
Vidad conocida.

44.3 Material y aparatos.

44.3.1 Tubo para croamatografia, de vidrip, diametro
interior: 9 mm, longitud 150 a 200 mm, provisto de
llave en el estrechamiento inferior y de esmerilado nor-
malizado (para empalme del embudo) en la parte supe-
rior.

44.3.2 Embudo con depodsito de 250 ml, con llave
esmerilada, normalizado.
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44 3.3 Erlenmevyer de 250 mi, de esmerilado nor-
malizado.

44.3.4 Refrigerante de reflujo, de esmerilado nor-
malizado.

44.4 Procedimiento.

44.4.1 Scluciones patrén. Disclver una cantidad
exactamente pesada de sustancia patron (44.2.2.14) en
metanol al 50 por 100 (44.2.2.5) y diiuir para obtener
una solucién madre de flavofosfolipol de 100 microgra-
mos/ml. Conservada en frasco tapado, a 4 °C, dicha
solucién es estable durante dos meses.

Preparar a partir de dicha solucidn, y por diluciones
" sucesivas, mediante metanol al:-50 por 100 (44.2.2.5)
las soluciones siguientes:

Ss: 0,2 microgramo/mil.
S4: 0,1 microgramo/ml.
S;: 0,05 microgramo/ml.
S+: 0,025 microgramo/mil.

44.4.2 Preparacion del extracto.
44421

44.4.2.1.1 Concentrados, premezclas y correctores
minerales. Pesar una cantidad de muestra de 2 a 5 g
y anadir unos 150 mg de acido ascorbico (44.2.2.13).
Mezctar con 150 mi de metanol al 50 por 100 (44.2.2.56)
en un erlenmeyer (44.2.3.3) y ajustar el pH a 8,1-8,2
mediante unos 400 mg de tris {(hidroximetil} aminome-
tano (44.2.2.7). Controlar el pH medianfe papel indicador
(44.2.2.12;. Dejar macerar quince minutos, ajustar de
nuevo el pH a 8,1-8,2, mediante tris (hidroximetil) ami-
nometano {44.2.2.7), y luego hervir durante diez minutos
con refrigerante a reflujo (44.2.3.4), agitando constan-
temente. Dejar enfriar, centrifugar y decantar &l extracto.

Extraccion.

44.42.1.2 Otros piensos. Pesar una cantidad de
muéstra de 5 a 30 g que contenga al menos 30 micro-
gramos de flavofosfolipol. Mezclar a 150 ml de metanol

al 50 por 100 (44.2.2.5) en un erlenmeyer (44.2.3.3) "

y ajustar el pH a 8,1-8,2 con 400 mg aproximadamente
de tris {hidroximetil) aminometano {4.2.2.7). Controlar
el pH mediante papel indicador. Dejar macerar quince
minutos, ajustar de nuevo el pH a 8,1-8,2 con tris {hi-
droximetil) aminometano y luego hervir durante diez
minutos con refrigerante de reflujo {44.2.3.4) agitando
constantemente. Dejar enfriar, centrifugar y decantar el
extracto.

44.4.2.2 Purificacion (se podra omitir dicha moda-
lidad para los concentrados Ias premezclas y los correc-
tores rineraies).

Mezclar 110 ml del extracto con 11 g de intercam-

biador de cationes (44.2.2.9), hervir durante un minuto
con refrigerante.a reflujo {44.2.3.4) agitando constan-
temente. Separar el intercambiador de cationes por cen-
trifugacion o filtracion. Mezclar 100 ml del extracto con
150 ml de metanol (44.2.2.4) y dejar reposar la solucién
de doce a quince horas a 4 °C. Eliminar la materia flo-
culada por filtracién en frio.

Poner en el extremo inferior de un tubo {(44.2.3.1)
un tapon de lana de vidrio (44.2.2 11}, verter en el tubo
5 mi de intercambiador de aniones (44.2.2.10) vy lavar
la columna con 100 ml de metanol al 80 por 100
(44.2.2.8). Luego trasvasar a la columna a través del

embudo (44.2.3.2) un volumen de filtrado de 100 r# ~

que se supone contiene por lo menos 16 microgramos
de flavofostolipol {200 ml para una muestra de 30 ¢
de pienso a 1 ppm). Si fuere necesario, diluir el filtrado
antes de trasvasario a la columna con metanol al 80
por 100 (44.2.2.6) para obtener una presunta concen-
tracion en flavofosfolipol de 16 micragramos en 100 ml.

Regular el caudal de salida del liquido a 2 ml aproxi-
madamente por mindto. Eliminar 1a totalidad del filtrado.
Lavar luego 1a columna con BO mi de metanol al 80
por 100 {44.2.2.6} y eliminar el filtrado.

Eluir el flavofosfolipol mediante la solucién metandlica
de cloruro de potasio (44.2.2.8) manteniendo el caudal
de goteo aproximadamentie de 2 ml por minuto. Recoger
50 m! de la elucién en un matraz aforado, anadir 30
ml de agua y homogeneizar. Esta disolucion debe tener
Fnl—(jzo)ntenldo en flavofosfolipol de 0,2 microgramos/mil

44 4.2.3 Soluciones del extracto. Si fuera necesario,
(en particular en los casos en que se hubiera omitido
la purificacion) diluir el extracto obtenido en 44.4.2.1.1
con metanaol al 50 por 100 (44.2.2.5) para obtener una
supuesta concentracion en flavofosfolipol de 0 2 micro-
gramo/ml (= Ug).

Preparar a partir de la solucion Ug por dI|UCIOn8'{ suce-
sivas {1 + 1) mediante metanol al 50 por 100 (44.2.2.5)
las soluciones U4 (concentracién supuesta = 0,1 micro-
gramo/mi), U, (concentracion supuesta = 0,05 micro-
gramo/mi} y U, {concentracion supuesta = 0,025 micro-
gramo/mi}.

44.43 Modalidades de ia dosificacién.

44,431 Inoculacion del medio de cultivo. Sembrar
a 50 °C aproximadamente el medio de base de la dosi-
ficacion (44.2.2.2.2) con la suspension bacteridana
{44.2.1.2). Mediante ensayos preliminares en capas con
el medio (44.2.2.2.2) determinar la cantidad de suspen-
sidn bacteriana que permita obtener para las distintas
concentraciones en flavofosfolipol, zonas de inhibicién
tan extensas como sea posible y que permanezcan aun
nitidas {unos 30 ml por litro).

44.4.3.2 Preparacion .de las cagas La difusién en
agar se realiza en cajas con las cuatro concentraciones
de la solucidn patrdn (Sg, Sa. S v $4) v las cuatro con-
centraciones del extracto (Ug, U, Uz vy U4). Cada caja
debera recibir necesariamente las cuatro concentracio-
nes del patrdn y del extracto. A tal fin, escoger la dimen-
sion de las cajas de forma tal que se puedan ahuecar
en el medio de agar al menos 8 cavidades de 10 a
13 mm de didmetro, cuyos centros no estén separados
por menos de 30 mm. Se podra utilizar como cajas,
placas de vidrio planas, coronadas por un anillo de alu-
minio 0 de materia plastica de 200 mm de diametro
y 20 mm de altura.

Introducir en las cajas una cantidad del medio
(44.2.2.2.) que permita obtener una capa de 1.5 mm
aproximadamente de espesor {45 ml para una caja de
200 mm de diametro). Dejar solidificar y afiadir una can-
tidad del medio {44.2.2.2.2), sembrado como se indica
en el punto 44.3.3.1, que permita obtener una capa
de 1 mm de espesor {30 ml para una caja de 200 mm
de diametro}. Dejar solidificar, ahuecar las cavidades y
depositar en las mismas los volumenes exactamente
medidos de las soluciones patrdon y del extracto {0,10
a 0,15 ml por-cavidad, segun diametro}.

Hacer al menos cuatro repeticiones de cada concen-
tracion, de modo que cada determinacion sea cbjeto
de una evaluacion de 32 zonas de inhibicién.

43.4.3.3 Incubacion. Incubar las cajas de dieciséis

* a dieciocho horas a 29-30 °C.

445 Calculos. Medir el diametro de las zonas de
inhibicion con una aproximacion de 0,1 mm. Para cadg
concentracion, registrar las medidas en papel semilo-
garitmico anctando el logaritmo de las concentraciones
frente a los diametros de las zonas de inhibicion. Trazar
las rectas mejor ajustadas para la solucién patrén y para
el extracto procediendo, por ejemplo, de la sagu:ente
manera: -
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Determinar el punto mas apropiado del nivel mas
ba_\jo de la solucién patron (SL) mediante 1a formula;

75, + 45, + 4~ 28
SL= ,
. @ 10

Determinar el punto més apropiado del nivel mas
elevado de la solucién patrén (SH) mediante la férmula;

(b) SH=_TSa* 4Ss+ S, =25,
10

Determinar del mismo modo los puntos mas apro-
piados del extracto para el nivel mas bajo (UL} vy el nivel
mas elevado (UH) sustituyendo S,, S». S, y Sg en las
térmulas arriba mencionadas por U;, Uy U, vy Us.

Representar los valores SL'y SH en el mismo gréafico.
Uniendo los dos puntos, se obtendra la recta mas ajus-
tada para la solucidn patron. Procediendo del mismo
modo para UL y UH, se conseguird la recta mas ajustada
para &l extracto. : : ,

En ausencia de cualquier interferencia, las rectas
deberian ser paralelas. En la practica, se las consitlerara
como si fueran paralelas cuando (SH-SL) y (UH-UL) no
difieran en mas del 10 por 100 de su media.

Si las rectas no fueran paralelas, se podran eliminar
o bien U, vy S; o0 Ug y Sa. Los valores 5L, SH, UL vy
UH que permitan obtener las rectas mas ajustadas se
calculardn entonces mediante las formulas siguientes:

@) sL=351125=8  55+25-5
6 6
(b) SH= 5:54+2632‘—s1 . 5$3+.2654—s2

y férmulas andlogas para UL y UH. La utilizacién de dicha
alternativa debera igualmente ser objeto de una veri-
ficacidn en cuanto al paralelismo de las rectas indicado
mas arriba. Se debera mencionar en el boletin de analisis
la obtencion de un resultado procedente de tres niveles.
Cuando se consideren las rectas como paralelas, se cal-
culara el logaritmo de la actividad relativa {log A), median-
te alguna de las férmulas siguientes:

(Ui + U+ Uy + Ug— 51— S — 54— Sa) * 0602

Ust Ug+ 84+ Sg— Uy — U= 51— S,
Para 3 niveles: :
(Uy+ Up+ Uy~ §;— S, — S4) x 0,401

(c)log A=

dilog A=

(d}tog Ug+ Ss— Uy — 5

{d‘“OgA: (U2+U4+U3—52—S4_Sa}x0,401
Ugt Sg—Ur— 8,

~ Actividad real = actividad supuesta x actividad rela-
tiva.

Cuando las rectas no se consideren como no para-
lelas, repetir la determinacion. Si la misma continuara
sin permitir alcanzar el paralelismo, calcular el logaritmo
de la actividad relativo (log. A} mediante la férmuia (c).
Sin embargo se debera considerar el resultado obtenido

como aproximado y sera procedente mencionarloc en et

boletin de analisis.

La diferencia entre los resultados de dos determina-
siones realizadas en 1a misma muestra por el mismo
anafista no debera sobrepasar:

- 0,8 mg/kg. en valor absoluto, para igs contenidos
an flavefosfolipol de 1 a 2 mg/kg.

-— 26 por 100 del resultado mas elevado para los
contenidos superiores a 2 mg/kg y hasta 10 mg/kg.

— 20 por 100 del resultado mas elevada, para los
contenidos superiores a 10"mg/kg y hasta 25 mg/kg.

— b mg/kg. en valor absoluto, para los contenidos
superiores a 2b mg/kg y hasta 50 mg/kg.

— 10 por 100 del resultado mas elevado, para los
contenidos superiores a 50 mg/kg.

44.6 Referencias. Octava Directiva de ia Comisién,
de 15 de junio de 1978 (78/633/CEE). «Diarip Oficial de
las Comunidades Europeas» nimero L 206, de 29 de julio
de 1978, pagina 43, paginas 5 a 9 del anexo.

45, Tilosina
{Porrdifusic’jn en agar)

45.1 Principio. El método permite determinar la tilo-
sina en [os piensos, los concentrados y en las premezclas.
El limite inferior de la determinacién es de 2 mg/kg.

La muestra se trata mediante solucién tampon fosfato
de pH 8, previamente llevada a 80 °C, y se somete a
continuacion a extraccion por metanol. Previa centrifu-
gacion, el extracto se diluye y su actividad antibidtica
se determina por la medida de la difusion de la tilosina
en medio de agar sembrado con Sarcina lutea. La difu-.
sion queda indicada por la formacion de zonas de inhi-
bicion en presencia del microorganismo. El didmetro de
dichas zonas es directamente preporcional al logaritmo
de la concentracion del antibiético. :

45,2 Reactivos. :

45.2.1 Microorganismo: Sarcina lutea ATCC nidme-

-r0 9341.

45.2.1.17 Mantenimiento de la cepa. Sembrar Sar-
cina lutea en tubo de agar inclinado con el medio de
cultivo (45.2.2.1} ajustado a pH 7.0. Incubar durante
una noche a 35 °C aproximadamente. Conservar el cul-
tivo en refrigerador y resembrar todos los meses sobre
agar inclinado.

45.2.1.2 Preparacion de la suspensién de gérme-
nes. Recoger los gérmenes de un tubo de agar inclinado
(45.2.1.1) de reciente preparacién, con 2 a 3 mi de suero
fisiologico {45.2.2.4). Sembrar con dicha suspensién un
frasce de Roux que contenga 250 ml del medic de cultivo
(45.2.2.1), ajustado a pH 7,0. Incubar durante veinti-
cuatro horas a 3b °C, recoger los gérmenes con 25
ml de suero fisiologico (45.2.2.4}. Homogeneizar y diluir
dicha suspensién para obtener una transmision luminosa
del 75 por 100 aproximadamente a 650 nm.

Conservada en refrigerador, dicha suspension es uti-
lizable durante una semana.

Mediante unos ensayos preliminares sobre placas con
el medio de base de la determinacion (45.2.2.1), deter-
minar la cantidad de inéculo gue permita obtener, para
las diferentes concentraciones de tilosina empleadas,
zonas de inhibicion tan extensas como sea posible que
ademas estén nitidas. La inoculacion del medio de cultivo
se hace a 48-50 °C.

45.2.2 Medios de cultivo y reactivos.
45.2.2.1 Medio de base para la determinacion.

Glucosa: 1.0 g. :
Peptona tripsica: 10,0 g.

Extracto de carne; 1,6 g.

Extracto de levadura: 3,0 g.

Agar segin calidad: 10,0a 20,0 g.
Agua destilada hasta 1.000 ml.

Ajustar en el momento de emplec a pH 7,0 para
el mantenimients de la cepa y la preparacion de ‘a sus-
pensidn de gérmenes v a pH 2,0 para la deterrinacion.
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Cualquier medio de cultivo comercial de composicién
analoga y que dé los mismos resultados, puede ser
empleado. .

45.2.2.2 Tampoén fosfato pH 8.

Dihidrogeno fosfato de potasio KH,PO,4 p.a.. 0,623 g.
Hidrégeno fosfato de potasio K;HPQO,4 p.a.: 16,730 g.
Agua destilada hasta 1.000 mi. .

45.2.2.3 Tampon fosfato pH 7.

Dihidrogeno fosfato de potasio KH,PO,4 p.a.: 5,5 g.
Hidrégeno fosfato de potasio K;HPO,4 p.a: 13,6 g
Agua destilada hasta 1.000 mi.

45.2.2.4 Suero fisioldgico estéril.

45.2.2.5 Metanol puro.

45.2.2.6 Metanol al 10 por 100 (v/v).

45.2.2.7 Mezcla de tampén fosfato (45.2.2.2)/me-
tanol puro {(60/40 v/v).

45.2.2.8 Sustancia de referencia: tilosina conocida.

45.3 Procedimiento.

45.3.1 Soluciones de referencia. Secar la solucién
de referencia (45.2.2.8) durante tres horas a 60 °C en
una estufa de vacio (6 mm de mercurio). Pesar 10 a
50 mg a un matraz aforado, disolverlos en 5 ml de meta-
nol (45.2.2.5) y diluir la solucion mediante el tampén
fosfato pH 7 (45.2.2.3) para obtener una concentracion
en tilosina base de 1.000 microgramos/ml. A partir de
dicha solucion-madre, preparar diluyendo mediante la
mezcla (45.2.2.7) una solucion de trabajo de referencia
que contenga 2 microgramos de tilosina base por ml.

Preparar a continuacién por diluciones sucesivas
{1 + 1) con ayuda de la mezcla {45.2.2.7), las concen-
tracionss siguientes:

Sa; 1 microgramos/ml.
S2: 0.5 microgramos/ml.
$1: 0,25 microgramos/ml.

45.3.2 Extraccidén. Tomar para los productos muy
concentrados en tilosina una porcién de muestra de 10
g: para las premezclas y piensos una porcidon de muestra
de 20 g. Afdadir 60 ml de tamp6n fostato pH 8 (45.2.2.2),
previamente calentado a 80 °C, y homogeneizar durante
dos minutos (electrodomésticos Ultra-turrax etc.)

Dejar reposar durante diez minutos, anadir 40 ml de
metanel (45.2.2.5) y homogeneizar durante cinco minu-
tos. Centrifugar, tomar una parte alicuota de extracto
y diluir mediante la solucion (46.2.2.7) para obtener una
concentracién supuesta en tilosina de 2 microgramos/ml
(= Ug). Preparar a continuacién las concentraciones U,,
U, y U, por diluciones sucesivas {1 + 1) con ayuda
de la solucidn (45.2.2.7).

Para los contenidos inferiores a 10 mg/kg evaporar
el extractoc en seco en un evaporador rotativo a
35 °C y recoger el residuo mediante metanol al 40 por
100 (45.2.2.6}.

45.3.3 Modalidades de la determinacion.

45.3.3.1 Siembra del medic de cultivo. Sembrar a
48-50 °C el medio de base de la determinacion
{45.2.2.1), ajustado a pH 8. con la suspension de gér-
menes (45.2.1.2).

- 45.3.3.2 Preparacion de las cajas. La difusion scbre
agar se efectla en unas cajas con las cuatro concen-
traciones de la solucion de referencia (Sg, Sa. S2 v S4)
y las 4 concentraciones del extracto (Ug, Us, Us v U,q).
Cada caja debera recibir necesariamente las cuatro con-
centraciones de referencia y del extracto.

A tal fin, escoger las dimensiones de las cajas de
tal forma que se puedan practicar en el medio de agar
al menos ocho cavidades de 10 a 13 mm de didametro.

!
Calcular la cantidad del medio de cultive sembrado
(45.3.3.1) que habra de emplearse de modo que se pue-
da obtener un recubrimiento uniforme de 2 mm aproxi-
madamente de espesor. Es preferible emplear como
cajas, placas de vidrio planas, provistas de un anillo de
aluminio o de material plastico perfectamente piano de
200 mm de diametro y 20 mm de altura.

Introducir en las cavidades mediante pipeta cantida-
des exactamente medidas de solucion de ‘antibidtico
comprendidas entre 0,10 y 0,15 ml, segin diametro.

Para cada muestra, hacer al menos cuatro repeticio-
nes de difusién con cada concentracion, de forma gue
cada determinacidn sea objeto de una evaluacidon de
32 zonas de inhibicion. ) .

45.3.3.3 Incubacidn. Iincubar las cajas durante una
noche a 35 * 37 °C. ; ‘

45.4 Calculos, Medir el didgmetro de las zonas de
inhibicion, preferentemente por proyeccion. Representar
las medidas sobre papel semilogaritmico, llevando el
logaritmo de las concentraciones con relacién a los dia-
metros de las zonas de inhibicion. Trazar las rectas
de solucion de referencia y del extracto. En ausencia
de- interferencias, las dos rectas deberan ser parale-
las.

El logaritmo de la actividad relativa estad calculado
por la siguiente férmula: -

(U1+U2+U4+ Ug—s1"—82—34—53)x0,'602
Up+Ug+ 54+ 53— U = U 45, -8,

Actividad real = actividad supuesta x actividad rela-
tiva.

La diferencia ente los resultados de dos determina-
ciones paralelas efectuadas sobre la misma muestra no
debe sobrepasar el 10 por 10, en valor relativo.

455 Referencias. Tercera Diractiva de la Comision
de 27 de abrilde 1972 (72/199/CEE). «Diario Oficial de
las: Comunidades Europeas» niamero L 123/6, de 29
de mayo de 1972.'

- 46. Espiramicina :
(Método por difusion sobre agar)

486.1 Principio. EIl método permite determinar la
espiramicina en piensos y premezclas. El limite inferior
de deteccion es de 1 ppm {1 mg de espiramicina equivale
a 3.200 unidades internacionales). La muestra se somete
a extraccion con una mezcla de metanol y de tampén
fosfato-hidrogenocarbonato a pH 8. El extracto se decan-
ta o centrifuga, y después se diluye. La actividad anti-
bidtica del extracto se determina midiendo la difusion
de la espiramicina en un medio de agar, sembrado con
Micrococus luteus. La difusion se manifiesta por la for-
macion de zonas de inhibicién del microorganismo. El
didmetro de dichas zonas se considera directamente pro-
porcionatl al logaritmo de la congentracién de antibidtico
para la gama de concentraciones utilizadas.

46.2 Reactivos.

46.2.1 Microorganismo: Micrococus luteus ATCC
9341 {NCTC 8340, NCIB 8553} '

46.2.2 Mantenimiento de la cepa. Sembrar el medio
de cultivo (46.2.4) en tubos inclinados, con Micrococus
luteus. Incubar durante veinticuatro horas a 30 °C, con-
servar en refrigerador a 4 °C aproximadamente y renovar
la siembra cada quince dias. . : -

46.2.3 Preparacidn de la suspensién bacteriana
(46.5.1). Recoger los gérmenes en un tubo de agar
(46.2.2) de reciente preparacién, con ayuda de 2 a 3

'ml de solucién de cloruro de sodioc (46.2.6). Sembrar

con esta suspension 250 ml de medio de cultivo (46.2.4)

~en un matraz de Roux e incubar durante dieciocho a

veinte horas a 30 °C. Recoger los gérmenes en 25 mil
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de solucion de cloruro de sedio (46.2.6) y homogeneizar.
Diluir la suspensién hasta 1/10 con ayuda de la solucién
de cloruro de sodic (46.2.6). La transmisién lumino-
sa de la suspension, medida a 6560 nm, bajo un espesor
de 1 cm por comparacién- con la solucién de cloru-
ro de scdio (46.2.8), debera ser de 75 por 100 aproxi-
madamente. Esta suspensiéon puede conservarse una
semana a 4 °C aproximadamente. * '

46.2.4 Medios de cultivo de mantenimiento de la
cepa (46.5.2). .

Peptona de carne: 6,0 g.

Triptona: 4,0 g.

Extracto de levadura: 3.0 g.

Extracto de carne: 1,5 g.

Glucosa: 1,0 g.

Agar: 10,02 20,0 g.

Agua: 1.000 ml.

pH 6.5 - 6.6 (después de la esterilizacion).

'46.2.5 Medio de cultivo de base de la determina-
cion (46.5.2).

Triptona: 5,0 g.

Extracto de levadura: 4,0 g.

Extracto de carne: 3,0 g.

Agar: 10,0a 20,0 g.

Agua: 1.000 ml.

pH: 8,0 (después de la esterilizacién).

46.2.6 Solucion al 0,8 por 100 (p/v} de cloruro de
sodio. Disolver en agua 8 g de cloruro de sodio, diluir
en 1.000 ml y esterilizar.

46.2.7 Tampén fosfato-hidrogenocarbonato,
pH 8,0. N

Hidrogenofosfato de patasio K;HPO4: 16.7 g.

Dihidrogenofosfato de potasio KH,PO,4: 0,5 g.

Hidrégeno carbonato de sodio NaHCO: 20.0 g.
Agua hasta 1.000 ml.

46.2.8 Mezcla de metanol y de-tampdn fosfato-bi-
carbonato (46.2.7). 50/50 (v/v).

46.2.9 Sustancia patron. Espiramicina de actividad
conocida (Ul).

46.2.10 Solucidén patrén. Disolver una cantidad
exactamente pesada de la sustancia patrén (46.2.9) en
la mezcla (46.2.8) y diluir con la misma mezcla para
obtener una solucidn madre de 1000 Ul de espirami-
cina/mi.

Conservada en frasco con tapon esmerilado a 4 °C,
esta solucidon es estable durante cinco dias.

Preparar a partir de esta solucién y por diluciones
sucesivas con ayuda de la mezcla (46.2.8) las soluciones
siguientes:

Sg: 1 UI/mi.

S4: 0,5 Ul/ml.
52:0,25 Ul/ml.
$4:0,125 Ul/ml.

46.3 Procedimiento.

46.3.1 Extraccién. Pesar una cantidad de muestra
de 20,0 g para los piensos y de 1,0 a 20,0 g para las
premezclas. Afadir 100 ml de mezcla (46.2.8) y agitar
durante treinta minutos. '

Centrifugar o decantar, diluir después la solucién que
flota en la superficie con ayuda de la mezcla (46.2.8)
para obtener una concentracién supuesta en espirami-
cina de 1 Ul/mi (Ug).

Para los contenidos en espiramicina inferiores a 2,5
mg/kg de pienso, efectuar la extraccién como sigue.
Pesar una cantidad de muestra de 20,0 g. Anadir 100
ml de mezcla (46.2.8), agitar durante treinta minutos,
centrifugar después durante unos minutos. Tomar 50

RV

ml de la solucidn sobrenadante y evaporar hasta 4 ml

aproximadamente bajo presidn reducida en un rotavapor

a una temperatura gue no sobrepase los 40 °C. Diluir

el residuo con ayuda de la mezcla (46.2.8), para obtener

EJLTa) concentracion supuesta en espiramicina 1 Ul/ml
gl

Partiendo de la solucion Ug, preparar por diluciones
sucesivas (1 + 1), con’ ayuda de la mezcla (46.2.8), las
soluciones cuyas concentraciones supuestas sean: U,
(0.5 Ul/ml) Uz {0,25 Ul/mi}y U, {0,125 Ul/mi).

46.3.2 Inoculacién del medic de cultivo. Sembrar
a unos 50 °C aproximadamente el medio de base de
la determinacion {46.2.5) con la suspension bacteriana
(46.2.3). Mediante ensayos preliminares en placas con
el medio (46.2.4). determinar la cantidad de suspensién
bacteriana que permita obtener para las diferentes con-
centraciones de espiramicina, zonas de inhibicién lo mas
extensas posibles y que estén todavia limpias.

46.3.3 Preparacion de las placas. La difusion en
agar se efectlia en unas placas ctn cuatro concentra-
ciones de la solucidn patrdn {Sg, S4. S2 ¥ S1) v las cuatro
concentraciones del extracto {(Us, Us, U, vy U,). Cada
placa debe recibir necesariamente las cuatro concen-
traciones del patrén y del extracto. A tal efecto, hay
que elegir las dimensiones de las placas de forma que
se puedan efectuar en el agar por lo menos ocho cavi-
dades de 10 a 13 mm de didametro, cuyos centros se
hallen a una distancia de, por lo menos, 30 mm. Como
placas pueden utilizarse placas de vidrio planas, coro-
nadas por un anille de aluminio o de materia plastica
de 200 mm de diametro y 20 mm de altura.

introducir en las placas una cantidad del medio
{(46.2.5), sembrado tal como se indica en (46.3.2), que
permita obtener una capa de 2 mm de espesor (60 ml
para una placa de 200 mm de diametro). Dejar solidificar,
efectuar las cavidades y depositar volimenes exacta-
mente medidos de soluciones del patrén y del extracto
{0.10 a 0.15 mi por cavidad, segun didametro). Realizar
por lo menos cuatro repeticiones de cada concentracion,
de modo que cada determinacion sea objeto de una
evaluacion de 32 zonas de inhibicién. Incubar las placas -
de dieciséis a dieciocho horas a 30°C £ 2 °C. :

46.4 Calculos. Medir el didmetro de las zonas de
inhibicién con una precisiéon de 0,1 mm. Para cada con-
centracion, registrar los valores medios en papel semi-
logaritmico, llevando los logaritmos de las concentra-
ciones sobre los didmetros de las zonas de inhibicién.
Trazar las yectas mds ajustadas para la solucién patrén
y para el extracto procediendo, por ejemplo, como sigue:

Determinar el punto mas apropiado del nivel mas
bajo de la solucién de patrén (SL) con ayuda de la
formuia:

75, +4s, + 54— 255
10

(a) SL =

Determinar el punto mas apropiado del nivel mas
elevado de la solucion patrén (SH) mediante la férmula:

Tsgt+ 484+ 53— 25
10 -

(b} SH =

Determinar de la misma manera los puntos mas apro-
piados del extracto para el nivel mas bajo (UL) y el nivel
mas alto (UH) sustituyendo s4, s2, 54 ¥ s en las férmulas
antes citadas por u4, Uz, Ug ¥ Ug. Siendo las letras minus-
culas «s» y «u» los diametros de las zonas de inhibicién.
Llevar los valores SL y SH a la misma grafica. Uniendo
los dos puntos se obtiene la recta mas ajustada para
la solucién patrén. Pracediendo del mismo modo para
UL v UH se obtiene la recta mas ajustada para el extracto.
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Si no hay interferencia, las rectas seran paralelas. En
la practica, se las considera paraielas cuando SH-SL y
UH-UL no difieren en mas de un 10 por 100 de su
medio.

Si las rectas no son pardielas, se pueden eliminar
_yaseau;ys; 0ugy Sag. Los valores SL, SH, UL v UH
gque permiten obtener las rectas mas ajustadas se cal-
culan entonces con ayuda de las formulas siguientes:

581 +252—S4 552""254—38

a) SL= .
(a’) 5 o 5

584+232—S1 o bsg+ 255 — 55

6 6
y térmulas analogas para UL y LiH. La utifizacién de esta
alternativa obliga a que sean respetados los mismos cri-
terios de paralelismo. La obtencién de un resuitado pro-
cedente de tres niveles debe mencionarse en el boletin
de analisis.

Cuando las rectas se consideran paralelas, calcular
el logaritmo de la actividad relativa (log. A} mediante
una de las férmulas que siguen, segin el ndmero de
niveles {cuatro o tres) utilizados para la evaluacion del
paralelismo.

Para cuatro niveles:

it s+ Uyt ug— 5y — 83 — 84— 5g) x 0,602
(C“OQA"—' ‘1 2 4 8 1 2 4 8)
st ugtSgtsg—t—Uhr—81—5

(b") SH=

Para 3 niveles:
(d)log A =11 U+ Ua = 51— 5, ~ 54) x 0,401
Us + Sg— thh— $4

(d.) |OgA= (U2+U4 +_U3'—32"$4"38}*0,401
Ug+ sg—Uy—S;

Actividad del extracto de la muestra = Actividad del

patrén correspondiente X A
{Ug— Sg x A)

Si la actividad relativa no se encuentra en la gama
de valores comprendidos eritre 0,5 v 2,0 repetir la deter-
minacion procediendo a los ajustes apropiados de las
concentraciones del extracto o, eventualmente, de las
soluciones patron. Cuando esta actividad no pueda tras-
ladarse a la gama de los valores requeridos, el resuitado
debera considerarse aproximado y esta indicacion habra
de anotarse en el boletin de analisis.

Cuando las rectas se consideren no paralelas, repetir
la determinacion. Si el paralelismo no se alcanza nunca,
la determinacidn debera considerarse insatisfactoria.

Expresar el resultado en mg de espiramicina base
por kg de pienso.

Las diferencias de los resultados de dos determina-
ciones paralelas efectuadas con la misma muestra por
la misma persona no debe superar:

— 2 mg/kg, en valor absoluto, para contenidos de
espiramicina base inferiores a 10 mg/kg.

— ElI 20 por 100 del resuitade mas alto para con-
tenidos de 10 a 25 mg/kg.

— b mg/kg, en valor absoluto, para los contenidos
de 26 a 50 mg/kg.

— ElI 10 por 100 del resultado més alto para los
contenidos superiores a 50 mg/kg.

46.5 Observacnones

46.5.1

que esté demestrado que producen suspensiones bac-
terianas andlogas.

Pueden utilizarse otros métodos, siempre

46.5.2 Puede utilizarse cualquier medio de cultivo
comercial de composicion analoga que dé los mismos
resultados.

46.6 Referencias. Décima Directiva Comunitaria, de
25 de julio de 1984, 84/425/CEE. «Diario Qficial de
las Comunidades Europeas» numero L 238/34, de 6
de septiembre de 1984..

47. Monensina sédica
{Método por difusion sobre agar)

47.1 Principio, E]l método permite determinar monen-
sina sodica en piensos y premezclas. El limite inferior
de deteccion es de 10 mg/kg {1 mg de monensina sédica
equivale a 1000 U, «UK»}.

La muestra se extrae con metanol al 90 por 100.
Al extracto se le aplica los tratamientos apropiados segun
el contenido de monensina sddica de la muestra. Su
actividad antibidtica se determina por medida de la difu-
sion de monensina sodica en medio de agar sembrado
con Bacillus subtilis. La difusion se manifiesta por la for-
macion de zonas de inhibicién de microorganismo. El
didmetro de estas zonas se considera directamente pro-
porcional al logaritmo de la concentracién en antibidtico
para ia gama de concentraciones utilizadas. La sensi-
bilidad de este método se reducs en presencia da iones
sodio,

47.2 Material y aparatos.

47.2.1 'Evaporador rotativo, con matraz de fondo
redondo de 250 ml, ,

47.2.2 Columnas de vidrio para cromatografia, dia-
metro interior; 25 mm, longitud: 400 mm, con un dia-
metro de 2 mm en el extremo inferior,

47.2.3 Columna de vidrio para cromatografia, dia-
metro interior; 11 mm, longitud: 300 mm aproximada-
mente, con un diametro de 2 mm en el extremo inferior,

47.3 Reactives.

47.3.1 Microorganismo: Bacillus subtilis ATCC
6633 (NCIB 8054).

47.3.2 Conservacion de la cepa.

Sembrar el medic de cultivo (47.3.4), en tubos incli-
nados y con Baciilus subtilis. incubar durante una noche
a 30 °C, conservar en frigorifico a 4 °C y renovar la
siembra todos los meses. .

47.3.3 Preparacion de la suspension de esporas
(47.6.1)~ Recoger los gérmenes de un tubo de agar
(47.3.2) de reciente preparacion, con ayuda de 2 a 3
ml de agua estéril. Sembrar con esta suspension 300
ml de medio de cultive (47.3.4) en un frasco de Roux
e incubar de tres a cinco dias a 30 °C. Después de
controlar la esporulacidon al microscopio, recoger las
esporas en 15 mi de etanol (47.3.6) y homogeneizar,
Esta suspension puede conservarse cinco mesesa 4°C
aproximadamente.

47.3.4 Medio de cultivo de mantenimiento de la
cepa (47.6.2).

Triptona: 10,0 g.

Extracto de levadura: 3,0 g.

Extracto de carne: 1,5 g.

Glucosa: 1,0g

Agar (segun cahdad) 10,0a 20.0g.
Agua: 1.000 ml.

pH: 6,5 (despuss de la esterilizacion).

47.3.5 Medio de cultivo base para la determinacion.

Giucosa: 10,0 g.
txtracto de levadura: 2,5 g.
Hidrogenofosfato de potasio (K;HPO,): 0,69 g.
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Dihidrogenofosfato de potasio (KH.P0,): 0,45 g.
Agar {segun calidad). 10,0 a 20,0 g.

Agua: 1.000 ml.

pH: 6,0 (después de la esterilizacion).

47.3.6 Etanol al 20 por 100 (v/v). Diluir 200 mi
de etano! con 800 mi de agua.

47.3.7 Metanol anhidro.

47.3.8 Metanol al 90 por 100 (v/v). Diluir 200 ml
de metanol (47.3.7) con 100 ml de agua.

47.3.9 Metanol al 50 por 100 {v/v). Diluir 500 mil
de metanol {47.3.7} con 500 ml de agua.

47.3.10 Oxido de aluminio granulado (alcoa F,20
mesh: Activated Alumina UG;: F. Lancester and Co.. o
equivalente).

47.3.11 Sustancia patrén: monensina sédica de
actividad conocida (disponible en Internacional Labora-
tory for Biological Standards, Central Veterinary Labo-
ratory, Wevhridge, Surrey Kt 15 3 NB, Gran Brataiia).

47.3.12 Soluciones de patrédn. Disolver una canti-
dad exactamente pesada de la sustancia patrén
(47.3.11) en metanol (47.3.7), diluir para obtener una
solucidén madre de monensina sodica de 800 microgra-
mos/ml. Conservar en frasco tapado a 4 °C, esta solucion
es estable durante dos semanas.

Preparar a partir de esta solucion y por. diluciones
sucesivas con metanol al 50 por 100 (47.3.9), las
siguientes soluciones:

Sg: 8 microgramos/mt.
54 4 microgramos/ml.
S2: 2 microgramos/ml.
S1: 1 microgramos/ml.

47.4 Procedimiento.

47.4.1 Extraccion. Premezclas. Pesar 2,0 g de mues-
tra, afiadir 100 ml de metanol a! 90 por 100 (47.3.8),
homogeneizar y centrifugar a continuacion durante algu-
nos minutos. Diluir la solucidn sobrenadante con metanol
al 50 por 100 (47.3.9) para obtener una concentracion
?Srt)aximada en monensina sddica de 8 microgramos/mi

8l

47.4.2 Extraccion. Piensos en los que el contenido
en monensina sédica no sea inferior a 50 mg/kg.

Pesar de 10,0 a 20,0 g.de muestra, afiadir 100 mil
de metanol al 90 por 100 (47.3.8), homoaeneizar duran-
te quince minutos y dejar reposar.

Introducir un tapén de algodén en el extremo inferior
de la columna de vidrio (47.2.2), anadir el 6xido de alu-
minio (47.3.10), dando ligeras sacudidas a la columna,
hasta que el relleno tenga de 75 a 80 mm de altura.

Decantar el extracto en la columna de 6xido de alu-
minio y recoger el filtrado, Diluir 30 mi del filtrado a
50 ml con agua.

Diluir enseguida con metanol al 50 por 100 (47.3.9)
para obtener una concentracidn aproximada en monen-
sina sodica de 8 microgramos/ml (Ug).

47.4.3 Extraccién. Piensos en los que el contenido
en monensina sodica es inferior a 50 mg/kg (hasta el
limite de 10 mg/kg}.

Pesar de 10,0 a 20,0 g de muestra, afiadir 100 ml
de metanol al 90 por 100 (47.3.8), homogeneizar duran-
te quince minutos. Centrifugar para obtener un extracto
limpio. .

Tomar 40 ml de liguido sobrenadante para una mues-

tra cuyo contenido en monensina sédica sea de 20

mg/kg; 80 m! para una muestra cuyo contenido sea
de 10 mg/kg. Evaporar al vacio con rotavapor hasta
sequedad (4?.2.1) a una temperatura no superior a

40 °C. Disolver el residuo con 10 ml de metanol al 90
por 100 (47.3 8). , ) :

Introducir un tapon de algoddn en el extremo inferior
de la columna de vidrio {47.2.3), afladir el éxido de alu-
minio (47.3.10), dando ligeras sacudidas a la columna,
hasta que el relleno tenga de 75 a 80 mm de altura.

Decantar la solucidn metandlica del residuo schre
la columna de oxido de aluminio y recoger el filtrado.
Lavar la columna con 10 mi de metanol al 90 por 100
(47.3.8) y unir al filtrado anterior.’

Evaporar la sctucién al vacio en rotavapor a sequedad
(47.2.1) una temperatura inferior a 40 °C. Disolver el
residuc con 10 ml de metanol anhidro (47.3.7) y com-
pletar a 20 ml con agua. '

Centrifugar a 4.000 rpm durante cince minutos como
minimo. Diluir a continuacion con metanol al 50 por
100 (47.3.9) para obtener una concentracidn aproxima-
da en monensina sddica de 8 microgramos/ml (Uy).

47.4.4 Soluciones del extracto. Preparar, a partir de
la solucion Ug y por diluciones sucesivas (1 + 1) con
metanol al 50 por 100 (47.3.9) las soluciones. cuyas .
concentracionas supuestas sean U, (4 microgramos/mi),
Us (2 microgramos/ml) y U, {1 microgramo/ml),

47,45 Modalidades de la determinacidn. Sembrar
a b0-60 °C el medio de cultivo base para la determi-
nacion (47.3.5) con la suspension de las esporas
(47.3.3). Mediante ensayos preliminares sobre placas
con el medio (47.3.B), determinar la cantidad de inoculo
que permite obtener las zonas de inhibicion mas amplias
y que ademas sean nitidas para las diferentes concen-
traciones de monensina sodica. .

47.4.6 Preparacion de las placas. La difusion sobre
agar se efectia en las placas con las cuatro concen-
traciones de la solucion patrdn (Sg, S4. S> v S4) v las
cuatro concentraciones del extracto (Ug, U4 Us v Uy
Cada placa debe necesariamente rectbir las cuatro con-
centraciones de patron y de extracto. A tal efecto, es
necesario escoger la dimensién de las placas para que
se puedan practicar en el medio de agar por lo menos
8 cavidades de 10 a 13 mm de didmetro, cuyos centros
no disten entre si menos de 30 mm. Pueden utilizarse
como placas, {dminas planas de vidrio, coronadas por
un anillo de aluminio o de plastico de 200 mm de dia-
metro y 20 mm de altura. : .

Introducir en las placas una cantidad del medio
(47.3.5}, sembrado como indica (47.4.5), de forma que
se obtenga una capa de unos 2 mm de espesor (60
ml para una placa de 200 mnr de didgmetro). Dejar soli-
dificar, abrir las cavidades y depositar volimenes exac-
tamente medidos de soluciones patrén y extracto (0,10
a 0,15 ml por cavidad, segtin didmetro). Efectuar como
minimo cuatro repeticiones de cada concentracion, de
modo que cada determinacién sea objeto de una eva-
luacion de 32 zonas de inhibicién.

47.4.7 Incubacién. Incubar las nueve placas durante
dieciocho horas aproximadamente a 36 - 37 °C.

47.5 Calculos.

_ Medir el diametro de las zonas de inhibicién con una
precision de 0,1 mm. Para cada concentracion, anotar
los” valores medios en papel semilogaritmico represen-
tando el’logaritmo de las concentraciones frente al dia-
metro de las zonas de inhibicién. Trazar las rectas mas
ajustadas para la solucién patrén y para el extracto pro-
cediendo, por ejemplo, como sigue:

Determinar el punto més apropiado del nivel mas
bajo de la solucién patrdén {SL) mediante la férmula:
7S +48, +81—285¢
10

{a) SL=
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Determinar el punto mas apropiado del nivel mas
alto de la solucién de referencia (SH) con ayuda de la
férmula:

78 +45,+ 5, — 285,
10

Determinar igualmente los puntos mas apropiados
del extracto para el nivel mas bajo (UL) v el nivel mas
alto {UH) sustituyendo S,. S3, S5 v Sg por Uy, Uz, Uy
y Ug en las férmulas anteriores.

Inscribir los valores SL y SH sobre la misma grafica.
Uniendo los dos puntos se obtiene la recta mds ajustada
para la solucion patrén. Procediendo de la misma forma
para UL y UH se obtiene la recta mas ajustada para
el extracto.

En ausencia de interferencias, las rectas deberian ser

(b) SH=

paralelas. En la practica se las considera paralelas cuando

SH-SL y UH-UL no difieren mas del 10 por 100 de su
media. - -

Si las rectas no son paralelas, puede eliminarse U,
¥ S, 0Ugy Sg. Los valores SL, SH, UL y UH que permiten
~ obtener las rectas més ajustadas se calculan mediante
las siguientes formulas;

(a) SL=_B51725 -5, 5S; + 25, — S
6

(b) SH= 352128~ 8: 5Ss+25,—'S,
. 6

y con férmulas analogas para UL y UH. La utilizacién
de esta alternativa impone que se respeten los mismos
criterios de paralelismo. La obtencién de un resultado
procedente de tres niveles debe ser mencionada en el
boletin de analisis. ‘

Una vez consideradas las rectas paralelas, calcular
el logaritmo de la actividad relativa (log. A) mediante
una de las siguientes formulas: ‘

Para 4 niveles:

(U1 +lh+ U+ Ug—s1 —32—54‘-'53) x 0,602

U4+U3+S4+53--.U1‘—U2—S1—82

Para 3 niveles:; : .
(U1 + U2+ U4—81 —Sz— 54) x 0,401

(c)logA=

d)fogA=

( ) I U4+S4—U-|—S]

{d) log A= {Uz+ Us+ Us— S, — 84 — Sg) * 0,401
U8+SB_U2—SZ

La actividad real = actividad supuesta x actividad
relativa. :

Si la actividad relativa es inferior a los valores com-
prendidos entre 0.5 y 2,0, repetir la determinacion efec-
tuando los ajustes apropiados de las concentraciones
del extracto o si es necesario, de las soluciones patrén.
Si la actividad no puede llevarse entre los dos valores
anteriores, el resultado debe considerarse aproximado
y éste debe sefialarse en el boletin de analisis.

Si las rectas se consideran que no son paralelas, repe-
tir la determinacion. Si no se consigue el paralelismo,
la determinacidn debe considerarse insatisfactoria.

La diferencia entre resultados de dos determinaciones
efectuadas sobre la misma muestra por la misma per-
sona no debe exceder de: . g

— 20 por 100 del resultado mas elevado para con-
tenidos en monensina sodica entre 10y 25 mg/kg.

— & mg/kg. en valor absoluto, para los contenidos
entre 25 y 50 mg/kg.

= 10 por 100 del resultado mas elevado para con-
“tenidos superiores a 50 mg/kg.

47.6 Observaciones.

47.6.1 Pueden utilizarse otros métodos en la medi-
da que esté probado que producen suspensiones de
esporas analogas. :

47.6.2 Puede utilizarse _todo medio de cultivo
comercial de composicidn parecida y que dé los mismos
resultados.

47.7 Referencias. Novena Directiva de la Comisién
de 31 de julio de 1981, 81/715/CEE. «Diario Oficial
de. las Comunidades Europeas» nimero L 257/9, del
10 de septiembre de 1981.

48. Avoparcina
{Por difusion sobre agar)

48.1 Principio. El método permite la determinacion
de avoparcina en piensos y premezelas. El limite inferior
de deteccion es de 2 mg/kg. Los antibidticos polieteres
interfieren en la determinacion.

La muestra se somete a una extraccion con una mez-
cla de acetona/agua/acido clorhidrico. La actividad anti-
biotica del extracto se determina midiendo la difusion
de la avoparcina en un medio de agar, sembrado con
Bacillus subtilis. La difusiéon se manifiesta por la forma-
cién de zonas de inhibicién de microorganismo. El dia-
metro de estas zonas se considera directamente pro-
porcional al logaritmo de la concentracion de antibidtico
para la gama de concentraciones utilizadas.

48.2 Reactivos.

48.2.1 Microorganismo. Bacillus subtilis ATCC
6633 (NCIB 8054).

48.2.2 Conservacion de la cepa. Sembrar el medio
de cultive {(48.2.4), en tubos inclinados, con Bacillus sub-
tilis. Incubar durante una noche a 30 °C, conservar en
refrigerador a 4 °C aproximmadamente y renovar la siem-
bra todos los meses. )

48.2.3 Preparacidon de la suspensidn de esporas.
{Ver 48.5.1). Recoger los gérmenes de un tubo de agar
(48.2.2) de reciente preparacion, con ayuda de 2 0 3
ml de agua estéril. Sembrar con esta suspension 300
ml del medio de cuitivo (48.2.4) en un frasco de Roux
e incubar de tres a cinco dias a 30 °C. Después de
controlar la esporulacién al microscopio, recoger las
esporas con 15 mi de etanol (48.2.5) y homogeneizar.
Esta suspgnsion puede conservarse hasta cinco meses
a 4 °C aproximadamente.

48.2.4 Medio de mantenimiento de la cepa
(48.5.2).

Peptona: 6,0 g.

Triptona: 4,0 g.

Extracto de levadura: 3,0 g.
Extracto de carne: 1,5 g.
Glucosa: 1.0 g.

Agar: 15,0 g.

Agua: 1.000 ml.

pH: 6.5 {después de esterilizar).

48.25 Etanol al 20 por 100 (v/v). Diluir 200 mi
de etanol con 800 ml de agua.

48.2.6 Acido clorhidrico, d=1,18-1,18.

48.2.7 Solucién de hidréxido de sodio 2 M,

48.2.8 Tampon fosfato 0,1 M. Pesar 13,6 g de dihi-
drégeno fosfato de potasio (KH,PQO,) y diluir hasta 1.000
ml con agua v ajustar a pH 4,5.

48.2.9 Mezcla acetona/aqua/acido clorhidrico
{48.2.6). 65/32,5/2.5 (v/v/v).

48.2.10 Sustancia patrén. Sulfato de avoparcina de
actividad conocida,



7216 Jueves 2 marzo 1995

BOE nim. 52

48.2.11 Solucidén patron. Disolver 10 mg., exacta-
mente pesados, de sustancia patrén {48.2.10) en tam-
pon fosfato (48.2.8) y diluir con este tampon para obte-
ner una solucién patrén de avoparcina de 100 micro-
gramos/ml. Conservar en frasco tapado a 4 °C como
maximao siete dias.

48.2.12 Soluciones patrén para las premezclas. Pre-
parar a partir de la solucidén {48.2.11) y por diluciones
sucesivas con tampon fosfato (48.2.8) las siguientes
soluciones:

Sg: 4 microgramos/ml.
S4: 2 microgramos/mil.
S,: 1 microgramo/ml.
S$4: 0.5 microgramo/mi.

48.2.13 Soluciones patrones para los piensos. Pre-
parar a partir de la solucién {42.2.11} y por diluciones
sucesivas con tampon fosfato {48.2.8) las siguientes
soluciones:

Sga: 2 microgramos/ml.
-S4 1 microgramo/ml.
S,: 0,5 microgramos/ml.
54:0.25 microgramo/ml.

48.3 Procedimiento.

48.3.1 Preparacién del extracto y de las soluciones.
Premezclas. Pesar, con precision de 10 mg, una cantidad
de muestra que contenga de 10 a 100 mg de avoparcina,

trasferir a matraz aforado de 100 ml, afadir 60 m| de-

mezcla (48.2.9)y agitar durante quince minutos con agi-
tador mecénico. Verificar el pH y ajustarlo a pH= 2, si
es necesario, con acido clorhidrico (48.2.6). Completar
al volumen con la mezcla (48.2.9) y homogeneizar. Filtrar
una parte schre papel Whatman ndmero 1 o-similar y
eliminar los primeros 5 ml. Tomar una alicuota y ajustar
el pH a 4,5 con solucién de hidroxido de sodio {48.2.7).
Diluir esta solucion con tampon fosfato (48.2.8) para
obtener una concentracion presumible de 4 microgra-
mos/ml (Ug) de avoparcina.

Preparar a partir de esta solucién y por diluciones
sucesivas {1 + 1) con tampodn fosfato (48.2.8), las solu-
ciones supuestas U, {2 microgramos/mil), U2 {1 micro-
gramo/ml} y U, (0,5 microgramos/ml).

48.3.2 Preparacion del extracto y de las soluciones.
Piensos. Pesar una cantidad de muestra de 50 g, afiadir
100 ml de mezcla (48.2.9) y agitar durante treinta minu-
tos con agitador mecanico. Clarificar por centrifugacion
el extracto (en tubos tapados), tomar una alicuota del
extracto limpio (ver tabla) y ajustar a pH 4,5 con solucién
de hidréxido de sodio (48.2.7). Diluir esta solucion con
tag}p}t’m fosfato (48.4.8} para obtener la solucion Ug (ver
tabla}.

TABLA

Contenido supuesto en
avoparcina{mg/kg) .| 5 17,6 10} 16| 20 ; 40
Peso de muestra en g
{(+t01g)......coil.ol. 50 |50 | BO 1 60 | 50 | 50
Volumen de mezcla
{ml){48.2.9) .......... 100(100(100|100| 100|100
Volumen de extracto
hmpio{(ml} ............ 20| 15| 20| 15| 20| 10
Volumen final (ml); Ug ..{ 25| 25| b0O| 50|100(100
Concentracién supuesta
Ug en microgramos/ml. | 2 2 2 2 2 2
aprox| aprox|

Preparar a partir de esta solucién y por dilliciones
sucesivas (1 + 1) con tampodn fosfato (48.2.8) las solu-
ciones supuestas U, (1,0 microgramo/ml), U3 (0,5 micro-
gramos/ml}, Uq (0,25 microgramos/ml),

48.2.3 Determinacion. Inoculacién del medio'de cul-
tivo. Sembrar a 50-60 °C el medio hase de la deter-
minacion (48.2.4) con la suspension de esporas (48.2.3).

. Mediante ensayos preliminares sobre placas con el

medio (48.2.4), determinar la cantidad de in6culo que
permita obtener las zonas de inhibicion mas amplias y
que ademas sean nitidas, para las diferentes concen-
traciones de avoparcina.

48.3.4 Determinacion. Preparacion de las placas. l.a
difusion sobre agar se efectia en placas con las cuatro
concentraciones de la soluciéon patrdon (Sa. S4. Sa v Sq)
y éasi cuatro concentraciones del extracto (Ug, Ug, U
Yy Uil

Cada placa debe necesariamente recibir las cuatro
concentraciones de patron y extracto. A tal efecto. esco-
ger las dimensiones de las placas de forma que se pue-
dan practicar en el medio agar por lo menos ocho cavi-
dades de 10 a 13 mm de didmetro, cuyos centros no
disten entre si menos de 30 mm. Pueden utilizarse como
placas, laminas planas de vidrio, coronadas de un anillo
de aluminio o de materia plastica de 200 mm de dia-
metro y de 20 mm de altura.

Introducir en las placas una cantidad del medio
{48.2.4), sembrado como indica en (48.3.3), que permita
obtener una capa aproximadamente de 2 mm de espesor
(60 mi{ para una placa de 200 mm de didmetro). Dejar
solidificar, abrir las cavidades y depositar volumenes
exactamente medidos de soluciones patron y extracto
(0,10 a 0,15 ml por cavidad, segun el didmetro). Efectuar
como minimo cuatro repeticiones de cada concentra-
cién, de modo que cada determinacidon sea objeto de
una evaluacién de 32 zonas de inhibicion.

48.3.5 Incubactén. Incubar las placas entre dieciséis
y dieciocho haras a 30 °C.

48.4 Célculos. Medir el didametro de las zonas de -
inhibicidn con una precision de 0,1 mm. Para cada con-
centracién, registrar las medidas medias sobre papel
semi-ogaritmico, representando el logaritmo de las con-
centraciones frente a los didmetros de las zonas de inhi-
bicién. Trazar las rectas mas ajustadas para la solucion
patron y para el extracto procediendo, por ejemplo, como
sigue:

Determinar el punto méas apropiado del nivel més
bajo de la solucién patron (SL) mediante la formula:

78, +45,+85,—28g
{a) SL = -
10

Determinar el punto mas apropiado del nivel mas
alto de la solucion patrén (SH) mediante. la formula:

7Sg+ 454+ S, — 25,

(b) SH =
10

Determinar de igual forma los puntos mas apropiados
del extracto para el nivel mas bajo (UL) v el nivel mas
alto (UH) sustituyendo S, S,, S5 ¥ Sg en las féormulas
por Us, Uz, Usy Us. .

Llevar los valores SL y SH sobre la misma gréfica.
Uniendo los dos puntos se obtiene la recta mas ajustada
para la solucién patrén. Procediendo del mismo modo
para UL y UH se obtiene la recta mas ajustada para
el extracto.
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En ausencia de toda interferencia, las rectas deberian
ser paralelas cuando SH-SL y UH-UL no difieren mas
del 10 por 100 de su media.

Si las rectas no son paralelas, se puede eliminar bien
U, v S o bien Ug vy Sg. Los valores SL, SH, UL v UH
que permiten obtener las rectas mas ajustadas se cal-
culan segun:

@) si=5S1t282=Ss  5S:+25,— S
6

(b) SH= bS,+25,— 8, bSg+285,— 85,
6

y las férmulas analogas para UL y UH. La utilizacion
de esta alternativa impone que se respeten los mismos
criterios de paralelismo. La obtencidén de un resultado
procedente de tres niveles debe ser mencionada en el
boletin de analisis.

Cuando las rectas se consideran paralelas, calcular
el logaritmo de la actividad relativa {log A} como sigue:

Para 4 niveles:

{Uy + Uy + Us + Ug— §1 — S, — S5 — Sg) * 0,602
logA=
(C} og U4+U8+S4+SB"' _31_52
Para 3 niveles:
(d) log A= (Ur+ Up t Uy — 51— S, — 54) * 0,401
Us+ 54— Uy = 5
(@) log A= (Y2t Ust Us— S) — 51— S5) < 0,401
. UB+SB_'U2—52

La actividad real = actividad supuesta x actividad
relativa.

Si la actividad relativa se encuentra por debajo de
los valores comprendidos entre 0,6 y 2,0, répetir la deter-
minacién procediendo a los ajustes apropiados dée las
concentraciones del extracto o, eventualmente, de las
soluciones patrones. Si esta actividad no puede incluirse
entre estos valores, el resultado debe considerarse
aproximado y esto debe figurar en el boletin de anélisis.

Cuando las rectas no se consideran paralelas, repetir
la determinacion. Si no se consigue el paralelismo, la
determinacion debe considerarse como insatisfactoria.

La diferencia entre los resultados de dos determina- -

ciones efectuadas sobre la misma muestra por la misma
persona no debhe exceder de:

— 2 mg/kg. en valor absoluto, para los contenidos
de avoparcina de 2 a 10 mg/kg.

— 20 por 100 del resultado més alto para contenidos
entre 10y 25 mg/kg.

— 5 mg/kg en valor absoluto, para contenidos entre
25y 50 mg/kg.

— 10 por 100 del resultado més alto para contenidos
superiores a 50 mg/kg.

485 Observaciones.

48.5.1 Pueden utilizarse otros métodos en la medi-
da que estén comprobados que producen andlogas sus-
pensiones de esporas.

48.6.2 Puede utilizarse otro medioc de cultivo comer-
cial que tenga una composicién.analoga y dé los mismos
resultados.

48.6 Referencias. Novena Directiva de la Comisién
de 31 de julio de 1981. 81/715/CEE «Diario Oficial

de las Comunidades Europeas» nimero L 257/38, de -

10 de septiembre de 1981.

49. Antibidticos del grupo.de las tetraciclinas
49.1 Deteccion e identificacidn.

49.1.1 Principio. El método permite detectar e iden-
tificar los antibidticos del grupo de las tetraciclinas en
los piensos que contengan al menaos 0,1 mg/kg de ellas,
en concentrados y en premezclas.

La muestra se somete a extraccion mediante una mez-
cla de metanol y de &cido clorhidrico. El extracto se
cromatografia sobre papel por via ascendente compa-
rativamente a sus soluciones de referencia. Los antibio-
ticos se detectan e identifican en comparacion con sus
valores Rf con los de las sustancias patron, sea por fluo-
rescencia de luz UV {elevados contenidos en antibidtico),
ya sea por medio de bioautografia sobre medio de agar
sembrando con B. cereus. .

49.1.2 Reactivos.

49.1.2.1 Tampén, pH 3,5. Acido citrico monohidra-
to p.a.: 10,256 g.

Monohidrogenofosfato de sodio dihidrato (NayH-
PO4.2H,0) p.a.: 7,45 g.

Acetona p.a.: 300 mi. -

Agua destilada: Hasta 1.000 ml.

49.1.2.2 Tampédn fosfato: pH 5,5. Dihidrogenofos-
fato de potasio (KH,PO,4) p.a.; 130,86 g.

Monohidrogenofosfato de sodio dihidrato (NazH-
P0O4.2H,0} p.a.: 6,947 g

Agua destilada: Hasta 1.000 mil.

49.1.2.3 Eluyente |: mezcla nitrometano p.a./cloro-
formo p.a./affa diclorhidrina: 20/10/1.5 en volumen.
Preparar en el momento de su empleo.

49.1.2.4 Eluyente Il: Mezcla nitrometranoc p.a./
cloroformo p.a./falfa picolinio {20/10/3 'en volumen}.
Prepararen el momento de su empleo.

49.1.2.5 Mezcla netanol p.a./acido clorhidrico
(d=1,98/2 en-volumen).

49.1.2.6 Acido ciorhidrico 0,1N.

49.1.2.7 Amoniaco,d=0,91.

49.1.2.8 Sustancias patron: clortetraciclina, oxite-
traciclina, tetraciclina, cuya actividad se expresa ‘en clor-
hidrato.

49.1.2.9 Microorganismo: B. cereus ATCC nume-
ro 11.778. Mantenimiento de la cepa, preparacion de -
la suspensidon de esporas e inoculacién del medio de
cultivo. Aplicar las disposiciones (49.2.2.1) y (49.2.2.2)
del método de determinacion de la clorotetraciclina, de
la oxitetraciclina.y de la tetraciclina, por difusion sobre
agar, objeto de la parte (49.2).

49.1.2.10 Maedio de cultivo. (Ver 41.15.1):

Glucosa: 1 g.

Peptona tripsica: 10 g.

Extracto de carne: 1,5 g.

Extracto de levadura: 3 g.

Agar: 20 g.

Agua destilada: Hasta 1.000 mi.

Ajustar el pH a 5,8 en el momento de su emplec.

49.1.3 Material.

49.1.3.1 Equipo para cromatografia ascendente
sobre papel, {altura del papel 25 cm). Papeles Schieicher
y Schill 20040 b o 20043 b o equ:valente

49.1.3.2 Centrifuga.

49.1.3.3 Estufa de incubacién, regulada a 30 °C.

49.1.3.4 Lampara UV para deteccion de la fluores-
cencia.

49.1.3.5 Placas de vidrio de 20 x 30 cm aproxima-

- damente que permitan el montaje de una caja plana

para la biocautobiografia.
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49.1.4 Procedimiento.
49.1.4.1

49.1.4.1.1 Soluciones patron. Preparar a partir de
las sustancias de calibrado (49.1.2.8) v con ayuda de
acido clorhidrico (49.1.2.6) unas soluciones cuya con-
centracién corresponda respectivamente a 500 micro-
gramos de clortetraciclina-HCI o de oxitetraciclina-HCl
o de tetraciclina-HC{ por mil. _

49.1.4.1.2 Soluciones de referencia para la detec-
cidn en luz UV, Diluir las soluciones (49.1.4.1.1) con
tampon de fosfato (49.1.2.2) para obtener unas solu-
ciones cuya concentracion corresponda a 100 micro-
gramos de clortetraciclina-HCl o de oxitetraciclina-HCI
0 de tetraciclina-HC! por ml.

49.1.4.1.3 Soluciones de referencia para la detec-
cién por bioautografia. Diluir las soluciones (49.1.4.1.1)
con tampon fosfato (49.1.2.2) para obtener unas solu-
ciones cuya concentracién corresponda a 5 microgra-
mos de clortetracictina-HCI, o de oxitetraciclina-HCI o de
tetraciclina-HC! por ml.

Soluciones de calibrado.

49.1.4.2 Extraccidon. Cuando el contenido supuesto
del antibiotico sea inferior a 10 mg/kg, se podra emplear
la muestra homogeneizada o la fraccién mas fina sepa-
rada mediante tamizado, dado que los antibidticos se
encontraran preferentemente en dicha fraccidn.

Poner la muestra en suspension en la mezcla
{49.1.2.5) y centrifugar. Recoger el liquido sobrenadante
para emplearlo tal como esté o diluirlo, si fuera necesario,
por medio de la mezcla (49.1.2.5) para obtener unas
concentraciones de antibidtico de 100 microgramos/ml
(49.1.4.2.1) y de b microgramos/mt (49.1.4.2.2) aproxi-
madamente. .

49.1.4.3. Deteccion e identificacion.

49.1.4.3.1 Cromatografia. Sumergir el papel en la
solucién tampdn, pH 3,5 {(49.1.2.1). Eliminar el exceso
de liquido comprimiendd el papel entre unas hojas de
papel de filtro seco. Depositar a continuacién sobre el
papel unos volimenes de 0,01 mi de las soluciones de
referencia (49.1.4.1.2 yv 49.1.4.1.3) y del extracto
(49.1.4.2 y 48.1.4.2.2). Para obtener una buena sepra-
cion, el contenido apropiado en humedad del papel es
determinante; en su caso, dejar secar ligeramente.

Desarrollar por cromatografia ascendente. Emplear
el eluyente | (49.1.2.3) para la deteccion por bioauto-
grafia, el eluyente |l {49.1.2.4) para la deteccidn en luz
UV. Cuando el frente del disolvente aicance de 15
a 20 cm de alto {aproximadamente .una hora treinta
minutos) interrumpir la cromatografia y secar el papel.

49.1.4.3.2 Deteccion de luz ultravioleta. Cuando el
contenido en antibiético sea superior a 1 microgra-
mo/cm?, se pueden percibir manchas fluorescentes
amarillas o por irradiacién bajo la lampara de UV
(49.1.3.4) previo tratamiento del cromatograma median-
te vapores amoniacales (49.1.2.7).

49.1.4.3.3 Deteccion por bioautografia. Verter el
medio de cultivo (49.1.2.10) previamente sembrado
con B. cereus (49.1.2.9) sobre unas placas de vidrio
{49.1.3.5) y colocar el papel sobre el medio de cultivo.
Tras cinco minutos de contacto, apartar el papel y colo-
carlo sobre un lugar distinto del medio de cultivo donde

se le mantendra durante el periodo de incubacion, incu-

bar durante una noche en estufa a 30 °C. La presencia
de un antibidtico del grupo de las tetraciclinas se marca
por zonas de inhibicion claras en el medio de cultivo
turbio.

Para fijar el cromatograma, vaporizar la solucién
{49.1.2.11) sobre el papel, previa incubacion.

49.1.4.3.4 Identificacion. Los valeres RF relativos
a los antibioticos del grupo de tetraciclinas se dan a

continuacion. Dichos valores podran variar ligeramente
segun la calidad del papel y su contenido en humedad:

Clortetraciclina (CTC): 0,60. '
Tetraciclina (TC): 0,40.

Oxitetraciclina (OTC): 0,20.

4 -epi-CTC: 0,15.

4-epi-TC:0,13.

4 -epi-0TC: 0,10.

Los compuestos «epi» tienen una actividad antibidtica
inferior a la de los compuestos normales.

49.1.5 Observaciones.

49.1.5.1 Podra ser empleado cualquier medic de
cultivo comercial de composicién andloga y que dé los
mismos resultados.

49.2 Clortetraciclina, oxitetraciclina y tetraciclina.
49.2. A Por difusion sobre agar. '

49.2.A.1 Principio. El método permite determinar
la clortetraciclina, (CTC), la oxitetraciclina (OTC) y la tetra-
ciclina (TC) en los piensos, concentrados y premezclas.
El limite inferior de la determinacion es de 5 mg/kg.
Los contenidos inferiores a 5 mg/kg pueden estimarse
por interpolacion grafica. _ )

Para los contenidos iguales o inferiores a 50 mg/kg,
la muestra se sometera a extraccion por formanida dilui-
da. Para los contenidos superiores a b0 mg/kg, se some-
te a extraccién mediante una mezcla de acetona, de
agua y de acido clorhidrico para la determinacion de
la CTC, y por una mezcla de metanol y de acido clor-
hidrico para la determinacién de la OTC y de la TC.

Los extractos se diluirdn a continuacion y su actividad
antibidtica se determinara por la medida de la difusion
de fa CTC o dé la OTC o de la TC en medio a agar
sembrado con B. cereus. La difusién se indica por la
formacion de zonas de inhibicidn en presencia del
microorganismo. El diametro de dichas zonas es direc-
tamente proporcional al logaritmo de la concentracion
de antibiotico.

49.2 A:2 Reactivos.

49.2.A.2.1 Microorganismos: B. cereus ATCC
nimero 11.778.
49.2.A.2.1.1 Mantenimiento de la cepa. Sembrar B.

cereus en tubo de agar inclinado constituido por el medio
de cultivo, {49.2.A.3.1) exento de azul de metileno y de
acido bérico. Incubar durante una noche a 30 °C aproxi-
madamente. Conservar el cultivo en refrigerador y resem-
brar cada catorce dias sobre agar inclinado.

492 A.2.1.2 Preparacion de la suspension de espo-
ras. Recoger los gérmenes de un tubo de agar inclinado
{(49.2.A.2.1.1) con ayuda de 2 a 3 mi-de suero fisiolégico
(49.2.A.2.2.5). Sembrar con dicha suspension un frasco

. de Roux que contenga 300 ml del medio de cultivo

{49.2.A.2.2.1), exento de azul de metileno y de acido
hédrico, cuya concentracion en agar sea del 3 al 4 por
100. incubar tres a cinco dias a 28-30°C, recoger a
continuacion las esporas en 15 ml de etanol
(49.2.A.2.2.6), tras haber comprobado la esporulacién
bajo el microscopio, y homogeneizar. Dicha suspensién
puede conservarse en refrigerador 5 meses al menos.

Por unos ensayos preliminares sobre placas con el
medio de base de la determinacion (49.2. A 2.2.1), deter-
minar la cantidad de in6culo que permita obtener para
las diferentes concentraciones de antibiotico empleadas,
unas zonas de inhibicién tan extensas como sea posible,
y que sean claras. Dicha cantidad es generalmente de 0,2
a 0,3 mi/1.000 ml. La siembra del medio de cultivo
se realiza entre 50 y 60 °C. :
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492 A22 Medios de cultivo y reactivos. _

49.2.A.2.2.1. Medio de hase de la determinaciéon (ver
49.2.A.5.1)% .

Glucosa: 1gq.

Peptona triptica: 10 g.

Extracto de carne: 1,5 g.

Extracto de levadura: 3 g.

Agar, segun calidad: 10 a 20 g.

Tween 80: 1 ml

Tampon fosfato, pH 5,5 (49.2.A.2.2.2): 10 ml.
Solucién al 5 por 100 {p/v) de acido bérico: 15 ml.
Solucion etandlica al 0,5 por 100 de azul de metile-

no: 4 ml. 4

"Agua destilada: Hasta 1.000 ml.

Ajustar a pH 5,8 antes de su empieo.

49.2.A.22.2 Tampon fosfato pH 5,5, Dihidroge-
no-fosfato de potasio (KH,PO4) p.a.: 130,86 g.

Monochidrogeno-fosfato de sodio dihidrato (NazH-
P0O,4.2H,0) p.a.: 6,947 q. .

Agua destilada: Hasta 1.000 ml.

49.2.A.2.2.3 Tampon fosfate, pH 5.5, diludo
al 1/10. :

49.2.A.2.2.4 Tampon fosfato, pH 8. Dihidrége-
no-fosfato de potasio (KH>PO,4) p.a.: 1.407.q.

Monohidrogenofosfato de sodio dihidrato (NaH-
PQO4.2H;0) p.a.: 57,539 g.

Agua destilada: Hasta 1.000 ml.

49.2.A2.25 Suero fisioldgico estéril.

49.2.A.2.2.6 Etanola 20 por 100 {v/v).

492 A2.2.7 Acido ¢lorhidrico O, 1N.

49.2.A.2.2.8 Formamida al 70 por 100 {v/v). Pre-

parar en fresco antes del empleo y ajustar el pH 4.5

con ayuda de acido sulfdrico 2N aproximadamente.
49.2.A.2.2.9 Mezcla acetona p.a./agua/acido clor-
hidrico (d = 1,19) (65/33/2 en volumen).
49.2.A2.2.10 Mezcla metanol p.a./acido clohidrico
(d=1,19)(98/2 v/v).
49.2 A.2.2.11 Sustancias patrones: CTC, OTC. T
cuya actividad se expresa en clorhidrato. ‘

49.2.A.3 Procedimiento.

49.2.A.3.1 Soluciones patrones.

49.2.A.3.1.1 Clortetraciclina. Preparar a partir de la
sustancia patron (49.2.A.2.2.11) y con la ayuda de 4cido
clorhidrico (49.2.A.2.2.7). una solucion patron cuya con-
centracion corresponda a 500 microgramos/ml de clor-
tetraciclina-HCI. Dicha solucion se conserva una semana
en refrigerador. '

A partir de dicha solucion patrén preparar una solu-
cion de calibrado de trabajo S8 cuya concentracion
corresponda a 0,2 microgramos/ml de clortetracicli-
na-HCI. La dilucidén se hace con la ayuda del tampdn
fosfato, pH 5,5 diluido al 1/10 {49.2.A.2.2.3). con adic-

cion del 0,01 por 100 de negro amido (ver 49.2. A56.2)."

Preparar a continuacién por sucesivas diluciones
(1+1) con ayuda del tampén (49.2.A.2.2.3), las concen-
traciones siguientes:

S4: 0,1 microgramos/ml.
S5: 0,05 microgramos/ml.
$4: 0,025 microgramos/ml.

49.2.A.3.1.2 Oxitetraciclina. Procediendo como se
indica en {49.2.A.3. 1.1} preparar, a partir de una solu-
cién patron cuya concentracion corresponde a 400
microgramos/ml de oxitetraciclina-HCl, una solucién
patron de trabajo S8 de 1,6 microgramos/ml de oxi-
tetraciclina-HCl y las concentraciones siguientes:

S4: 0.8 microgramos/mi.
Ss: 0,4 microgramos/ml.
S4: 0,2 microgramos/mi.

49.2.A.3.1.3 Tetraciclina. Procediendo tal como se
indica en (49.2.A.3.1.1), preparar, a partir de una solu-
cion patron cuya concentracidn correponda a 500 micro-
gramos/ml de tetraciclina-HCI, una solucidn patron de
trabajo S8 de 1.0 microgramos/ml! de tetraciclina-HCI
y las siguientes concantraciones: '

Sa: 0,6 microgramos/ml.
5,1 0,25 microgramos/ml.
51: 0,125 microgramos/mi.

49.2.A.3.2 Extraccion.

492 A.3.2.1 Contenidos iguales o inferiores a 50
mg/kg. Tratar la muestra por la formamida
(49.2.A.2.2.8), segln las indicaciones que se dan a con-
tinuacion en el cuadrc. Agitar durante 30 minutos en
agitador. Diluir inmediatamente después’'con ayuda del
tampodn fosfato (49.2.A.2.3), segun las indicaciones
dadas a continuacion en el cuadro, para obtener la con-
centracion Ug. La concentracion de formamida en dicha
solucidon no debe exceder del 40 por 100. Centrifugar
o dejar decantar de manera que se obtenga una solucién
limpida. .

Preparar a continuacién las concentracionés U, U,
y U4, por diluciones sucesivas {1+1) con ayuda del tam-
pon fosfato (49.2.A.2 3). -

Antibictico C¥C DTC TC

Contenido supuestoen| 10 | 50 { 101 50 | 10 | 50
mg/kg.

Muestra en g. 10110 (24|96 20| 10
Ml de formamida|10Q[100| 80 |100| 80 | 100
{49.2.A.2.2.8). 1

; dil | dil dil
MI de tampdn fosfato|1/5|1/25 70 |200(120(1/5
{49.2.A.2.2.3).
(a) | (b} | {a)

Concentracidon Ug en (0.2 |02(16(161]1,0]10
microgramos,/mi.

(a) Tomar 20 ml de extracto y completar a 100 mi con el tampdén
en un matraz gforado.

{b) Tomal 4 ml de extracto y completar a 100 ml con el tampsn en
un matraz aforado.

48.2.A.3.2.2 Contenidos superiores a 50 mg/kg.

48.2.A.3.2.2.1 Clortetraciclina. Tratar, segan el con-
tenido supuesto de antibidtico de la muestra o su garan-
tia de fabricacion, una muestra de 1 a 10 gramos, por
20 veces su volumen con la mezcla {49.2.A.2.2). Agitar
durante treinta minutos con agitador.

Comprobar que el pH permanece por debajo de 3
a lo largo de la extraccion; si fuera necesario ajustar
a pH 3 (para los compuestos mingrales, con ayuda de
acido acético al 10 por 100). Tomar una parte alicuota
del extracto y ajustar el pH a 5,5 con ayuda del tampdén
fosfato, pH 8 (44.2.A.2.2.4), en presencia del verde la
bromocresol {viraje del amarillo al azul). Diluir con ayuda
del tampdn fosfato, pH 5,5, diluidoa 1/10{49.2.A.2.2.3)
para obtener la concentracion Ug (49.2.A.3.2.1).

Preparar seguidamente las concentraciones U, U,
y U, por diluciones sucesivas (1+1) con ayuda del tam-

poén fosfato (49.2.A.2.2.3).

49.2.A.3.2.2.2 Oxitetraciclina y tetraciclina. Proce-
der como se indica en (49.2.A.3.2.2.2) sustituyendo la
mezcla (49.2 A.2.2) por la mezcla (49.2.A.2.2.10).
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49.2.A.3.3 Modalidades de la determinacion.

49.2 A.3.3.1 Siembra del medio de cultivo. Sembrar
a B0-60°C el medioc de base para la determina-
cion (49.2.A.2.2.1} con la suspensidon de esporas
{49.2.A.2.1.2).

49.2.A.3.3.2 Preparacion de ias cajas. La difusion
sobre agar se efectta en cajas, con ias cuatro concen-
traciones patrén (Sg, Sa. S- v S4) vy las cuatro concen-
traciones del extracto {Ug. U, U, vy U,}. Cada caja debe
recibir necesariamente las cuatro enncentraciones del
patron y del extracto.

A tal fin, escoger las dimensiones de las cajas de
tal forma que se pueda practicar en el medic gelosado
al menos 8 cavidades de 10 a 13 mm de diametro.
Calcular la cantidad de medio de cultivo inoculado
{49.2.A.3.3.1), que habra de utilizarse de forma que se
pueda obtener un recubrimiento uniforme de 2 mm
aproximadamente de espesor. Es preferible emplear
como cajas unas placas de vidrio planas provistas de
un anillo de aluminio o de material plastico perfecta-
n’l!ente plarc, de 200 mm de dlarret.o y 20 mm de
altura

Introducir mediante la pipeta en las cavidades unas
cantidades de solucion de antibidtico, exactamente
medidas, comprendidas entre 0,10 y 0,15 ml, segdn
el diametro.

Para cada muestra hacer al menos cuatro repeticiones
de difusion con cada concentracion. de forma que cada
determinacion sea cbjeto de una evaluacion de 32 zonas
de inhibicién

49.2 . -‘\.3.3.3 incubacién. Incubar ias cajas durante
dieciochio horas aproximadamente a 28-30 °C.

49.2.A.4 Caélculos. Medir el diamsatro de las zonas
de inbicidn, preferentemente por proveccidn. Registrar
tas medidas sobre papel semilegaritmico, representando
el logaritmo de las concentraciones frente a los didme-
tros de las zonzas de inhibicidén, Trazar las rectas de
la sclucion de calibrado y del extracto. A falta de inter-
terencias, las dos rectas deberan ser paralelas.

El logaritmo de la actividad reiativa se calcula por
ta siguiente forma:

(Us + Uy + Us + U — Sy — Sz — Sq — Sg) x 0.602
L’4+U3+54+33_U1=—"U2'—S1'—32

Actividad real = actividad supuesta x actividad rela-
tiva.

~ La diferencia entre los resultados ds dos determina-
cionas paralelas efectuadas sobre ta misma muestra no
debe exceder del 10 por 100 en vaior relativo.

49.2.A.5 Observaciones.

49.2 A5.1 Podra emplearse cualquier medio de cul-
tivo comercial de andloga composicion y que dé los mis-
mos resultados.

49.2.A.56.2 El negro amido sirve para caracterizar
las zonas de inhibicion de las soluciones de calibrado
{anillos azules).

49.2.8 Por turbidimetria.

49.2.B.1 Principio. El método permite determinar la
clortatraciclina (CTC), la oxitetraciclina {OTC) vy la tetra-
ciclina {TC} en las concentraciones superiores a 1 g/kg,
en la medida en que ninguna otra sustancia interfiera,
dando lugar a unos extractos turbins. Dicho método es
mas rapido que el método por difusion sobre agar.

La muestra se somete a extraccion por-mezcla de
acetona, agua y acido clorhidrico para la detarminacion
de la CTC, y por una mezcla de metanol y de acido
clorhidrico para la determinacién de la OTC vy de la TC.

Los axtractos se diluyen a continuacién y su efecto
antibidtice se determina por la medida de la transmision

luminosa de un medio de cultivo sembrado con Staphy-
lococeus aureus y con antibidtico afiadido. La transmi-
sion luminosa es funcion de la concentracidon del anti-
bidgtico.

49.2.8.2 Reactivos.

48.2.B.2.1 Mlcroorgdmsmo btaphyiococcuq
aureus K 141. Ver (49.2.B.5.1).

49.2.8.2.1.1 Mantenimiento de la cepa. Sembrar S.
aureus sobre tubo de agar inclinado constituido por el
medio de cultivo {49.2.B.2.2.1), adicionado de 1,b a 3
por 100 {segtin la calidad). Incubar durante una noche
a 37 °C. Zonservar el cultivo en refrigerador y resembrar
cuatro semanas sobre agar inclinado. Preparar simul-
taneamente unos subcultives para el empleo de labo-
ratorio.

49.2.B.2.1.2 Preparacion del inocuo. Veinticuatro
horas antes de su empleo, resembrar un subcultivo sobre
agar inclinado e incubar durante una noche a 37 °C.
Poner en suspenszidn la totalidad del cultivo de un tubo
ds agar enn 2 ml aproximadamente del medio de base
{49.2.B.2.2.1) y trasvasar a continuacion |la suspension
en unas condiciones estériles en 100 mil aproximada-
mente del mismo medio de base (49.2.8.2.2.1). incubar
en bafo de agua a 37 °C hasta que el crecimiento de
la cepa entre en su fase logaritmica (una hora treinta
minutos a dos horas). '

49.2.B.2.2  Medios de cultivo y reactivos.

49.2.B.2.2.1 Medio de base de la determinacion.
(Ver49.2.85.2)

Peptona: 5 g.

Extracto de levadura: 1,b g.

Extracto de carne: 1,6 g.

Cloruro de sodio: 3,5 g.

Glucosa: 1g.

glhadrogeno -fosfato de potasio (KH2P04) p.a..
1.32¢g
3 Gl\élonohidrégeno—fosfato de potasio {HPO,} pa

Agua destilada: Hasta 1.000 ml.

pH tras esteritizar. 6,8 a 7.

49.2.B.2.22 Tampon fosfato pH 4,5. Dihidrége-
no-fosfato de potasio (KH,PO4) p.a.: 13,6 g.

“Agua destilada: Hasta 1.000 ml.

492 B.223 Acido clorhidrico O, 1N,

49.2B.2.2.4 Mezcla acetona p.a.fagua/acido clor-
hidrico {(d = 1,19){65/33/2 &n volumen).

45.2.82.25 Mezcla metanol p.a./dcido clorhidrico
id=1,19)(98/2 en volumen). .

45.2.B.2.2.6 Solucion al 10 por 100 aproximada-
mente (p/v) de formaldehido. -

49.2.B.2.2.7 Sustancias patréon: OQTC, CTC, CT, cuya
actividad se exprese en clorhidrato.

49.2.8.2.3 Solucién patron. Preparar, a partir de la
sustancia patrén (49.2.8.2.2.7) v con avuda de &cido
clorhidrico (49.2.B.2.2.3} una solucidén patrén cuya con-
centracion tenga 400 a 500 microgramos/ml de
CTC-HCI, OTC-HCI o TC-HCI. Dicha solucion se conserva
una semana en refrigerador.

49.2.B.3 Procedimiento.
492 B.3.1

49.2.B.3.1.1 Clortetraciclina. Introducir en un
matraz aforado de 200 & 250 ml, una muestra de 1
a 2 gramos. Anadir 100 ml aproximadamente de la mez-
cla (49.2.8.2.2.4) y agitar durante treinta minutos con
agitador. Completar el volumen con el tampdn fosfato,
pH 45 (492 8.2.2.2) Hemogeneizar y dejar que ze
deposite.

Extraccion,



BOE num. 52

Jueves 2 marzo 1996 7221

49.2B.2.1.2 Oxitetraciclina y tetraciclina. Introducir
en un matraz aforado de 200 a 250 ml una muestra
de 1 a 2 gramos. Ahfadir 100 ml aproximadamente de
la mezcla {49.2.B.2.2 5} y agitar durante treinta minutos
con agitador. Completar el volumen por el tampdén de
fosfato, pH 4.5 (49.2.B.2.2.2). Homogeneizar y dejar que
se deposite.

49.2.8.3.2 Modalidades de determinacidn.

49.2.8.3.2.1 Preparacion de series patron y del
extracto. Diluir de forma apropiada con ayuda del tampdn
de fosfato, pH 4,6 (49.2.8.2.2.2) la solucidon patrdn
{49.2.B.2.3) y el extracto (49.2.8.3.1), de forma que se
obtengan una serie de concentraciones que permitan
establecer, para cada determinacién, una curva de cali-
brado, y la interpolacion sobre dicha curva de al menos
dos valores relativos al extracto. Las diluciones deben
escogerse en funcion de las condiciones de crecimiento
de la cepa, que pueden variar de un laboratorio a otro.
Se procede genralmente de la siguiente forma:

49.2.B.3.2.1.1 Clortetraciclina. Diluir la solucién
patron (49.2.B.2.3.) con ayuda del tampdén fosfato
(49.2.B.2.2.2) para obtener una solucion patron cuya
concentracion corresponde a 0,2 microgramos/ml de
CTC-HCI. Preparar a continuacion con ayuda de un tam-
pon de fosfato (49.2.B.2.2.2). como se indica a conti-
nuacion, y en unos tubos destinados a la determinacion,
6 diluciones con una repeticién de cada dilucion.

M de solucidn de patrén Mi de tampdén fostato Concentracion en CTC-HCI
de trabajo (49.2.8.2.2.2) fu/ml)
0,7 0,3 0,14
0,6 0.4 0,12
0,656 0,45 - 0,11
0,45 0,55 0.09
0.4 0,6 0.08
0.3 0,7 0,06

Difuir el extracto (49.2.B.3.1.1} con ayuda del tampdn
de fosfato (49.2.B.2.2.2) para obtener una concentracion
supuesta en CTC-HC| de 0,12 microgramos/ml. Intro-
ducir 1 ml de dicha solucién en dos tubos y 0,75 ml
(= 0.09 microgramos) en otros dos tubos. Completar
el volumen de los dos Gltimos tubos a 1 mi con el tampén
de fosfato (49.2.B.2.2.2).

49.2B.3.2.1.2 Oxitetraciclina y tetraciclina. Diluir la
solucidn de calibrado (49.2.B.2.3) con ayuda del tamp6n
de fosfato (49.2.B.2.2:2) para obtener una solucién
patrén de trabajo cuya concentracion corresponda a 0,6
microgramos/ml de OTC-HCI o de TC-HCI. Preparar a
continuacién con ayuda del tampdn fosfato
{49.2.8.2.2.2) como se indica a' continuacién y en los
tubos destinados a la determinacion, 7 diluciones con
una repeticion de cada dilucién.

MI de solucién de patrén MI de tampén fosfato Concentracién en CTC-HCI
de trabajo {4928222) (u/ml}
0.9 0,1 .54
0.8 0.2 0.48
0.7 0.3 0,42
0.6 0.4 0.36
0.4 0.6 0.24
0.3 0.7 0.18
0.2 0.8 0,12

Diluir el extracto {49.2.B.3.1.2) con el tampdn de fos-
fato (49.2.B.2.2.2) para obtener una concentracién
supuesta en OTC-HCl o TC-HCI de 0.48 microgramos/ml.
Introducir 1 ml de dicha soluciéon en dos tubos y 0,b
ml (= 0,24 microgramos) en otros dos tubos. Completar
el volumen de los dos tiltimos tubos a 1 ml por el tampdn
de fosfato (49.2.8.2.2.2).

49.2.B.3.2.2 Inoculacion del medio de cultivo. Sem-
brar el medio de base de la determinacién (49.B.2.2.1)
cen el in6culo {49.2.B.2.1.2) de forma que se pueda
obtener mediante el fotbmetro a 590 nm una transmi-
sidon luminosa del 85 por 100 en una cubeta de 5 cm
o del 92 por 100 en una cubeta de 2 cm, estando el
aparato regulado al 100 por 100 de transmision sobre
el medio de base (49.2.B.2.2.1) no inoculado.

49.2.B.3.2.3 Siembra. Introducir en cada tubo
{49.2B.3.2.1.1) 0 (49.2.B.3.2.1.2) 9 m! del medio de
cultivo inoculado {49.2.8.3.2.2). La operacion de relleno
de los tubos debera hacerse de modo adecuado, pero
no necesariamente en condiciones estériles.

49.2.8.3.2.4 Incubacién. La incubacion debe hacer-
se obligatoriamente en un bafio de agua cuya tempe-
ratura se mantenga homogénea a 37 °C + 0,1 °C por
agitacion. El tiempo de incubacion debe ser escogido
de forma que se puedan trazar unas curvas de trasmision
cuya inclinacidon sea apropiada a unas medidas precisas
{generalmente dos horas treinta minutos a tres horas).
Bloquear a continuacion el crecimiento introduciendo
rapidamente 1 ml de solucion de formaldehido
{49.2.8.2.2.6) en cada tubo. -

49.2B.3.2.5 Medida del crecimiento. Medir las
transmisiones mediante el fotdmetro a 530 nm. regu-
lando el aparato al 100 por 100 de trasmision sobre
la solucion de calibrado mas limpida (la que corresponda
al contenido mas elevado de- antibidtico). Debido a las
pequenas diferencias de turbiedad presentadas por los
distintos tubos, se recomienda utilizar cubetas de 2 cm
al menos, y preferiblemente de 5 cm.

49.2.B.4 Caélculos. Trazar graficamente la curva de
calibrado sobre papel milimetrado, poniendo las trans-
misiones fotomeétricas en relacion con las concentracio-
nes de antibidtico. Interpolar-sobre la curva las trans-
misiones relativas al extracto. Calcular el contenldo en
antibiético de la muestra.

La diferencia entre los resultados de dos determina-
ciones paralelas efectuadas sobre la misma muestra no
debe exceder del 10 por 100, en valor relativo.

49.2.B.5 Observaciones.

49.2.B.5.1 Esta cepa, aislada por la LUFA en Kiel,
acusa un crecimiento mas rapido que el S. aureus ATCC
6538 P.

49.2.B.5.2 Puede emplearse cualquier medio de cul-
tivo comercial de composicion andloga y que dé los mis-
mos resultados.

49.2.B.6 Referencias. Tercera Directiva de la Comi-
sion de 27 de abrilde 1972. 72/199/CEE. «Diario Oficial
de las Comunidades Europeas» numero L, 123/6, de
29 de mayo de 1972.

b0. Oleandomicina
{Por difusion sobre agar)

50.1° Principio. El método permite determinar la
oleandomicina en los piensos, concentrados y premez-
clas, incluso en presencia de tetraciclinas. El limite infe-
rior de la determinacion es 0,5 mag/kg.

La muestra se somete a extraccidon por una solucion
metandlica diluida de tris (hidroximetil) aminometano.
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Previa centrifugacion, el extracto se diluye y su actividad
antibiotica se determina por la medida de la difusién
de la oleandomicina en .un medio de agar sembrado
de B. cereus. La difusidn estara indicada por la formacién
de zonas de inhibicion en presencia del microorganismo.
El didmetro de dichas zonas es directamente propor-
cional al logaritmo de la concentracion del antibiotico.

50.2 Reactivos.

50.2.1 Microorganismo: B. cereus K 205 TR (ver
50.5.1) (resistente a las tetraciclinas).

50.2.1.1 Mantenimiento de la cepa. Sembrar B.
cereus sobre agar en tubo inclinado con el medio de
cultivo (560.3.2.2.1) con ta adicion de 100 microgramos
de oxitetraciclina par 5 ml. Incubar durante una noche
a 30 °C aproximadamente. Conservar el cultivo en el
refrigerador y resembrar cada cuatro semanas sobre agar

inclinado.

: 50.2.1.2. Preparacion de la suspension de esporas.
Recoger los gérmenes de un tubo de agar inclinado
(50.2.1.1) con ayuda de 3 ml aproximadamente de suero
fisiolagico (50.2.2.3). Sembrar con dicha suspension un
frasco de Roux que contenga 300 ml del medio de cultivo
(60.2.2.1) cuya concentracién es del 3 al 4 por 100.
Incubar tres a cinco dias a 28-30 °C, recoger a con-
tinuacion las esporas en 15 ml de etanol (50.2.2.4), des-
pués de haber comprobado la esporulaciéon bajo el
microscopio, y homogeneizar. Dicha suspensién puede
conservarse en el refrigerador al menos durante cinco
meses. A

Mediante ensayos previos sobre placas con el medio
de base para la determinacion (50.2.2.2) determinar la
cantidad de inoculo que permita obtener para las dis-
tintas concentraciones de oleandomicina empleadas.
unas zonas de inhibicion tan extensas como sea posible
y que sean claras. Dicha cantidad es generalmente de
0.1 a2 0.2 mi/1.000 ml. La siembra del medio de cuitivo
se hard a 60 °C.

50.2.2 Medios de cultivo y reactivos.

50.2.2.1 Medio de mantenimiento de Ia cepa (ver
50.5.2)
Glucosa: 1 g.

Peptona tripsica: 10 g.

Extracto de carne: 1,5 g.
Extracto de levadura: 3 g.

Agar segun la calidad: 10a 20 g.
Agua destilada: Hasta 1.000 mi.

Ajustar el pH a3 6,5 en el momento de su empleo.

50.2.2.2 Medio de base de la determinacion (ver
50.6.2). Medio {50.2.2.1) ajustado a pH 8,8.

50.2.2.3 Suero fisioldgico estéril.

50.2.2.4 Etanol al 20 por 100 (v/v).

50.2.2.5 Metanol p.a. s

50.2.2.6 Solucién al 0.5 por 100 (p/v} de tris (hi-
droximetil) amino metano p.a.

50.2.2.7 Solucidn de extraccion.

Metanol puro: 50 ml.
Agua destilada: 50 ml. '
Tris (hidroximetil) amino metano p.a.. 0.5 g.

50.2.2.8 Sustancia patron: oleandomicina de acti-
vidad conocida.

50.3 Erocedimiento.

50.3.1 Solucién patrén. Disolver sustancia patrén
(60.2.2.8) en 5 ml de metanol (50.2.2.5) y diluir con
la solucién {£0.2.2.6) para obtener una concentracion
en oieandomicina de 100 microgramos/ml.

A partir de dicha solucién patrén, preparar diluyendo
mediante la soluciéon (50.2.2.6) una solucién patron de
trabajo S que contenga 0,1 microgramos/ml de olean-
domicina. )

Preparar a continuacién por diluciones sucesivas
{1+1) con ayuda de la solucién (50.2.2.6) las siguientss
concentraciones:

54: 0,05 microgramos/ml.
5,: 0,025 microgramos/ml.
5::0,0125 microgramos/ml.

50.3.2 Extraccién. Tomar segun el contenido
supuesto de oleandomicina de la muestra, una cantidad
de 2 a 10 gramos, anadir 100 ml de la solucién (60.2.2.7)
y agitar durante treinta minutos con agitador. ’

Centrifugar, tomar una alicuota del extracto y diluir
mediante la solucidn (50.2.2.6) para obtener una con-
centracion supuesta en oleandomicina de 0,1 microgra-
mos/ml {Ug}. Preparar a continuacién las concentracio-
nes Us, Uz y U, por diluciones sucesivas (1+1) con ayuda
de la solucion {50.2.2.6). ~ .

50.3.3. Modalidades de la determinacidn.

50.3.3.1. Siembra del medio de cultivo. 7

Sembrar a 60 °C el medio de base de la determinacion
(60.2.2.2) con la suspensién de esporas {60.2.1.2).

50.3.3.2 Preparacion de las cajas. La difusidén sobre
agar se verifica en unas cajas con las cuatro concen-
traciones de la solucién de calibrado (Sg, S4. S2 v Sq)

"~y las cuatro concentraciones de! extracto (Ug, Us U

vy U,). Cada caja debera recibir necesariamente las cuatro
concentraciones de calibrado y del extracto.

A 1tal fin, escoger las dimensiones de las cajas de
tal forma que se puedan efectuar en el medio gelosado
al menos ocho cavidades de 10 a 13 mm de didmetro.
Calcular la cantidad de medio de cultivo sembrado
{50.3.3.1) que debe emplearse para obtener un recu-
brimiento uniforme de 2 mm aproximadamente de espe-
sor. Es preferible emplear como cajas unas placas
de vidrio planas provistas de un anillo de aluminio o
de material plastico perfectamente plano de 200 mm
de diametro y de 20 mm de altura. ,

Introducir con la pipeta en las cavidades unas can-
tidades exactamente medidas de solucidén antibidtica
comprendidas entre 0,10 y 0,15 ml seguin el diametro.

Para cada muestra, hacer por lo menos cuatro repe-
ticiones de difusién con cada concentracién, de forma
que cada determinacidn sea objeto de una evaluacion
de 32 zonas de inhibicidn. '

50.3.3.3 Incubacién. Incubar las cajas durante die-
ciocho horas aproximadamente a 28-30 °C.

50.4 Célculos. Medir el diametro de las zonas de
inhibicién, preferentemente por proyeccién. Registrar las
medidas sobre papel semilogaritmico, representando el
logaritmo de las concentraciones frente a los didmetros
de las zonas de inhibicion. Trazar las rectas de la solucidn
de calibrado y del extracto. A falta de interferencias,
las dos rectas deben de ser paralelas. :

El logaritmo de la actividad relativa se calculara por
medio de la siguiente férmula:

U]' +U2+ U4+ Ua—S1—32“'-S4—SB)"0.602
Ui+ Ug-84-8g-Uh-U,-8,-5;

Actividad real = actividad supuesta x actividad rela-
tiva.

La diferencia entre los resultados de dos determina-
ciones paralelas efectuadas sobre la misma muestra no
debe exceder del 10 por 100 en valor relativo.
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50.5 Observaciones.

50.5.1 Cepa aislada por la LUFA en Kiel.

50.5 2 Puede ser empleado cualquier medio de cul-
tivo comercial de composicion analoga y que dé los mis-
mos resultados.

50.6 Referencias. Tercera Directiva de la Comisidn
de 27 de abril de 1972, 72/199/CEE «Diario Oficial
de las Comunidades Europeas» namero L, 123/6, de
29 de mayo de 1972, Anexo Il

" 51. Amprolio

51.1 Principio. El método permite deierminar el
amprolio en los piensos, concentrados y premezclas. El
limite inferior de la deteccion es de 40 mg/kg.

La muestra se somete a extraccion mediante metanol
diluido. Ei extracto se purifica sobre columna de éxido
de aluminio y se trata mediante una solucion metandlica
de 2,7-dihidroxinaftaleno, hexaciano ferrato (Ili) de pota-
sio, cianuro de potasio e hidréxido de sodio. Se desarrolla
una colgracién parpura. €l amprolio se determina por
espectrofotometria a 530 nm.

a

51.2 Material y aparatos.

51.2.1 Erlenmeyer de 50, 250 y 500 ml de tapon
de rosca.

51.2.2 Agitador.

51.2.3 Crisol! filtrante, porosidad G 3. diametro: 60
mm.

51.2.4 Columna de vidrio. para cromatogafia (dia-
metro interior: 9 mm, longitud: 400 a 500 mm).

51.2.6 Centnfuga con tubos de 25 mi de tapdn
de rosca. :

51.2.6 Espectrofotdmetro, con cubetas de 10 mm
de espesor.

1.3 Reactivos.

51.3.1 Metanol p.a.
51.3.2 Metanol diluido.

Mezclar dos.voliimenes de metanot{51.3.1) y un volu-
men de agua.

51.3.3 Solucidon al 0.2 por 100 (p/v) de hexacia-
noferrate {lll) de potasio [K3; Fe{CN)s] p.a.

Dicha solucidn se mantiene estable durante dos
semanas.

51.3.4 Solucién al 1 por 100 {p/v) de cianuro de
potasio p.a. Dicha solucion se mantiene estable durante
dos semanas.

51.3.5 Solucidnal 1,125 por 100 (p/v) de hidréxido
de sodio p.a.

51.3.6 Solucidn metandlica de hidréxido de sodio.

Tomar 15 ml de la solucién {51.3.6) v completar
a 200 mi mediante nftanol (51.3.1).

51.3.7 Solucién al 0,0025 por 100 (p/v) de 2,7-di-
hidroxinaftaleno. Disolver 25 mg de 2,7-dihidroxinafta-
lenc p.a. en metanol (51.3.1) vy completar a 1.000 mi
mediante metanol (51.3.1}.

51.3.8 Reactivo de coloracion. Introducir 20 mi de
solucion de 2,7-dihidroxinaftaleno (61.3.7) en un erlen-
meyer de 250 ml (561.2.1), afadir b mi de solucion de
hexanocianoferrato (lll} de potasio (51.3.3) y homoge-
neizar. Afadir a continuacién 5 ml de solucion de cianuro
de potasio (51.3.4), tapar y homogeneizar. Dejar reposar
durante treinta a treinta y cinco minutos, afnadir 100
ml de solucion metandlica de hidrdxido de sodio (51.3.6),
homogeneizar y filtrar sobre un crisol filtrante (51.2.3).
Utilizar dicho reactivo en los setenta y cinco minutos
que siguen a la filtracion.

51.3.9 Oxido de aluminio para cromatografia de
columna. Antes de la utilizacion, agltar durante treinta
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minutos, 100 g de 4oxido de aluminio con 500 ml de
agua, filtrar, lavar tres veces el sedimento sobre el filtro
con 50 ml de metanol (51.3.1} cada vez. secar por aspi- .
racion, dejar reposar una noche y secar durante dos
horas a 100 °C en una estufa de vacio. Dejar enfriar
en desecador. Controlar la actividad analizandc, a partir
del punto (b1.4.2}, una cantidad determinada de solucion
patron (51.3.11}). El indice de recuperacion del amprolio
debe ser dei 100 por 100 £ 4 por 100.

51.3.10 Sustancia patron. Amprolio puro que res-
ponda a las caracteristicas definidas a continuacion:

— Punto de fusién (descomnosm:on) 248 °C,
— Coeficiente de extincidon molecular a 265 y 235
nm en el agua destilada: 11,0 x 103,

51.3.11 Solucion patron. Pesar, con precision de

0,1 mg, 5C mg de sustancia patron {51.3.10). Disolver

con metanol diluido {(51.3.2) en un matraz aforado de
500 ml, completar a volumen por el mismo disolvente

y homogeneizar. Tomar 10,0 m! completar a - 50 mi -

mediante metanol diluido {51.3.2) en un matraz aforado
y homogeneizar 1 ml de dicha soluciéon contiene 20
microgramos de amprolio.

1.4 Procedimiento.
51.4.1

51.4.1.1 Piensos y premezclas. Pesar, con precision
de 1 mg, 10 g de muestra finamente dividida y homo-
geneizada. Para ias premezclas, pesar de 3 a 6 g, con
precision de 1 mg. Introducir la muestra en un erlen-
mever de 250 ml (51.2.1) y aiadir 100 ml exactamente
de metano! diluide (51.3.2). Agitar durante sesenta minu-
tos vy filtrar. Diluir, si fuera necesario mediante metanol
dituido (51.3.2) para obtener una solucion que contenga
de b a 15 microgramos de amprolio por ml. Introducir
en una columna para cromatografia (51.2.4) previamen-
te provista en 'su extremidad inferior de un tapdn de
algodon, 5 g de oxido de aluminio {(51.3.9} y a con-
tinuacion 25,0 m! del extracto. Dejar pasar el liquido,
eliminar los b primeros ml y recoger los 12 ml siguientes
en unha probeta graduada.

b1.4.1.2 Concentrados. Pesar, con precision de 1
mg, 0.5 g de muestra finamente dividida y homogenei-
zada, introducirlos en un arlenmeyer de 500 ml (51.2.1),
aftadir 250 ml de metanol diluido (51.3.2), agitar durante
sesenta minutos vy filtrar. Tomar 5,0 ml del.filtrado y
completar a 200 ml-mediante metano! diluido {51.3.2})
en un matraz aforado.

Extraccién y purificacién.

51.4.2 Desarrollo de la coloracion y medida del
absorbancia. Tomar 5,0 mi de la solucidon obtenida en
{51.4.1.1) o {(61.4.1.2}) e introducirlos en un tubo de
centrifuga A (51.2.5). Introducir 5,0 ml de metanol dilui-
do (51.3.2) en un tubo de centrifuga B {51.2.5). Afadir
en cada tubo 10,0 ml del reactivo de coloracion (51.3.8),
tapar los tubos, homogeneizar y dejar reposar durante
dieciocho minutcs. Centrifugar a continuacién durante

- tres minutos para obtener soiuciones limpidas y decantar

las seluciones A vy B en los erlenmeyer de 50 ml (51.2.1).

Medir inmediatamente en el espectrofotometro a 530
nm la absorbancia de la solucién A, utilizando como
blanco la solucion B. Determinar la cantidad de amprolio
refiriéendose a la curva de calibrado (51.4.3).

51.4.3 Curva de calibrado. Introducir en los tubos
de centrifuga (51.2.5) volidmenes respectivos de
1,0-2,0-3,0-4,0 ¥ 5.0 mi de solucidon patron (61.3.11).
Completar el volumen de los cuatro primeros tubos hasta
5.0 ml con metanol difuido (51.3.2). Afadir en les cinco
tubos 10,0 ml de reactive de coloracidon (51.3.8), tapar
los tubos, homogeneizar v dejar reposar durante die-
ciocho minutos. Centrifugar a continuacion durante tres
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minutos y decantar las solucnones en erlenmeyer de 50
ml(51.2.1).

Medir inmediatamente en el espectrofotometro a 530
nm la absorbancia de las soluciones, utilizando como
blanco una mezcla de 5 ml de metanol diluido {(51.3.2)
y 10 ml del reactivo de coloracion {51.3.8). Trazar la
curva de calibrado llevando a la ordenada los valores
de las absorbancias y a la abscisa las cantidades corres-
pondientes de amprolio en mg.

51.b Calculos.

51.5.1 Piensos y premezclas. El contenido en mg
de amprolio por kg de muestra esta dado por la férmula:

A

_P" x Fx 20.000

Siendo:

A = Cantidad, en mg. de amprolio determinada

mediante la medicion espectrofotometrlca

P = Peso, en g. de la muestra,

F = Coeficiente de dilucion (efectuado si se diera el
casoen 51.4.1.1),

51.5.2 Concentrados. El contenido en amprolio en
porcentaje de muestra esta dado por la formula: .

x 200

Siendo:

A = Cantidad, en mg, de amprolio determinada por
la medicion espectrofotométrica. .
P = Peso, en g, de la toma de muestras,

~ La diferencia entre los resultados de dos determina-
ciones paralelas efectuadas sobre ia misma muestra no
debe exceder de:

— 10 mg/kg en valor absoluto, para los contenidos
en amprolio inferiores a 100 mg/kg.

— 10 por 100, en valor relativo, para los contenidos
comprendidos entre 100 y 5.000 mg/kg.

— 500 mg/kg. en valor abscluto, para los contenidos
comprendidos entre 5.000 y 10.000 mg/kg.

— b por 100, en valor relativo, para los contenidos
superiores a 10.000 mg/kg.

51.6 Referencias. Quinta Directiva de la Comision
de 25 de marzo de 1974. (74/203/CEE). «Diario Oficial
de las Comunidades Europeas» nimero L, 108/7, de
22 de abrit de 1974,

52 Etopabato
{Metil-4-acetamido-Z-etoxibenzoato)

52.1 Principio. El método permite determinar el eto-
pabato en los piensos, concentrados y premezclas E!
limite inferior. de deteccion es de 2 mg/kg.

La muestra se somete a extraccion por metanol dilui-
do. La solucién se acidifica-y se extrae con cloroformo.
El extracto cloroformico se lava primero con una solucidn
alcalina y después con agua. Eli extratto purificado se
concentra, el etopabato se hidroliza mediante el acido
clorhidrico diluido. El derivado aminado asi formado se
diazota y se copula con la N4 1-naftil} etilendiamina. E!
complejo coloreada se extrae mediante el butanol v la
absorbancia de la solucién se mide a 555 nm.

b2.2 Material y aparatos.

52.2.1 Erlenmeyer de 250 ml, con tapén de rosca.
52.2.2 Embudos de decantacién de 100 ml, con
tapén esmerilado.
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52.2.3 Agitador.

b2.2.4 Evaporador rotativo a vacio con maitraces
de 250 ml.

52.2.5 Baio de agua.

52.26 Centrifuga, con tubos de 15 y 50 mi, de
esmerilado normalizado. -

52.2.7 Refrigerante de aire, con boca esmerilada.

52.2.8 Espectrofotémetro, con cubetas de 10 mm
de espesor.

52.3 Reactivos. )

52.31 Metanol p.a.

52.3.2 Metanol al 50 por 100 {v/v). Mezclar volu-
menes iguales de metanol (62.3.1) y de agua.

52.3.3 Acido clorhidrico p.a. {(d= 1,19).

52.3.4 Acido clorhidrico diluidoa 1/10. Tomar 10,0
ml de acido clorhidrico {52.3.3), completar a 100 ml
con agua.

52.3.5 Acido clorhidrico 0.3N - aprommadamente
Tomar 25,0 ml de &cido clorhidrico {52.3.3), completar
a 1.000 ml con agua.

52.3.6 Cloroformo p.a.

52.3.7 Solucién al 4 por 100 (p/v) de carbonato
de sodio. Disoiver 40 g de carbonato de sodio anhidro |
p.a. en agua y completar a 1.000 con agua.

52.3.8 Solucién al 0,2 por 100 (p/v) de nitrito de
sodio.

'Disolver en. agua 100 mg de nitrito de sodio p.a.
y completar a 50 ml con agua en un matraz aforado.

Preparar inmediatamente antes de su empleo. "

52.3.9 Solucion al 1,0 por 100 {p/v) de sulfamato -
de amonio. Disolver en agua 500 mg de sulfamato de
amonio p.a. y completar a 50 ml con agua en un matraz
aforado. Preparar inmediatamente antes de su empleo.

52.3.10 Solucién al 0,2 por {p/v) de N-{1-naftil)e-
tiiendiamina. Disolver en agua 100 mg de N-{1-naftil)e-
tilendiamina p.a. y completar a 50 ml con agua en un
matiraz aforado. Preparar inmediatamente antes de su
empleo.

52.3.11 Cloruro.de sodio anhidro, p.a.

52.3.12 N-butanol p.a.

£2.3.13 Sustancia patron Etopabato puro.

52.3.14 Solucion patrén.

52.3.14.1 Solucién de 0,040 mg de etopabato por
ml. Pesar con precision de 0,1 mg, 40 g de sustancia
patron (52.3.13). Disolver con metanol diluido (52.3.2)
en matraz aforado de 100 ml. Completar 3 volumen
mediante el mismo disolvente y homogeneizar. Tomar
10,0 ml, ‘completar a 100 ml con metanol (52.3.2) en
un matraz aforado y homogeneizar. Dicha solucion se
mantiene estable durante un mes.

52.3.14.2 Solucién de 0,016 mg de etopabato en
20 ml. Tomar 5,0 ml de la solucion {52.3.14. 1) completar
a 250 ml con metanol diluido (82.3.2} en un matraz
aforado v homogeneizar. Preparar antes de su emplec.

52.4 Procedimiento.

52.4.1 Extraccion. Pesar, con precision de 1 mg,
una cantidad de muestra finamente dividida y homo-
geneizada que contenga 80 microgramas aproximada- -
mente de etopabato. Introducir la muestra en un erlen-
meyer de 2b0 ml (562.2,1) y afiadir 100,0 ml de metanol
diluido (52.3.2). Mezclar, cerrar el erlenmeyer y agitar
durante una hora mediante 2l agitador {52.3.4). Dejar
decantar, filtrar y eliminar {os primeros ml del filtrado.

52.4.2 Purificacion. Todas las operaciones descritas
en este punto deben efectuarse rapidamente.

Introducir 20,0 ml del extracto limpido en un embudo
de decantacion de 100 mi (52.2.2), afadir 5,0 ml de
acido clorhidrico diluido al 1/10 {(52.3.4) y 20,0 mi de
clorofermo {52.3.6). Agitar primero con prudencia y des-



BOE nim. 52

Jueves 2 marzo 1995 : 7225

pués vigorosameante durante tres minutos. Dejar reposar
hasta la separacién de las fases y recoger la fase clo-
roférmica en un segundo embudo de decantacion de
100 ml (62.2.2). '

Extraer la fase acida dos veces sucesivas mediante
30.0 ml de cloroformo:(52.3.5) cada vez. Reunir los
extractos cloroformicos en el segundo embudo de decan-
tacion y eliminar la fase acida. ARadir a la solucién clo-
“rofdrmica 10 ml de solucién de carbonato de sodio
(62.3.7). agitar durante tres minutos y dejar reposar has-
ta la separacion de las fases. Recoger la fase cloroférmica
en un tercer embudo de decantacion de 100 ml (562.2.2)
y eliminar la fase acuosa. Afadir a la solucidn cloro-
formica 10 ml de solucién de carbonato de sodio
(52.3.7). agitar durante tres minutos y dejar reposar has-
ta la separacion de las fases.

Recoger la fase cloroférmica en un cuarto embudo
de decantacién de 100 ml (52.2.2), lavar dos vecss suce-
sivamente con 25 ml de agua cada vez, separar las fases
acuosas y recoger cuantitativamente el extracto cloro-
férmico en un matraz de 250 ml {62.2.4). Reunir las
fases acuosas, lavar los embudos de decantacidén vacios
mediante algunos ml de cloroformo (562.3.6) lavar a con-
tinuacion la fase acuosa mediante dicho cloroformo.
Separar la fase cloroférmica y afiadirla al extracto reco-
gido en un matraz.

52.4.3 Hidroélisis. Evaporar el extracto cloroférmico
hasta 2 m!| aproximadamente sobre un bafo de agua
a 50 °C en el evaporador rotativo al vacio (52.2.4). Disol-
ver el residuo con 2 63 ml de metanol (62.3.1). Trasvasar
cuantitativamente la solucién a un tubo de centrifuga
de 50 mi {52.2.6) con dos porciones de 10. mi v una
porcién de b ml de acido clorhidrico Q,3N (562.3.6). Afa-
dir algunos fragmentos de piedra pémez, homogeneizar
y acoplar al tubo un refrigerante de aire {62.2.7). Sumer-
gir el tubo en un bafio de agua hirviendo y mantenerio
durante cuarenta y cinco minutos. Dejar enfriar a con-
tinuacién bajo una corriente de agua fria.

b2.4.4 Desarrollo de la coloracion vy medida de la
absorbancia. Afadir 1,0 ml de solucién de nitrito de sodio
(52.3.8), agitar y dejar reposar dos minutos. Afiadir 1,0
ml de solucidn de sulfamato de amonio (52.3.9), agitar
y dejar reposar dos minutos. Afadir 1,0 ml de solucion
de N-(1-naftil) etilendiamina {52.3.10), agitar y dejar
reposar diez minutos. Aiadir 5,0 g de cloruro de sodio
(62.3.11) y 10,0 ml de n-butanol (562.3.12), agitar vigo-
rosamente hasta la disolucion completa del cloruro de
sodio. .

Trasvasar la capa butandiica sobrenadante con ayuda
de una pipeta, a un tubo de centrifuga de 15 ml (52.2.6)
y centrifugar. Medir a continuacion la absorbancia AA
en espectofotdmetro a 555 nm por comparacion con
el n-butanol (52.3.12). .

52.45 Prueba en blanco. Efectuar una prueba en
blanco aplicando el mismo método operatorio, a partir
del punto 52.4.2 con 20.0 ml de metanol diluido
(62.3.2). Medir 1a absorbancia AB a 555 nm por com-
paracion con el n-butanol {(62.3.12). . ‘

52.46 Prueba patrén. Efectuar una prueba aplican-
do el mismo método operatorio, a partir del punto 52.4.2,
con 20,0 ml de solucién patrén (52.3.14.2). Medir la
absorbancia AC a 555 nm por comparacion con el n-bu-
tanol {£2.3.12): '

52.6 Célculos. El contenido en mg de etopabato
por kg de muestra esta dado por la férmula:

As - Ag 80
x

Siendo:

~ Aa = Absorbancia de la solucion procedente de la
muestra. :

*

Ap = Absorbancia de la sclucién resultante de la
prueba en blanco.

Ac = Absorbancia de la solucién resultante de la
prueba patrén. i

P = Peso en gramos de la muestra.

La diferencia entre los resultados de dos determina-
ciones paralelas efectuadas sobre la misma muestra no
debe exceder: :

— Del 20 por 100, en vaior relativo, para los con-
tenidos en etopabato inferior a 7,5 mg/kg.

— Del 1,5 mg/kg. en valor absoluto, para los con-
tenidos comprendidos entre 7.5 y 10 mg/kg.

— Del 15 por 100, @n valor relativo, para los con-
tenidos superiores a 10 mg/kg.

b2.6 Referencias. Quinta Directiva de la Comision
de 25 de marzo de 1974. (74/203/CEE). «Diario Oficial
de las Comunidades Europeas» nOmero L, 108/7, de
22 de abril de 1974. : .

53. Dinitoimida (DOT 6 Zoalene)
(3.5-dinitro- o -toluamida)

53.1 Principio. El método permite determinara dini-
tolmida (DOT} en los piensos, concentrados y premez-
clas. Los derivados del nitrofurano interfieren. El limite
inferior de deteccioén es de 40 mg/kg.

La muestra se somete a extraccion con acetonitrilo.
El extracto se purifica sobre 6xido de aluminio y se filtra.
Una parte alicuota del filtrado se evapora a sequedad.
El residuo se recoge mediante dimetiformamida y se
trata con etilendiamina. Se desarrolla una coloracién par-
pura. La dinitoimida se determina por espectrofotometria
a b60 nm. :

53.2 Material y aparatos. ‘

b3.2.1
malizado.

53.2.2 Refrigerante de reflujo, de esmerilado nor-
malizado.

53.2.3 Crisol filtrante, porosidad G 3. didmetro 60
mm.

53.2.4 Aparato de filtracion a vacio (por ejemplo
aparato de Witt).

53.2.56 Bano de agua, regulado a 50 °C.

63.2.6 Espectrofotometro, con cubetas de 10 mm
de espesor.

53.3 Reactivos..

53.3.1 Acetonitrilo al 85 por 100 (v/v). Mezclar 850
ml. de acetonitrilto puro y 150 mi de agua, destilar la
mezcla antes de su émpleo; recoger la fraccién que des-
tila entre 75y 77 °C. ‘

53.3.2 Oxido de aluminic para cromatografia en
columna. Calcinar durante dos horas al menos a 750 °C,
enfriar en desecador y consevar en frasco de vidrio topa-
cio de tapon esmerilado. Antes de su utilizacion, hume-
decer tal como se indica: introducir en un frasco de vidrio
topacio 10 g de Oxido de aluminio v 0,7 ml de agua,
tapar herméticamente vy calentar durante cinco minutos
en un baho de agua hirviendo, agitando durante todo
el tiempo con energia. Dejar enfriar agitandolo. Controlar
la actividad somettendo al andlisis, a partir del punto
(53.4.1), una cantidad determinada de solucién patrén
{53.3.6). La recuperacion de la dinitolmida debe ser del
100 por 100 + 2 por 100. .

53.3.3 N,N-dimetilformamida al 95 por 100 (v/v):
mezclar 95,0 mi de N.N-dimetilformamida p.a. y 5,0 ml
de agua.

53.3.4 Etilendiamina p.a.. contenido maximo en
agua 2,0 por 100.

Erlenmeyer de 250 mi, de esmerilado nor-
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53.3.56 Sustancia patrén: 3,5 dinitro-o-toluamida
pura que responda a las siguientes caracteristicas:

Punto de fusion: 177 °C.

Coeficiente de extincidn molecular a 248 nm en ace-
tonitrilo; 13,1 | 103.

Coeficiente de extincién molecular a 266 nm en
N.N-dimetilformamida: 10,1 | 103

53.3.6. Solucidn patrén, Pesar, con precisién de 0,1
mg, 40 mg de sustancia patrén {53.3.5). Disolver con
acetonitrilo {63.3.1) en un matraz aforado de 200 ml.
Completar a volumen con el mismo disolvente y homo-
geneizar. Tomar 20,0 ml, complatar a 100 mi con ace-

tonitrilo (63.3.1) en un matraz aforado y homogeneizar.”

1 mi de dicha solucién contiene 40 microgramos de
dinitolmida.

5‘3‘4 . Procedimiento.

53.4.1 Extraccidn y purificacian. Pesar, con preci-
sion de 1 mg, 10 g de muestra finamente dividida y
homogeneizada. Para los coricentrados y premezcias,
pesar con precision de 1 mg, 1 g. Introducir la muestra
en un erlenmeyer de 250 ml {53.2.1) y anadir 65 ml
de acetonitrilo.(53.3.1). Mezclar, acoplar al erlenmeyer
el refrigerante de reflujo {63.2.2) y calentar en el bano
de agua (53.2.5) durante treinta minutos agitandolo con-
tinuamente. Dejar enfriar con corriente de agua fria. Afia-
dir 20 g de doxido de aluminio (53.3.2), agitar .durante
tres minutos y dejar decantar.

Colocar un matraz aforado de 100 ml en el aparato
de filtracion (63.2.4), ajustar el crisol filtrante (563.2.3)
y filtrar el liquido aspirando. Trasvasar a continuacion
el sedimento al crisoi con unos mi de acetonitrilo (563.3.1)
y aspirar. Cortar el vacio, volver a poner el sedimento
en suspension con unos ml de acetonitrilo {53.3.1) y
aspirar de nuevo. Repetir estas dltimas operaciones hasta
que el volumen del filtrado alcance 95 ml aproxima-
damente. Completar el volumen a 100 m! mediante el
acetonitrilo {(63.3.1) y homogeneizar.

Si fuera necesario, tomar una parte alicuota y diluir
mediante acetonitrilo (53.3.1) para obtener una solucién
que contenga de 5 a 15 micregramos de dinitolmida
por mil.

653.4.2 Desarrolio de la coloracion y medida de la
absorbancia. Introducir respectivamente en tres vasos
de 50 ml, A, By C, 4,0 m! de la sclucion obtenida en
(563.4.1). Ahadir solamente al vaso C, 1,0 ml de solucién
patron (53.3.8). Llevar los tres vasos sobre el bafio de
agua (53.2.5) situado bajo una campana de gases bien
ventilada y evaporar a sequedad bajo corriente de aire.
Dejar enfriar hasta la temperatura ambiente.

Anadir 10,0 ml de N,N-demetilformamida (63.3.3) al
vaso A y 2,0 ml respectivamente a los vasos B y C.
Dejar en contacto durante algunos minutos agitando lige-
ramente hasta la completa disoiucion det residuo. ARadir
a continuacion 8,0 mi de etilendiamina (53.3.4) en los
vasos B y C y homogeneizar. Medir, cinco minutos exac-
tamente después de la adicién de etilendiamina, la absor-
bancia de las tres soluciones mediante el espectrofo-
tometro (63.2.6) a 560 nm, empleando como blanca
la N.N-dimetilformamida (53.3.3).

63.5 Calculos. El contenido en mg de dinitolmida
por kg de muestra esta dado por la férmula:

Ag-Aa F
B e X — e .
Ac-Bg P
Siendo: _
- Ap = Absorbancia de la solucion A (testigo).

Ag = Absorbancia de la solucién B {muestra).

Ac = Absorbancia de la solucidén C {patron interno).
P = Peso en gramos de la muestra. _
F' = Coeficiente de dilucién {efectuado si se diera .

el caso (63.4.1)].

_ La diferencia entre los resultados de dos determina-
ciones paralelas efectuadas sobre la misma muestra no
debe exceder: :

— De 10 mg/kg. en valor absoluto, para los con-
tenidos en dinitolmida inferiores a 100 mg/kg.

— Del 10 por 100, en valor relativo, para los con-
tenidos comprendidos entre 100 y 5.000 mg/kg.

— De 500 mg/kg. en valor absoluto, para los con-
tenidos comprendidos entre 5.000 y 10.000 mg/kg.

— Del 5 por 100, en valor relativo, para los conte-
nidos superiores a 10.000 mg/kg.

53.6 Referencias. Quinta Directiva de la Comision
de 25 de marzo de 1974 (74/203/CEE). «Diario Oficiai
de las Comunidades Europeas» nGmero L, 108/7, de
22 de abril de 1974.

54. Nicarbazina
(Mezcla equimolecular de 4,4-dinitrocarbanilida
y 2-hidroxy-4,6-dimetil pirimidina)

54.1 Principio. El método permite determinar nicar-
bazina en los piensos, concentrados vy premezclas que
no contengan mas de 5 por 100 de harinas forrejeras.
Los derivados del nitrofurano, el acetilenheptina y el car-
badox interfieren. El limite de deteccién es de 20 mg/kg.

La muestra se somete a extraccion con N,N-dime-
tilformamida. El extracto se purifica en columna croma-
tografica de dxido de aluminio: la nicarbazina se eluye
con stanol. El eluato se trata con una solucién etandlica
de hidréxido de sodio: se desarrolla una coloracidén ama-
rilla. La nicarbazina se determina espectrofotométrica-
mente a 430 nm,

54.2 Material y aparatos.

54.2.1
zada.

54.2.2 Refrigerante de reflujo, con boca normali-
zada.

54.2.3 Bafio de agua hirviendo.

54.2.4 Centrifuga con tubos de 120 ml.

54.2.5 Columna cromatogréfica de vidrio (didmetro
interior: 25 mm, longitud 300 mm).

54.2.6 Espectrofotémetro con cubetas de 10 mm
de espesor. .

54.2.7 Buretas graduadasa 1/10 ml.

Erfenmeyer de 250 ml con boca normali-

54.3 Reactivos.

54.3.1 N,N-dimetilformamida p.a.

54.3.2 Oxido de aluminio para cromatografia de
columna. Calcinar durante dos horas al menos a 760 °C,
enfriar en desecador y conservar en frasco de vidrio topa-
cio con tapdn. Antes de utilizarto, controlar su actividad
sometiendo a andlisis a partir de! punto (64.4.2), una
cantidad determinada de patrén (54.3.8.3). La recupe-
racién de nicerbazina debe ser de 100 por 100 * 2
por 100.

54.3.3 Alcohol etilico de 95 por 100 {v/v).

54.3.4 Alcohol etilico de 80 por 100 (v/v).

54.3.6 Solucion al 50 por 100 (p/v} de hidréxido
de sodio p.a.

54.3.6 Solucién etandlica al 1 por 100 (p/v) de
hidroxido de sodio. Tomar 1 m! de la solucién (564.3.5)
en un matraz aforado de 50 ml y enrasar con etanol
dsl 80 por 100 (54.3.4). Preparar en el momento de
empleo. .

. s



BOE nim>52

Jueves 2 marzo 1995 7227

b4.3.7 Sustancia patrén. Nicarbazina pura, coefi-
ciente de extincion molecular a 362 nm en N,N-dime-
tilformamida es de 37,8 x 10 3. :

54.3.8 Solucion patrén.

54.3.8.1 Solucién de 1,25 mg de nicarbazina por
ml. Pesar con una precision de 0,1 mg, 125 mg de
sustancia patron {54.3.7). Disolver en 75 ml de N,N-di-
metilformamida (54.3.4), en un matraz aforado de 100
ml calentando ligeramente. Dejar enfriar, completar a
volumen con el mismo solvente y homogeneizar. Con-
servar al abrigo de la luz. :

54.3.8.2 Solucidn de 0,125 .mg de nicarbazina por
ml. Tomar 10 ml de la solucion (54.3.8.1) y completar
a 100 ml con N,N-dimetilformamida (54.3.1) en un
matraz aforado y homogeneizar.

©4.3.8.3 Solucién de 0,025 mg de nicarbazina por
mb. Tomar 20 ml de la solucién (54.3.8.2), completar
a 100 ml con N,N-dimetilformamida (54.3.1) en un
matraz aforado y homogeneizar.

54.4 Proredimiento.

54.4.1. ixtraccion. Pesar, con precisiéon de 1 mg,

10 g de muecstra finamente dividida y homogénea, Para

concentrados y premezclas pesar 1 g con la precisién
de 1 mg, introducir la muestra en un erlenmeyer de
250 ml {£4.2.1} y afiadir 100 mi exactamente de N,N-di-
metilfornamida (54.3.1). Mezclar, acoplar a un refrige-
rante de reflujo (54.2.2} vy calentar en bafio de agua
(64.2.2" durante 15 minutos agitando de vez en cuan-
do. De;.. enfriar bajo corriente de agua fria. :

Traswasar a continuacion el liquido sobrenadante a
un tuk:x de centrifuga (54.2.4) y centrifugar durante tres
minuioy aproximadamente.

Si fiera necesario pipetear 25 ml del sobrenadante
y diiuir con N,N-dimetiformamida (54.3.1) para obtener
una solucién que contenga de 2 a 10 microgramos de
nica. bazina por ml,

54.4.2. Cromatografia. Introducir en una columna
cromatogréfica (54.2.5) 30 g de oxido de aluminio
(54.3.2) en suspensidn en N,N-dimetilformamida
{64.3.1). Dejar descender el liquido hasta 1 cm por enci-
ma de la columna de éxido de aluminio e introducir
en seguida en la columna, 25 ml del extracto obtenido
en (53.4.1). Dejar pasar el liquido evitando dejar la colum-
na seca y lavar tres veces la columna con .10 ml de
N.N-dimetilformamida {54.3.1) cada vez. Eluir enseguida
con 70 ml de etanol al 95 por 100 (54.3.3). Eliminar
lcs 10 primeros ml del eluato y recoger el resto en frac-
c ones como sigue:

— Una fraccién a) de 5 ml. '

— Una fraccién b) de 50 ml en un matraz aforado.

— Una fracciéon ¢)de 5 ml.

Controlar que las fracciones a} y ¢) no presenten colo-
racion amarilla por la adicion de solucion etandlica de
hidroxido de sodio (54.3.6). Proseguir las operaciones
sobre la fraccién b) como se indica en (54.4.3).

54.4.3. Desarrollo de la coloracion y medida de la
absorbancia. Introddcir respectivamente 20 mil de la frac-
cion b) en dos matraces aforados A y B de 25 ml. Aradir
al matraz A 5,0 ml de solucion etanélica de hidroxido
de sodio (564.3.6) y al matraz B 5,0 ml de etanol de
95 por 100 (54.3.3). Homogeneizar. '

Medir en los primeros cinco minutos la absorbancia
de las soluciones a 430 nm utilizando como blanco una
mezcla de 20,0 ml de etanol del 95 por 100 (54.3.3)
y 5 ml de solucidon etandlica de hidriiéxido de sodio
{54.3.6).

La diferencia de las absorbancias ente la solucién
B vy A se interpola en la curva de calibrado {54.4.4) para
obtener la cantidad de nicarbazina.

54.4.4. Curva de calibrado. Tratar 25 mi de la solu-
cién patron (54.3.8.3} por cromatografia como se indica -
en (54.4.2). Trasvasar a una bureta graduada (54.2.7)
la fraccién b) del eluato y pipetear en matraces secos
de 25 ml respectivamente los siguientes volimenés: 2,0,
4.,0,6,0, 8,0y 10,0 ml (correspondiendo a 0,025, 0,050,
0,075, 0,100y 0,125 mg de nicarbazina). Afadir a cada
matraz 5,0 ml de solucién etandlica de hidroxido de sodio
(4.3.6) enrasar con etanol de 95 por 100 (64.3.3) v
homogeneizar. o

Medir en los primeros cinco minutos la absorbancia
de las soluciones a 430 nm, utilizando como blanco
una mezcla de 20 ml de etanol del 95 por 100 (54.3.3)
y 5,0 ml de solucion etanolica de hidréxido de sodio.
Trazar la curva patrén representando en ordenadas el
valor de la absorbancia y en abscisas las cantidades
correspondientes de nicarbazina en mg.

545 Célculos. La cantidad de nicarbazina en mg
por kg de muestra viene dada por la férmula:

A
— x F x 10.000
P

Siendo:

A = Cantidad, en mg, de nicarbazina determinada
por medida espectrofotométrica.

P = Peso. en g, de la muestra.

F = Coeficiente de dilucitn (efectuado eventualmen-
teen 54.4.1). : :

La diferencia entre los resultados de dos determina-
ciones paralelas efectuadas sobre la misma muestra no
debe sobrepasar los siguientes valores:

— 10 mg/kg, en valor absoluto, para contenidos en
nicarbazina inferiores a 100 mg/kg.

— 10 por 100, en valor relativo, para contenidos com-
prendidos entre 100 y 5.000 mg/kg.

— 500 mg/kg. en valor absoluto, para contenidos
comprendidos entre 5.000 y 10.000 mg/kg.

— 5 por 100, en valor relativo, para contenidos supe-
riores a 10.000 mg/kg. ~

54.6 Referencias. Quinta Directiva de la Comisién
de 25 de marzo de 1974 (74/203/CEE). «Diario Oficial
de las Comunidades Europeas» nimero L, 108/7, de
22 de abrilde 1974.

N 55. Buquinolato
{Carboxilato de etil-4-hidroxi-6,7
diiso-butoxi-3-quinoleina)

. bb.1 Principio. El método permite la determinacion
de buquinoclate en los -piensos, concentrados y premez-
clas. El limite inferior de deteccion es de 10 mg/kg.
El decoquinato interfiere en la dosificacion.

El buguinolato se extrae de la muestra con cloroformo.
El extracto se evapora a sequedad. el residuo se recoge
con cloroformo y la solucion se cromatografia en capa
fina. El bugquinclato es eluido por etanol y determinado
espectrofluorimétricamente por comparacién con solu-
ciones patron,

55.2 Material y aparatos.

556.2.1 Erlenmeyer de 50 y 250 ml con tapon de
rosca.

55.2.2 Agitador.

55.2.3 Centrifuga con tubos de 15 ml con tapén
de rosca.

55.2.4 Baiio de agua termorregulado a 50 °C.

556.2.6 Equipo para cromatografia en capa fina.

56.2.6 Placas de vidrio para cromatografia en capa
fina de 200 x 200 mm, preparadas como sigue: extender
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uniformemente sobre las placas una capa de 0.5 mm
de espesor gel de silice G (565.3.5) (55.6.1). Se dejan
secar durante quince minutos al aire. Después se intro-
ducen durante dos horas a 110 °C en la estufa(55.2.11).
Se enfrian en desecador que contenga gel de silice como
deshidratante.
4 Se pueden emplear placas equivalentes ya prepara-
as. ‘

55.2.7 Micropipetas de 0,50 ml.

565.2.8 Colector de zonas para cromatografia en
capa fina. :

£5.2.9 Lampara de ultravioleta de onda corta.

55.2.10 Espectrofluorimetro equipado con una lam-
para de xenon y de dos monocromadores. '

55.2.11 Estufa de aire forzado y temperatura regu-
lable de 0 °C a 150 °C. .

55.2.12 Aparato rotativo de evaporacion al vacio
con matraz de 250 ml.

55.3 Reactivos.

55.3.1 Cloroformo p.a. ,

55.3.2 Etanol 96 por 100 {v/v) p.a.

556.3.3 Mezcla cloroformo-etanol. Mezclar 10 volg-
menesz)de cloroformo {66.3.1) v un volumen de etanol
{65.3.2).

56.3.4 Etanol 80 por 100 (v/v}p.a.

‘. '565.3.56 Gel de silice G para cromatografia en capa
ina. ) :
55.3.6 Buquinolato calidad patrén.

55.3.7 Soluciones patrén:

56.3.7.1 Soluciones patrén 0,1 mg/ml de bugui-
nolato. Pesar 50 mg de sustancia patron (65.3.6} con
la precisién de 0,1 mg. Disolver en cloroformo (65.3.1)
y en caliente, en un bafio de agua a 50 °C. Trasvasar
cuantitativamente a un matraz aforado de 250 ml. Dejar
enfriar a termperatura ambiente. Completar con cloro-
formo (65.3.1) hasta el aforo y homogeneizar.

55.3.7.2 Soluciones patrén de trabajo. Pipetear en
matraces aforados de 25 ml; 5,0, 10,0, 15,0, 200 vy
25,0 ml de la solucion patrén (65.3.7.1). Completar hasta
el aforo con cloroformo (565.3.1) y homogeneizar. Pre-
parar en el momente de su utilizacion. Estas soluciones
contienen respectivamente 0,04, 0,08,0,12,0,16 y 0,20
mg/m! de buquinolato.

55.4 Procedimiento.

55.4.1 Preparacién de la muestra. Moler la muestra
de tal manera que pase a través de un tamiz de 1 mm
{conforme a las 'ecomendaciones ISO R b65).

b5.4.2 Extraccion. Pesar con precision de 1 mg una
cantidad muestra preparada segun {55.4.1) que conten-
ga aproximadamente 1,25 mg de buquinolato e intro-
ducirla cuantitativamente en un erlenmeyer de 260 ml
(65.2.1). Adadir 100,0 mi de cloroformo {65.3.1). Mez-
clar, tapar y agitar durante una hora en el agitador
(65.2.2). Dejar decantar, filtrar y despreciar los primeros
mi del fikrado.

Introducir 8@ ml del filtrado limpido en el matraz del
rotavapor {55.2.12). Evaporar casi hasta sequedad sobre
un bafo de agua (55.2.4). Trasvasar cuantitativamente
el residuo oleosc a un matraz de 10 ml con ayuda de
cloroformo y a través de un embudo de vastago estrecho.
Completar el volumen con cloroformo {55.3.1) y si la
solucion no es limpida, centrifugar durante tres minutos
a 3.000 rpm en tubo cerrado.

55.4.3 Cromatografia en capa fina. Depositar pun-
tualmente sobre una placa de cromatografia (55.2.6)
con ayuda de una micropipeta (65.2.7) y a una distancia
respectiva de 2 cm, volimenes de 0,25 ml del extracto
obtenido en {55.4.2) y de las cinco soluciones de patron
(55.3.7.2).

Eluir el cromatograma en la camara de desarrollo uti-
lizando cloroformo {55.3.1) como eluyente hasta que
el frente del solvente llegue al borde superior de la placa.
Secar con ayuda de una corriente de aire. Volver a colo-
car la placa en la camara de desarrollo, utilizando como
eluyente la mezcla de cloroformo/etano! (65.3.3) hasta
que el frente del solvente haya avanzado unos 12 cm.
Sacar la placa de la caAmara. Dejar evaporar el solvente.
Examinar la placa bajo la luz uitravioleta de onda corta
(65.2.9} y delimitar las manchas de buquinolato {valor
de Bf 0,4 a 0,6} con la ayuda de una aguja.

55.4.4 Elucion. Recoger la silice de cada zona defi-
mitada con la ayuda de un colector de zonas (55.2.8)
en un tubo de centrifuga (55.2.3). Afadir a cada tubo
10 ml de etanaol (55.3.4), agitar durante veinte minutos
y después centrifugar durante cinco minutos a 3.000
rpm, Decantar las soluciones limpidas en los erlenmeyer
de 50 ml (65.2.1}. .

56.45 Medida de la fluorescencia. Ajustar a 100
la escala del espectrofluorimetro (55.2.10)-con la ayuda
del eluato (55.4.4) obtenida de la solucidén patrén mas
concentrada. Utilizar para la excitacién 1 longitud de
onda comprendida entre 300 y 289 nm g:1e dé.la fluo-
rescencia mas intensa y para la emision I longitud de

-onda de 375.

Medir en estas condiciones la intensidad de fluores-
cencia de los otros eluatos (55.4.4). Determinar a partir
de los valores encontrados la cantidad (C) de bu juinolato
en mg contenida en los 10 ml del aluato de la ‘muestra.

55.56 Célculo. El contenido en mg de but :inolato
por kg de muestra esta dado por la férmula:

C
p

x 50.000

Siendo:
C = Cantidad en mg de buquinolato determirado

‘por la medida espectrofluorimétrica.

P = Peso, en gramos, de la muestra tomada para
el analisis.

. La diferencia entre los resultados de dos determina-
ciones paralelas efectuadas sobre la misma muestra no
deben de diferir de:

— B0 por 100 del resultado mas elevado para los
valares™ de buquinolate comprendidos entre 10 y 20
mg/kg. ~ ‘

— 10 mg/kg en valor absoluto para los valores con -
prendidos entre 20 y 100 mg/kg.

- 10 por 100 del resultado mas elevado para los
valores comprendidos entre 100 y 5.000 mg/kg.

— 500 mg/kg en valor absoluto para los valores com-
prendidos entre 5.000 y 10.000 mg/kg.

— 5 por 100 del resultado mas elevado para los valo-
res superiores a 10.000 mg/kg.

55.6 Observaciones.

55.6.1 La preparacion de las placas es como sigue:
Mezclar 60 g de gel de silice G (65.3.5) con 120 ml
de agua destilada, en un erlenmeyer de 250 ml con
tapon, agitando vigorosamente durante treinta a cua-
renta y cinco segundos. La suspension una vez bien
homogeneizada, se vuelca rapidamente en el aplicador
y se extiende uniformemente sobre las placas, una capa
de 0,5 mm de espesor. Se dejan secar durante quince
minutos al aire; después se -introducen en la estufa
(65.2.11) durante dos horas a 110°C. Se enfrian en
desecador que contenga gel de silice como deshidra-
tante.
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55.7 Referencias. Sexta Directiva de la Comisidn de
20 de diciembre de 1974 (75/84/CEE). «Diario (icial.
de las Comunidades Europsas»s nimero L, 32/26, de
5 de febrero de 1976,

56. SuMaquinoxalina
(2 sulfanifamidoguinoxalina)

56.1 Principio. El método permite ia determinacicn
de sulfaquinoxalina en los piensos compuestos, concen-
trador y premezclas. El limite inferior de la determinacion
es de 20 mg/kyg. interfieren otras sulfonamidas y el 4cido
arsanilico.

La sulfaguinoxalina se extrae de la muestra con dime-
tilformamida y cloroformeo. Se hidroliza en medio alcalino.
Después de la neutralizacion el derivado aminado se
diazota y copula con la N-{1-naftil) etiltendiamina. La
absorbancia de lz solucidon se mide a 545 nm.

56.2 Material y aparatos.

56.2.1 Erlenmeyers de 250 ml con boca norma-
lizada y tapdn de vidrio.

56.2.2 Agitador.

56.2.3 Crisoles filtrantes de porosidad 3, diametro
80 mm, con kitasatos.

56.2.4 Embudos de decantacion de 250 mi.

56.2.6 Matraces aforados de 50, 100, 250 y
500 mi.. :

56.2.6 Tubos de ensayo de 150 mm x 25 mm.

566.2.7 Barfio de agua hirviente.

56.2.8 Espectrofotdémetro con cubetas de 20 mm
de paso optico.

56.3 Reactivos.

56.3.1 N, N-Dimetilformamida p.a.

56.3.2 Cloroformo p.a.

56.3.3 Etanol absoluto.

56.3.4 Solucién alcalina. Disolver en agua destilada
10 g de hidréxido de sodio p.a. vy 25 g de clorure de
sodio p.a. Completar hasta 500 m! con agua destilada
y homogeneizar. .

56.3.5. Acido clorhidrico concentrado p.a. {d = 1,18).
56.3.6 Solucién 0,1 por 100 ip/v) de nitrato de
sodio. Disolver en agua destilada 100 mg de nitrito de
sodio p.a., completar con agua destilada hasta 100 mi
y homogenreizar. Preparar inmediatamente antes de usar.
56.3.7 Solucion 0,5 por 100 (p/v} de suifamato
amanico. Disolver en agua destilada 500 mg de sul-
famato amoénico p.a. completar hasta 100 ml con agua

destilada y homogeneizar. Preparar inmediatamente .

antes de usar. :

56.3.8 Solucién 0,1 por 100 {p/v) de diclorhidrato
de N{1-naftil) etilendiamina. Disolver en acidc clorhidrico
p.a. 0.1 por 100 {v/v) 100 mg de diclorhidrato de
N-{1-naftil) etilendiamina p.a. completar hasta 100 mi
con el mismo acido y homogeneizar, Preparar inmedia-
tamente antes de usar. _

- 66.3.9 Sustancia patrén. Sulfagquinoxalina pura.

56.3.10 Solucién patrén. Pesar eon precision de 0,1
mg, 250 myg de sustancia patrén (56.3.9). Disolver en unos
50 ml de una solucidn de hidréxido de sodio {25 mt de
una solucion de hidréxide de sodio 0,1 N © 25 mi de agua),
completar hasta 800 ml con agua destitada. Tomar 5 mi
de esta solucién y diluir a 100 ml con agua destilada. 1
mi dlr-:a esta solucion contiene 25 microgramos de sulfaqui-
noxalina.

56.4 Procedimiento.

56.4.1 Preparacion de la muestra. Molsr la muestra
de tal manera que pase en su totalidad a través de una
malla de 1 mm (conforme a la recomendaciédn 1SO R. 565).

El

56.4.2 Extraccidn. Pesar con la exactitud de mg una
cantidad de muestra gue contenga entre 0,25 a 1,25
mg de sulfaguincxalina. Introducir cuantitativamente en
un erlenmeyer de 250 ml (56.2.1} vy anadir 23 ml de
N, N, dimetilformamida {56.3.1). Mezclar y calentar
durante treinta minutos sobre bafio de agus {55.2.7).
Dejar enfriar bajo corriente de agua fria. Afadir 60 ml
de cloroformo {56.3.2) tapar el ertenmevyer y agitar duran-
te treinta minutos con ayuda del agitador, {5€.2.2). '

Filtrar el liquido sobre el crisol filtrante (86.2.3) colo-
cado en kitasatos vy aspirar ligeramente. Lavar el erlen-
meyer con cuatro porciones de 5 ml de cloroformo
{66.3.2} y trasvasar sucesivamente los Kquidos al crisol.
Trasvasar rapidaimente a continuacion el filtrade a un
embudo de decantacion (86.2.4), lavar el kitasato con
la ayuda de aproximadamente 15 mi de cloroformo
{66.3.2) vy trasvasar el liguido al embudo de decantacion.

56.4.3 Hidrdlis:s. Adadir al embudo de decantacion
50 ml de solucién aicalina (56.3.4) y 5 m! de etanol
{56.3.3}). Mezclar bien evitando la formacion de emul-
sion, hien sea invirtiendo el embudo unas 20 veces o
bien agitando horizontalmente. Dejar reposar hasta la
separacion de las dos fases (la separacion se completa
generalmente alrededor de los quince minutos): -

Trasvasar la fase superior {fase acunsa) a un matraz
aforado de 250 ml {£66.2.5) Extraer de nuevs de la fase
cloroférmica con tres porciorz:s de la solusidn alcalina
{56.3.4} vy trasvasar €| extracto . cueso después de cada
extraccion, al matraz aforado {} 6.2.5). Completar hasta
el aforo con agua destilada v hanogeneizar.

introducir 25,0 mil de la soiucién en un matraz aforado
de 50 ml (66.2.5}, aiadir 5,0 ml de acido clorhidrico
{66.3.5). Compietar hasta el aforo con ayua destilada
y homogeneizar. Filirar, si fuese necesario y elirminar los
primeros 15 mi del filtrado. Introducir 1C¢ mi de la solu-
cicn, en dos tubos de erisayo (56.2.6) A v B, respec-
tivamente. .

56.4.4 Desarrclio de celor y medida de la absor-
bancia. Afadir a cade tubc 2,0 ml de sclucion de nitrito
de sodio (56.3.6) agitar y dejar reposar tres minutos.
Anadir 2,0 ml de solucion de sulfamato amonico
{566.3.7), agitar y dejar reposar dos minutos. Ahadir a
continuacion 1,0 ml| de seolucién de diclorhidrato de
N{1-naftil)etilendiamina (56.3.8) en el tubo A y 1,0 ml
de agua destilada e el tubo B. Mezclar bien el contenido
de cada tubo. Ccnectar los tubos a una trompa de agua
con la ayuda de junias de goma y aplicar un pequerio
vacio para‘eliminar el nitrégeno disuelto.

Medir después de diez minutos la absorbancia Aa
y Ab, de las scluciones en el espectrofotémetro (56.2.8)
a 545 nm tomando el agua destilada como blanco. Deter-
minar a partir del valor As-Ab la cantidad (C}) de sul-
taquinoxailina presente en la solucién de la muestra refi-
riendose a la curva patrén {56.4.5) hecha previamente.,

56.4.5 Curva patrén. Introducir en los matiaces afo-
rados de 100 mi {(56.2.B}, volimenes de 2,0; 4,0; 6.,0;
8.0, y 10,0 ml de la solucién patron (56.3.10) corres-
pondientes a 50, 100, 150, 200 y 250 microgramos
de sulfaquincxalina. Anadir 8 ml de acido clorhidrico

- ({56.3.5) en cada matraz completando el voiumen con

agua destilada y homogeneizando,

Tomar 10 m! de cada solucidon, que correspenden
respectivamente a 5, 10, 15, 20, v 256 microgramos
de sulfaquinoxalina, e introducirlos en tubos de ensayo
(56.2.6). Desarrollar el coloer como se indica en 56.4.4,
primer parrafo. Medir a continuacién la absorbancia a
545 nm empleando agua destilada como blance. Trazar
la curva patron poniando en ordenadas el valor de la
absorbancia y en abscisas la cantidad correspondiente
de sulfaquinoxalina expresada en microgramos.
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. 5865 Calculos. La cantidad en iy de sulfagquinoxa-
lina por kg de muestra viene dada por la siguiente for-
mula: .
c
Sulfaquinoxalina mg/kg = —— = 50
P

Siendo:

C = Cantidad de sulfaquinoxalina en microgramos
determinada por medida espectrofotométrica.

P = Peso, en. gramos, de ia muestra tomada para
el ensayo.

_ La diferencia entre los resuitadus de dos determina-
ciones paralelas efectuadas sobre la misma muestra no
deben ser mayores de:

— 10 mg/kg en valor absoluto para contenidos de
sulfaguinoxalina comprendida entre 20 y 100 mg/kg.

— 10 por 100 del resultado mas elevado para con-
tenidos comprendidos entre 100 y 5.000 mg/kg.

— 500 mg/kg en valor absoluto para los contenidos
comprendidos entre 5.000 y 10.000 mg/kg.

— 5 por 100 del resultado mds elevado para los con-
tenidos superiores a 10.000 mg/kg.

56.6 Referencias. Sexiu Directiva de la Comision,
de 20 d=z diciembre de * 374 {75/84/CEE). «Diario Ofi-
cial de las Comunidade : Europeass atimero L 32/286,
de 5 de febrero de 197E .

] . b7, Furazolidona
[r{5-nitro-2-furfuriliden)}-3-aminu-2-oxazolidonal

57.1 Principio. El método permite ia determinacion
de furazolidona en los piensos, concantrados y premez-
clas. El limite inferior de la determiiiacion es de 10 mg/kg.

La furazolidona es extraida con aceiona después de
gue la muestra ha sido previamente desengrasada con
éter de petréleo. El extracto es puritizado en una columna
cromatografica de éxido de aluminio y la furazolidana
se eluye con la acetona. El eluato se evapora a sequedad,
y el residuo se recoge en alcohol amilico. La furazolidona
es extraida con una solucién de urea y la absorbancia
del extracto es medida a 375 nm.

57.2 Material y aparatos.

57.2.1 Matraces aforados de vidrio color topacio
de 100y 250 ml.

57.2.2 Embudos de decantacion de vidrio color
topacio de 100 ml

57.2.3 Aparato de extraccion Soxhlet o Twissel-
man.

b7.2.4 Carluchos de extraccién 25 x 80 é 28 x
100 mm.

57.25 Columna de vidrio para cromatografia, de
didmetro interior 10 mm y longitud 300 mm.
- 57.2.6 Baio de agua termorregulado hasta 150 °C.

57.2.7 Espectrofotémetro con cubetas de 10 mm
de espesor. )

57.3 Reactivos.

57.3.1 Acetona p.a.

57.3.2 Oxido de aluminio neutro para cromatografia.
Granulometria 100 a 240 mallas preparada como sigue.
Mezclar 500 g de oxido de aluminio con 1000 mi
de agua destilada caliente y decantar a continuacion
el liguido sobrenadante. Repetir dos veces esta opera-
cidn y filtrar seguidamente a través de un filtro Bichner.
Secar el dxido de aluminio a 1G5 °C hasta peso cons-
tante,

57.3.3 Acetato de amilo p.a. _

57.3.4 Alcoho! amiiico. Conviene mezcla de isome-
ros.

57.3.5 Eter de petréleo, p. eb 40-60 °C. :

57.3.6 Sclucion de urea. Mezclar 20 g urea p.a.
con 100 ml de agua destilada, calentar ligeramente para
facilitar la disclucion. )

57.3.7 Sustancia patrén. Furazolidona pura.

57.3.8 Soluciones patrén. Pesar con precision de
0.1 mg unos 25 mg de sustancia patron (67.3.7). Intro-
ducirla cuantitativamente en un matraz aforado de 2560
ml (57.2.1) completar hasta el aforo con acetona{567.3.1)
y homogeneizar (1 ml de esta solucidén contiene 100
microgramos de furazolidona). ‘

57.4 Procedimiento. Todas las manipulaciones
deben efectuarse evitando la luz directa:

57.4.1 Preparacion de la muestra. Moler 1a muestra
de tal manera que pase a través de un tamiz de mallas
de’ 1 mm, conforme a la recomendacion 1SO R 565,

57.4.2 Extraccion. Pesar con exactitud de 1 mg, de
5 a 20 g de muestra bien homogeneizada {conteniendo
como maximo 1 mg de furazolidona) en un cartucho
de extraccidn (57.2.4). Colocarlo en el aparato de extrac-
cion (57.2.3) v extraer con éter de petroleo (57.3.5).
Para el aparato Soxhlet son necesarios de 13 a 17 ciclos
de solvente; para otros aparatos la duracion de la extrac-
cion no debe ser inferior a treinta minutos. Retirar a
continuacion el cartucho del aparato, eliminar el solvente
residual secando el cartucho y su contenido con ayuda
de una corriente de aire caliente.

Para la extraccion, propiamente dicha, colocar de nue-
vo el cartucho en el aparato de extraccidén y extraer
con la acetona (57.3.1). Para el aparato Soxhlet al menos
son necesarios 25 ciclos de solvente: para otros apa-
ratos, las condiciones necesarias para obtencion de una
extraccidén compicta deberan ser determinadas previa-
mente. Evaparar ¢l extracto aceténico sobre el bafo de
agua {57.2.6) hasta un volumen de 5 a 10 ml y dejar
enfriar hasta temperatura ambiente.

57 4.3 Cromatografia. Introducir un pequefio tapon
de lana de vidric en €l extremo infenor de la columna
cromatografica (57.2 5} y apretar el tapdn con la ayuda
de una varifla, para obtener un espesor de 2 a 3 mm.
Preparar una suspensién de éxido aluminio (57.3.2) en
acetona (57.3.1). Introducir la suspensién en la columna
cromatografica {£7.2.5) y dejar reposar. La columna asi
obtenida debe de tener una altura de 200 mm aproxi-
madamente. Dejar descender la acetona {67.3.1) hasta
la superficie superior de la columna.

Trasvasar el extracto obtenido en (57.4.2) sobre la
columna, lavar el matraz varias veces con acetona
(57.3.1) vy trasvasar los liquidos sobre 1a columna. Colo-
car un matraz apropiado debajo de la columna y eluir
la furazolidona con la acetona {7.3.1). _

El volumen total de la acetona usada, incluido el usado
para el lavado, no debe ser superior a 150 mt.

b7.4.4 Extracciony medida de la absorbancia. Eva-
porar el eluido obtenido en 57.4.3 hasta sequedad en
bafio de agua (57.2.6) (ver 57.5.1). Disolver el residuo
en 10 ml de alcohol amilico (67.3.4) y trasvasar la solu-
cién a un embudo de decantacion (57.2.2). Lavar el
matraz con porciones sucesivas de 10 ml de acetato
de amilo (57.3.3) y 10 ml de la solucién de urea (67.3.6).
Trasvasar estas soluciones a un embudo de decantacién
(67.2.2) y agitar vigorosamente durante dos minutos.
Dejar reposar durante tres a cuatre minutos y recoger
la fase acuosa en un matraz aforado de 100 ml(57.2.1).
Repstir el lavado y la extraccién con la ayuda de cuatro
porciones de 10 ml de solucion de urea (57.3.6) vy reco-
ger cada vez la fase acuosa en el matraz aforado. Com-
pletar el contenido del matraz hasta 100 mi con la solu-
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cién de urea (57.3.6) y homogeneizar. Medir la absor-
bancia de la solucidn en el espectrofotémetro (57.2.7)
a 375 nm tomando como blanco la solucién de urea
(57.3.6). Determinar ta cantidad de furazolidona refirién-
dose a la curva patron (67.4.5).

57.4.5 Curva patrén. Preparar cuatro columnas cro-
matogréaficas {(57.2.5) seglin el modelo operatorio indi-
cado (57.4.3 primer pérrafo). Introducir en la columna
volimenes de 2,5, 5,0, 7.5, y 10 mi de solucién patron
(57.3.8). '

Eluir cada columna con 150 ml de acetona (57.3.1)
y continuar el modo operatorio como se indica en 57.4.4.
Trazar la curva patrén poniendo en ordenadas la absor-
bancia y en abscisas las cantidades correspondientes
de furazolidona en microgramos.

657.5 Calculos. El valor en imiligramos de furazoli-
dona por kg de muestra estd dado por la siguiente
formula:

c

P
Stendo:

C = Cantidad en microgramos de furazolidona deter-
minada por la medida fotométrica.

P = Peso en gramos de la muestra tomada para el
analisis. :

~ La diferencia entre los resultados de dos determina-
ciones hechas en paralelo y efectuadas sobre la misma
muestra no deben diferir de: )

— b0 por- 100 del resuitado mds elevado para los
valores de furazolidona comprendidos entre 10 y 20 mg/kg.

— 10 mg/kg en valor absoluto para los valores com-
prendidos entre 20y 100 mg/kg.

— 10 por 100 de! resultado mas elevado para los
valores comprendidos entre 100 y 5.000 mg/kg.

— 500 mg/kg en valor absoluto para los valores com-
prendidos entre 5.000 y 10.000 mg/kg.

— 5 por 100 del resultado maés elevado para los valo--

res superiores a 10.000 mg/kg.

b7.6 Observaciones.

57.6.1 Ocasionalmente se obtiene una pequefia
cantidad de diacetona-alcohol, producida por conden-
sacion de la acetcna sobre el 4xido de aluminio, que
no obstaculiza las extracciones posteriores.

57.7 Referencias. Sexta Directiva de la Comisidn
de 20 de diciembre de 1874 (75/84/CEE). «Diario Ofi-
cial de las Comunidades Europeas» nimero L 32/286,
de b de febrero de 1975.

58. Determinacién de la halofuginona

Hidrobromuro de DL-trans-7-bromo-6-cloro-3{3-(3-hi-
droxi-2-piperidil)acetonil]-quinazolin-4-{3H)-ona

58.1 Principio. Determinacion de la halofuginona en
los alimentos para animales. £l limite de determinacién
es de 1 mg/kg.

Tras tratarla con agua caliente, la halofuginona se
extrae como base libre con acetato de etilo, y poste-
riormente se pasa como clorhidrato a una solucidn acida
acuosa. El extracto se purifica mediante una cromato-
grafia- de intercambio iénico. El contenido de halofugi-
nona se determina mediante cromatografia liquida de
alta resolucion de fase inversa {CLAR) empleando un
detector ultravioleta. :
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58.2 Material y aparatos.

58.2.1 Bafio ultrasdnico.

58.2.2 Evaporador rotatorio.

58.2.3 Centrifuga.

58.2.4 Equipo CLAR con detector ultravioleta de
longitud de onda variable o detector array de fotodiodos.

58.2.4.1 Columna de cromatografia liquida (300
mm x 4 mm) con relleno de C15. de 10 um, o columna
equivalente. :

58.2.56 Columna de vidrio (300 nm x 10 mm) equi-
pada con un filtro de vidrio poroso y una llave.

58.2.6 Filtros de fibra de vidrio, de un diametro de
150 mm.

58.2.7 Fiitros de membrana, de 0,45 ym.

58.2.8 Filtros de membrana, de 0,22 pm,

8.3 Reactivos.

58.3.1 Acetenitrilo, grado CLAR.

58.3.2° Resina amberlita XAD-2.

58.3.3 Amonio acetato.

b8.3.4 Acetato de etilo.

58.3.5 Acido acético glacial.

58.3.6 Halofuginona patrén normalizada, hidrobro-
muro de DL-trans-7-bromo-6-cloro-3-3-{3-hidroxi-2-pipe-
ridil) acetonill-quinazolin-4-{3H)-ona, E 7.64.

58.3.6.1 Solucidn patrén de reserva de halofugino-
na {100 pg/ml). Pesar 50 mg de halofuginona (58.3.6)
con una precision de 0,1 mg en un matraz aforado de
500 mi; disolver el producto en solucion tampdn de ace-
tato de amonio (58.3.18). completar el recipiente hasta
ta marca con la solucion tampén y mezclar, Esta solucion,
almacenada en la oscuridad y a 5 °C, se mantiene estable
durante tres semanas.

58.3.6.2 Soluciones de calibradn. Verter 1,0, 2,0,
3,0, 4,0 y 6,0 ml de la solucion normalizada de reserva
{58.3.6.1) en una serie de matraces aforados de 100
ml. Rellenar hasta la marca con fase moavil {68.3.21)
y mezclar los liquidos. Estas soluciones tienen concen-
traciones de halofuginona de 1,0, 2,0, 3.0, 4.0 y 6,0
pa/ml respectivamente. Estas soluciones han de prepa-
rarse cada vez que se vayan a usar.

58.3.7 Acido clorhidrico {densidad a 20 °C aprox.
1,16 g/ml}

58.3.8 Metanol.

" 58.3.9 Nitrato de plata.

58.3. 1\0 Ascorbato sodico.

58.3.1T1 Carbonato sddico.

58.3.12 Cloruro sodico. - ‘

58.3.13 EDTA {acido etilendiaminotetracético, sal
disddica).

58.3.14 Agua, grado CLAR.

58.3.15 Solucién carbonato sédico ¢ = 10 g/ 100 ml.

58.3.16 Solucidon de carbonato sédico saturada de
cloruro sddico, ¢ = b g/100 ml. Disolver 50 g de car-
bonato sédico (58.3.11) en agua, disolver hasta com-
pletar un litro y afiadir cloruro de sodio {(568.3.12) hasta
que la solucion esté saturada.

58.3.17 Acido clorhidrico, aprox. 0,1 mot/l. Diluir
10 ml de 4cido clorhidrico {58.3.7) en agua, hasta un
litro.

58.3.18 Solucidén tampdn de acetato amdnico,
aprox. 0,25 mol/l. Disolver 19,3 g de acetato amdnico
(68.3.3) y 30 ml de acido acético (58.3.5) en agua
{58.3.14), y diluir hasta un litro.

58.3.19 Preparacion de resina amberlita XAD-2.
Lavar la cantidad adecuada de resina (58.3.2) con agua
hasta gue se hayan eliminado todos los iones cloruro,
lo cual se comprobara mediante la prueba con nitrato
de plata (58.3.20} en la fase acuosa descartada. Pos-
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teriormente lavar la resina con 50 ml de metanol
{58.3.8), descartar el metanol y conservar la resina bajo
metanol nuevo.

583.20 Solucién de nitrato de plata, aprox. 0,1 mol/\.
Disolver 0,17 g de nitrato de plata {568.3.9)
en 10 ml de agua. :

568.3.21 Fase movil CLAR. Mezclar 500 ml de ace-
tonitrilo (58.3.1) con 300 ml de solucién tampon de
acetato amoénico (568.3.18)y 1.200 ml de agua (568.3.14).
Ajustar el pH a 4,3 empleando el 4cido acético {568.3.5).
Filtrar 1a mezcla por un filtro de 0,22 um (58.2.8) y des-
gasificar la solucién (por ejemplo, mediante ultrasonidos
durante diez minutos). Esta solucidn, almacenada en la
oscuridad y en un recipiente cerrado, es estable durante
un mes. -

58.4 Procedimiento. Observacion: La halofuginona
como base libre es inestable en soluciones alcalinas y
de acetato de etilo. No debera permanecer en acetato
de etilo durante mas de treinta minutos.

58.4.1 General.

58.4.1.1 Debe analizarse un pienso en blanco para
asegurarse de que no contiene halofuginona ni sustan-
cias interferentes.

58.4.1.2 Se debe llevar a cabo un test de recupe-
racion, analizando el pienso en blanco después de enri-
quecerio por adicidn de una cantidad de halofuginona,
similar a la presente en la muestra problema. Para enri-
quecer a un nivel de 3 mg/kg, afadir 300 ul de la solu-
cion estdndar de reserva (58.3.6.1) a 10 g del pienso
en blanco, mezclar y esperar diez minutos antes de pro-
ceder a la extraccion (68.4.2).

Nota: Para los efectos de este método, el pienso en
blanco debe ser de tipo similar al de la muestra problema
y en su analisis no se debe detectar halofuginona.

58.4.2 Extraccion. Pesar 1€ g de la muestra pre-

parada con una precisidén de 0,01 g en un tubo de cen-

trifuga de 200 mt, ariadir 0,5 g de ascorbato sddico
(68.3.10), 0.6 g de EDTA (58.3.13) y 20 ml de agua,
y mezclar todo. Sumergir el tubc en un bafo de agua
a 80 °C durante cinco minutos. Tras enfriarlo a tem-
peratura ambiente, afadir 20 ml de solucién de carbo-
nato sédico (b8.3.15} y mezclar. Afadir inmediatamente
100 ml de acetato de etilo {68.3.4) y agitar enérgica-
mente a mano durante quince segundos, Colocar el tubo
en el bafio de ultrasonidos {58.4.1} durante tres minutos
y aflojar el tapén. Centrifugar durante des minutos y
decantar la fase de acetato de etilo en un embudo sepa-
rador de BOO ml a través de un filtro de fibra de vidrio
(568.2.6). Repetir la extraccion de la muestra con una
segunda porcion de 100 ml de acetato de etilo. Lavar
los extractos combinados durante un minuto con 50
ml de solucidn de carbonato sédico saturada de cloruro
sodico (58.3.16) y descartar la capa acuosa.

Extraer la capa orgénica durante un minuto con 50 ml
de acido clorhidrico (58.3.17). Pasar la capa acida infe-
rior a un embudo separador de 250 ml. Extraer de nuevo
la capa organica durante un minuto y medio con otros
50 ml de acido clorhidrico y combinar con el primer
extracto. Lavar los dos extractos acidos combinados agi-
tédndolos durante aproximadamente diez segundos con
10 ml de acetato de etiio (68.3.4).

Transferir cuantitativamente la capa acuosa a un
matraz de fondo redondo de 250 ml y descartar la fase
organica. Evaporar todo el acetato de etilo que guede
en la solucion acida empleando un rotavapor (58.4.2).
La temperatura del bado de agua no deberd superar
jos 40 °C. A un vacio de aproximadamente 25 mbar

se elimina todo el acetato de etilo residual en cinco minu-
tosa 38 °C. .
58.4.3 Limpieza.

58.4.3.17 Preparacion de la columna de resina
amberlita.

Preparar una columna XAD-2 por cada extracto de
muestra. Verter 10 g de resina preparada (568.3.19) en
una columna de vidrio {(58.2.5) empleando metanol
{58.3.8). Colocar un trozo pequeno de lana de vidrio
en la parte superior del lecho de resina. Dejar eluir el
metanol de la columna y lavar la resina con 100 ml
de agua, cortando el flujo cuando el liquido alcance la
parte superior del lecho de resina. Antes de emplearla,
dejar la columna en reposo durante diez minutos para
equilibrarta. Nunca debera permitirse que la columna se
seque.

58.4.3.2 Limpieza de la muestra. Transferir el
extracto (58.4.2) cuantitativamente a la parte superior
de la columna de resina preparada (58.4.3.1.) y eluir,
descartando el eluido. La velocidad de elucién no debera
exceder de 20 mi/minuto. Aclarar el matraz de fondo
redondo con 20 ml de. 4cido clorhidrico (568.3.17) vy
emplear este liquido para lavar la columna de resina.
Eliminar todo resto de solucién acida con un chorro de
aire. Desechar las aguas de lavado. Afadir 100 ml de
metanol (5£8.3.8} a la columna y eluir 5-10 ml, recogiendo
el eluido en un matraz de fondo redondo de 250 ml.
Dejar el metanol restante durante diez minutos para que
se equilibre con la resina y continuar con la elucién a
un ritmo que no supere los 20 ml/minuto, recogiendo
el eluato en el mismo matraz de fondo redondo. Evaporar
el metanol en el rotavapor {(58.2.2); la temperatura del
bafio de agua no debera exceder de 40° C. Transferir
cuyantitativamente el residuo a un matraz aforado de 10
ml empleando la fase mévil (58.3.21). Rellenar hasta
el enrase con fase movil y mezclar. Filtrar una alicuota
por un filtro de membrana (58.2.7). Reservar esta solu-
cion para la determinacion por CLAR (568.4.4).

58.4.4 Determinacion por CLAR.

58.4.4.1 Parametros. Las condiciones siguientes se
ofrecen como guia; pueden usarse otras condiciones
siempre gque den los mismos resultados.

Columna de cromatografia liquida {58.2.4.1}.
Fase movil CLAR (58.3.21).

Fiujo: de 1,5 a 2 ml por minuto.

Longitud de onda de deteccion: 243 nm,
Volurgen de inyeccion: de 40 a 100 pl.

Comprobar la estabilidad del sistema cromatografico
inyectando varias veces la solucién de calibrado
(68.3.6.2) con un contenido de 3,0 ug/ml, hasta que
se hayan alcanzado alturas (areas) de pico y tiempos
de retencion constantes.

58.4.4.2 Curva de calibrado. Inyectar varias veces
cada solucion de calibrado (58.3.6.2) v medir las alturas
(areas) de pico para cada concentracion. Trazar una cur-
va de calibrado empleando las alturas o areas medias
de los picos de las soluciones de calibrado como orde-
nadas y las correspondientes concentraciones en ug/mi
como abscisas. .

58.4.4.3 Solucién de muestra. Inyectar varias veces
el extracto de muestra (58.4.3.2), empleando el mismo
volumen que se utiliza para las soluciones de calibrado
y determinar la altura (area) media de los picos de la
halofuginona. :

58.5 Calculos. A partir de la altura (drea) media de
los picos de halofuginona de la solucion de muestra,
determinar la concentracidon de la solucion de muestra
en ug/ml haciendo referencia a la curva de calibrado
(b8.4.4.2)
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El contenido de halofuginona w (en mg/kg) de la
muestra se obtiene mediante la siguiente férmula:

cx 10
—m
. Siendo:

c: Concentracién de halofuginona de la solucién de
muestra en ug/mi.

m: Masa de la muestra utilizada para el ensayo en
gramos.

58.6 Validacion de los resultados.

58.6.1 Identidad. La identidad del producto anali-
zado se puede confirmar mediante una co-cromatografia,
o utilizando un detector de red de diodos {diode array),
mediante el cual se comparan los espectros del extracto

de la muestra y de la solucién de calibrado (£8.3.6.2)

con un contenido de 6,0 ug/mi.

58.6.1.1 Co-cromatografia. Reforzar un extracto de
muestra anadiéndole una cantidad apropiada de solucién
de calibrado (58.3.6.2). La cantidad de halofuginona ana-
dida debera ser similar a la cantidad calculada de halo-
fuginona hallada en el extracto de la muestra.

Sélo la altura {(area) del pico de halofuginona debera
aumentar segun la cantidad afiadida, teniendo en cuenta
la dilucidn del extracto. La anchura de pico, a la mitad
de su altura, debera ser igual a la anchura original en
+ 10 por 100.

58.6.1.2 Deteccion por red de diodos (diode array).
Los resultados se evallian con arreglo a los siguientes
criterios:

a) La longitud de onda del maximo de absorcion
de los espectros de la muestra y del patrén, registrados
en el apice del pico cromatografico, debe ser la misma,
dentro de un margen determinado por la resolucién del
detector. En el caso del detector de red de diodos, el
margen esta situado generalmente en + 2 nm.

b) Entre 225 y 300 nm, los espectros de la muestra
y del patrdn registrados en el apice del pico cromato-
grafico, no deberan ser diferentes para aquellas partes
del espectiro comprendidas entre el 10 y 100 por 100
de absorcion relativa. Se cumple este criterio cuando
estan presentes los mismos maximos y en ningin punto
la desviacion observada entre los dos espectros excede
del 15 por 100 de la absorcion del producto analizado
patrén;

c} Entre 225 y 300 nm, los espectros de la pen-
diente de subida, el apice y la pendiente de bajada del
pico del cromatograma del extracto de la muestra, no
deben ser distintos unos de otros en lo que se refiere
a las partes del espectro comprendidas en la gama
del 10-100 por 100 de absorcidn relativa. Este criterio
se cumple cuando estan presentes los mismos maximos
y en ningtn punto la desviacion observada entre los
espectros. excede del 15 por 100 de la absorcién del
espectro en el apice del pico.

Si no cumpie alguno de estos criterios, no se confirma
la presencia del producto analizado.

58.6.2 Repetibilidad. La diferencia entre los resul-
tados de dos determinaciones paralelas llevadas a cabo
con la misma muestra, no debera superar los 0,6 mg/kg
para un contenido de halofuginona de hasta 3 mg/kg.

58.6.3 Recuperacién. La recuperacion de la mues-
tra en blanco reforzada deberé ser al menos del 80
por 100.

58:7 Referencias. Directiva de la Comisién
93/70/CEE. «Diaric Oficial de la Comunidades Euro-
peasn, L 234, de 28 de julio de 1993.

58.8 Resultados de un estudio colaborativo. Se
organizé un estudio colaborativo™ en el gue se analizaron
tres muestras en ocho-laboratorios.

* The Analyst 1983, 108: 1252-1256.

Resultados

Muestra B (harina) Muestra C (granulado)

Muestra A
(blanco}
tras
Su recepcion

Tras Tras Tras Tras
su recepcidn| dos meses [su recepcidn| dos meses

Media (1) ..| n.d. 280| 242| 289| 245

DR .......... — 0,456 0,43 0,40 0,42
CVg ........ — 16 18 14 17
rec ......... : 86 74 88 75

{1} Unidades en mg/kg.

n.d.: no se detectd.

DR: desviacién standard de la reproducibilidad.
. CVR: coeficiente de variacion (porcentaje).

rec: recuperacion (porcentaje).

b9. Determinacion del benzocuato de metilo
7-benziloxi-6-butil-3-metoxicarbonil-4-quinolona

59.1 Principio. El benzocuato de metilo se extrae
de la muestra con solucion metanolica de aAcide meta-
nosulfénico. El extracto se purifica por particion condicio-
rometanc y cromatografia de intercambio idnico y, a con-
tinuacion, por nueva extraccion con diclorometano. El
contenido de benzocuato de metilo se determina median-
te cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa
{CLAR) empleando un detector ultravioleta.

Este meétodo estd concebido para la determinacion
de benzocuato de metilo en los alimentos para animales.
El limite inferior de determinacion es 1 mg/kg.

59.2 Material y aparatos.

59.2.1 Agitador de laboratorio.

59.2.2 Evaporador rotatorio.

59.2.3 Columna de vidrio (250 mm x 15 mm) pro-
vista de una llave y de un depdésito de 200 ml de capa-
cidad, aproximadamente.

59.2.4 Equipo de CLAR con detector ultravioleta de
fongitud de, onda variable o detector de red de diodos.

59.2.4.1 Columna para cromatografia liquida de
300 mm x 4 mm, con relleno de Cig de 10 um, o
equivalente. .
59.2.5 Filtros de membrana de 0,22 pm.
59.2.6 Filtros de membrana de 0,45 pm.

59.3 Reactivos.

59.3.1 Diclorometano.

59.3.2 Metanol, calidad para CLAR

569.3.3 Fase movil de CLAR. Mezcla de metanol
{59.3.2}) y agua (calidad CLAR) 75 + 25 (V + V).

Filtrar a través de un filtro de 0,22 ym (69.2.6) y

~desgasificar la solucién, (por ejemplo, mediante trata-

miento con ultrasonidos durante diez minutos).

59.3.4 Solucién de acido metanosulfénico, ¢ = 2
por 100. Diluir 20,0 ml de Acido metanosulfénico a
1.000 mi con metanol {69.3.2).

569.3.56 Solucién de acido clorhidrico, ¢ = 10 por
100. Diluir 100 ml de acido clorhidrico (p2g c.a. 1,18
g/ml} a 1.000 mi con agua,
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59.3.6 Resina de intercambio catidonico Amberlita
CG-120 {Na), 100-200 mallas. La resina debe tratarse
antes de su utilizacidén: preparar una lechada con 100 g

" de resina y 500 ml de solucion de acido clorhidrico
(99.3.5) vy llevar a ebullicién en una placa calients, agi-
tando contmuamente. Dejar enfriar y decantar el dcido.
Filtrar en vacio a través de un papel de filtro. Enjuagar
la resina dos veces con porciones de agua de 500 mi
y. @ continuacion, con 250 mi de metanol (59.3.2). Enjua-
gar la resina con otra porcidn de 260 ml de metanol
y secar haciendo pasar aire a través de la torta de filtro.
Guardar la resina desecada en botella tapada.

59.3.7 Sustancia patron: benzocuato de metilo puro
{7-benziloxi-6-butil-3-metoxicarbonil-4-quinolona).

59.3.7.1 Solucion patron madre de benzocuato de
metilo, 500 ug/ml. Pesar 50 mg de ia sustancia patron
(69.3.7) con precision de 0,1 mg, disolver en solucion
de acido metanosulfénico (59.3.4) en un matraz aforado
de 100 ml, enrasar y mezclar. _

59.3.7.2 Solucién patrdn intermedia e benzocuato
de metilo, 50 ug/ml. Pasar 5.0 ml de la scitcién patrén
madre de benzocuaio de metilo (69.3.7.1) a un matraz
aforado de 50 ml, enrasar con metano! {69.3.2) y mez-
clar.

59.3.7.3 Soluciones de calibrado. Transferir 1,0,
2,0, 3,0, 40y 5,0 ml de la solucién patrén intermedia
de benzoato de metiio (69.3.7.2) a una serie de matraces
aforados de 25 ml. Enrasar con fase movil (69.3.3) y
mezclar. Estas soluciones tienen concentraciones de
henzocuato de metilo de 2,0, 4,0, 6,0, 8,0y 10,0 ug/mi,
respectivamente. Estas soluciones han de prepararse
cada vez que se vayan a usar.

59.4 Procedimiento.
58.4.1

53.4.1.1 Debe analizarse un pienso en blanco para
asegurarse de que no contiene benzocuato de metilo
ni sustancias interferentes.

59.4.1.2 Se debe llevar a cabo un ensayo de recu-
peracion, analizando el pienso en blanco después de
enriquecerlo por adicion de una cantidad de benzocuato
de metilo similar a la presente en la muestra. Para enri-
guecer a un nivel de 15 mg/kg, afadir 600 pl de la
solucidon patron madre (59.3.7.1) a 20 g del pienso en
blanco, mezclar y esperar diez minutos antes de proceder
a la extraccion 59.4.2,

General.

Nota: A los efectos de este método, el pienso en
blanco debe ser de un tipo similar al de la muestra y
en su andlisis no se debe detectar benzocuato de metilo.

59.4.2 Extraccién. Pesar con precision de 0,01 g
aproximadamente 20 g de la muestra preparada y tras-
ferir a un matraz erlenmeyer de 250 ml. Adadir 100,0
ml de la solucion de acido metanosulfénico (69.34) y
agitar mecanicamente (59 2.1) durante treinta minutos.
Filtrar la solucién a través de papel de filtro y conservar
elfiltrado para la fase de particion liquidodiquide {(59.4.3).

59.4.3 Particion liquido-iquido. Transferir 25,0 ml
del filtrado obtenido en el punto 59.4.2 a una ampolla
de decantacién de 500 ml que contenga 100 mi de
solucion de acido clorhidrico (569.3.6). ARadir 100 ml
de diclorometano (59.3.1} a la ampolla y agitar durante
un-minuto. Esperar a que se produzca fa separacién de
las capas y verter ia capa inferior (diclorometano)} en
un matraz redondo de 500 ml. Repetir la extraccion
‘de la fase acuosa con otras dos porciones de 40 mi
de diclorometano y combinarlas con el primer extracto
contenido en el matraz redondo. Evaporar el extracto
de diclorometanc hasta sequedad en el evaporador rota-
torio {69.2.2) a 40 °C a presion reducida. Disolver el

residuo en 20-256 ml de metanol (59.3.2), tapar el matraz
y guardar todo el extracto para la cromatografia de inter-
cambio iénico (59.4.4).

59.4.4 Cromatografia de intercambio idnico.

59.4.4.1 Preparacion de la columna de intercambio
catiénico. Taponar con lana de vidrio el extremo inferior
de la columna de vidrio (59.2.3). Preparar una lechada
con 5,0 g de la resina de intercambio cationico tratada
{69.3.6) v 50 ml de acido clorhidrico (59.3.5). verter
en la columna de vidrio y dejar reposar. Eliminar el acido
sobrante, hasta que su nivel se sitlle apenas por encima
de ia superficie de resina y lavar la columna con agua
hasta que el eluido dé neutro al tornasol. Transferir 50
ml de metanol (59.3.2) a la columna y dejar eluir hasta
la superficie de la resina.

59.4.4.2 Cromatografia de columna. Mediante una
pipeta, transferir cuidadosamente el extracto obtenido
en el punto 59.4.3 a la columna. Enjuagar el matraz
redondo con dos porciones de b a 10 mil de metanol
{59.3.2} y transferir estos liquidos de lavado a la columna.
Dejar pasar el extracto hasta la superficie de resina y
tavar la columna con 50 ml de metanol, asegurdndose
de que el flujo no sea superior a 5 ml por minuto. Des-
cartar el eluido. Eluir el benzocuato de metilo de la colum-
na utilizando 150 ml de solucién de acido metanosul-
fénico {59.3.4} y recoger el eluido de la columna en
un matraz erflenmevyer de 250 ml.

59.4.65 Particion liguido-liguido. Transferir el eluido
obtenido en el punto 59.4.4.2 a una ampolla de decan-
tacién de un litro. Enjuagar el matraz erlenmeyer con
5 a 10 ml de metanol {59.3.2) y mezclar los liquidos
de lavado con el contenido de la ampolla de decantacién.
Afadir 300 ml de una solucidn de &cido clorhidrico
{69.3.5) y 130 ml de diclorometano (59.3.1). Agitar
durante un minuto y dejar que las fases se separen.
Transferir la capa inferior (diclorometano} a.un matraz
redondo de 500 ml. Repetir la extraccion de la fase acuo-
sa con dos nuevas porciones de 70 ml de dicloromgetano
y mezclar en el matraz redondo estos dos extractos con
el primero. Evaporar hasta sequedad el extracto de diclo-
rometano en el evaporador rotatorio. {(69.2.2) a 40 °C
y presion reducida. Disolver los residuos en el matraz
con unos 5 ml de metanol (59.3.2) y transferir cuan-
titativamente esta solucion a un matraz aforado de 10
ml. Enjuagar el matraz redondo con dos nuevas por-
ciones de 1 a 2 ml de metanol hasta el enrase y mezclar.
Filtrar ‘'una porcién alicuota por un filtro de membrana
{59.2.6). Reservar esta solucion para la determinacion-
por CLAR {59.4.6). .

59.4.6 Determinacion por CLAR.

59.4.6.1 Parametros. Las condiciones siguientes se
ofrecen como guia: pueden usarse otras condiciones
siempre que arrojen los mismos resultados.

Columna de cromatografia liquida: (59.2.4.1).

Fase movil CLAR: mezcla de metanol y agua (59.3.3).
Flujo: de 1 a 1.5 ml/minuto.

Longitud de onda de detecciéon: 265 nm.

Volumen de inyecciéon: 20 a 25 pl.

Comprobar la estabilidad del sistema cromatografico
inyectando varias veces la solucién de calibrado-
(59.3.7.3) con un contenido de 4 ug/ml, hasta que se
hayan alcanzado alturas (o areas) de pico y tiempos de
retencion constantes.

59.4.6.2 Curva de calibrado. Inyectar varias veces
cada solucién de calibrado {59.3.7.3} y medir las alturas
de los picos (areas) para cada concentracidn. Trazar una
curva de calibrado empleando las medias de las alturas
o areas de los picos de las soluciones de calibrado como
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ordenadas y las concentraciones correspondientes en
pg/ml como abscisas.

59.4.6.3 Solucidén de muestra. Inyectar varias veces
el extracto de muestra (69.4.5), empleando el mismo
volumen utilizado para las soluciones de calibrado. Deter-
minar la altura (area) media de los picos de benzocuato
de metilo.

59.5 Cdlculos. A partir de la altura {4rea) media de
los picos de benzocuato de metilo de la solucion de
muestra, determinar la concentracién de la solucién
de muestra en ug/ml haciendo referencia a la curva
de calibrado (569.4.6.2)

El contenido de benzocuato de metilo w {mg/kg) se
obtiene mediante la siguiente férmula:

cx 40
m

Siendo:

¢ = Concentracion de benzocuato de metilo de la
solucion de muestra en pg/ml. .

m = Masa de la muestra utilizada para el ensayo,
en gramos.

58.6 Comprobacién de los resultados. : ’

58.6.1 Identidad. La identidad del analito se puede
confirmar mediante una co-cromatografia o utilizando
un-detector de red de diodos (diode array), con el que
se comparan los espectros del extracto de la muestra
y de la solucion de calibrado (59.3.7.3) con un contenido
de 10 ug/ml.

59.6.1.1 Co-cromatografia. Reforzar un extracto de
muestra afadiéndole una cantidad apropiada de la solu-
cién patron intermedia (59.3.7.2). La cantidad de ben-
zocuato de metilo afiadida deberé ser similar a la can-
tidad calculada de benzocuato de metilo hallado en el
extracto de la muestra. Sélo la altura del pico de ben-
zocuato de metilo debera aumentar teniendo en cuenta
tanto la cantidad afadida como la dilucion del extracto.
La anchura del pico, la mitad de su altura maxima, no
deberéd variar en £ 10 por 100 respecto de la anchura
original. ~

58.6.1.2 Deteccion por red de diodos. Los resul-
tados se evalian con arreglo a los siguientes criterios:

a) La longitud de onda del méaximo de absorcidn
de los espectros de la muestra y del patrén, registrados
en el apice del pico cromatografico, debe ser la misma,
dentro de un margen determinado por la resotucién del
detector. En el caso del detector de red de diodos, el
margen esta situado generalmente en £ 2 nm.

b) Entre 220y 350 nm, los espectros de la muestra
y del patron, registrados en el apice del pico croma-
tografico, no deberan ser diferentes para aquelias partes
del espectro comprendidas entre 10 y 100 por 100 de
absorcion relativa. Se cumple este criterio cuéndo estan
presentes fos mismos maximos, y en ningan punto obser-
vado la desviacién entre das espectros excede del 15
por 100 de la absorcion del analito patrén.

c) Entre 220 y 350 nm, los espectros de la pen-
diente de subida, el apice y la pendiente de bajada del
pico cromatografico del extracto de la muestra, no deben
ser distintos unos de otros en lo que se refiere a las
partes del espectro comprendidas en la gama del 10-100

por 100 de.absorcion relativa. Este criterio se cumple

cuando estdn presentes los mismos maximos y en nin-
gun punto observado la desviacién entre los espectros
excede del 15 por 100 de la absorcion dei espectro
en el apice del pico.

Si no se cumple alguno de estos criterios, no se con-
firma ia presencia del analito. .

59.6.2 'Repetibilidad. La diferencia entre los resul-

tados de dos determinaciones paralelas llevadas a cabo -

con la misma muestra no debera superar el 10 por 100
relativo al resultado mas elevado para un contenido de
benzocuato de metilo comprendido entre 4 v 20 mg/kg.

59.6.3 Recuperacion. La recuperacidon de la mues-
tra en blanco reforzada debera ser al menos del 90

por 100.

- 59.7 Resultados de un ensayo colaborativo. Se ana-
lizaron cinco muestras en diez laboratorios. Los analisis
se efectuaron por duplicado para cada muestra.

Resultados
QTL::?::\?O Harina 1 | Granules | Hanna 2 frénulos‘
{fmg/kg) ........... nd. | 450 4,50 890 870
5, mg/kg .......... — 0,30| 0,20| 0,60} 0,50
CV, (porcentaje) ..| — | 6,70| 4.40| 6,707 5,70
Sgp{mg/kg) ........ —_ 0,40| 0,50 0,90 1,00
CVg {porcentaje) ..| — 8,90|111,10| 10,10} 11,60
Recuperacién (por - ‘
centaje) ......... — 192,00(93,00|92.00:89,00
S Desviacion estandar de la repetibilidad.

Cr\/r = Coeficiente de variacidn de la repetibilidad.
Sg = Desviacidn estandar de la reproducibilidad.
CVgi = Coeficiente de variaciondela reproducibilidad.

‘59.8 Referencias. Directiva 93/117/CEE. «Diario
Oficial de las Comunidades Europeas» L 329, de 30 de
diciembre de 1993,

60. Determinacion de la robenidina
Clorhidrato de 1,3-bis [{4-clorobenciliden) amino]
guanidina

60.1 Principio. La muestra se extrae con metanol
acidificado. Se .deseca el extracto y se purifica en una
columna de oxido de aluminio una parte alicuota. La
robenidina se eluye de la columna con metanol, se con-
centra y s¢ completa hasta un volumen adecuado con
fase movil. El contenido de robenidina se determina
mediante cromatografia liquida de alto rendimiento de
fase inversa (CLAR) empleando un detector ultravioleta.

Este metodo estd concebido para la determinacién
de la robenidina en los alimentos para animales. El limite
minimo de determinacién es de 5 mg/kg.

60.2 Material y aparatos.

60.2.1 Columna de vidrio. Columna de vidrio ambar
provista de llave y de un depdsito de 150 ml de capa-
cidad aproximadamente, con un diametro interior de
10,15 mm y una longitud de 250 mm.

60.2.2 Agitador oscilante de laboratorio.

60.2.3 Evaporador rotatorio.

60.2.4 Equipe de CLAR con detector ultravioleta. de
longitud de onda variable o detector de red de diodos
gue funciorlle en el intervalo 250-400 nm.

60.2.4 1 Columna para cromatografia de liquidos:
300 mm x 4 mm con relleno de 10 um de C5 o equi-
valente.

60.2.5 Papel de filtro de fibra de vidrio {(Whatman
GF/A o equivalente).

-
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60.2.6 Filtros de membrana de 0,22 ym,
60.2.7 Filtros de membrana de 0,45 pum.

60.3 Reactivos.

60.3.1 Metanol.

60.3.2 Metanol acidificado. Transferir 4,0 ml de 4ci-
do clorhidrico (P20 ca, 1.18 g/ml} a un matraz graduado
de 500 ml, enrasar con metanol {58.3.1.) y mezclar.
Esta solucion debe prepararse antes de cada uso.

60.3.3 Acetonitrilo d2 calidad para CLAR.

60.32.4 Tamiz molecular. Tipo 3A, perlas de 8-12

mallas {perlas de 1,6-2,5 mm, alurninosilicato cristalino.
0.3 mm de diametro de poro).
. 60.3.56 Oxido de alumirnio: acido, grado de activi-
dad | para cromatografia de columna. Transferir 100
g de 6xido de aluminio a un recipients apropiado y afadir
2.0 ml de agua. Tapar y agitar durante veinte minutos
aproximadamente. Almacenar en un recipiente bien
cerrado.

60.3.6 Solucidn de potasio dihidrogeno fosfato, c=
= 0,025 mol/l. En un matraz aforado de 1.000 ml disol-
ver 3,40 g de potasio dihidrdgeno fosfato en agua (de
calidad para CLAR), enrasar y mezclar.

60.3.7 Solucion de discdiohidrégeno fosfato, ¢ =
= 0,025 mol/l. En un matraz aforado de 1.000 ml disol-
ver 3,65 g de fosfate monoacido de sodio anhidro (o
4,45 g. de dihidrato u 8,95 g de dodecahidrato), enrasar
y mezclar. -

60.3.8 Fase movil de la CLAR. Mezclar los reactivos
siguientes: )

650 mi de acetonitrilo (60.3.3).

250 mi de agua (de calidad para CLAR).

50 ml de soluciéon de potasio dihidrogeno fosfato
(60.3.6). :

50 m! de solucidn de disodichidrégeno fosfato
(60.3.7).

Filtrar por un filtro de 0,22 um {60.2.6} v desgasificar
la solucian (por ejempio, mediante la aplicacién de ultra-
sonidos durante diez minutos).

60.3.9 Sustancia patron. Robenidina pura: Clorhi-
(dratosc)ie 1.3-bis [(4-clorobenciliden} smino] guanidina
E 758). ,

60.3.9.1 Solucién patron madre de robenidina:
300 ug/ml. Pesar 30 mg de sustancia patron de robe-
nidina {60.3.9) con precisién de 0,1 mg. En un matraz
aforado de 100 ml disolver en metanol acidificado
{60.3.2), enrasar con el mismo disolvente v mezclar.
Envolver el matraz con papel de aluminio y guardar al
abrigo de la luz.

60.3.9.2 Solucién patrdon de robanidina: 12 pg/ml.

Transferir 10,0 ml de la sotucidn patrdn madre (60.3.9.1)
a un matraz aforado de 250 ml, enrasar con la fase

movil (60.3.8) y mezciar. Envolver & matraz con papel
de aluminio y guardar al abrigo de la luz.

60.3.2.3 Solucién de calibrado. Transferir 5,0, 10,0,
15,0, 20,0 y 25,0 ml de fa disnlucién patrén intermedia
(60.3.9.2) a una serie de matraces aforados de 50 ml.
Enrasar con fase movil (60.3.8) y mezclar. Estas solu-
ciones corresponden, respectivamente, a 1,2; 2.4; 3,6;
4.8 y 6.0 ug/m! de.robenidina. Estas soluciones deben
prepararse antes de cada uso.

60.4 Procedimiento.

. Nota: La robenidina es sensible a la luz. Debera uti-
lizarse material de vidrioc dmbar en todas las operaciones.

60.4.1 General.

60.4.1.1 Debera analizarse un pienso en blanco
para comprobar que no contieng ni robenidina ni sus-
tancias interferentes.

60.4.1.2 Debera efectuarse un ensayo de recupe-
racion, que consistird en analizar el pienso en blanco
enriquecido con la adicion de una cantidad de robenidina
similar a la gque contenga la muestra. Para enriquecer
a un nivel de 60 mg/skg, transferir 3,0 mi de la solucién
patrén madre {60.3.9.1) a un matraz erlenmeyer de 250
ml. Evaporar la solucién en una corriente de nitrégeno
hasta que resten 0,5 ml aproximadamente. Afiadir 15
g de pienso en blance., mezclar y esperar diez minutos
antes de efgctuar 'a extraccion {60.4.2).

Nota: A efectos del presente método, el pienso en
blanco debe ser de tipo similar al de la muestra y no
debe detectarse robenidina en su analisis.

60.4.2 Extraccién. Pesar, con precisidon de 0,01 g,
16 g aproximadamente de la muestra preparada. Trans-
ferir a un matraz erlenmeyer de 250 ml y adadir 100,0
ml de metano!l acidificado (60.3.2), tapar y agitar durante
una hora en el agitador (60.2.2}. Filtrar la solucion por
un papel de filtro de fibra de vidrio {60.2.5) y recoger
todo el filirado en un matraz erlenmeyer de 150 mi.
Adadir 7,5 g de tamiz molecular, tapar y agitar durante
cinco minutas. Filirar inmediatamente por un papel de
filtro de fibra de wvidrio. Conservar esta solucidén para
la fase de purificacion (60.4.3). . :

60.4.3 Purificacion.

60.4.3.1 Preparacion de la columna de dxido de
aluminio. Introducir un pequefio tapdn de fibra de vidrio
en el extremo inferior de la columna de vidrio. Pesar
11,0 g de éxido de aluminio preparado (60.3.5} y trans-
ferir a la columna. Durante esta fase, debera procurarse
reducir al maximo la exposiciéon a la atmaosfera. Golpear
suavemente el extremo inferior de la columna cargada
a fin de que se sedimente el éxido de aluminio.

60.4.3.2 Purificacidn de la muestra. Transferir con
una pipeta a ia columna 5.0 ml del extracto de muestra
preparado .en el punto 60.4.2. Colocar, la punta de la
pipeta cerca de la pared de la columna y dejar que la
solucion quede absorbida en el éxido de aluminio. Eluir
la robenidina de la columna con 100 ml de metanol
{60C.3.1), manteniendo un-flujo de 2-3 ml/minuto, y reco-
ger el eluido en un matraz redondo de 250 ml. Evaporar
hasta sequedad ia solucion de metanol a presién redu-
cida y a una temperatura de 40 °C, utilizando un eva-
porador rotatonio (60.2.3). Disolver nuevamente el
residuo en 3-4 ml. de fase movil (60.3.8) y transferir
cuantitativamente a un matraz aforado de 10 ml. Lavar
el matraz con varias porciones de 1-2 ml de fase movil
y transferir los lavados al matraz aforado. Enrasar con
el mismo disolvente y mezclar. Filtrar una alicuota por
un filtro de 0,45 um (60.2.7). Conservar esta solucion
para la determinacion mediante CLAR (60.4.4).

60.4.4 Determinacion mediante CLAR.

60.4.4.1 Parametros. Las condiciones siguientes se
ofrecen como guia; pueden usarse otras condiciones
siempre que den ios mismos resultados.

Columna para cromatografia de liquidos (60.2.4.1).

Fase mowvil CLAR {60.3.8).

Flujo: de 1.5 a 2 ml por minuto.
Longitud de onda del detector: 317 nm.
Volumen de inyeccidn: de 20 a 50 ul,

Comprobar la estabilidad del sistema cromatografico
inyectando varias veces la solucion de calibrado
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{60.3.9.3) con un contenido de 3.6 ug/ml. hasta que
se hayan alcanzado alturas o areas de pico y tiempos
de retencién constantes.

60.4.4.2 Curva de calibrado. [nyectar varias veces
cada solucion de calibrado {60.3.9.3) y medir las alturas
(areas) de pico para cada concentracidn. Trazar una cur-
va de calibrado empleando las alturas o areas medias
de los picos de las soluciones de calibrado como orde-
nadas y las correspondientes concentraciones en ug/ml
como abscisas.

' 60.4.4.3 Solucién de muestra. Inyectar varias veces

el extracto de muestra {60.4.3.2), empleando el mismo
volumen utilizado para las soluciones de calibrado vy
d_ezjterminar la altura (o area) media de los picos de robe-
nidina.

60.5 Célculos. A partir de la altura (drea) media de
los picos de robenidina de la solucién de muestra, determinar
la concentracion de la solucion de muestra en pug/ml hacien-
do referencia a la curva de calibrado (60.4.4.2).

El contenido de robenidina w (en mg/kg) de la mues-
tra se obtiene mediante la siguiente formula:

cx 200
W=
m
Siendo:

¢ = Concentracién de robenidina de la solucion de
muestra ug/mit.

m = Masa, en gramos, de la muestra utilizada para
el ensayo.

60.6 Comprobacion de los resultados.

60.6.1 Identidad. La identidad del analito se puede
confirmar mediante una co-cromatografia, o utilizando
un detector de red de diodos, mediante el cual se com-
paran los espectros del extracto de la muestra v de la
solucién de calibrado (60.3.9.3) con un contenido de
6.0 pg/mi.

60.6.1.1 Co-cromatografia. Reforzar un extracto de
muestra anadiéndole una cantidad apropiada de solucién
de calibrado (60.3.9.3). La cantidad de robenidina aia-
dida debera ser similar a la cantidad calculada de robe-
nidina hallada en el extracto de la muestra.

S6lo debera aumentar la altura del pico de robenidina,
teniendo en cuenta tanto la cantidad afadida como la
dilucién del extracto.. La anchura del pico, a la mitad
de su altura maxima, debera estar comprendida dentro
del £ 10 por 100 de la anchura original.

60.6.1.2 Deteccion por red de diodos. Los resul-
tados se evalian con arreglo a los siguientes criterios:

a) La longitud de onda a la que se da la absorcién
méaxima de los espectros de la muestra y del patrén,
registrados en el apice del pico cromatografico, debe
ser la misma dentro de un margen determinado por la
resclucion del detector. En el caso del detector de
red de diodos, el margen esta situado generalmente
ent 2 nm. .

b} Entre 250 y 400 nm, los espectros de la muestra
y del patrén registrados en el apice del pico cromato-
grafico no deberan ser diferentes para aquellas partes
del espectro comprendidas entre el 10 y el 100 por 100
de la absorbancia relativa. Este criterio se cumple cuando
estan presentes los mismos maximos y en ningin punto
observado la desviacion entre los dos espectros excede
del 15 por 100 de la absorbancia del analito patrén.

¢} Entre 250y 400 nm los espectros de la pendiente
de subida, el 4pice 'y la pendiente de bajada del pico
del cromatograma del extracto de la muestra no deben
ser distintos unos de otros en lo que se refiere a las

partes del espectro comprendidas entre el 10 y el 100
por 100 de absorbancia relativa. Este criterio se cumple
cuando estan presentes los mismos maximos y en nin-
gun punto observado la desviacion entre los espectros
excede del 15 por 100 de la absorbancia del espectro
del apice del pico.

Si no se cumple alguno de estos criterios, no se con-
firma la presencia de analito.

60.6.2 Repetibilidad. La -diferencia entre los resul-
tados de dos terminaciones paralelas llevadas a cabo
con la misma muestra no debera superar el 10 por 100
relativo al resultado mas alto obtenido para contenidos
de robenidina superiores a 15 mg/kg.

60.6.3 Recuperacién. La recuperacion de la mues-
tra en blanco reforzada debera ser al menos del 85
por 100.

60.7 Resultados de un ensayo colaborativo. La CEE
organizo un ensayo colaborativo en el que se analizaron
en 12 laboratorios cuatro muestras de piensos para aves
y conejos, tanto en forma de harinas como en granulos.
Se efectuaron andlisis duplicados de cada muestra y se
obtuvieron los-siguientes resultados:

Aves Conejos
Harina Granulo Harina Granulo
Media (mg/kg) ......... 27.00|27,99|43.6 ;401
S5 (mg/kg) ..ol 146 1,26| 1,44 1,66
CV, (porcentaje) ........ 54 4,5 33 4.1
Srimg/kg) ............. 436| 3,36| 461, 3,91
CVi (porcentaje} ....... 16.1 12,0 [ 10,6 9,7
Recuperacién (Porcen-
taje) ..o 90,0 (93,3 |87.2 |80,2
S, Desviacion estandar de la repetibilidad.

CV, = Coeficiente de variacion de la repetibilidad.
Sg = Desviacion estandar de la reproducibilidad.
CVr = Coeficiente de variacién de la reproducibilidad.

60.8 Referencias. Directiva 93/117/CEE. «Diario
Oficial de las Comunidades Europeas» L 329, de 30 de
diciembre de 1993.

5542 REAL DECRETO 203/1895, de 10 de febrero,
por el que se aprueba el Reglamento de apli-
cacion de la Ley 5/1984, de 26 de marzo,
reguladora del derecho de asilo y de la con-
dicién de refugiado, modificada por la Ley

9/1994, de 19 de mayo.

La Ley 5/1884, de 26 de marzo, reguladora del dere-
cho de asilo y de la condicion de refugiado, modificada
por la Ley 9/1994,.de 19 de mayo, establece los prin-
cipios basicos que han de regir dicha matena en nuestro
ordenamiento jurIdICO

En tal sentido, la nueva Ley remite de forma reiterada
los preceptos de la Convencién de Ginebra de 1951
y el Protocclo de 1987 sobre el Estatuto de los Refu-
giados, y se limita, en el ambito procedimental, a con-
figurar el marco general al que ha de ajustarse la tra-
mitacion de las solicitudes de asilo introduciendo un pro-
cedimiento de inadmisidn a tramite para impedir la uti-
lizacion fraudulenta con fines de inmigracion economlca
del sistema de proteccion a los refugiados. '





