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	CONSIDERANDO
	CONSIDERING

	Que en cumplimiento a lo previsto en el artículo 46 fracción I de la Ley Federal sobre Metrología y Normalización, el Subcomité de Productos y Servicios presentó el 27 de abril de 2011 al Comité Consultivo Nacional de Normalización de Regulación y Fomento Sanitario, el anteproyecto de la presente Norma Oficial Mexicana.
	That in compliance with the provisions of article 46 section I of the Federal Law on Metrology and Standardization, the Subcommittee on Products and Services presented on April 27, 2011 to the National Consultative Committee for Standardization of Sanitary Regulation and Development, the preliminary draft of this Official Mexican Standard.

	Que con fecha del 13 de febrero de 2012, en cumplimiento del acuerdo del Comité y de lo previsto en el artículo 47 fracción I de la Ley Federal sobre Metrología y Normalización, se publicó en el Diario Oficial de la Federación el proyecto de la presente Norma Oficial Mexicana, a efecto de que dentro de los siguientes sesenta días naturales posteriores a dicha publicación, los interesados presentaran sus comentarios al Comité Consultivo Nacional de Normalización de Regulación y Fomento Sanitario.
	That on February 13, 2012, in compliance with the agreement of the Committee and that detailed in article 47 section I of the Federal Law on Metrology and Standardization, the Project of this Official Mexican Standard was published in the Official Daily of the Federation, so that within the following sixty calendar days after said publication, the interested parties might submit their comments to the National Consultative Committee for the Standardization of Sanitary Regulation and Development.

	Que con fecha previa, fueron publicadas en el Diario Oficial de la Federación, las respuestas a los comentarios recibidos por el mencionado Comité, en los términos del artículo 47 fracción III de la Ley Federal sobre Metrología y Normalización.
	That on a prior date, the answers to the comments received by the aforementioned Committee were published in the Official Daily of the Federation, under the terms of article 47 section III of the Federal Law on Metrology and Standardization.

	Que en atención a las anteriores consideraciones, contando con la aprobación del Comité Consultivo Nacional de Normalización de Regulación y Fomento Sanitario, tengo a bien expedir y ordenar la publicación en el Diario Oficial de la Federación la siguiente:
	That in view of the preceding considerations, with the approval of the National Consultative Committee for the Standardization of Sanitary Regulation and Development, I have deemed appropriate to issue and order the publication in the Official Daily of the Federation the following:
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	PREFACIO
	PREFACE

	En la elaboración de la presente norma participaron los siguientes organismos e instituciones:
	The following organizations and institutions participated in the preparation of this standard :

	Secretaría de Salud.
	Secretary of Health.

	Comisión Federal para la Protección contra Riesgos Sanitarios.
	Federal Commission for Protection against Sanitary Risks.

	Centro Nacional de Equidad de Género y Salud Reproductiva.
	National Center for Gender Equity and Reproductive Health.

	Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición "Salvador Zubirán".
	National Institute of Medical Sciences and Nutrition "Salvador Zubirán."

	Instituto Nacional de Pediatría.
	National Institute of Pediatrics.

	Instituto Nacional de Perinatología.
	National Institute of Perinatology.

	Procuraduría Federal del Consumidor.
	Federal Office of the Prosecutor for the Consumer

	Sistema para el Desarrollo Integral de la Familia del Distrito Federal.
	System for the Integral Development of the Family of the Federal District.

	Instituto Politécnico Nacional.
	National Polytechnic Institute.

	Escuela Nacional de Ciencias Biológicas.
	National School of Biological Sciences.

	Escuela de Dietética y Nutrición del ISSSTE.
	ISSSTE School of Dietetics and Nutrition.

	Asociación Mexicana de Productos Infantiles A.C.
	Asociación Mexicana de Productos Infantiles AC

	PBM Products México, S. de R.L. de C.V.
	PBM Products México, S. de RL de CV

	Vázquez Tercero y Asociados, S.C.
	Vázquez Tercero y Asociados, SC

	Asociación Pro Lactancia Materna.
	Pro Breastfeeding Association.

	Cámara Nacional de Industriales de la Leche (CANILEC).
	National Chamber of Milk Manufacturers (CANILEC) .

	Abbott Laboratories de México, S.A. de C.V.
	Abbott Laboratories de México, SA de CV

	Bayer de México, S.A. de C.V.
	Bayer de México, SA de CV

	Danone de México, S.A. de C.V.
	Danone de México, SA de CV

	Mead Johnson. Nutricionales de México, S. de R.L. de C.V.
	Mead Johnson Nutricionales de México, S. de RL de CV

	Nestlé México, S.A. de C.V.
	Nestlé México, SA de CV

	Wyeth, S. de R.L. de C.V.
	Wyeth, S. de RL de CV

	Cámara Nacional de la Industria de la Transformación (CANACINTRA)/Rama 61.
	National Chamber of the Transformation Industry (CANACINTRA) / Branch 61.

	Confederación de Cámaras Industriales de los Estados Unidos Mexicanos (CONCAMIN).
	Confederation of Industrial Chambers of the United Mexican States (CONCAMIN).
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	[bookmark: _Hlk53837738]1. Objetivo y campo de aplicación
	1. Objective and field of application

	1.1 Esta norma establece las disposiciones y especificaciones sanitarias, nutrimentales y de etiquetado que deben cumplir:
	1.1 This standard establishes the sanitary, nutritional and labeling provisions and specifications that must be complied with for:

	-	las fórmulas para lactantes,
	- infant formulas,              

	-	las fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición,
	- formulas for infants with special nutritional needs,              

	-	las fórmulas de continuación,
	- continuation formulas,              

	-	las fórmulas de continuación para necesidades especiales de nutrición, y
	- continuation formulas for special nutritional needs, and              

	-	los alimentos y bebidas no alcohólicas para lactantes y niños de corta edad.
	- food and non-alcoholic beverages for infants and young children.              

	Así como los métodos de prueba.
	As well as the test methods.

	1.2 Esta norma es de observancia obligatoria para las personas físicas y morales que se dedican al proceso y/o importación de los productos objeto de la misma, que van a ser comercializados en el territorio nacional.
	1.2 This Standard is of obligatory observance for Individuals and companies that are dedicated to the processing and/or importation of the products object of the same, that are going to be commercially distributed in the national territory.

	2. Referencias
	2. References

	Esta norma se complementa con las siguientes Normas Oficiales Mexicanas, sus modificaciones o las que las sustituyan:
	This standard is complemented by the following Official Mexican Standards, their modifications or those that replace them:

	2.1 Norma Oficial Mexicana NOM-007-SSA2-1993, Atención de la mujer durante el embarazo, parto y puerperio y del recién nacido. Criterios y procedimientos para la prestación del servicio.
	2.1 Official Mexican Standard NOM-007-SSA2-1993, Attention to women during pregnancy, childbirth and puerperium and for the newborn. Criteria and procedures for the provision of the service.

	2.2 Norma Oficial Mexicana NOM-051-SCFI/SSA1-2010, Especificaciones generales de etiquetado para alimentos y bebidas no alcohólicas preenvasados. Información comercial y sanitaria.
	2.2 Official Mexican Standard NOM-051-SCFI-SSA1-2010, General labeling specifications for prepackaged food products and non-alcoholic beverages. Commercial and health information. 

	2.3 Norma Oficial Mexicana NOM-086-SSA1-1994, Bienes y servicios. Alimentos y bebidas no alcohólicas con modificaciones en su composición. Especificaciones nutrimentales.
	2.3 Official Mexican Standard NOM-086-SSA1-1994, Goods and services. Food and non-alcoholic beverages with changes in their composition. Nutritional Specifications

	2.4 Norma Oficial Mexicana NOM-130-SSA1-1995, Bienes y Servicios. Alimentos envasados en recipientes de cierre hermético y sometidos a tratamiento térmico. Disposiciones y especificaciones sanitarias.
	2.4 Official Mexican Standard NOM-130-SSA1-1995, Goods and Services. Food products packed in sealed containers and subjected to heat treatment. Sanitary provisions and specifications.

	2.5 Norma Oficial Mexicana NOM-251-SSA1-2009, Prácticas de higiene para el proceso de alimentos, bebidas o suplementos alimenticios.
	2.5 Official Mexican Standard NOM-251-SSA1-2009, Hygiene practices for the food, beverage or food supplement process.

	3. Definiciones
	3. Definitions

	Para fines de esta norma se entiende por:
	For the purposes of this standard, it is understood as

	3.1 Ablactación o alimentación complementaria, a la incorporación a la dieta del lactante de alimentos distintos a la leche materna o su sucedáneo, realizándose gradual y progresivamente a partir de los 6 meses de edad o de acuerdo con las necesidades específicas de cada lactante.
	3.1 Weaning or complementary feeding, to the incorporation into the diet of the nursing infant of food products other than breast milk or its substitute, being carried out gradually and progressively from 6 months of age or according to the specific needs of each infant.

	3.2 Acidos grasos trans, a todos los isómeros geométricos de ácidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados que poseen en la configuración trans dobles enlaces carbono-carbono no conjugados.
	3.2 Trans fat acids, all geometric isomers of monounsaturated and polyunsaturated fatty acids having the double bonded trans configuration carbon-carbon unconjugated.  

	3.3 Aditivo alimentario (Aditivo), cualquier sustancia que en cuanto tal no se consume normalmente como alimento, ni tampoco se usa como ingrediente básico en alimentos, tenga o no valor nutritivo, y cuya adición al producto con fines tecnológicos en sus fases de producción, elaboración, preparación, tratamiento, envasado, empaquetado, transporte o almacenamiento, resulte o pueda preverse razonablemente que resulte (directa o indirectamente) por sí o sus subproductos, en un componente del producto o un elemento que afecte a sus características (incluidas las organolépticas). Esta definición no incluye "contaminantes" o sustancias añadidas al producto para mantener o mejorar las cualidades nutrimentales.
	3.3 Food additive (Additive), any substance that as such is not normally consumed as food, nor is it used as a basic ingredient in food, has nutritional value or not, and whose addition to the product for technological purposes in its phases of production, preparation, manufacturing, treatment, packaging, packing, transport or storage, whether or not reasonably expected or expected to result (directly or indirectly) by itself or its by-products, in a component of the product or an element that affects its characteristics (including the organoleptic). This definition does not include "contaminants" or substances added to the product to maintain or improve the nutritional qualities.

	3.4 Agua para uso y consumo humano (agua potable), al agua que no contiene contaminantes objetables, químicos o agentes infecciosos y que no causa efectos nocivos para la salud.
	3.4 Water for human use and consumption (potable water), to the water that does not contain objectionable contaminants, chemicals or infectious agents and that does not cause harmful effects on health. 

	3.5 Alimento, a cualquier sustancia o producto, sólido, semisólido, natural o transformado, que proporciona al organismo elementos para su nutrición.
	3.5 Food product, to any substance or product, solid, semi-solid, natural or processed, which provides the body with elements for its nutrition. 

	3.6 Alimentos a base de cereales para lactantes y niños de corta edad, a los productos elaborados principalmente con uno o más cereales molidos, que constituirán al menos el 25 % de la mezcla final en base seca, adicionados o no de otros ingredientes, destinados a complementar la dieta de los lactantes a partir de los seis meses en adelante y para los niños de corta edad como parte de una dieta progresivamente diversificada.
	3.6 Cereal-based food products for nursing infants and young children, to the products made primarily with one or more ground cereals, which will constitute at least 25% of the final mixture based on dry base, whether or not complemented with other ingredients, intended to complement the diet of nursing infants from six months onwards and for young children as part of a progressively diversified diet. 

	3.7 Alimentos deshidratados, aquellos en los que se ha eliminado agua por medios físicos a fin de evitar su descomposición y son reconstituidos mediante dilución, no incluye los alimentos a base de cereales.
	3.7 Dehydrated foods products, those in which water has been removed by physical means in order to prevent its decomposition and reconstituted by dilution, does not include cereal-based foods. 

	3.8 Alimentos y bebidas no alcohólicas listos para ser consumidos, a los sometidos a tratamiento térmico antes o después de ser envasados en recipientes herméticamente cerrados, los cuales deben ser comercialmente estériles.
	3.8 Food products and non-alcoholic beverages ready to be consumed, to those subjected to heat treatment before or after being packed in hermetically sealed containers, which must be commercially sterile.

	3.9 Alimentos y bebidas no alcohólicas para lactantes y niños de corta edad, son los productos industrializados que se utilizan principalmente durante el período normal de ablactación de los lactantes o en la alimentación de los niños de corta edad. Se preparan para ser consumidos directamente o deshidratados para ser reconstituidos.
	3.9 Food and non-alcoholic beverages for nursing infants and young children, are the industrialized products that are mainly used during the normal period of the weaning of nursing infants or in the feeding of young children. They are prepared to be consumed directly or dehydrated to be reconstituted.

	3.10 Bajo peso al nacer, el que se refiere a un lactante que pesa al nacimiento menos de 2500 g.
	3.10 Low birth weight, which refers to a nursing infant weighing less than 2500 grams at birth.

	3.11 Bebida no alcohólica, cualquier líquido, natural o transformado, que proporcione al organismo elementos para su nutrición.
	3.11 Non-alcoholic beverage, any liquid, natural or processed, that provides the body with elements for its nutrition.

	3.12 Contaminante, a cualquier agente biológico o químico, materia extraña u otras sustancias no añadidas intencionalmente a los alimentos y bebidas, que puedan comprometer la inocuidad o la aptitud de los alimentos.
	3.12 Contaminant, any biological or chemical agent, foreign matter or other substances not intentionally added to food and beverages, which may compromise the safety or suitability of food.

	3.13 Chupón, al objeto de goma o plástico con forma de pezón que se les da a los bebés para que succionen la leche.
	3.13 Pacifier, the nipple-shaped rubber or plastic object that babies are given to suck milk.

	3.14 Destete, a la suspensión de la lactancia al pecho.
	3.14 Weaning, the suspension of breastfeeding.  

	3.15 Envase, a cualquier recipiente o envoltura en el cual está contenido el producto preenvasado para su venta al consumidor.
	3.15 Container, any container or packaging in which the pre-packaged product is contained for sale to the consumer.

	3.16 Etiqueta, a cualquier rótulo, marbete, inscripción, imagen u otra materia descriptiva o gráfica, escrita, impresa, estarcida, marcada, grabada en alto o bajo relieve, adherida, sobrepuesta o fijada al envase del producto preenvasado o, cuando no sea posible por las características del producto, al embalaje.
	3.16 Label, to any label, label, inscription, image or other descriptive or graphic material, written, printed, stenciled, marked, engraved in high or low relief, attached, superimposed or secured to the container of the prepackaged product or, when not possible by the characteristics of the product, to the packaging. 

	3.17 Fórmula para lactantes, al sucedáneo de la leche materna especialmente fabricado para satisfacer, por sí solo, las necesidades nutrimentales de los lactantes durante sus primeros meses de vida hasta la introducción de la ablactación o alimentación complementaria correspondiente.
	3.17 Formula for infants, to the breast milk substitute specially manufactured to satisfy, by itself, the nutritional needs of infants during their first months of life until the introduction of the corresponding weaning or supplementary feeding.  

	3.18 Fórmula de continuación, al alimento destinado a ser utilizado como componente líquido de la dieta de destete del lactante a partir del sexto mes y para niños de corta edad.
	3.18 Continuation Formula, food product intended to be used as a liquid component of the weaning diet for the infant after the sixth month and for young children. 

	3.19 Fórmula de continuación para necesidades especiales de nutrición, al alimento destinado a ser utilizado como componente líquido de la dieta de destete del lactante a partir del sexto mes de vida y para niños de corta edad, en casos de trastornos, enfermedades o condiciones médicas específicas.
	3.19 Continuation formula for specific nutritional needs, to the food intended to be used as a liquid component of the weaning diet of the infant from the sixth month of life and for young children, in cases of disorders, diseases or conditions specific doctors 

	3.20 Fórmula para lactantes con necesidades especiales de nutrición, al sucedáneo de la leche materna o de la fórmula para lactantes, especialmente fabricado para satisfacer, por sí solo, las necesidades nutrimentales de los lactantes con trastornos, enfermedades o condiciones médicas específicas durante sus primeros meses de vida hasta la introducción de la ablactación o alimentación complementaria correspondiente. Incluye a los fortificadores de leche materna o humana.
	3.20 Formula for nursing infants with special nutritional needs, to the ersatz breast milk or infant formula specially manufactured to satisfy, by itself, the nutritional requirements of infants with disorders, diseases or medical conditions during their first months of life until the introduction of the corresponding weaning or complementary feeding. It includes breast or human milk fortifiers. 

	3.21 Fortificador de leche materna o humana, al producto que puede añadirse a la leche de la especie humana para proporcionar nutrimentos adicionales en la alimentación de los lactantes con bajo peso al nacer y recién nacidos pretérmino.
	3.21 Maternal or human milk fortifier, to the product that can be added to the milk of the human species to provide additional nutrients in the diet of infants with low birth weight and preterm infants.

	3.22 Inocuo, lo que no hace o causa daño a la salud.
	3.22 Harmless, what does not do or causes harm to health.

	3.23 Información nutrimental, a toda descripción destinada a informar al consumidor sobre las propiedades nutrimentales de un alimento o bebida no alcohólica preenvasado. Comprende dos aspectos:
	3.23 Nutrition information , for any description intended to inform the consumer about the nutritional properties of a prepackaged non-alcoholic food or beverage. It comprises two aspects: 

	-	La declaración nutrimental obligatoria.
	-    The mandatory nutritional declaration.              

	-	La declaración nutrimental complementaria.
	- The complementary nourishment statement .              

	3.24 Lactantes, a los niños hasta los doce meses de edad.
	3.24 Nursing Infants, children up to twelve months of age.

	3.25 Leche materna o humana, a la secreción producida por las glándulas mamarias de la especie humana después del calostro y cuya función es alimentar al lactante. Esta leche contiene los nutrimentos, así como una serie de compuestos bioactivos y componentes celulares que ejercen diferentes efectos biológicos que el lactante requiere para su crecimiento y desarrollo. Representa el único alimento del lactante en los primeros meses de vida.
	3.25 Maternal or human milk, to the secretion produced by the mammary glands of the human species after colostrum and whose function is to feed the infant. This milk contains nutrients, as well as a series of bioactive compounds and cellular components that exert different biological effects that the infant requires for its growth and development. It represents the only infant food in the first months of life. 

	3.26 Límite, a la cantidad establecida de nutrimentos, aditivos, microorganismos, materia extraña, plaguicidas, biotoxinas, residuos de medicamentos y metales pesados.
	3.26 Limit, to the established amount of nutrients, additives, microorganisms, foreign matter, pesticides, biotoxins, drug residues and heavy metals.

	3.27 Limpieza, a la acción que tiene por objeto quitar la suciedad.
	3.27 Cleaning, the action that has the purpose of removing dirt. 

	3.28. Materia extraña, aquella sustancia, resto o desecho orgánico o inorgánico, que se presenta en el producto sea por contaminación o por manejo poco higiénico del mismo durante su elaboración, distribución y comercialización que resultan perjudiciales para la salud.
	3.28. Foreign matter, that substance, or residue or organic or inorganic waste, which is in the product from contamination or non-hygienic handling of the same during processing, distribution and marketing which are harmful to health. 

	3.29 Metal pesado o metaloide, aquellos elementos químicos que causan efectos indeseables en el metabolismo, aun en concentraciones bajas. Su toxicidad depende de la dosis en que se ingieren, así como de su acumulación en el organismo.
	3.29 Heavy metal or metalloid, those chemical elements that cause undesirable effects on metabolism, even at low concentrations. Their toxicity depends on the dose in which they are ingested, as well as their accumulation in the body.

	3.30 Métodos de prueba, a procedimientos analíticos utilizados en el laboratorio para comprobar que un producto satisface las especificaciones que establece la norma.
	3.30 Test Methods, analytical procedures used in the laboratory to verify that a product meets the specifications of the standard.

	3.31 Niños de corta edad, a los mayores de doce meses y hasta los treinta y seis meses de edad.
	3.31 Young children, over twelve months of age and up to thirty-six months of age.

	3.32 Nivel superior de referencia, al que se aplica a los nutrimentos sobre los que no se dispone de suficiente información para realizar una evaluación de riesgos basada en conocimientos científicos, dichos niveles son valores derivados considerando las necesidades nutrimentales de los lactantes y un historial establecido de uso aparente inocuo. Pueden ajustarse de acuerdo con los progresos científicos y tecnológicos pertinentes. La finalidad de un nivel superior de referencia es proporcionar orientación a los fabricantes y no deben interpretarse como valores deseables.
	3.32 Higher reference level, that which is applied to nutrients for which there is insufficient information available to conduct a risk assessment based on scientific knowledge, these levels are derived values ​​considering the nutritional needs of infants and a history and established for innocuous apparent use. They can be adjusted according to the relevant scientific and technological progress. The purpose of a higher level of reference is to provide guidance to manufacturers and should not be construed as desirable values.

	3.33 Prácticas de higiene, a las medidas necesarias para garantizar la inocuidad de los productos.
	3.33 Hygiene practices, the measures necessary to guarantee the safety of the products. 

	3.34 Proceso, al conjunto de actividades relativas a la obtención, elaboración, fabricación, preparación, conservación, mezclado, acondicionamiento, envasado, manipulación, transporte, distribución, almacenamiento y expendio o suministro al público de productos.
	3.34 Process, the set of activities related to obtaining, processing, manufacturing, preparation, preservation, mixing, conditioning, packaging, handling, transport, distribution, storage and sale or supply to the public of products. 

	3.35 Recién nacido pretérmino, al producto de la concepción de 28 semanas a menos de 37 semanas de gestación.
	3.35 Preterm newborn, the product of conception from 28 weeks to less than 37 weeks gestation. 

	3.36 Sucedáneo de la leche materna o humana, a las fórmulas comercializadas presentadas como sustituto parciales o totales de la leche materna o humana.
	3.36 Substitute for maternal or human milk,  the commercially distributed formulas presented as partial or total substitutes for human or maternal milk. 

	4. Símbolos y abreviaturas
	4. Symbols and abbreviations

	Cuando en esta norma se haga referencia a los siguientes símbolos y abreviaturas se entiende por:
	When this standard refers to the following symbols and abbreviations, it is understood as :




	
	
	

	A
	absorbancia
	absorbance

	ARA
	ácido araquidónico
	arachidonic acid

	BPF
	Buenas Prácticas de Fabricación
	Good Manufacturing Practices

	°C
	grados Celsius
	Degrees Celsius 

	cm
	centímetro
	centimeter

	cm2
	centímetro cuadrado
	square centimeter

	DHA
	ácido docosahexaenoico
	docosahexaenoic acid

	EPA
	ácido eicosapentaenoico
	eicosapentaenoic acid

	eq
	equivalente
	equivalent

	g
	gramo
	gram

	h
	hora
	time

	IDR
	Ingesta Diaria Recomendada
	Daily Recommended Intake

	IDS
	Ingesta Diaria Sugerida
	Suggested Daily Intake

	kcal
	kilocalorías
	kilocalories

	kg
	kilogramo
	kilogram

	kJ
	kilojoules
	kilojoules

	l
	litro
	liter

	L
	levógiro
	levorotatory

	m
	masa
	mass

	mg
	miligramo
	milligram

	min
	minutos
	minutes

	ml
	mililitro
	milliliter

	mM
	milimolar
	millimolar

	mm
	milímetro
	millimeter

	m/m
	Masa/masa
	Mass/mass

	mOsm
	miliosmol
	miliosmol

	mv
	milivolt
	millivolt

	M
	molar
	molar

	N
	normal
	normal

	NaCl
	cloruro de sodio
	sodium chloride

	N.A.
	no aplica
	does not apply

	ng
	nanogramo
	nanogram

	nm
	nanómetro
	nanometer

	NMP
	Número Más Probable
	MPN - Most Probable Number

	No.
	número
	number

	NSR
	Nivel Superior de Referencia
	HRL - Higher Reference Level

	oz
	onza
	ounce

	pH
	potencial de hidrógeno
	hydrogen potential

	REP
	Relación de Eficiencia Proteica
	PER - Protein Efficiency Ratio

	rpm
	revoluciones por minuto
	revolutions per minute

	T
	transmitancia
	transmittance

	UFC
	Unidades Formadoras de Colonias
	Colony Forming Units

	U.I.
	Unidad Internacional
	International Unit

	µg
	microgramo
	microgram

	µm
	micrómetro
	micrometer

	S.E.
	sin especificación
	without specification

	seg
	segundos
	seconds

	VNR
	Valores Nutrimentales de Referencia
	Nutritional Reference Values

	v/v
	volumen a volumen
	volume to volume

	/
	por
	by

	%
	por ciento
	percent

	=
	menor o igual
	less than or equal

	>
	mayor que
	greater than

	<
	menor que
	less than



	Cuando en esta Norma se mencionen los siguientes términos, debe entenderse:
	When the following terms are mentioned in this Standard, they should be understood to mean:

	Acuerdo, el "Acuerdo por el que se determinan los aditivos y coadyuvantes en alimentos, bebidas y suplementos alimenticios, su uso y disposiciones sanitarias".
	Agreement, the "Agreement by which are determined the additives and adjuvants in food, beverages and food supplements, their use and sanitary provisions."

	CICOPLAFEST, la Comisión Intersecretarial para el Control del Proceso y uso de Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias Tóxicas.
	CICOPLAFEST, the Intersecretarial Commission for Process Control and use of Pesticides, Fertilizers and Toxic Substances.

	Fórmula, las fórmulas reguladas por este ordenamiento.
	Formula, the formulas regulated by this standard.

	Productos, los regulados por este ordenamiento, según corresponda.
	Products, those regulated by this standard, as applicable. 

	Reglamento, el Reglamento de Control Sanitario de Productos y Servicios.
	Regulation, the Regulation of Sanitary Control of Products and Services.

	Secretaría, la Secretaría de Salud.
	Secretary, the Secretary of Health.

	5. Clasificación
	5. Classification

	Los productos se clasifican en:
	The products are classified as:

	5.1 Fórmulas:
	5.1 Formulas:

	5.1.1 Para lactantes.
	5.1.1 For nursing infants.

	5.1.2 Para lactantes con necesidades especiales de nutrición.
	5.1.2 For nursing infants before with special nutrition needs.

	5.1.3 De continuación.
	5.1.3 Continuation.

	5.1.4 De continuación para necesidades especiales de nutrición.
	5.1.4 Continuation for special nutritional needs.

	5.2 Alimentos y bebidas no alcohólicas para lactantes y niños de corta edad:
	5.2 Food products and non-alcoholic beverages for nursing infants and young children:

	5.2.1 A base de cereales:
	5.2.1 Cereal based:

	5.2.1.1 Cereales que deben ser preparados para el consumo añadiendo leche u otros líquidos nutritivos idóneos (fórmulas).
	5.2.1.1 Cereals that should be prepared for consumption by adding milk or other suitable liquid nutrients (formulas).

	5.2.1.2 Cereales que deberán utilizarse después de ser cocidos en agua hirviendo u otros líquidos apropiados, incluidas las pastas.
	5.2.1.2 Cereals to be used after being cooked in boiling water or other appropriate liquids, including pasta.

	5.2.1.3 Galletas y otros productos de panificación.
	5.2.1.3 Cookies and other bakery products.

	5.2.2 Listos para ser consumidos.
	5.2.2 Ready to be consumed.

	5.2.3 Deshidratados.
	5.2.3 Dehydrated.

	6. Disposiciones sanitarias generales
	6. General sanitary provisions

	Los establecimientos que se dediquen al proceso de los productos objeto de esta norma, deben:
	The establishments that are dedicated to the process of the products object of this standard, must:

	6.1 Cumplir con lo establecido en la NOM-251-SSA1-2009, señalada en el apartado de referencias y para los productos importados lo correspondiente a esta Norma.
	6.1 Comply with the provisions of NOM-251-SSA1-2009, indicated in the references section and for the imported products the corresponding to this Standard.

	6.2 Instrumentar un plan de análisis de peligros y puntos críticos de control de conformidad con lo establecido en el Apéndice Normativo A de la Norma Oficial Mexicana NOM-251-SSA1-2009, señalada en el apartado de referencias.
	6.2 Implement a hazard analysis plan and critical control points in accordance with the provisions of the Obligatory Appendix A of the Official Mexican Standard NOM-251-SSA1-2009, indicated in the references section.

	6.3 Los productos y materias primas utilizadas en su elaboración deben cumplir con lo establecido en el Reglamento, las materias primas además:
	6.3 The products and raw materials used in their preparation must comply with the provisions of the Regulation, the raw materials also:

	6.3.1 Deben estar limpias y ser inocuas.
	6.3.1 They must be clean and safe.

	6.3.2 No deben exceder los límites máximos residuales de plaguicidas establecidos en el Catálogo Oficial de Plaguicidas de la CICOPLAFEST, ni contener cualquiera de los plaguicidas prohibidos en dicho Catálogo, según corresponda por la naturaleza de la materia prima.
	6.3.2 They must not exceed the maximum residual pesticide limits established in the Official Pesticide Catalog of CICOPLAFEST, nor contain any of the pesticides prohibited in said Catalog, as appropriate by the nature of the raw material.

	6.3.3 Cumplir con las normas oficiales mexicanas correspondientes.
	6.3.3 Comply with the corresponding Official Mexican Standards.

	6.4 Los productos y las materias primas que se utilicen en su elaboración no deben ser tratados con radiaciones ionizantes.
	6.4 The products and raw materials used in their preparation should not be treated with ionizing radiation.

	6.5 Todos los procedimientos de elaboración y de desecación de los productos se deben llevar a cabo de manera que la pérdida de nutrimentos en los productos sea mínima, y se garanticen las cantidades de éstos que se declaran en la etiqueta.
	6.5 All procedures for the preparation and desiccation of the products must be carried out in such a way that the loss of nutrients in the products is minimal, and the quantities of these that are declared on the label are guaranteed.

	6.6 Los productos no deben contener residuos de hormonas, antibióticos y otros contaminantes o sustancias farmacológicamente activas.
	6.6 The products should not contain residues of hormones, antibiotics and other pollutants or pharmacologically active substances.

	6.7 El responsable del producto debe contar con la evidencia documental que demuestre que cumple con las especificaciones establecidas en esta norma, para cada producto que elabore o comercialice.
	6.7 The person responsible for the product must have documentary evidence that demonstrates that it complies with the specifications established in this standard, for each product that it produces or markets.

	6.8 En la elaboración de los productos objeto de esta norma se podrán utilizar los aditivos listados en el Acuerdo, bajo las especificaciones establecidas en el mismo.
	6.8 In the preparation of the products covered by this standard, the additives listed in the Agreement may be used, under the specifications established therein.

	6.9 El responsable de la fabricación del producto debe disponer de:
	6.9 The person responsible for manufacturing the product must have:

	6.9.1 Medios tecnológicos y procedimientos de elaboración que permitan la incorporación de los nutrimentos en forma satisfactoria, y
	6.9.1 Technological media and processing procedures that allow the incorporation of nutrients in a satisfactory manner, and

	6.9.2 Métodos de medición y control de las concentraciones de los nutrimentos añadidos a los productos.
	6.9.2 Methods for measuring and controlling the concentrations of nutrients added to the products.

	6.10 Los productos no podrán usar como ingrediente aceites o grasas hidrogenadas comercialmente.
	6.10 Products may not use commercially hydrogenated oils or fats as ingredients.

	7. Disposiciones sanitarias para fórmulas
	7. Sanitary provisions for formulas

	7.1 Los responsables del expendio o suministro al público de fórmulas deben cumplir con el  Código Internacional de Comercialización de Sucedáneos de la Leche Materna y Resoluciones Posteriores de la Organización Mundial de la Salud.
	7.1 Those responsible for the sale or supply of formulas to the public must comply with the International Code of Marketing of Breast-milk Substitutes and Later Resolutions of the World Health Organization.

	7.2 En las unidades médicas, no se permite la distribución gratuita ni la promoción de fórmulas para lactantes y fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición directamente a las madres, queda sujeta la entrega y/o indicación de estas fórmulas a menores de seis meses de edad únicamente bajo prescripción médica y con justificación por escrito en las unidades de atención del parto y en las de consulta externa.
	7.2 In medical units, the free distribution or promotion of infant formulas and formulas for infants with special nutritional needs directly to mothers is not allowed, delivery and/or indication of these formulas to children under six months is subject of age only under medical prescription and with written justification in the delivery care units and in the outpatient units. 

	7.3 En las unidades médicas, guarderías o cualquier otro establecimiento similar en donde se preparan o administran fórmulas, los responsables de su preparación deben seguir al pie de la letra las indicaciones sugeridas por el fabricante, en la reconstitución y conservación de la misma.
	7.3 In medical units, nurseries or any other similar establishment where formulas are prepared or administered, those responsible for their preparation must follow the instructions suggested by the manufacturer, in the reconstitution and conservation of the same.

	7.4 Las fórmulas deben ser preparadas a base de leche de vaca o de otros animales o de mezclas de ellos y/o de otros ingredientes que se haya demostrado científicamente que son idóneos para la alimentación del grupo de edad al que van dirigidas y elaboradas de tal manera que eviten su deterioro o contaminación en todas las condiciones normales de manipulación, conservación y distribución.
	7.4 The formulas must be prepared based on cow's milk or milk from other animals or mixtures of them and/or other ingredients that have been scientifically proven to be suitable for feeding the age group to which they are directed and processed in such a way that they avoid deterioration or contamination in all normal conditions of handling, conservation and distribution.

	7.5 Una vez preparada según las instrucciones de uso dadas en la etiqueta, la fórmula estará exenta de grumos o partículas gruesas, para que pueda ser administrada mediante un chupón de goma o de plástico.
	7.5 Once prepared according to the instructions given on the label, the formula will be free of lumps or coarse particles, so that it can be administered by a rubber or plastic pacifier.

	7.6 Especificaciones
	7.6 Specifications

	7.6.1 Microbiológicos
	7.6.1 Microbiological

	7.6.1.1 Las fórmulas, deben cumplir con los criterios microbiológicos establecidos en la Tabla No. 1.
	7.6.1.1 The formulas must comply with the microbiological criteria established in Table No. 1.




	Tabla No. 1
Fórmulas en polvo

	Microorganismos
	n
	c
	m
	M
	Clase del Plan

	Enterobacter sakazakii (especie de Cronobacter) *
	30
	0
	0 UFC/10 g
	N.A.
	2

	Salmonella spp.
	60
	0
	0 UFC/25 g
	N.A.
	2

	Bacterias aerobias mesófilas **
	5
	2
	500 UFC/g
	5 000 UFC/g
	3

	Enterobacteriaceas
	10
	2
	0 UFC/10 g
	N.A.
	2

	n: número de muestras a ser analizadas
c: máximo número admisible de unidades de muestras defectuosas en un plan de dos clases, o de unidades de muestras marginalmente aceptables en un plan de tres clases
m: un límite microbiológico que separa la buena calidad de la calidad defectuosa en un plan de dos clases o la buena calidad de la calidad marginalmente aceptable en un plan de 3 clases
M: un límite microbiológico que separa, en un plan de tres clases, la calidad marginalmente aceptable de la defectuosa
*Solo aplica para fórmula para lactantes y fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición en polvo y cuando se detecte presencia de Enterobacterias
**No aplica para aquellos productos que contienen probióticos en su formulación





	Table No. 1 
Powdered formulas

	Microorganisms
	n
	c
	m
	M
	Plan Class

	Enterobacter sakazakii (species of Cronobacter ) *
	30
	0
	0 CFU/10 g
	NA
	2

	Salmonella spp.
	60
	0
	0 CFU/25 g
	NA
	2

	Aerobic mesophilic bacteria **
	5
	2
	500 CFU/g
	5,000 CFU/g
	3

	Enterobacteriaceae
	10
	2
	0 CFU/10 g
	NA
	2

	n: number of samples to be analyzed
c: maximum permissible number of defective sample units in a two-class plan , or marginally acceptable sample units in a three-class plan
m: a microbiological limit that separates good quality from defective quality in a two-class plan or good quality from marginally acceptable quality in a 3-class plan
M: a microbiological limit that separates, in a three-class plan, the marginally acceptable quality from the defective one
* Only applies to formula for infants and formulas for infants with special powdered nutrition needs and when Enterobacteria is detected
** Does not apply to those products that contain probiotics in their formulation
 



	7.6.1.2 Las fórmulas líquidas sujetas a tratamiento térmico y envasadas en recipientes de cierre hermético, además de cumplir con lo establecido en este ordenamiento, deben cumplir con la NOM-130-SSA1-1995, señalada en el apartado de referencias.
	7.6.1.2 Liquid formulas subject to heat treatment and packaged in sealed containers, in addition to complying with the provisions of this system, must comply with NOM-130-SSA1-1995, indicated in the references section.

	7.6.2 Fisicoquímicos
	7.6.2 Physical chemicals

	7.6.2.1 Metales pesados o metaloides
	7.6.2.1 Heavy metals or metalloids


Tabla No. 2
	Especificaciones
	Límite máximo (mg/kg)

	Arsénico (As)
	0,10

	Mercurio (Hg)
	0,05

	Plomo (Pb)
	0,02*


* Límite establecido para producto listo para ser consumido
Table #. 2
	Specifications 
	Maximum limit (mg/kg)

	Arsenic (As)
	0.10

	Mercury (Hg)
	0.05

	Lead (Pb)
	0.02 *


* Limit set for product ready to be consumed

	7.6.2.2 Materia extraña. Las fórmulas deben estar exentas de materia extraña.
	7.6.2.2 Foreign matter. The formulas must be free of foreign matter.

	7.6.3 Nutrimentales
	7.6.3 Nutritional

	7.6.3.1 Contenido energético
	7.6.3.1 Energy content

	7.6.3.1.1 Las fórmulas para lactantes y fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición deben proporcionar no menos de 60 kcal (o 250 kJ) y no más de 70 kcal (o 295 kJ) por 100 ml del producto listo para ser consumido, comercializado tal cual o reconstituido según las instrucciones del fabricante.
	7.6.3.1.1 formulas for nursing infants and formulas for nursing infants with special nutritional needs must provide no less than 60 kcal (or 250 kJ or) and not more than 70 kcal (295 kJ) per 100 ml of the product ready pair to be consumed, marketed as is or reconstituted according to the manufacturer's instructions.

	7.6.3.1.2 Las fórmulas de continuación y fórmulas de continuación para necesidades especiales de nutrición deben proporcionar no menos de 60 kcal (o 250 kJ) y no más de 85 kcal (o 355 kJ) por 100 ml del producto listo para ser consumido, comercializado tal cual o reconstituido según las instrucciones del fabricante.
	7.6.3.1.2 Continuation formulas and continuation formulas for special nutritional needs must provide not less than 60 kcal (or 250 kJ) and no more than 85 kcal (or 355 kJ) per 100 ml of the product ready to be consumed, marketed as is or reconstituted according to the manufacturer's instructions.

	7.6.3.2 Vitaminas y nutrimentos inorgánicos (minerales)
	7.6.3.2 Vitamins and inorganic nutrients (minerals)

	7.6.3.2.1 Las vitaminas y nutrimentos inorgánicos (minerales) que se adicionen a las fórmulas debe hacerse bajo las formas que se señalan en el Apéndice Normativo A.
	7.6.3.2.1 The inorganic vitamins and nutrients (minerals) that are added to the formulas must be made in the forms indicated in Obligatory Appendix A. 

	7.6.3.2.2 Las fórmulas deben contener las siguientes vitaminas dentro de los límites que se señalan a continuación:
	7.6.3.2.2 The formulas must contain the following vitamins within the limits indicated below:







Tabla No. 3
	Vitaminas
	Fórmulas para lactantes y fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición
	Fórmulas de continuación y fórmulas de continuación para necesidades especiales de nutrición

	
	Mínimo/100 kcal
	Máximo/100 kcal
	NSR/ 100 kcal
	Mínimo/100 kcal
	Máximo/100 kcal

	Vitamina A
	200 U.I. o 60 µg expresados en retinol
	600 U.I. o 180 µg expresados en retinol
	-
	250 U.I. o 75 µg expresados en retinol
	750 U.I. o 225 µg expresados en retinol

	Vitamina D
	1 µg o 40 U.I.
	2,5 µg o 100 U.I.
	-
	40 U.I. o 1 µg
	120 U.I. o 3 µg

	Vitamina C (Ac. ascórbico)
	10 mg
	S.E.
	70 mg(1)
	8 mg
	S.E.

	Tiamina (B1)
	60 µg
	S.E.
	300 µg
	40 µg
	S.E.

	Riboflavina (B2)
	80 µg
	S.E.
	500 µg
	60 µg
	S.E.

	Niacina (B3)
	300 µg
	S.E.
	1500 µg
	250 µg
	S.E.

	Piridoxina (B6)
	35 µg(2)
	S.E.
	175 µg
	45 µg(2)
	S.E.

	Acido fólico (B9)
	10 µg
	S.E.
	50 µg
	4 µg
	S.E.

	Acido pantoténico (B5)
	400 µg
	S.E.
	2000 µg
	300 µg
	S.E.

	Cianocobalamina (B12)
	0,1 µg
	S.E.
	1,5 µg
	0,15 µg
	S.E.

	Vitamina K1
	4 µg
	S.E.
	27 µg
	4 µg
	S.E.

	Biotina (H)
	1,5 µg
	S.E.
	10 µg
	1,5 µg
	S.E.

	Vitamina E (alfa tocoferol)
	0,5 mg de alfa tocoferol/g de ácidos grasos poliinsaturados (3)
	S.E.
	5
	0,7 U.I./g de ácido linoleico o por gramo de ácidos grasos poliinsaturados expresados en ácido linoleico pero en ningún caso menos de 0,7 U.I. por 100 kcal utilizables
	S.E.

	(1) En el caso de productos en polvo debería procurarse conseguir NSR más bajos.
(2) Las fórmulas que contengan más de 1,8 g de proteínas por cada 100 kcal, deben incrementar el contenido de piridoxina en al menos 15 µg de piridoxina por cada gramo de proteína arriba de dicho valor, en la fórmula lista para ser consumida de acuerdo con las instrucciones descritas en la etiqueta.
(3) Aplicando los siguientes factores de equivalencia para adaptar el contenido mínimo de vitamina E al número de dobles enlaces de ácidos grasos en el preparado: 0,5 mg de alfa tocoferol/1g de ácido linoleico; 0,75 mg de alfa tocoferol/1g de ácido alfa linolénico; 1 mg de alfa tocoferol/1g de ARA; 1,25 mg de alfa tocoferol/1g de EPA; 1,5 mg alfa tocoferol/1g de DHA.









Table No. 3
	Vit amines
	Nursing Infant formulas and formulas for infants with special nutrition needs
	Continuation formulas and continuation formulas for special nutrition needs 

	
	Minimum / 100 kcal
	Maximum / 100 kcal
	HRL / 100 kcal
	Minimum / 100 kcal
	Maximum / 100kcal

	Vitamin A
	200 IU or 60 µg expressed in retinol
	600 IU or 180 µg expressed in retinol
	-
	250 IU or 75 µg expressed in retinol
	750 IU or 225 µg expressed in retinol

	Vitamin D
	1 µg or 40 IU
	2.5 µg or 100 IU
	-
	40 IU or 1 µg
	120 IU or 3 µg

	Vitamin C ( A ascorbic c)
	10 mg
	WITHOUT SPECIFICATION
	70 mg (1)
	8 mg
	WITHOUT SPECIFICATION

	Thiamine (B 1 )
	60 µg
	WITHOUT SPECIFICATION
	300 µg
	40 µg
	WITHOUT SPECIFICATION

	Riboflavin (B 2 )
	80 µg
	WITHOUT SPECIFICATION
	500 µg
	60 µg
	WITHOUT SPECIFICATION

	Niacin (B 3 )
	300 µg
	WITHOUT SPECIFICATION
	1500 µg
	250 µg
	WITHOUT SPECIFICATION

	Pyridoxine (B 6 )
	35 µg (2)
	WITHOUT SPECIFICATION
	175 µg
	45 µg (2)
	WITHOUT SPECIFICATION

	A folic acid (B 9 )
	10 µg
	WITHOUT SPECIFICATION
	50 µg
	4 µg
	WITHOUT SPECIFICATION

	A cid or pantothenic (B 5 )
	400 µg
	WITHOUT SPECIFICATION
	2000 µg
	300 µg
	WITHOUT SPECIFICATION

	Cyanocobalamin (B 12 )
	0.1 µg
	WITHOUT SPECIFICATION
	1.5 µg
	0.15 µg
	WITHOUT SPECIFICATION

	Vitamin K 1
	4 µg
	WITHOUT SPECIFICATION
	27 µg
	4 µg
	WITHOUT SPECIFICATION

	Biotin (H)
	1.5 µg
	WITHOUT SPECIFICATION
	10 µg
	1.5 µg
	WITHOUT SPECIFICATION

	Vitamin E (alpha tocopherol)
	0.5 mg alpha tocopherol / g polyunsaturated fatty acids (3)
	WITHOUT SPECIFICATION
	5
	0.7 IU / g of linoleic acid or per gram of polyunsaturated fatty acids expressed in linoleic acid but in no case less than 0.7 IU per 100 kcal usable
	WITHOUT SPECIFICATION

	( 1) In the case of powdered products, lower HRLs should be sought .
(2) The formulations containing more than 1.8 g protein per 100 kcal, should increase the content of pyridoxine at the least 15 mg pyridoxine per gram of protein above said value, in formula list pa ra be consumed in accordance with the instructions described on the label. 
(3) Applying the following equivalence factors to adapt the minimum vitamin E content to the number of double bonds of fatty acids in the preparation: 0.5 mg of alpha to copherol / 1g of linoleic acid; 0.75 mg of alpha tocopherol / 1g of alpha linolenic acid; 1 mg of alpha tocopherol / 1g of ARA; 1.25 mg of alpha tocopherol / 1g of EPA; 1.5 mg alpha tocopherol / 1g of DHA.
 


 




	7.6.3.2.3 Las fórmulas deben contener los siguientes nutrimentos inorgánicos (minerales) dentro de los límites que se señalan a continuación:

	7.6.3.2.3 The formulas must contain the following inorganic nutrients (minerals) within the limits indicated below:




Tabla No. 4
	Nutrimentos inorgánicos (minerales)
	Fórmulas para lactantes y fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición
	Fórmulas de continuación y fórmulas de continuación para necesidades especiales de nutrición

	
	Mínimo/100 kcal
	Máximo/100 Kcal
	NSR/100 kcal
	Mínimo/100 kcal
	Máximo/100 kcal

	Sodio (Na)
	20 mg
	60 mg
	-
	20 mg
	85 mg

	Potasio (K)
	60 mg
	180 mg
	-
	80 mg
	S.E.

	Cloro (Cl)
	50 mg
	160 mg
	-
	55 mg
	S.E

	Calcio (Ca)
	50 mg(1)
	S.E.
	140 mg(1)
	90 mg
	S.E.

	Fósforo (P)
	25 mg(1)
	S.E.
	100 mg(1)
	60 mg
	S.E.

	Magnesio (Mg)
	5 mg
	S.E.
	15 mg
	6 mg
	S.E.

	Hierro (Fe) 
	0,45 mg
	S.E.
	S.E.
	1 mg
	2 mg

	Yodo (I)
	10 µg
	S.E.
	60 µg
	5 µg
	S.E.

	Cobre (Cu) 
	35 µg(2)
	S.E.
	120 µg(2)
	-
	-

	Cinc (Zn)
	0,5 mg
	S.E.
	1,5 mg
	0,5 mg
	S.E.

	Manganeso (Mn)
	1,0 µg
	S.E.
	100 µg
	-
	-

	Selenio (Se)
	1 µg
	S.E.
	9 µg
	-
	-

	(1) La relación Ca:P no será menor de 1,1 ni mayor de 2,1.
(2) En los lugares con suministro hídrico con elevado contenido de cobre es necesario ajustar estos niveles.













Table No. 4
	Inorganic nutrients (minerals)
	Infant formulas and formulas for infants with special nutritional needs
	Continuation formulas and continuation formulas for special nutrition needs

	
	Minimum / 100 kcal
	Maximum / 100 Kcal
	HRL / 100 kcal
	Minimum / 100 kcal
	Maximum / 100 kcal

	Sodium (Na)
	20 mg
	60 mg
	-
	20 mg
	85 mg

	Potassium (K)
	60 mg
	180 mg
	-
	80 mg
	WITHOUT SPECIFICATION

	Chlorine (Cl)
	50 mg
	160 mg
	-
	55 mg
	WITHOUT SPECIFICATION

	Cal cio (Ca)
	50 mg (1)
	WITHOUT SPECIFICATION
	140 mg (1)
	90 mg
	WITHOUT SPECIFICATION

	Phosphorus (P)
	25 mg (1)
	WITHOUT SPECIFICATION
	100 mg (1)
	60 mg
	WITHOUT SPECIFICATION

	Magnesium (Mg)
	5 mg
	WITHOUT SPECIFICATION
	15 mg
	6 mg
	WITHOUT SPECIFICATION

	Iron (faith) 
	0.45 mg
	WITHOUT SPECIFICATION
	WITHOUT SPECIFICATION
	1 mg
	2 mg

	Iodine (I)
	10 µg
	WITHOUT SPECIFICATION
	60 µg
	5 µg
	WITHOUT SPECIFICATION

	Co bre (Cu)
	35 µg (2)
	WITHOUT SPECIFICATION
	120 µg (2)
	-
	-

	Ci nc (Zn)
	0.5 mg
	WITHOUT SPECIFICATION
	1.5 mg
	0.5 mg
	WITHOUT SPECIFICATION

	Manganese (Mn)
	1.0 µg
	WITHOUT SPECIFICATION
	100 µg
	-
	-

	Selenium (Se)
	1 µg
	WITHOUT SPECIFICATION
	9 µg
	-
	-

	(1) The Ca: P ratio will not be less than 1.1 or greater than 2.1.
(2) In places with water supply with a high copper content it is necessary to adjust these levels.
 


 
	7.6.3.2.4 No debe añadirse fluoruro a las fórmulas para lactantes. En todo caso, su nivel no deberá ser superior a 100 µg/100 kcal (24 µg/100 kJ) en las fórmulas para lactantes listas para ser consumidas, según las instrucciones del fabricante.
	7.6.3.2.4 Fluoride should not be added to nursing infant formulas. In any case, its level should not exceed 100 µg/100 kcal (24 µg/100 kJ) in infant formulas ready to be consumed, according to the manufacturer's instructions.

	7.6.3.2.5 El contenido de nutrimentos en las fórmulas para lactantes y fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición no debe superar los NSR a menos que no puedan evitarse niveles de nutrimentos más elevados debido a su contenido alto o variable en los ingredientes de las fórmulas o debido a razones tecnológicas. Cuando un tipo o forma de producto ha contenido normalmente niveles inferiores a los NSR los fabricantes no deben aumentar los niveles de nutrimentos a fin de aproximarse a los NSR.
	7.6.3.2.5 The content of nutrients in nursing infant formulas and formulas for infants with special nutritional needs should not exceed (Higher Reference Level) HRLs unless higher levels of nutrients cannot be avoided due to their high or variable ingredient content of the formulas or due to technological reasons. When a type or form of product has normally contained lower levels than the HRLs, manufacturers should not increase the nutrient levels in order to get closer to the HRLs.

	7.6.3.2.6 Las fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición y las fórmulas de continuación para necesidades especiales de nutrición, se ajustarán a las disposiciones establecidas en los numerales 7.6.3.1, 7.6.3.2, 7.6.3.3, 7.6.3.4 y 7.6.3.5, excepto en determinadas especificaciones sobre la composición, que deberá modificarse para satisfacer los requerimientos nutrimentales especiales consecuentes al trastorno, condiciones médicas específicas o afección para cuyo tratamiento dietético se haya formulado, etiquetado y presentado cada tipo de fórmula.
	7.6.3.2.6 The formulas for nursing infants with special nutrition needs and the continuation formulas for special nutrition needs shall conform to the provisions set forth in 7.6.3.1, 7.6.3.2, 7.6.3.3, 7.6.3.4 and 7.6.3.5, except in certain specifications on the composition, which must be modified to meet the special nutritional requirements resulting from the disorder, medical conditions is specific or condition for which dietary treatment has been formulated, labeled and presented each type of formula.

	7.6.3.2.7 Además de los requisitos estipulados en el numeral 7.6.3.2.5, las fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición destinadas a recién nacidos pretérmino deben cumplir con las especificaciones nutrimentales señaladas en las Tablas No. 3 y 4 a excepción de las siguientes vitaminas:
	7.6.3.2.7 In addition to the requirements stipulated in 7.6.3.2.5, formulas for nursing infants with special nutritional needs for newborn infants should meet the nutritional specifications set forth in Tables No. 3 and 4 Except for the following vitamins:




Tabla No. 5
	Vitamina
	Límite mínimo /100 kcal
	Límite máximo /100 kcal

	Vitamina A
	204 µgER(1) o 700 U.I.
	380 µgER(1) o 1254 U.I.

	Vitamina D
	1,8 µg calciferol o 75 U.I.
	6,75 µg calciferol o 270 U.I.

	Vitamina E
	2mg -TE(2) o 3 U.I.
	8 mg -TE(2) o 12 U.I.


(1) ER equivalentes de retinol
(2) -TE Alfa tocoferoles
Table No. 5
	Vitamin
	Minimum limit / 100 kcal
	Maximum limit / 100 kcal

	Vitamin A
	204 µg ER (1) or 700 IU
	380 µg ER (1 ) or 1254 IU

	Vitamin D
	1.8 µg calciferol or 75 IU
	6.75 µg calciferol or 270 IU

	Vitamin E
	2mg  -TE (2) or 3 IU
	8 mg  -TE (2) or 12 IU


(1) ER equivalent of retinol 
(2)  - TE Alfa tocopherols 
	7.6.3.2.8 Las fórmulas para lactantes y fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición podrán adicionar además:
	7.6.3.2.8 The formulas for nursing infants and formulas for nursing infants with special nutritional needs may also add:





Tabla No. 6
	Nutrimento
	Fórmulas para lactantes y fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición

	
	Mínimo/100 kcal
	Máximo/100 kcal
	NSR/100 kcal

	Colina
	7 mg
	S.E.
	50 mg

	Mioinositol
	4 mg
	S.E.
	40 mg

	L-carnitina
	1,2 mg
	S.E.
	-

	Taurina
	-
	12 mg
	-

	DHA*
	-
	S.E.
	0,5 % de los ácidos grasos

	Nucleótidos
	1,9 mg
	16 mg
	-


* si se añade ácido docosahexaenoico (DHA), el contenido de ácido araquidónico debe ser al menos el mismo que el de DHA y el contenido de ácido eicosapentaenoico (EPA) no debe exceder el contenido de DHA.

Table No. 6
	Nutriment
	Infant formulas and formulas for infants with special nutrition needs

	
	Minimum / 100 kcal
	Maximum / 100 kcal
	HRL / 100 kca l

	Hill
	7 mg
	WITHOUT SPECIFICATION
	50 mg

	Myoinositol
	4 mg
	WITHOUT SPECIFICATION
	40 mg

	L-carnitine
	1.2 mg
	WITHOUT SPECIFICATION
	-

	Taurine
	-
	12 mg
	-

	DHA *
	-
	WITHOUT SPECIFICATION
	0.5% of fatty acids

	Nucleotides
	1.9 mg
	16 mg
	-


* If docosahexaenoic acid (DHA) is added, the arachidonic acid content must be at least the same as that of DHA and the content of eicosapentaenoic acid (EPA) must not exceed the DHA content.
	7.6.3.2.9 Además, las fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición podrán adicionar los nutrimentos siguientes en los límites señalados:
	7.6.3.2.9 In addition, formulas for infants with special nutritional needs may add the following nutrients within the limits indicated:



Tabla No. 7
	Nutrimento
	Fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición

	
	Mínimo/100 kcal
	Máximo/100 kcal
	NSR/100 kcal

	Cromo (Cr)
	1,5 µg
	S.E.
	10 µg

	Molibdeno (Mo)
	1,5 µg
	S.E.
	10 µg



Table No. 7
	Nutriment
	Formulas for infants with special nutrition needs

	
	Minimum / 100 kcal
	Maximum / 100 kcal
	HRL / 100 kcal

	Chrome (Cr)
	1.5 µg
	WITHOUT SPECIFICATION
	10 µg

	Molybdenum (Mo)
	1.5 µg
	WITHOUT SPECIFICATION
	10 µg



	7.6.3.3 Proteínas
	7.6.3.3 Proteins

	7.6.3.3.1 Las fórmulas de acuerdo con su fuente de proteína se sujetarán a los siguientes límites:
	7.6.3.3.1 The formulas according to their protein source shall be subject to the following limits:


Tabla No. 8
	Fuente de proteína
	Fórmulas para lactantes
	Fórmulas de continuación

	
	Mín g/100 kcal utilizables
	Máx g/100 kcal utilizables
	Mín g/100 kcal utilizables
	Máx g/100 kcal utilizables

	a) Leche de vaca
	1,8
	3
	3,0
	5,5

	b) Hidrolizados de proteína
	2,25
	3
	2,25
	S.E.

	c) Aislados de proteína de soya sola o mezclada con proteínas de leche de vaca.
	2,25
	3
	2,25
	S.E.


Table No. 8
	Protein source
	Nursing Infant formulas
	Continuation formulas

	
	Min g/100 kcal usable
	Max g/100 kcal usable
	Min g/100 kcal usable
	Max g/100 kca l used bles

	a) Cow's milk
	1.8
	3
	3.0
	5.5

	b) Protein hydrolysates
	2.25
	3
	2.25
	WITHOUT SPECIFICATION

	c) Soy protein isolates alone or mixed with cow's milk proteins.
	2.25
	3
	2.25
	WITHOUT SPECIFICATION

	 7.6.3.3.2 La Relación de Eficiencia Proteica (REP) de las proteínas no debe ser inferior al 85% de la calidad de la caseína.
	7.6.3.3.2 The Protein Efficiency Ratio (PER) of proteins must not be less than 85% of the casein quality.

	7.6.3.3.3 Para mejorar la calidad nutritiva de las proteínas, podrán añadirse aminoácidos indispensables, únicamente en las cantidades estrictamente necesarias, los cuales deben ser en su forma natural L, de acuerdo a lo que se indica en la Tabla A3. del Apéndice Normativo A.
	7.6.3.3.3 To improve the nutritional quality of proteins, indispensable amino acids may be added, only in the strictly necessary quantities, which must be in their natural form L, according to what is indicated in Table A3. of Obligatory Appendix A.

	7.6.3.4 Acidos grasos y lípidos o grasas
	7.6.3.4 fatty acids and lipids or fats

	7.6.3.4.1 El contenido de lípidos o grasas y ácidos grasos en las fórmulas deben cumplir con lo establecido en la Tabla No. 9.
	7.6.3.4.1 The content of lipids or fats and fatty acids in the formulas must comply with the provisions of Table No. 9.



Tabla No. 9
	Nutrimento
	Fórmulas para lactantes y fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición
	Fórmulas de continuación y fórmulas de continuación para necesidades especiales de nutrición

	
	Mínimo/100 kcal
	Máximo/100 kcal
	Mínimo/100 kcal
	Máximo/100 kcal

	Grasas
	4,4 g
	6 g
	3 g
	6 g

	Acido linoléico 
	300 mg
	1400 mg NSR
	300 mg
	S.E.

	Acido alfa-linolénico
	50 mg
	S.E.
	50 mg
	S.E.


La proporción de ácido linoleico/alfa-linolénico mínimo 5:1, máximo 15:1.
Table No. 9
	Nutrient
	Infant formulas and formulas for infants with special nutrition needs 
	Continuation formulas and continuation formulas for special nutrition needs

	
	Minimum / 100 kcal
	Maximum / 100 kcal
	Minimum / 100 kcal
	Max mo / 100 kcal

	Fat
	4.4 g
	6 g
	3 g
	6 g

	A linoleic acid
	300 mg
	1400 mg HRL
	300 mg
	WITHOUT SPECIFICATION

	A alpha-linolenic acid
	50 mg
	WITHOUT SPECIFICATION
	50 mg
	WITHOUT SPECIFICATION


The ratio of linoleic / alpha-linolenic acid minimum 5: 1, maximum 15: 1.
	7.6.3.4.2 El contenido de ácidos grasos trans no será superior al 3% del contenido total de ácidos grasos en las fórmulas para lactantes y fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición.
	7.6.3.4.2 The content of trans fatty acids will not be superior than 3% of the total fatty acid content in infant formulas and formulas for infants with special nutritional needs.

	7.6.3.5 Hidratos de carbono
	7.6.3.5 Carbohydrates

	7.6.3.5.1 El contenido mínimo de hidratos de carbono totales en fórmulas para lactantes y fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición debe ser de 9 g/100 kcal y máximo de 14 g/100 kcal.
	7.6.3.5.1 The minimum content of total carbohydrates in formulas for nursing infants and infant formulas with special nutritional needs should be 9 g/100 kcal and maximum 14 g/100 kcal. 

	7.6.3.5.2 La lactosa y polímeros de glucosa deben ser los hidratos de carbono preferidos para las fórmulas para lactantes y fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición a base de proteínas de la leche de vaca y de proteínas hidrolizadas.
	7.6.3.5. 2 Lactose and glucose polymers should be the preferred carbohydrates for formulas for lact before and formulas for infants with special nutritional needs based on cow's milk protein and hydrolyzed proteins.

	7.6.3.5.3 En las fórmulas para lactantes y en las fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición, sólo podrán añadirse almidones naturalmente exentos de gluten precocidos y/o gelatinizados hasta un máximo de 30% del contenido total de hidratos de carbono y hasta un máximo de 2 g/100 ml.
	7.6.3.5.3 In infant formulas and formulas for infants with special nutritional needs , only precooked and/or gelatinized gluten-free starches may be added up to a maximum of 30% of the total carbohydrate content and up to a maximum of 2 g/100 ml.

	7.6.3.5.4 En las fórmulas para lactantes y fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición debe evitarse el uso de sacarosa, así como la adición de fructosa como ingrediente, salvo cuando sea necesario por justificación tecnológica.
	7.6.3.5.4 In formulas for nursing infants and formulas for nursing infants with special nutritional needs, the use of sucrose should be avoided, as well as the addition of fructose as an ingredient, except when necessary by technological justification.

	7.6.3.5.5 En las fórmulas de continuación y las fórmulas de continuación para necesidades especiales de nutrición el contenido de hidratos de carbono debe ajustarse al contenido energético indicado en el numeral 7.6.3.1.2. El producto debe contener hidratos de carbono nutrimentalmente asimilables que sean adecuados para la alimentación de los lactantes mayores de seis meses de edad y los niños de corta edad.
	7.6.3.5.5 In the continuation formulas and continuation formulas for special nutritional needs the carbohydrate content must conform to the energy content indicated in 7.6.3.1.2. The product must contain nutritionally assimilable carbohydrates that are suitable for feeding infants over six months of age and young children.

	7.6.3.6 Nutrimentos o ingredientes opcionales
	7.6.3.6 Nutrients or optional ingredients

	7.6.3.6.1 En las fórmulas para lactantes y fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición podrán añadirse otros nutrimentos/ingredientes normalmente presentes en la leche materna o humana en cantidad suficiente con la finalidad de lograr el efecto nutrimental o fisiológico de ésta, sobre la base de las cantidades presentes en la leche materna y para asegurarse que sea adecuado como fuente única de la nutrición del lactante. Su idoneidad e inocuidad debe estar demostrada científicamente.
	7.6.3.6.1 In formulas for nursing infants and formulas for nursing infants with special nutritional needs, other nutrients/ingredients normally present in human or human milk may be added in sufficient quantity in order to achieve the nutritional or physiological effect thereof, based on the amounts present in breast milk and to ensure that it is adequate as a sole source of infant nutrition. Its suitability and safety must be scientifically proven.

	7.6.3.6.2 En las fórmulas de continuación y fórmulas de continuación para necesidades especiales de nutrición, además de las vitaminas y minerales señalados, pueden añadirse otros nutrimentos/ingredientes, cuando sean necesarios para asegurar que el producto sea adecuado para formar parte de un plan de alimentación mixta, destinado a ser utilizado después del sexto mes de edad.
	7.6.3.6.2 In the continuation formulas and continuation formulas for special nutrition needs, in addition to the indicated vitamins and minerals, other nutrients/ingredients may be added, when necessary to ensure that the product is suitable to be part of a mixed eating plan, intended to be used after the sixth month of age.

	7.6.3.6.3 Se debe contar con evidencia científica que demuestre la utilidad de los nutrimentos/ingredientes opcionales que se utilicen y estar a disposición de la Secretaría cuando ésta lo solicite.
	7.6.3.6.3 There must be scientific evidence to demonstrate the utility of nutrients/optional ingredients used and be available to the Secretary at its request.

	7.6.3.6.4 Para las fórmulas de continuación y las fórmulas de continuación para necesidades especiales de nutrición las concentraciones de sodio y potasio que derivan de los ingredientes vitamínicos y minerales deben ajustarse a los límites establecidos para el sodio y el potasio en la Tabla No. 4.
	7.6.3.6.4 For continuation formulas and continuation formulas for special nutritional needs the concentrations of sodium and potassium derived from the vitamin and mineral ingredients must conform to the limits established for sodium and potassium in the Table No. 4

	7.6.3.6.5 Sólo se podrán utilizar cultivos que produzcan ácido láctico L(+), para el caso de las fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición y las fórmulas de continuación para necesidades especiales de nutrición se podrán utilizar siempre y cuando se haya comprobado que son inocuos y adecuados para estas poblaciones vulnerables, el sustento debe estar a disposición de la Secretaría cuando ésta lo solicite.
	7.6.3.6 .5 Only cultivations that produce lactic acid L(+) may be used, in the case of formulas for infants with special nutritional needs and continuation formulas for special nutritional needs may always be used when it has been proven that they are safe and suitable for these vulnerable populations, livelihoods should be available to the Secretary when requested.

	8. Disposiciones sanitarias para alimentos y bebidas no alcohólicas para lactantes y niños de corta edad
	8. Sanitary provisions for food and non-alcoholic beverages for nursing infants and young children 

	8.1 Los productos que se modifiquen en su composición, deben cumplir con lo establecido en la  NOM-086-SSA1-1994, señalada en el apartado de referencias.
	8.1 Products that are modified in their composition must comply with the provisions of NOM-086-SSA1-1994, indicated in the references section. 

	8.2 Los ingredientes como carne de aves, bovino o pescado deben someterse a operaciones que aseguren la eliminación de trozos de hueso y espinas.
	8.2 Ingredients such as poultry, beef or fish should be submitted to operations that ensure the limitation of slivers and bones.

	8.3 Para los productos a base de cereales podrán utilizarse todos los cereales molidos aptos para el consumo humano.
	8.3 For cereal products, all ground cereals suitable for human consumption may be used.

	8.4 Las leguminosas deben ser sometidas a tratamiento térmico para eliminar, en la medida de lo posible, los factores antinutricios presentes normalmente, tales como las lectinas (hemaglutininas), así como los inhibidores de la tripsina y quimotripsina.
	8.4 Legumes should be subjected to heat treatment to eliminate, as far as possible, the normally present anti-nutritional factors, such as lectins (hemagglutinins), as well as trypsin and chymotrypsin inhibitors.

	8.5 No se permite el uso de las habas (Vicia faba L.) como ingrediente en estos productos, debido al peligro de favismo.
	8.5 The use of beans (Vicia faba L.) as an ingredient in these products is not allowed due to the danger of favism.

	8.6 Los cereales, leguminosas y semillas oleaginosas deben tratarse previamente para disponer de materias primas limpias y de buena calidad. Dentro de los tratamientos se pueden considerar los siguientes:
	8.6 Cereals, legumes and oilseeds should be pre-treated to have clean and good quality raw materials. Among the treatments the following can be considered:

	8.6.1 Limpieza o lavado: para eliminar la suciedad, granos dañados, granos extraños y semillas nocivas, insectos y excrementos de insectos y cualquier material adherido.
	8.6.1 Cleaning or washing: to remove dirt, damaged grains, foreign grains and harmful seeds, insects and insect droppings and any adhered material.

	8.6.2 Descascarado: en caso de ser necesario, para: leguminosas, semillas oleaginosas y determinados cereales, tales como avena, cebada, sorgo y mijo. Estos deben ser descascarados lo más completamente posible para reducir el contenido de fibra cruda a niveles aceptables y para eliminar los taninos y otras sustancias fenólicas que puedan reducir la digestibilidad de las proteínas.
	8.6.2 Shelling: if necessary, for: legumes, oilseeds and certain cereals, such as oats, barley, sorghum and millet. These must be dehulled as completely as possible to reduce the crude fiber content to acceptable levels and to remove the tannins and other phenolic substancess that can reduce the digestibility of proteins.

	8.7 Los productos comercialmente estériles deben cumplir con lo establecido en las disposiciones sanitarias de la NOM-130-SSA1-1995, señalada en el apartado de referencias.
	8.7 Commercially sterile products must comply with the provisions of the sanitary provisions of NOM-130-SSA1-1995, indicated in the references section.

	8.8 El cacao se podrá adicionar únicamente en aquellos productos que se destinen a niños mayores de nueve meses de edad, en una cantidad que no exceda de 5% m/m en base seca.
	8.8 Cocoa may only be added to those products intended for children over nine months of age, in an amount not exceeding 5% m/m on a dry basis.

	8.9 Especificaciones
	8.9 Specifications

	8.9.1 Microbiológicas
	8.9.1 Microbiological

	8.9.1.1 Deben estar exentos de microorganismos patógenos.
	8.9.1.1 They must be free of pathogenic microorganisms.

	8.9.1.2 Los alimentos a base de cereales, deben cumplir con lo siguiente:
	8.9.1.2 Cereal-based foods must comply with the following:

	Tabla No. 10
Alimentos a base de cereales para lactantes (6 a 12 meses de edad) para consumirse directamente, incluye las galletas y los bizcochos

	Microorganismos
	n
	c
	m
	M
	Clase del Plan

	Bacterias aerobias mesófilas
	5
	2
	1 000 UFC
	10 000 UFC
	3

	Enterobacteriaceas 
	5
	1
	< 0,3 NMP
	9,3 NMP
	3

	Salmonella spp.
	60
	0
	0 UFC/25 g
	N.A.
	2

	n: número de muestras a ser analizadas
c: máximo número admisible de unidades de muestras defectuosas en un plan de dos clases, o de unidades de muestras marginalmente aceptables en un plan de tres clases
m: un límite microbiológico que separa la buena calidad de la calidad defectuosa en un plan de dos clases o la buena calidad de la calidad marginalmente aceptable en un plan de 3 clases
M: un límite microbiológico que separa, en un plan de tres clases, la calidad marginalmente aceptable de la defectuosa


	Table No. 10
Cereal-based foods for infants (6 to 12 months of age) to be consumed directly, including cookies and biscuits 

	Microorganisms
	n
	c
	m
	M
	Plan Class

	Aerobic mesophilic bacteria
	5
	2
	1,000 CFU
	10,000 UFC
	3

	Enterobacteriaceae 
	5
	1
	<0.3 MPN
	<9.3 MPN
	3

	Salmonella spp.
	60
	0
	0 CFU / 25 g
	NA
	2

	n: number of samples to be analyzed
c: maximum permissible number of defective sample units in a two-class plan, or margin units that are acceptable in a three-class plan
m: a microbiological limit that separates good quality from defective quality in a two-class plan or good quality from marginally acceptable quality in a 3-class plan
M: a microbiological limit that separates, in a three-class plan, the marginally acceptable quality from the defective one
 



	Tabla No. 11
Alimentos a base de cereales para niños de corta edad (mayores de 12 a 36 meses de edad) para consumirse directamente

	Microorganismos
	n
	c
	m
	M
	Clase del Plan

	Bacterias aerobias mesófilas
	5
	2
	3 000 UFC
	30 000 UFC
	3

	Enterobacteriaceas
	5
	1
	2,9 MPN
	21 MPN
	3

	Salmonella spp.
	60
	0
	0 UFC /25 g
	N.A.
	2

	n: número de muestras a ser analizadas
c: máximo número admisible de unidades de muestras defectuosas en un plan de dos clases, o de unidades de muestras marginalmente aceptables en un plan de tres clases
m: un límite microbiológico que separa la buena calidad de la calidad defectuosa en un plan de dos clases o la buena calidad de la calidad marginalmente aceptable en un plan de 3 clases
M: un límite microbiológico que separa, en un plan de tres clases, la calidad marginalmente aceptable de la defectuosa







 
	Table No. 11
Cereal-based foods for young children (over 12 to 36 months of age) to be consumed directly 

	Microorganisms
	n
	c
	m
	M
	Class of the Plan

	Aerobic mesophilic bacteria
	5
	2
	3,000 CFU
	30,000 CFU
	3

	Enterobacteriaceae
	5
	1
	2.9 MPN
	21 MPN
	3

	Salmonella spp.
	60
	0
	0 CFU / 25 g
	NA
	2

	n: number of samples to be analyzed
c : maximum permissible number of defective sample units in a two-class plan, or marginally acceptable sample units in a three-class plan
m: a microbiological limit that separates good quality from defective quality in a two-class plan or good quality from marginally acceptable quality in a 3-class plan
M: a microbiological limit that separates, in a three-class plan, the marginally acceptable quality from the defective one
 



	Tabla No. 12
Alimentos a base de cereales para lactantes y niños de corta edad (6 a 36 meses de edad) que llevan tratamiento térmico antes de su consumo

	Microorganismos
	n
	c
	m
	M
	Clase del Plan

	Bacterias aerobias mesófilas
	5
	3
	10 000 UFC
	100 000 UFC
	3

	Enterobacteriaceas
	5
	2
	100 UFC
	1 000 UFC
	3

	Salmonella spp.
	10
	0
	0 UFC /25 g
	N.A.
	2

	n: número de muestras a ser analizadas
c: máximo número admisible de unidades de muestras defectuosas en un plan de dos clases, o de unidades de muestras marginalmente aceptables en un plan de tres clases
m: un límite microbiológico que separa la buena calidad de la calidad defectuosa en un plan de dos clases o la buena calidad de la calidad marginalmente aceptable en un plan de 3 clases
M: un límite microbiológico que separa, en un plan de tres clases, la calidad marginalmente aceptable de la defectuosa







 
	Table No. 12
Cereal-based foods for infants and young children (6 to 36 months of age) who underwent heat treatment before consumption 

	Microorganisms
	n
	c
	m
	M
	Plan Class

	Aerobic mesophilic bacteria
	5
	3
	10,000 CFU
	100,000 CFU
	3

	Enterobacteriaceae
	5
	2
	100 CFU
	1,000 CFU
	3

	Salmonella spp.
	10
	0
	0 CFU / 25 g
	NA
	2

	n: number of samples to be analyzed
c: maximum permissible number of defective sample units in a two-class plan, or marginally acceptable sample units in a three-class plan
m: a microbiological limit that separates good quality from defective quality in a two-class plan or good quality from marginally acceptable quality in a 3-class plan
M: a microbiological limit that separates, in a three-class plan, the marginally acceptable quality from the defective one
 



	8.9.1.3 Los productos deshidratados deben cumplir con lo siguiente:
	8.9.1.3 Dehydrated products must comply with the following:



	Tabla No. 13
Alimentos deshidratados

	Microorganismos
	Límite máximo

	Bacterias aerobias mesófilas 
	2 500 UFC/g o
100 000 UFC/g*

	Salmonella spp
	0 UFC/25 g

	Coliformes totales
	20 NMP/g

	* Si deben ser sometidos a tratamiento térmico antes de su consumo.



	Table No. 13
Dehydrated Foods

	Microorganisms
	Maximum limit

	Aerobic mesophilic bacteria 
	2,500 CFU /g or
100,000 CFU/g *

	Salmonel the spp
	0 CFU/25 g

	Total coliforms
	20 MPN/ g

	* If they must be subjected to heat treatment before consumption.



	8.9.2 Contaminantes
	8.9.2 Pollutants

	8.9.2.1 Los productos para lactantes y niños de corta edad deben cumplir con las especificaciones de metales pesados y materia extraña perjudicial a la salud establecidas en el punto 7.6.2 para fórmulas, excepto en el límite de plomo, el cual debe ser 0,20 ppm.
	8.9.2.1 Products for nursing infants and young children must comply with the specifications of heavy metals and foreign matter harmful to health established in point 7.6.2 for formulas, except for the lead limit, which must be 0.20 ppm

	8.9.2.2 Los alimentos a base de cereales no deben exceder de 20 µg aflatoxinas/kg de producto.
	8.9.2.2 Cereal-based foods should not exceed 20 µg aflatoxins/kg of product.

	8.9.3 Nutrimentales
	8.9.3 Nutrients

	8.9.3.1 El contenido energético de los productos elaborados a base de cereales no debe ser inferior a 0,8 kcal/g.
	8.9.3.1 The energy content of processed cereal products must not be less than 0.8 kcal/g.

	8.9.3.2 Contenido de sodio
	8.9.3.2 Sodium content

	8.9.3.2.1 Para los alimentos a base de cereales el contenido de sodio en el cereal seco y harinas de cereal no debe exceder los 100 mg/100 kcal del producto, calculado en relación con el producto preparado listo para ser consumido con base en las instrucciones de empleo.
	8.9.3.2.1 For cereal-based foods the sodium content in the dry cereal and cereal flours should not exceed 100 mg/100 kcal of the product, calculated in relation to the repaired product ready to be consumed with based on the instructions for use.

	8.9.3.2.2 Los demás alimentos para lactantes y niños de corta edad no deben exceder de 200 mg/100 g o de 200 mg/100 kcal de producto, calculado en relación con el producto preparado listo para ser consumido de conformidad con las instrucciones de empleo, ni agregar sal (NaCl) a los productos de fruta y a los postres a base de fruta.
	8.9.3.2.2 All other foods for nursing infants and young children should not exceed 200 mg/100 g or 200 mg/100 kcal of product, calculated in relation to the prepared product ready to be consumed in accordance with the instructions for use, or add salt (NaCl) to fruit products and fruit-based desserts.

	8.9.3.3 Contenido de vitaminas
	8.9.3.3 Vitamin content

	8.9.3.3.1 En los alimentos a base de cereales la cantidad de vitamina B1 (tiamina) no deberá ser inferior a 50 µg/100 kcal.
	8.9.3.3.1 In cereal-based foods the amount of vitamin B 1 (thiamine) should not be less than 50 µg/100 kcal.

	8.9.3.4 Contenido de proteínas
	8.9.3.4 Protein content

	8.9.3.4.1 Podrán añadirse aminoácidos indispensables (isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptófano, valina, arginina e histidina) en sus formas L, sólo en las cantidades necesarias para mejorar la calidad de la proteína presente, de acuerdo con lo que se establece en la Tabla A3. del Apéndice Normativo A.
	8.9.3.4.1 Essential amino acids (isoleucine , leucine, lysine, methionine, phenylalanine, threonine, tryptophan, valine, arginine and histidine) may be added in their L forms, only in the amounts necessary to improve the quality of the protein present, in accordance with what is established in Table A3. of the Obligatory Appendix A. 

	8.9.3.5 Contenido de hidratos de carbono
	8.9.3.5 Carbohydrate content

	8.9.3.5.1 Se podrán añadir los siguientes hidratos de carbono: lactosa, maltosa, sacarosa, glucosa, fructosa, miel y jugo de frutas, maltodextrina, jarabe de glucosa, jarabe de glucosa deshidratada y sus combinaciones, almidón pretostado, almidón gelatinizado; los dos últimos deben ser sin gluten.
	8.9.3.5.1 The following carbohydrates may be added: lactose, maltose, sucrose, glucose, fructose, honey and fruit juice, maltodextrin, glucose syrup, dehydrated glucose syrup and combinations thereof, pretoasted starch, gelatinized starch; The last two should be gluten free.

	8.9.3.5.2 La cantidad total de hidratos de carbono en néctares no debe exceder de 14 g/100 g del producto listo para ser consumido y en las papillas preparadas con fruta y/o cereal y/o yogurt y postres no debe ser superior a 20 g/100 g del producto listo para ser consumido.
	8.9.3.5.2 The total amount of carbohydrates in nectars should not exceed 14 g/100 g of the product ready to be consumed and in porridge prepared with fruit and/or cereal and/or yogurt and desserts must not exceed at 20 g/100 g of the product ready to be consumed.

	8.9.3.5.3 Para los alimentos a base de cereales, excepto las pastas, la cantidad de azúcares añadidos no podrá ser superior a 7,5 g/100 kcal cuando se agregue como sacarosa, glucosa, jarabes de glucosa o miel, si se añade como fructosa no podrá ser superior a 3,75 g/100 kcal.
	8.9.3.5.3 For cereal-based foods, except pasta, the amount of sugar added may not exceed 7.5 g/100 kcal when added as sucrose, glucose, glucose syrups or honey, if added as fructose may not exceed 3.75 g/100 kcal.

	8.9.3.6 Contenido de lípidos
	8.9.3.6 Lipid content

	8.9.3.6.1 Los cereales que deben ser preparados para el consumo añadiendo leche u otros líquidos idóneos (fórmulas) y las galletas y otros productos de panificación, no deben exceder un contenido máximo de 3,3 g/100 kcal de lípidos.
	8.9.3.6.1 Cereals that must be prepared for consumption by adding milk or other suitable liquids (formulas) and cookies and other bakery products, must not exceed a maximum content of 3.3 g/100 kcal of lipids.

	8.9.3.7 Ingredientes facultativos
	8.9.3.7 Optional ingredients

	8.9.3.7.1 Sólo podrán utilizarse cultivos productores de ácido láctico.
	8.9.3.7.1 Only crops producing lactic acid may be used .

	9. Muestreo y métodos de prueba
	9. Sampling and test methods

	9.1 El procedimiento de muestreo para los productos objeto de esta Norma se sujeta a lo que establece la Ley General de Salud.
	9.1 The sampling procedure for the products covered by this Standard is subject to the provisions of the General Health Law.

	9.2 Para la verificación de las especificaciones sanitarias y nutrimentales que se establecen en esta Norma se deben aplicar los métodos de prueba señalados en el Apéndice Normativo B.
	9.2 For the verification of the sanitary and nutritional specifications established in this Standard, the test methods indicated in Obligatory Appendix B must be applied.

	10. Etiquetado
	10. Labeling

	10.1 La etiqueta de los productos debe cumplir con lo establecido en el Reglamento y en la  NOM-051-SCFI/SSA1-2010 señalada en el apartado de referencias, en lo que no se oponga con la presente norma.
	10.1 The product label must comply with the provisions of the Regulation and in NOM-051-SCFI / SSA1-2010 indicated in the references section, in so far as it does not conflict with this standard. 

	10.2 Deben ostentar fecha de caducidad, a excepción de los alimentos y bebidas no alcohólicas para niños de corta edad comercialmente estériles que podrán declarar fecha de consumo preferente.
	10.2 They must have an expiration date, with the exception of commercially sterile food products and non-alcoholic beverages for young children who may declare a preferential consumption date.

	10.3 Fórmulas
	10.3 Formulas

	10.3.1 Deben denominarse conforme con la clasificación señalada en el numeral 5.1, según corresponda.
	10.3.1 They must be denominated in accordance with the classification indicated in 5.1, as appropriate.

	10.3.2 No se deben utilizar términos como "humanizado", "maternizada" o similares.
	10.3.2 Terms such as "human type," "maternal type" or similar should not be used.

	10.3.3 Las fórmulas que no contengan leche ni algún derivado lácteo deben incluir en la denominación el término "no láctea".
	10.3.3 Formulas that do not contain milk or any dairy derivative should include in the name the term "non-dairy."

	10.3.4 Las fórmulas para lactantes y fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición que contengan como mínimo 1 mg de hierro por 100 kcal utilizables, podrán ostentar dentro de la denominación “con hierro”.
	10.3.4 Nursing Infant formulas and formulas for infants are with special nutritional needs that contain at least 1 mg of iron per 100 kcal usable, may show within the name "with iron."

	10.3.5 Las fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición y las fórmulas de continuación para necesidades especiales de nutrición, deben indicar en términos descriptivos adecuados como parte de la denominación, la característica esencial de la fórmula, pero no el trastorno, la enfermedad o la condición médica específica a la que están destinadas, ejemplos: “proteína hidrolizada”, “libre de lactosa”. La única condición médica específica que puede ser incluida es el uso de los términos “pretérmino” o “de bajo peso al nacer”.
	10.3.5 Formulas for infants with special nutritional needs and continuation formulas for special nutrition needs, should indicate in appropriate descriptive terms as part of the name, the essential characteristic of the formula, but not the disorder, the disease or the specific medical condition to which they are intended, examples: "hydrolyzed protein,” "lactose free." The only specific medical condition that can be included is the use of the terms "preterm" or "low birth weight.” 

	10.3.6 Para el caso de las fórmulas que contengan nutrimentos o ingredientes opcionales, diferentes de los establecidos en las Tablas No. 3, No. 4, No. 6 y No. 7 se permite incluir dentro de la denominación la presencia de éstos, siempre y cuando cumplan con los numerales 7.6.3.6.1, 7.6.3.6.3, 7.6.3.6.5 y 10.3.8.2. Por ejemplo “con probióticos”, “con prebióticos”, “con luteína”.
	10.3.6 In the case of formulas containing optional nutrients or ingredients, different from those established in Tables No. 3, No. 4, No. 6 and No. 7, the presence of these may be included within the denomination, as long as they comply with numerals 7.6.3.6.1, 7.6.3.6.3, 7.6.3.6.5 and 10.3. 8.2. For example "with probiotics," "with prebiotics," "with lutein."

	10.3.7 En la etiqueta figurará la lista completa de ingredientes, por orden decreciente de proporciones, salvo las vitaminas y/o nutrimentos inorgánicos (minerales), que se podrán indicar como grupos separados.
	10.3.7 The complete list of ingredients shall be listed on the label, in descending order of proportions, except for vitamins and/or inorganic nutrients (minerals), which may be indicated as separate groups.

	10.3.8 Información nutrimental, debe declararse el valor nutritivo del producto, como sigue:
	10.3.8 Nutritional information, the nutritional value of the product must be declared , as follows:

	10.3.8.1 La cantidad en gramos de proteínas, hidratos de carbono y grasas o lípidos por 100 kcal, indicando la cantidad de producto equivalente a 100 kcal del producto listo para ser consumido.
	10.3.8.1 The amount in grams of proteins, carbohydrates and fats or lipids per 100 kcal, indicating the amount of product equivalent to 100 kcal of the product ready to be consumed.

	10.3.8.2 La cantidad total en las unidades correspondientes de vitaminas y nutrimentos inorgánicos (minerales), colina y de cualquier otro nutrimento declarado en la lista de ingredientes por 100 kcal.
	10.3.8.2 The total amount in the corresponding units of inorganic vitamins and nutrients (minerals), choline and any other nutrient declared in the ingredient list per 100 kcal.

	10.3.8.3 Adicionalmente se podrá declarar el contenido de nutrimentos por 100 g o por 100 ml del producto listo para ser consumido que se haya preparado de acuerdo con las indicaciones señaladas en la etiqueta.
	10.3.8.3 Additionally, the nutrient content may be declared per 100 g per 100 ml of the product ready to be consumed that has been prepared in accordance with the indications indicated on the label.

	10.3.8.4 En las fórmulas para lactantes líquidas, además, se debe declarar el contenido energético y la cantidad en gramos de proteínas, hidratos de carbono, grasas y demás nutrimentos por presentación (envase).
	10.3.8.4 In the formulas for liquid infants, in addition, the energy content and the quantity in grams of proteins, carbohydrates, fats and other nutrients per presentation (container) must be declared.

	10.3.8.5 Las fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición y las fórmulas de continuación para necesidades especiales de nutrición, deben declarar la cantidad total de los nutrimentos específicos a los que se debe la característica esencial que hace que la fórmula se destine a esa necesidad especial por 100 kcal y opcionalmente por 100 g o 100 ml del producto comercializado tal cual.
	10.3.8.5 The formulas for nursing infants with special nutritional needs and the continuation formulas for special nutritional needs must state the total amount of the specific nutrients to which the essential characteristic that causes the formula to be allocated to that special need for 100 kcal and optionally for 100 g or 100 ml of the product sold as is.

	10.3.9 No podrán incluir ningún tipo de declaración de propiedades nutrimentales ni saludables.
	10.3.9 They may not include any type of declaration of nutritional or health properties.

	10.3.10 Instrucciones para su almacenamiento, conservación, uso, preparación y consumo.
	10.3.10 Instructions for storage, conservation, use, preparation and consumption.

	10.3.10.1 Las fórmulas para lactantes y fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición deben incluir instrucciones en forma escrita y gráfica, sobre la manera de prepararla y utilizarla de modo que no induzca a desistir de la lactancia materna. Asimismo, deben incluirse instrucciones sobre la conservación del producto, antes y después de abrir el envase y una vez preparado el producto, y una declaración que indique que el almacenamiento prolongado y temperaturas excesivas deben evitarse. En el caso de fórmulas líquidas las instrucciones gráficas podrán incluirse en el envase colectivo únicamente.
	10.3.10.1 Nursing infant formulas and formulas for nursing infants with special nutritional needs should include written and graphic instructions on how to prepare and use it in a way that does not induce them to give up breastfeeding. Also, instructions on the preservation of the product should be included, before and after opening the container and once the product has been prepared, and a statement indicating that prolonged storage and excessive temperatures should be avoided. In the case of liquid formulas, graphic instructions may only be included in the collective package.

	10.3.10.2 Las fórmulas de continuación y fórmulas de continuación para necesidades especiales de nutrición deben contener instrucciones sobre la preparación en forma escrita y gráfica, uso, su almacenamiento y conservación antes y después de abrir el envase y en su caso una vez preparado el producto, incluyendo una declaración que indique que el almacenamiento prolongado y temperaturas excesivas deben evitarse.
	10.3.10.2 The continuation formulas and continuation formulas for special nutritional needs must contain instructions on the preparation in written and graphic form, use, storage and preservation before and after opening the container and, where appropriate, once the product has been prepared, including a statement indicating that prolonged storage and excessive temperatures should be avoided.

	10.3.10.3 Las fórmulas deben ostentar una leyenda que indique que deben ser preparadas con agua hervida por cinco minutos y enfriada hasta que quede tibia. En caso de no contar con ésta se podrá utilizar agua purificada a temperatura ambiente.
	10.3.10.3 The formulas must carry a legend that indicates that they must be prepared with boiled water for five minutes and cooled until warm. If there is no boiling water purified water at room temperature can be used.

	10.3.10.4 Con la finalidad de evitar el riesgo de causar graves quemaduras, en las fórmulas se debe incluir una leyenda indicando que no se debe calentar usando horno de microondas.
	10.3.10.4 In order to avoid the risk of serious burns, a legend must be included on the formulas indicating that it should not be heated using a microwave oven.

	10.3.11 No deben ostentar imágenes o textos que sugieran a las fórmulas para lactantes y fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición como idénticas y superiores a la leche materna o humana, conforme con las recomendaciones de la Organización Mundial de la Salud para la comercialización de sucedáneos de la leche materna.
	10.3.11 They should not display images or texts that suggest formulas for infants and formulas for infants with special nutritional needs as identical and superior to human or breast milk, in accordance with the recommendations of the World Health Organization for the marketing of breast milk substitutes.

	10.3.12 Se debe indicar cerca de la denominación, el intervalo de edad al que está dirigida la fórmula, sin que esto sea parte de la misma.
	10.3.12 It should be indicated near the name, the age range to which the formula is directed, without this being part of it.

	10.3.13 Opcionalmente puede ser incluida en cualquier parte de la etiqueta la presentación de las fórmulas, siendo ésta líquida o en polvo, sin que esto sea parte de la denominación de las mismas.
	10.3.13 Optionally, the presentation of the formulas may be included in any part of the label, whether  liquid or powder, without this being part of their designation.

	10.3.14 Deben ostentar la leyenda "Aviso Importante" o su equivalente. Posteriormente lo siguiente:
	10.3.14 They must carry the legend " Important Notice" or its equivalent. Subsequently the following:

	10.3.14.1 Una leyenda donde se afirme la superioridad de la lactancia materna, por ejemplo: "La leche materna es el mejor alimento para el bebé", "La leche materna contiene hormonas, enzimas activas y otros compuestos que no pueden ser duplicados en ninguna fórmula para lactantes", y señalar en las fórmulas para lactantes, "El uso de este producto debe hacerse bajo orientación médica" y en el caso de las fórmulas de continuación, "El uso de este producto debe hacerse bajo orientación de un profesional de la salud (médico o nutriólogo)” o leyendas equivalentes, con un tamaño de letra que sea fácilmente visible, con negritas y en un fondo contrastante.
	10.3.14.1 A legend affirming the superiority of breastfeeding, for example: "Breast milk is the best food for the baby," "Breast milk contains hormones, active enzymes and other compounds that cannot be duplicated in any formula for infants," and indicate on the formulas for infants, "The use of this product should be done under medical guidance" and in the case of the formulas below, "The use of this product should be done under the guidance of a health professional (doctor or nutritionist)” or equivalent legends, with a font size that is easily visible, with bold and in a contrasting background .

	10.3.15 Las fórmulas para lactantes y fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición deben contener una declaración referente a que los lactantes, además del consumo de la fórmula, también deben ser ablactados a partir de una edad que sea apropiada para su crecimiento específico y necesidades de desarrollo según la orientación del profesional de salud (médico o nutriólogo) y en cualquier caso a partir de los seis meses de edad.
	10.3.15 Nursing infant formulas and formulas for nursing infants with special nutritional needs must contain a statement that infants, in addition to the consumption of the formula, must also be ablated from an age that is appropriate for their specific growth and development needs according to the orientation of the health professional (doctor or nutritionist) and in any case after six months of age.

	10.3.16 Las fórmulas de continuación y fórmulas de continuación para necesidades especiales de nutrición deben contener una declaración que indique que son parte de la ablactación o alimentación complementaria y no deben ser introducidas antes del sexto mes de vida.
	10.3.16 Continuation formulas and continuation formulas for special nutrition needs must contain a statement indicating that they are part of the weaning or complementary feeding and should not be introduced before the sixth month of life.

	10.3.17 Una leyenda sobre las consecuencias de una preparación y uso inadecuado del producto, tal como "La salud de su hijo depende de que siga cuidadosamente las instrucciones para la preparación y uso" o alguna equivalente.
	10.3.17 A legend about the consequences of improper preparation and use of the product, such as "The health of your child depends on carefully following the instructions for preparation and use" or some equivalent.

	10.3.18 Las fórmulas para lactantes con necesidades especiales de nutrición y las fórmulas de continuación para necesidades especiales de nutrición deben incluir una declaración destacada y en negritas que diga "UTILICESE BAJO SUPERVISION MEDICA" separada de toda información escrita, impresa o gráfica.
	10.3.18 The formulas for nursing infants with special nutritional needs and the continuous formulas for special nutritional needs must include a prominent statement in bold type that says "USE UNDER MEDICAL SUPERVISION" separate from all information written, printed or graphic.

	10.3.19 Los fortificadores de leche materna o humana deben incluir una declaración destacada y en negritas que diga “EXCLUSIVAMENTE PARA USO HOSPITALARIO”.
	10.3.19 Maternal or human milk fortifiers should include a statement underlined and in bold letters that says “EXCLUSIVELY FOR HOSPITAL USE.”

	10.4 Alimentos y bebidas no alcohólicas para lactantes y niños de corta edad.
	10.4 Food products and non-alcoholic beverages for nursing infants and young children.

	10.4.1 La denominación debe indicar el grupo de edad al que va dirigido el producto, ejemplo "cereal seco para lactantes (y/o para niños de corta edad)", "galletas para lactantes (y/o para niños de corta edad)".
	10.4.1 The designation must indicate the age group to which the product is directed, for example "dry cereal for infants (and/or for young children)," "cookies for infants (and/or for young children).”

	10.4.2 La sal yodada, debe declararse como tal en la lista de ingredientes.
	10.4.2 Iodized salt must be declared as such in the list of ingredients.

	10.4.3 Cuando la declaración de fibra dietética, vitaminas y nutrimentos inorgánicos (minerales) se haga en porcentaje de los VNR se deben considerar los valores que corresponda al grupo de edad al que va dirigido el producto, conforme con la Tabla No. 14.
	10.4.3 When the declaration of dietary fiber, vitamins and inorganic nutrients (minerals) is made as a percentage of the NRVs, the values ​​corresponding to the age group to which the product is directed shall be considered, in accordance with Table No. 14.










	Tabla No. 14
Valores Nutrimentales de Referencia para la Población Mexicana por segmento

	Nutrimento/unidad de medida
	Edad

	
	0 a 6 meses
	7 a 12 meses
	1 a 3 años

	Fibra g
	s.i.
	s.i.
	14** (1)

	Vitamina A µgER
	s.i.
	s.i.
	300**

	Vitamina D µg (como colecaliciferol)
	5**
	5**
	5**

	Vitamina E mg (equivalente de tocoferol)
	4**
	5**
	6*

	Vitamina K1 µg
	2**
	2,5**
	30**

	Tiamina (B1) mg
	0,2**
	0,3**
	0,4*

	Riboflavina (B2) mg
	0,3**
	0,4**
	0,4*

	Piridoxina (B6) mg
	0,1**
	0,3**
	0,4*

	Niacina mg
	2**
	4**
	6*

	Vitamina B12 µg (cobalamina)
	0,3**
	0,5**
	0,8*

	Acido fólico µg (folacina)
	76**
	96**
	168**

	Vitamina C mg (ácido ascórbico)
	40*
	50*
	15*

	Acido pantoténico mg
	1,7**
	1,8**
	2**

	Calcio mg
	210**
	270**
	500**

	Cobre µg
	220**
	220**
	340*

	Cromo µg
	0,2**
	5,5**
	11**

	Fósforo mg
	100**
	275**
	460*

	Flúor mg
	0,01**
	0,45**
	0,6**

	Hierro mg
	s.i.
	16**
	13**

	Yodo µg
	110**
	130**
	65*

	Magnesio mg
	36**
	90**
	80*

	Selenio µg
	14**
	21**
	20*

	Zinc mg
	s.i.
	3,8**
	4*

	(1) Corresponde al intervalo de edad de 2 a 3 años
* Corresponden a IDR
** Corresponden a IDS
s.i. sin información suficiente para establecer una IDS





 
	Table No. 14
Nutrient Reference Values ​​for the Mexican Population by segment

	Nutrient / unit of measure
	Age

	
	0 to 6 months
	7 to 12 months
	1 to 3 years

	Fiber g
	w.i.
	w.i.
	14 ** (1)

	Vitamin A µgER
	w.i.
	w.i.
	300 **

	Vitamin D µg (as colecalic iferol)
	5**
	5**
	5**

	Vitamin E mg (tocopherol equivalent)
	4**
	5**
	6 *

	Vitamin K 1 µg
	2**
	2.5 **
	30 **

	Thiamine (B 1 ) mg
	0.2 **
	0.3 **
	0.4 *

	Riboflavin (B 2 ) mg
	0.3 **
	0.4 **
	0.4 *

	Pyridoxine (B 6 ) mg
	0.1 **
	0.3 **
	0, 4 *

	Niacin mg
	2**
	4**
	6 *

	Vitamin B 12 µg (co- balamina)
	0.3 **
	0.5 **
	0.8 *

	A folic acid µg (folacin)
	76 **
	96 **
	168 **

	Vitamin C mg (ascorbic acid)
	40 *
	50 *
	15n*

	A pantothenic acid mg
	1.7 **
	1.8 **
	2**

	Calcium mg
	210 **
	270 **
	500 **

	Copper µg
	220 **
	220 **
	340 *

	Chrome µg
	0.2 **
	5.5 **
	11**

	Phosphorus mg
	100 **
	275 **
	460 *

	Fluorine mg
	0.01 **
	0.45 **
	0.6 **

	Iron mg
	w.i.
	16 **
	13 **

	Iodine µg
	110 **
	130 **
	65 *

	Mg mg
	36 **
	90 **
	80 *

	Selenium µg
	14 **
	21**
	20*

	Zinc mg
	w.i.
	3.8 **
	4*

	(1) Corresponds to the age range of 2 to 3 years 
* Correspond to IDR
** Correspond to IDS
w.i. without enough information to establish an IDS
 


 


	10.4.4 Las instrucciones para su preparación y uso, así como sobre su almacenamiento y conservación antes y después de que se haya abierto el envase debe figurar en la etiqueta.
	10.4.4 The instructions for its preparation and use, as well as its storage and preservation before and after the container has been opened, must appear on the label.

	10.4.5 Se debe indicar cerca de la denominación, el intervalo de edad al que está dirigido el producto. Para los productos destinados a la ablactación o alimentación complementaria, la edad de inicio no deberá ser inferior a los seis meses de edad para ningún producto; asimismo, la etiqueta debe contener la indicación de que la decisión sobre el momento preciso en que se comenzará la ablactación incluida cualquier excepción con respecto al límite de los seis meses de edad debe adoptarse en consulta con un profesional de la salud (médico o nutriólogo), basándose en las necesidades específicas de crecimiento y desarrollo del lactante.
	10.4.5 The age range to which the product is directed should be indicated near the denomination. For products intended for weaning or complementary feeding, the age of onset should not be less than six months of age for any product; furthermore, the label must contain the indication that the decision on the precise moment at which weaning will begin including any exception with respect to the six-month-old limit should be taken in consultation with a health professional (doctor or nutritionist), based on the specific growth and development needs of the nursing infant.

	10.4.6 Cuando el producto contenga remolacha o espinacas, se debe indicar en la etiqueta "Para niños de más de doce semanas de edad".
	10.4.6 When the product contains beets or spinach, it should be indicated on the label "For children over twelve weeks of age." 

	10.4.7 Cuando el producto esté compuesto de ingredientes y aditivos exentos de gluten podrá incluirse en la etiqueta la declaración "exento de gluten".
	10.4.7 When the product is composed of gluten-free ingredients and additives, the declaration "gluten-free" may be included on the label .

	10.4.8 En los cereales que deben ser preparados para el consumo añadiendo leche u otros líquidos nutritivos idóneos debe indicarse la leyenda "Utilícese leche o fórmula pero no agua" para prepararlo o una indicación equivalente.
	10.4.8 In cereals that must be prepared for consumption, add milk or other suitable nutritive liquids, the legend "Use milk or formula but not water" should be indicated to prepare it or an equivalent indication. 

	10.4.9 En los cereales que deben ser preparados para el consumo añadiendo leche u otros líquidos nutritivos idóneos debe incluirse una leyenda que indique que dichos ingredientes añadidos deben ser recomendados por un profesional de la salud (médico o nutriólogo).
	10.4.9 In cereals that must be prepared for consumption by adding milk or other suitable nutritional fluids, a legend must be included stating that these added ingredients should be recommended by a health professional (doctor or nutritionist).

	11. Envase y embalaje
	11. Container and packaging

	11.1 Envase
	11.1 Container

	Los productos objeto de esta Norma se deben envasar en recipientes elaborados con materiales inocuos y resistentes a distintas etapas del proceso, de tal manera que no reaccionen con el producto o alteren sus características físicas, químicas y sensoriales.
	The products covered by this Standard must be packaged in containers made of safe and resistant materials at different stages of the process, so that they do not react with the product or alter its physical, chemical and sensory characteristics.

	11.2 Embalaje
	11.2 Packaging

	Se debe usar material resistente que ofrezca la protección adecuada a los envases para impedir su deterioro exterior, a la vez que faciliten su manipulación, almacenamiento y distribución.
	Resistant material should be used that offers adequate protection to the containers to prevent their external deterioration, while facilitating their handling, storage and distribution.

	12. Concordancia con normas internacionales
	12. Concordance with international standards

	Esta Norma es parcialmente equivalente con las siguientes normas:
	This Standard is partially equivalent to the following standards:

	12.1 Codex Alimentarius. Norma para preparados para lactantes y preparados para usos medicinales especiales destinados a los lactantes. CODEX STAN 72-1981. Rev. 2007. Enmienda 2011.
	12.1 Codex Alimentarius. Standard for infant formulas and preparations for special medicinal uses for infants. CODEX STAN 72-1981. Rev. 2007. Amendment 2011.

	12.2 Codex Alimentarius. Norma del Codex para Alimentos envasados para lactantes y niños. CODEX STAN 73-1981. Enmienda 1989.
	12.2 Codex Alimentarius. Codex Standard for Packaged Foods for Infants and Children. CODEX STAN 73-1981. Amendment 1989

	12.3 Codex Alimentarius. Norma del Codex para alimentos elaborados a base de cereales para lactantes y niños pequeños. CODEX STAN 74-1981. Rev. 2006.
	12.3 Codex Alimentarius. Codex Standard for processed cereal-based foods for infants and young children. CODEX STAN 74-1981. Rev. 2006.

	12.4 Codex Alimentarius. Norma del Codex para preparados complementarios. CODEX STAN 156-1987. Enmienda 2011.
	12.4 Codex Alimentarius. Codex standard for complementary repairs. CODEX STAN 156-1987. Amendment 2011

	12.5 Codex Alimentarius. Listas de referencia de compuestos de nutrientes para su utilización en alimentos para fines dietéticos especiales destinados a los lactantes y niños pequeños. CAC/GL 10 -1979. Enmienda 2009.
	12.5 Codex Alimentarius. Reference lists of nutrient compounds for use in foods for special dietary purposes intended for infants and young children. CAC / GL 1 0-1979. Amendment 2009

	12.6 World Health Organization. International Code of Marketing of Breast-milk Substitutes. Ginebra: WHO, 1981.
	12.6 World Health Organization. International Code of Marketing of Breast-milk Substitutes. Geneva: WHO, 1981.
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	14. Observancia de la norma
	14. Compliance with the standard

	La vigilancia en el cumplimiento de la presente Norma corresponde a la Secretaría de Salud y a los Gobiernos de las Entidades Federativas en el ámbito de sus respectivas competencias.
	The oversight of the compliance with this Standard corresponds to the Secretary of Health and the Governments of the Federal Entities (States) within the scope of their respective powers.

	15. Vigencia
	15. Validity

	15.1 La presente norma entrará en vigor a los ciento veinte días naturales posteriores al de su publicación en el Diario Oficial de la Federación.
	15.1 This standard shall take effect one hundred and twenty calendar days after its publication in the Official Daily of the Federation.

	15.2 El numeral 6.8 entrará en vigor el mismo día en que entre en vigor el Acuerdo por el que se determinan los aditivos y coadyuvantes en alimentos, bebidas y suplementos alimenticios.
	15.2 Number 6.8 shall enter into force on the same day that the Agreement establishing additives and adjuvants in food, beverages and food supplements is effective.

	15.3 El cumplimiento del Apartado 10 de Etiquetado, será aplicable a los productos elaborados a partir de la fecha de entrada en vigor de la presente norma.
	15.3 The compliance with Section 10 Labeling, shall apply to the products made from the date of entry into force of this standard.

	Sufragio Efectivo. No Reelección.
	Effective suffrage. No reelection.

	México, D.F., a 16 de agosto de 2012.- El Comisionado Federal para la Protección contra Riesgos Sanitarios y Presidente del Comité Consultivo Nacional de Normalización de Regulación y Fomento Sanitario, Mikel Andoni Arriola Peñalosa.- Rúbrica.
	Mexico , D. F., 16 August 2012. - The Federal Commissioner for l protection against sanitary risks and Chairman of the National Consultative Committee of Standardization of Health Regulation and Promotion, Mikel Arriola Penalosa Andoni .- Signed. 







	Apéndice Normativo A.
Sustancias nutritivas
Tabla A1. Sales Minerales

	Nutrimento
	Fuente

	Calcio
	Carbonato de calcio
Cloruro de calcio
Citrato de calcio
Fosfato cálcico monobásico
Fosfato cálcico dibásico
Fosfato cálcico tribásico
Glicerofosfato cálcico
Gluconato cálcico
Hidróxido de cálcico
L-Lactato de calcio
Oxido cálcico
Sulfato cálcico 

	Fósforo
	Acido fosfórico
Fosfato cálcico monobásico
Fosfato cálcico dibásico
Fosfato cálcico tribásico
Fosfato magnésico dibásico
Fosfato magnésico tribásico
Fosfato potásico monobásico
Fosfato potásico dibásico
Fosfato sódico dibásico
Ortofosfato férrico
Glicerofosfato magnésico
Fosfato diácido de sodio (fosfato sódico monobásico)
Fosfato Trisódico (Fosfato sódico tribásico)
Glicerofosfato potásico
Glicerofosfato de manganeso (II)



	Hierro
	Bisglicinato ferroso
Carbonato ferroso estabilizado con sacarosa
Citrato ferroso
Citrato ferroamónico
Citrato férrico
Difosfato férrico (pirofosfato férrico)
Fumarato ferroso
Gluconato ferroso
Hierro reducido de hidrógeno
Hierro electrolítico
Hierro carbonilo
Lactato ferroso
Ortofosfato férrico
Sacarato férrico
Succinato ferroso
Sulfato ferroso
Difosfato férrico de sodio

	Magnesio
	Acetato magnésico
Carbonato de magnesio
Carbonato ácido de magnesio
Cloruro magnésico
Oxido magnésico
Fosfato magnésico dibásico
Fosfato magnésico tribásico
Gluconato magnésico
Glicerofosfato magnésico
Hidróxido magnésico
Lactato magnésico
Sales magnésicas de ácido cítrico
Sulfato magnésico

	Sodio
	Bicarbonato de sodio
Carbonato de sodio
Cloruro sódico
Citrato sódico
Gluconato sódico
L- Lactato de sodio
Fosfato sódico monobásico
Fosfato sódico dibásico
Fosfato sódico tribásico
Sulfato sódico
Hidróxido de sodio



	Potasio
	Bicarbonato potásico
Carbonato de potasio
Cloruro potásico
Citrato potásico
Glicerofosfato potásico
Gluconato potásico
Fosfato potásico monobásico
Fosfato potásico dibásico
Fosfato potásico tribásico
L- Lactato de potasio
Hidróxido de potasio 

	Cobre
	Gluconato de cobre
Carbonato cúprico
Citrato cúprico
Sulfato cúprico

	Yodo
	Yoduro potásico
Yoduro sódico
Yodato potásico
Yodato sódico

	Zinc
	Acetato de zinc
Carbonato de zinc
Cloruro de zinc
Gluconato de zinc
Lactato de zinc
Oxido de zinc
Sulfato de zinc

	Manganeso
	Carbonato de manganeso II
Cloruro de manganeso II
Citrato de manganeso II
Glicerofosfato de manganeso II
Gluconato de manganeso II
Sulfato de manganeso II 

	Selenio
	Selenato sódico
Selenito sódico
Selenito sódico hidrógeno



	Cromo
	Sulfato de cromo III
Cloruro de cromo III

	Molibdeno
	Molibdato de sodio
Molibdato de amonio

	Flúor
	Fluoruro de sodio
Fluoruro de potasio
Fluoruro de calcio



 
	Obligatory Appendix A.
Nutritive substances
Table A1 Mineral Salts

	Nutrient
	Source

	Calcium
	Calcium carbonate
Calcium chloride
Calcium citrate
Monobasic calcium phosphate
Dibasic calcium phosphate
Triassic calcium phosphate
Calcium Glycerophosphate
Calcium gluconate
Calcium hydroxide
L-Calcium Lactate
Or calcium oxide
Calcium sulfate

	Phosphorus
	phosphoric acid
Monobasic calcium phosphate
Calcu phosphate cicodibasic
Triassic calcium phosphate
Dibasic magnesium phosphate
Triassic magnesium phosphate
Monobasic Potassium Phosphate
Dibasic potassium phosphate
Dibasic sodium phosphate
Ferric Orthophosphate
Magnesium glycerophosphate
Sodium diacid phosphate ( monobasic sodium phosphate co)
Trisodium Phosphate (Triassic Sodium Phosphate)
Potassium glycerophosphate
Manganese Glycerophosphate (II)


 
	Iron
	Ferrous disglycinate
Ferrous carbonate stabilized with sucrose
Ferrous citrate
Ferroamonic citrate
Ferric citrate
Ferric diphosphate (ferric pyrophosphate)
Ferrous fumarate
Ferrous gluconate
Hydrogen Reduced Iron
Electrolytic iron
Carbonyl iron
Ferrous lactate
Ferric orthophosphate
Ferric saccharate or
Ferrous succinate
Ferrous sulfate
Ferric Sodium Diphosphate

	Magnesium
	Magnesium acetate
Magnesium carbonate
Magnesium acid carbonate
Magnesium chloride
magnesium oxide
Dibasic magnesium phosphate
Triassic magnesium phosphate
Magnesium gluconate
Magnesium glycerophosphate
Magnesium hydroxide
Magnesium lactate
Magnesic salts of citric acid
Magnesium sulfate

	Sodium
	Sodium bicarbonate
Sodium carbonate
Sodium chloride
Sodium citrate
Sodium gluconate
L- Sodium Lactate
Monobasic Sodium Phosphate
Dibasic sodium phosphate
Tribasic sodium phosphate
Sodium sulfate
Sodium hydroxide


 
	Potassium
	Potassium bicarbonate
Potassium carbonate
Potassium chloride
Potassium citrate
Potassium glycerophosphate
Potassium gluconate
Monobasic Potassium Phosphate
Dibasic Potassium phosphate 
Triassic potassium phosphate
L- Potassium Lactate
Potassium hydroxide 

	Copper
	Copper gluconate
Cupric Carbonate
Cupric Citrate
Cupric Sulfate

	Iodine
	Potassium iodide
Sodium iodide
Potassium iodate
Sodium iodate

	Zinc
	Zinc acetate
Zinc carbonate
Zinc chloride
Zinc gluconate
Zinc lactate
zinc oxide
Zinc sulfate

	Manganese
	Manganese Carbonate II 
Manganese Chloride II
Manganese Citrate II
Manganese Glycerophosphate II
Manganese Gluconate II
Manganese Sulfate II 

	Selenium
	Sodium selenate
Sodium selenite
Hydrogen sodium selenite


 
	Chrome
	Chromium III Sulfate
Chromium Chloride III

	Molybdenum
	Sodium molybdate
Ammonium molybdate

	Fluorine
	Sodium fluoride
Potassium fluoride
Calcium fluoride


 
Tabla A2. Vitaminas
	Vitamina
	Fuente

	Vitamina A
	Todo trans retinol
Acetato de retinilo
Palmitato de retinilo

	Provitamina A
	Beta caroteno

	Vitamina D2
	Ergocalciferol 

	Vitamina D3
	Colecalciferol 

	Vitamina E
	d-alfa tocoferol
dl-alfa tocoferol
d-alfa tocoferil acetato
dl-alfa tocoferil acetato
Succinato ácido d-alfa tocoferil
Succinato ácido dl-alfa tocoferil
Succinato de dl-alfa tocoferil polietileno glicol 1000

	Tiamina (Vitamina B1)
	Hidrocloruro de tiamina cloruro
Tiamina mononitrato

	Riboflavina (Vitamina B2)
	Riboflavina
Riboflavina 5´-fosfato sódico 

	Niacina
	Nicotinamida
Acido nicotínico

	Vitamina B6
	Hidrocloruro de piridoxina
Piridoxal 5- fosfato

	Biotina (vitamina H)
	D-biotina

	Acido fólico
	Acido N-pteroil-L-glutámico
L-metilfolato cálcico

	Acido pantoténico
	D-Pantotenato cálcico
D-Pantenol
DL-Pantenol
D-pantotenato sódico

	Vitamina B12
	Cianocobalamina
Hidroxocobalamina

	Vitamina K1
	Fitomenadiona (2-metil-3-fitil-1,4-naftoquinona/filoquinona/fitonadiona)

	Vitamina C
	Acido L-ascórbico
L-Ascorbato sódico
L-Ascorbato cálcico
Acido 6- palmitil-L-ascórbico (palmitato de ascorbilo)
L-Ascorbato potásico



Table A2 Vitamins 
	Vitamin
	Source 

	Vitamin A
	All trans retinol
Retinyl acetate
Retinyl palmitate 

	Provitamin A
	Beta carotene

	Vitamin D 2
	Ergocalciferol 

	Vitamin D 3
	Cholecalciferol 

	Vitamin E
	d-alpha tocopherol
dl-alpha tocopherol
d-alpha tocopheryl acetate
dl-alpha tocopheryl acetate
D-alpha tocopheryl acid succinate
Dl-alpha tocopheryl acid succinate
Succinate dialfa tocopheryl polyethylene glycol 1000 

	Thiamine (Vitamin B 1 )
	Thiamine chloride hydrochloride
Thiamine mononitrate

	Riboflavin (Vitamin B 2 ) 
	Riboflavin
Riboflavin 5´- sodium phosphate

	Niacin
	Nicotinamide
A nicotinic acid

	Vitamin B 6
	Pyridoxine hydrochloride
Pyridoxal 5- phosphate

	Biotin (vitamin H)
	D-biotin

	A folic acid
	A N-pteroyl-L-glutamic acid
Calcium l-methylfolate

	A pantothenic acid
	D-Calcium Pantothenate
D- Panthenol
DL-Panthenol
Sodium D-pantothenate

	Vitamin B 12
	Cyanocobalamin
Hid Roxocobalamin

	Vitamin K 1
	Phytomenadione (2-methyl-3-fityl-1,4-naphthoquinone / phylloquinone / phytonadione)

	Vitamin C
	A L-ascorbic acid
Sodium L-Ascorbate
Calcium L-Ascorbate
A acid 6- pa lmityl-L-ascorbic (ascorbyl palmitate)
L-potassium ascorbate



	Tabla A3. Aminoácidos y otros nutrimentos nitrogenados
	Table A3 . Amino acids and other nitrogen nutrients 



	
	

	L-ácido glutámico
	L-glutamic acid

	L-glutamina
	L-glutamine

	L-alanina
	L-Alanine

	L-arginina-L aspartato
	L-arginine-L aspartate

	L- cistina
Diclorhidrato de L-cistina
	L-Cystine
L-Cystine Hydrochloride

	L-arginina
Clorhidrato de L-arginina
	L-arginine
L- Arginine Hydrochloride

	L-ácido aspártico
	L-aspartic acid

	L-citrulina
	L-Citrulline

	L-ornitina
Monoclorhidrato de L-ornitina
	L-Ornithine
Lo Rnitine Monohydrochloride

	N-acetil –L-cisteína
	N-Acetyl-L-Cysteine

	N-acetil –L-metionina
	N-Acetyl-L-Methionine

	Acetato de L-lisina
	L-Lysine Acetate

	L-aspartato de L-lisina
	L-lysine aspartate

	L-glutamato dihidrato de L-lisina
	L-Lysine L-Glutamate Dihydrate

	L-aspartato de magnesio
	Magnesium L-aspartate

	L-glutamato de calcio
	Calcium l-glutamate

	L-glutamato de potasio
	Potassium L-Glutamate

	Citidina 5-monofosfato
	Citidine 5-monophosphate

	L-histidina
Clorhidrato de L-histidina
	L-histidine
L-histidine hydrochloride

	Glicina
	Glycine

	L-isoleucina
Clorhidrato de L-isoleucina
	L-Isoleucine
L-Isoleucine Hydrochloride

	L-leucina
Clorhidrato de L-leucina
	L-Leucine
L-Leucine Hydrochloride

	L-lisina
Monoclorhidrato de L-lisina
	L-lysine
L-Lysine Monohydrochloride

	L-cisteína
Clorhidrato de L-cisteina
	L-cysteine
L-Cysteine ​​Hydrochloride

	L-metionina
	L-methionine

	L-fenilalanina
	L-phenylalanine

	L-prolina
	L-proline

	L-serina
	L-serine

	L-treonina
	L-threonine

	L-triptófano
	L-tryptophan

	L-tirosina
	L- tyrosine

	L-valina
	L-valine

	L-carnitina
Clorhidrato de L-carnitina
	L-carnitine
L-Carnitine Hydrochloride

	Tartrato de L-carnitina
	L-Carnitine Tartrate

	Adenosina 5´-monofosfato
	Adenosine 5´-monophosphate

	Uridina 5´-monofosfato y su sal disódica
	Uridine 5'-monophosphate and its disodium salt

	Guanosina 5´-monofosfato y su sal disódica
	Guanosine 5'-monophosphate and its disodium salt

	Inosina 5´-monofosfato y su sal disódica
	Inosine 5'-monophosphate and its disodium salt

	Bitartrato de colina
Citrato de colina
Colina
Cloruro de colina
Hidrógeno tartrato de colina
	Coline Bitartrate 
Choline citrate
Choline 
Choline chloride
Hydrogen Choline Tartrate

	Mioinositol
	Myoinositol

	Taurina 
	Taurine 






	APENDICE NORMATIVO B
	OBLIGATORY APPENDIX B

	METODOS MICROBIOLOGICOS
	MICROBIOLOGICAL METHODS

	B.1 PREPARACION Y DILUCION DE MUESTRAS DE ALIMENTOS PARA SU ANALISIS MICROBIOLOGICO
	B.1 PREPARATION AND DILUTION OF SAMPLES OF FOOD PRODUCTS FOR THEIR MICROBIOLOGICAL ANALYSIS

	B.1.1 Fundamento
	B.1.1 Legal basis

	Se basa en la preparación de diluciones primarias, para obtener una distribución lo más uniforme posible de los microorganismos presentes en la porción de muestra.
	It is based on the preparation of primary dilutions, to obtain as uniform a distribution as possible of the microorganisms present in the sample portion.

	B.1.2 Reactivos y materiales
	B.1.2 Reagents and materials

	B.1.2.1 Reactivos
	B.1.2.1 Reagents

	Los reactivos que a continuación se mencionan deben ser grado analítico. Cuando se indique agua debe entenderse como agua destilada.
	The reagents mentioned below must be of an analytical grade. When water is indicated, it should be understood as distilled water.

	B.1.2.1.1 Preparación de reactivos
	B.1.2.1.1 Preparation of reagents

	B.1.2.1.1.1 Solución de hidróxido de sodio 1 N
	B.1.2.1.1.1 1 N sodium hydroxide solution



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Hidróxido de sodio
	4 g

	Agua
	100 ml



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Sodium hydroxide
	4 g

	Water
	100 ml


 

	Preparación: Disolver el hidróxido de sodio y llevar a 100 ml con agua.
	Preparation: Dissolve the sodium hydroxide and bring to 100 ml with water.

	B.1.2.1.1.2 Soluciones diluyentes
	B.1.2.1.1.2 Dilution solutions

	B.1.2.1.1.2.1 Solución reguladora de fosfatos (solución concentrada).
	B.1.2.1.1.2.1 Phosphate regulatory solution (concentrated solution).







	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Fosfato de sodio monobásico
	34 g

	Agua
	1000 ml



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Monobasic Sodium Phosphate
	34 g

	Water
	1000 ml


 
	Preparación: Disolver el fosfato en 500 ml de agua y ajustar el pH a 7,2 con solución de hidróxido de sodio 1 N. Llevar a un litro con agua. Esterilizar durante 15 min a 121 ± 1°C. Conservar en refrigeración (solución concentrada). Tomar 1,25 ml de la solución concentrada y llevar a un litro con agua (solución de trabajo). Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml según se requiera. Esterilizar a 121 ± 1°C durante 15 min. Después de la esterilización, el pH y los volúmenes finales de la solución de trabajo deberán ser iguales a los iniciales.
	Preparation: Dissolve the phosphate in 500 ml of water and adjust the pH to 7.2 with 1N sodium hydroxide solution. Bring it to a liter with water. Sterilize for 15 min at 121 ± 1°C. Store in refrigeration (concentrated solution). Take 1.25 ml of the concentrated solution and bring to a liter with water (working solution). Distribute in portions of 99, 90 and 9 ml as required. Sterilize at 121 ± 1°C for 15 min. After sterilization, the pH and final volumes of the working solution should be equal to the initials.

	B.1.2.1.1.2.2 Agua peptonada
	B.1.2.1.1.2.2 Peptonated water



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Peptona
	1 g

	Cloruro de sodio
	8,5 g

	Agua
	1000 ml



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Peptone
	1 g

	Sodium chloride
	8.5 g

	Water
	1000 ml


 
	Preparación: Disolver los componentes en un litro de agua. Ajustar el pH a 7,2 ± 0,2 con hidróxido de sodio 1 N. Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml o en cualquier volumen múltiplo de nueve según se requiera. Esterilizar a 121 ± 1°C durante 15 min. Después de la esterilización, el pH y los volúmenes finales de la solución de trabajo deberán ser iguales a los iniciales. Si este diluyente no es usado inmediatamente, almacenar en lugar obscuro a una temperatura entre 0 a 5°C por un tiempo no mayor de un mes, en condiciones tales que no alteren su volumen o composición.
	Preparation: Dissolve the components in a liter of water. Adjust the pH to 7.2 ± 0.2 with 1 N sodium hydroxide. Distribute in portions of 99, 90 and 9 ml or in any volume multiple of nine as required. Sterilize at 121 ± 1°C for 15 min. After sterilization, the pH and final volumes of the working solution should be equal to the initial ones. If this diluent is not used immediately, store in a dark place at a temperature between 0 to 5°C for a period not exceeding one month, under conditions that do not alter its volume or composition.

	B.1.2.2 Materiales
	B.1.2.2 Materials

	-	Pipetas bacteriológicas para distribuir 10 y 1 ml (o si es necesario de 1 ml y 2 ml), con tapón de algodón. Las pipetas pueden ser graduadas en volúmenes iguales a una décima de su volumen total.
	- Bacteriological pipettes to distribute 10 and 1 ml (or if necessary 1 ml and 2 ml), with cotton plug. Pipettes can be graduated in volumes equal to one tenth of their total volume.              

	-	Frascos de vidrio de 250 ml con tapón de rosca.
	- 250 ml glass bottles with screw cap.              

	-	Tubos de 16 x 150 mm con tapón de rosca.
	- 16 x 150 mm tubes with screw cap.              

	-	Utensilios esterilizables para la obtención de muestras: cuchillos, pinzas, tijeras, cucharas, espátulas, etc.
	- Sterilizable utensils to obtain samples: knives, tweezers, scissors, spoons, spatulas, etc.              

	-	Todo el material e instrumentos que tengan contacto con las muestras bajo estudio deberán esterilizarse mediante:
	- All material and instruments that have contact with the samples under study should be sterilized by:              

	-	Horno, durante 2 h a 170 a 175°C o 1 h a 180°C o Autoclave, durante 15 min como mínimo a 121 ± 1°C.
	- Oven, for 2 hours at 170 to 175 ° C or 1 hour at 180 ° C or Autoclave, for at least 15 minutes at 121 ± 1 ° C.              

	-	El material de vidrio puede sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones deseadas. No debe usarse material de vidrio dañado por esterilización repetida y éste debe ser químicamente inerte.
	- The glass material can be replaced by disposable material that meets the desired specifications. Glass material damaged by repeated sterilization should not be used and should be chemically inert.              

	B.1.3 Aparatos e instrumentos
	B.1.3 Devices and instruments

	-	Horno para esterilizar que alcance una temperatura mínima de 170°C.
	- Oven to sterilize it reaches a minimum temperature of 170°C .              

	-	Autoclave con termómetro y manómetro, calibrada con termómetro de máximas y mínimas.
	- Autoclave with thermometer and pressure gauge, calibrated with maximum and minimum thermometer.              

	-	Baño de agua con control de temperatura y circulación mecánica, provista con termómetro calibrado con divisiones de 0,1°C y que mantenga la temperatura a 45 ± 0,5°C.
	- Water bath with temperature control and mechanical circulation, equipped with a thermometer calibrated with divisions of 0.1°C and maintaining the temperature at 45 ± 0.5°C.              

	-	Licuadora de una o dos velocidades controladas por un reóstato o bien un homogeneizador peristáltico (Stomacher).
	- One or two speed blender controlled by a rheostat or a peristaltic homogenizer (Stomacher).              

	-	Vasos para licuadora con tapa esterilizables o bolsas estériles para homogeneizador peristáltico.
	- Blenders with sterilizable lid or sterile bags for peristaltic homogenizer.              

	-	Balanza granataria con sensibilidad de 0,1 g.
	- Precision scale with sensitivity of 0.1 g.              

	B.1.4 Procedimiento
	B.1.4 Procedure

	B.1.4.1 Preparación de la dilución primaria.
	B.1.4.1 Preparation of the primary dilution.

	B.1.4.1.1 A partir de muestras líquidas:
	B.1.4.1.1 From liquid samples:

	Para muestras líquidas no viscosas (agua, leche, refrescos, etc.) en las cuales la distribución de microorganismos es homogénea o fácilmente homogeneizable por medios mecánicos (agitación, etc.).
	For non-viscous liquid samples (water, milk, soft drinks, etc.) in which the distribution of microorganisms is homogeneous or easily homogenized by mechanical means (agitation, etc.).

	Para muestras congeladas de un alimento originalmente líquido o licuable, fundir por completo en baño de agua de 40 a 45°C un tiempo máximo de 15 min y homogeneizar agitando vigorosamente.
	For frozen samples of an originally liquid or liquefiable food, melt completely in a water bath of 40 to 45 ° C for a maximum time of 15 min and homogenize with vigorous stirring .

	Para la parte líquida de una muestra heterogénea la cual sea considerada suficientemente representativa de la muestra total (Por ejemplo la fase acuosa de grasas animales y vegetales).
	For the liquid part of a heterogeneous sample which is considered sufficiently representative of the total sample (For example, the aqueous phase of animal and vegetable fats).

	B.1.4.1.1.1 Agitar la muestra manualmente con 25 movimientos de arriba a abajo en un arco de 30 cm efectuados en un tiempo de 7 seg. Tomar 1 ml de la muestra y diluir con 9 ml del diluyente el cual debe encontrarse a una temperatura similar a ésta, evitando el contacto entre la pipeta y el diluyente.
	B.1.4.1.1.1 Shake the sample manually with 25 movements from top to bottom in an arc of 30 cm made in a time of 7 sec. Take 1 ml of the sample and dilute with 9 ml of the diluent which must be at a temperature similar to this, avoiding contact between the pipette and the diluent.

	B.1.4.1.1.2 Siempre que la cantidad de muestra lo permita, tomar alícuotas mayores, por ejemplo volúmenes de 10 u 11 ml, diluidos con 90 o 99 ml, de la misma forma que se describió anteriormente.
	B.1.4.1.1.2 Whenever the quantity of sample allows, take larger aliquots, for example volumes of 10 or 11 ml, diluted with 90 or 99 ml, in the same way as described above.

	B.1.4.1.2 A partir de muestras sólidas o semisólidas.
	B.1.4.1.2 From solid or semi-solid samples.

	Las muestras sólidas y semisólidas congeladas, deben descongelarse en refrigeración de 4 a 8°C durante 18 h y no más de 24 h antes de proceder a su análisis.
	Frozen solid and semi-solid samples must be thawed in refrigeration at 4 to 8 ° C for 18 hours and no more than 24 hours before proceeding with their analysis.

	B.1.4.1.2.1 Pesar una cantidad de 10 u 11 g de la muestra por analizar en un recipiente o bolsa plástica estériles de tamaño adecuado.
	B.1.4.1.2.1 Weigh an amount of 10 or 11 g of the sample to be analyzed in a container or plastic bag that is suitable size.

	B.1.4.1.2.2 Adicionar un volumen de 90 a 99 ml del diluyente llevado a una temperatura similar a la de la muestra.
	B.1.4.1.2.2 Add a volume of 90 to 99 ml of the diluent brought to a temperature similar to that of the sample. 

	B.1.4.1.2.3 Operar la licuadora o el homogeneizador peristáltico de 1 a 2 min hasta obtener una suspensión completa y homogénea según se indique en la técnica correspondiente para cada alimento. Aun en los equipos más lentos, este tiempo no debe exceder de 2,5 min.
	B.1.4.1.2.3 Operate the blender or peristaltic homogenizer for 1 to 2 min until obtaining a homogeneous and complete suspension as indicated in the corresponding technique for each food. Even on the slowest equipment, this time should not exceed 2.5 min.

	B.1.4.1.2.4 Permitir que las partículas grandes se sedimenten, y transferir la cantidad deseada tomando de las capas superiores de la suspensión.
	B.1.4.1.2.4 Permit large particles to settle and transfer the desired amount taking it from the upper layers of the suspension.

	Cuando la dilución primaria es muy viscosa o pegajosa, adicionar más diluyente, lo cual debe tomarse en cuenta para las operaciones subsecuentes o expresión de resultados.
	When the primary dilution is very viscous or sticky, add more diluent, which should be taken into account for subsequent operations or expression of results.

	El homogeneizador peristáltico (Stomacher) puede no ser adecuado para algunos productos (por ejemplo, aquellos con partículas agudas o constituyentes que no se dispersen fácilmente). Debe ser utilizado sólo cuando exista evidencia (publicada o por ensayos comparativos) de que los resultados obtenidos no difieren significativamente con aquellos obtenidos con licuadora.
	The peristaltic homogenizer (Stomacher) may not be suitable for some products (for example, those with acute particles or constituents that do not readily disperse). It should be used only when there is evidence (published or by comparative trials) that the results obtained do not differ significantly with those obtained with a blender.

	B.1.4.2 Preparación de las diluciones decimales adicionales.
	B.1.4.2 Preparation of additional decimal dilutions.

	B.1.4.2.1 Transferir 1 ml o un múltiplo, por ejemplo, 10 u 11 ml de la dilución primaria 1 + 9 (10-1), en otro recipiente conteniendo nueve veces el volumen del diluyente estéril a la temperatura apropiada, evitando el contacto entre la pipeta y el diluyente.
	B.1.4.2.1 Transfer 1 ml or a multiple, for example, 10 or 11 ml of the primary dilution 1 + 9 (10 - 1), in another container containing nine times the volume of the sterile diluent at the appropriate temperature, avoiding contact between the pipette and the diluent.

	B.1.4.2.2 Mezclar cuidadosamente cada botella de diluyente siempre de la misma manera que se describe en (B.1.4.1.1.1).
	B.1.4.2.2 Carefully mix each diluent bottle always in the same way as described in n (B.1.4.1.1.1).

	B.1.4.2.3 La selección de las diluciones que se vayan a preparar y de aquellas que se van a inocular, dependen del número esperado de microorganismos en la muestra, con base a los resultados de análisis previos y de la información que se obtenga del personal de inspección que la haya colectado. En ausencia total de información, trabajar con las diluciones de la primera a la sexta.
	B.1.4.2.3 The selection of the dilutions to be prepared and those to be inoculated depends on the expected number of microorganisms in the sample, based on the results of previous analyzes and the information obtained from the inspection staff that has collected it. In total absence of information, work with dilutions from the first to the sixth.

	B.1.4.2.4 Utilizar pipetas diferentes para cada dilución inoculando simultáneamente las cajas que se hayan seleccionado. El volumen que se transfiera nunca debe ser menor al 10% de la capacidad total de la pipeta.
	B.1.4.2.4 Use different pipettes for each dilution by simultaneously inoculating the boxes that have been selected. The volume transferred should never be less than 10% of the total capacity of the pipette.

	B.1.4.2.5 Si la pipeta es terminal y se transfiere un volumen de líquido equivalente a su capacidad total, escurrir aplicando la punta de la pipeta una sola vez en un área de la caja Petri sin líquido.
	B.1.4.2.5 If the pipette is terminal and a volume of liquid equivalent to its total capacity is transferred , drain by applying the tip of the pipette only once in an area of ​​the Petri dish without liquid.

	B.1.4.2.6 Mientras se afora el líquido de la pipeta, la punta de ésta debe apoyarse en el interior del cuello del frasco y mantenerla en posición vertical, para lo cual este último debe inclinarse lo necesario.
	B.1.4.2.6 While the pipette liquid is being gauged, the tip of the pipette must rest on the inside of the neck of the bottle and keep it in an upright position, for which the latter should be inclined as necessary.

	En estudios donde se busca la presencia o ausencia de una determinada especie de microorganismos en 0,1 ml o 0,1 g, no es necesario preparar diluciones mayores.
	In studies where the presence or absence of a certain species of microorganisms in 0.1 ml or 0.1 g is sought, it is not necessary to prepare larger dilutions.

	El criterio para seleccionar las diluciones a preparar de acuerdo con el número de microorganismos esperado es:
	The criteria to select the dilutions to be prepared according to the expected number of microorganisms is:

	Para la técnica del número más probable utilizar tres tubos: donde sea posible demostrar el microorganismo en 10 ml de la dilución más alta.
	For the technique of the most probable number, use three tubes: where it is possible to demonstrate the microorganism in 10 ml of the highest dilution.

	Para la técnica de cuenta en placa, considerar aquellas en las que se puedan contar de 25 a 250 colonias en un mínimo de una de tres diluciones en el método de cuenta de bacterias aerobias en placa. En el caso de otros grupos microbianos, considerar el número especificado de colonias en la Norma Oficial Mexicana correspondiente.
	For the plate count technique , consider those in which 25 to 250 colonies can be found in a minimum of one of three dilutions in the plate aerobic bacteria count method. In the case of other microbial groups, consider the specified number of colonies in the corresponding Official Mexican Standard.

	B.1.4.3 Duración del procedimiento.
	B .1.4.3 Duration of the procedure.

	En general, las diluciones de la muestra deben ser preparadas inmediatamente antes del análisis y éstas deben ser usadas para inocular el medio de cultivo dentro de los 20 min posteriores a su preparación.
	In general, dilutions of the sample should be prepared immediately before analysis and they should be used to inoculate the culture medium within 20 min after preparation.

	B.2 DETERMINACION DE BACTERIAS COLIFORMES. TECNICA DEL NUMERO MAS PROBABLE
	B.2 DETERMINATION OF COLIFORM BACTERIA. MOST PROBABLE NUMBER TECHNIQUE

	B.2.1 Fundamento
	B.2.1 Legal basis 

	El método se basa en que las bacterias coliformes, fermentan la lactosa incubadas a 35 ± 1°C durante 24 a 48 h, resultando una producción de ácidos y gas el cual se manifiesta en las campanas de fermentación.
	The method is based on the fact that the coliform bacteria ferment the lactose incubated at 35 ± 1°C for 24 to 48 h, resulting in a production of acids and gas which is manifested in the fermentation bells.

	B.2.2 Reactivos y materiales
	B.2.2 Reagents and materials

	Los reactivos que a continuación se mencionan deben ser grado analítico. Cuando se indique agua debe entenderse como agua destilada con pH cercano a la neutralidad.
	The reagents mentioned below must be analytical grade. When water is indicated, it should be understood as distilled water with neutral pH.

	B.2.2.1 Reactivos
	B.2.2.1 Reagents

	B.2.2.1.1 Soluciones diluyentes
	B.2.2.1.1 Diluent solutions

	B.2.2.1.1.1 Solución reguladora de fosfatos (solución concentrada)
	B.2.2.1.1.1 Phosphate regulatory solution (concentrated solution)



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Fosfato monopotásico
	34 g

	Agua
	1000 ml



	Preparación: Disolver el fosfato en 500 ml de agua y ajustar el pH a 7,2 con solución de hidróxido de sodio 1 N. Llevar a un litro con agua. Esterilizar durante 15 min a 121 ± 1°C. Conservar en refrigeración (solución concentrada). Tomar 1,25 ml de la solución concentrada y llevar a un litro con agua. Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml según se requiera. Esterilizar durante 15 min a 121 ± 1°C. Después de la esterilización, el pH y los volúmenes finales de la solución de trabajo deben ser iguales a los iniciales.
	Preparation: Dissolve the phosphate in 500 ml of water and adjust the pH to 7.2 with 1 N sodium hydroxide solution. Bring to a liter with water. Sterilize for 15 min at 121 ± 1°C. Store in refrigeration (concentrated solution). Take 1.25 ml of the concentrated solution and bring to a liter with water. Distribute in portions of 99, 90 and 9 ml as required. Sterilize for 15 min at 121 ± 1°C. After sterilization, the pH and final volumes of the working solution must be equal to the initial ones.

	B.2.2.1.1.2. Agua peptonada
	B.2.2.1.1.2. Peptonated water



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Peptona
	1 g

	Cloruro de sodio
	8,5 g

	Agua
	1000 ml



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Monopotassium phosphate
	34 g

	Water
	1000 ml


 
	Preparación: Disolver los componentes en un litro de agua. Ajustar el pH a 7,0 con hidróxido de sodio 1 N. Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml o en cualquier volumen múltiplo de nueve según se requiera. Esterilizar durante 15 min a 121 ± 1°C. Después de la esterilización los volúmenes finales de la solución de trabajo deben ser iguales a los iniciales. Si este diluyente no es usado inmediatamente, almacenar en lugar obscuro a una temperatura entre 0 a 5°C por un tiempo no mayor de un mes, en condiciones tales que no alteren su volumen o composición.
	Preparation: Dissolve the components in a liter of water. Adjust the pH to 7.0 with 1 N sodium hydroxide . Distribute in portions of 99, 90 and 9 ml or in any multiple volume of nine as required. Sterilize for 15 min at 121 ± 1°C. After sterilization the final volumes of the working solution must be equal to the initial ones. If this diluent is not used immediately, store it in a dark place at a temperature between 0 and 5°C for a period not exceeding one month, under conditions that do not alter its volume or composition. 

	B.2.2.1.2 Medios de cultivo.
	B.2.2.1.2 Culture media.

	Caldo lactosado (medio de enriquecimiento para agua potable y hielo).
	Lactose broth (enrichment medium for potable water and ice).

	Caldo lauril sulfato triptosa (medio de enriquecimiento selectivo).
	Lauryl sulfate tryptose broth (selective enrichment medium).

	Caldo lactosa bilis verde brillante (medio de confirmación).
	Brilliant green lactose bile broth (confirmation medium).

	En el caso del análisis de agua potable y hielo puede utilizarse caldo lactosado o caldo lauril sulfato triptosa con púrpura de bromocresol (concentración 0,01 g/l de medio), como alternativa al uso de campanas de fermentación. Los tubos positivos se manifiestan por el vire del indicador a color amarillo.
	In the case of the analysis of potable water and ice, lactose broth or lauryl sulfate tryptose broth with bromocresol purple (concentration 0.01 g / l of medium) can be used as an alternative to the use of fermentation bells. Positive tubes are manifested by the yellow indicator beam.

	B.2.2.1.2.1 Caldo lactosado
	B.2.2.1.2.1 Lactose broth



	Ingrediente
	Medio de concentración
1,5
	Medio de concentración sencilla

	Extracto de carne
	4,5 g
	3 g

	Peptona de gelatina
	7,5 g
	5 g

	Lactosa
	7,5 g
	5 g

	Agua destilada 
	1000 ml
	1000 ml



	Ingredient
	Concentration medium
1.5
	Simple concentration medium

	Meat extract
	4.5 g
	3 g

	Jelly Peptone
	7.5 g
	5 g

	Lactose
	7.5 g
	5 g

	Distilled water 
	1000 ml
	1000 ml


 
	Disolver los ingredientes en 1 l de agua, calentando si es necesario o el medio completo deshidratado, siguiendo las instrucciones del fabricante. Ajustar el pH final de tal manera que después de la esterilización éste sea de 6,9 ± 0,2 a 25°C. Distribuir en volúmenes de 10 ml en tubos con dimensiones de 16 x 160 mm el medio de concentración sencilla y de 20 ml en tubos de 20 x 200 mm el medio de concentración 1,5, cada tubo debe tener campana de fermentación. Esterilizar en autoclave por 15 min a 121 ± 1°C. Enfriar rápidamente para evitar una exposición excesiva al calor. El aspecto del caldo es claro y de color beige. Se puede utilizar una concentración doble del medio de cultivo, en cuyo caso se emplearán 10 ml del caldo preparado, cuando se agreguen 10 ml de la muestra.
	Dissolve the ingredients in 1 liter of water, heating if necessary or the complete dehydrated medium, following the manufacturer's instructions. Adjust the final pH so that after sterilization it is 6.9 ± 0.2 at 25°C. Distribute in a volume of 10 ml in tubes with dimensions of 16 x 160mm the medium of simple concentration and 20 ml in tubes of 20 x 200 mm the concentration medium 1.5, each tube must have a fermentation bell. Sterilize in autoclave for 15 min at 121 ± 1°C. Cool quickly to avoid excessive exposure to heat. The appearance of the broth is clear and beige. One can use a double concentration of the culture medium, in which case 10 ml of the diluted will be employed,  when 10 ml of the sample is added.

	B.2.2.1.2.2 Caldo lauril sulfato triptosa.
	B.2.2.1.2.2 Lauryl sulfate tryptose broth.




	Ingrediente
	Medio de concentración
1,5
	Medio de concentración sencilla

	Triptosa
	30 g
	20 g

	Lactosa
	7,5 g
	5 g

	Fosfato dipotásico 
	4,125 g
	2,75 g

	Fosfato monopotásico
	4,125 g
	2,75 g

	Cloruro de sodio 
	7,5 g
	5 g

	Lauril sulfato de sodio 
	0,15 g
	0,1 g

	Agua destilada 
	1000 ml
	1000 ml



	Ingredient
	Concentration medium
1.5
	Simple concentration medium

	Tryptose
	30 g
	20 g

	Lactose
	7.5 g
	5 g

	Dipotassium phosphate
	4.125 g
	2.75 g

	Monopotassium phosphate
	4.125 g
	2.75 g

	Sodium chloride 
	7.5 g
	5 g

	Sodium Lauryl Sulfate 
	0.15 g
	0.1 g

	Distilled water 
	1000 ml
	1000 ml




	Disolver los componentes en 1 l de agua, calentando si es necesario o el medio de cultivo completo deshidratado, siguiendo las instrucciones del fabricante. Ajustar el pH de tal manera que después de la esterilización éste sea de 6,8 ± 0,2 a 25°C. Distribuir en volúmenes de 10 ml en tubos con dimensiones de 16 x 160 mm el medio de concentración sencilla y de 20 ml en tubos de 20 x 200 mm el medio de concentración 1,5, cada tubo debe tener campana de fermentación. Esterilizar en autoclave por 15 min a 121 ± 1°C. Se recomienda almacenar el medio una vez preparado. Las campanas de fermentación no deben contener burbujas de aire después de la esterilización. Se puede utilizar una concentración doble del medio de cultivo, en cuyo caso se emplearán 10 ml de caldo preparado, cuando se agreguen 10 ml de muestra.
	Dissolve the components in 1 liters of water, heating if necessary or culture medium composition completely dehydrated, following the instructions of the manufacturer. Adjust the pH so that after sterilization it is 6.8 ± 0.2 at 25°C. Distribute in volumes of 10 ml in tubes with dimensions of 16 x 1 60 mm the simple concentration medium and 20 ml in tubes of 20 x 200 mm the concentration medium 1.5, each tube must have a fermentation bell. Sterilize in autoclave for 15 min at 121 ± 1°C. It is recommended to store the medium once prepared. The fermentation bells must not contain air bubbles after sterilization. A double concentration of the culture medium can be used, in which case 10 ml of prepared broth will be used, when 10 ml of sample is added.

	B.2.2.1.2.3 Lactosa bilis verde brillante
	B.2.2.1. 2 .3 Bright green lactose bile



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Peptona
	10 g

	Lactosa
	10 g

	Sales biliares
	20 g

	Verde brillante
	0,0133 g

	Agua
	1000 ml



	F O RM ULA

	Ingredients
	Quantity

	Peptone
	10 g

	Lactose
	10 g

	Bile salts
	20 g

	Brilliant green
	0.0133 g

	Water
	1000 ml



	Preparación: Disolver los componentes o el medio completo deshidratado en agua, calentar si es necesario. Ajustar el pH, de tal manera que después de la esterilización éste sea de 7,2 a 25°C. Distribuir el medio en cantidades de 10 ml en tubos de 16 x 160 mm conteniendo campana de fermentación. Esterilizar en autoclave por 15 min a 121 ± 1°C. Las campanas de fermentación no deben contener burbujas de aire después de la esterilización.
	Preparation: Dissolve the components or the completely dehydrated medium in water, heat if necessary. Adjust the pH, so that after sterilization it is 7.2 to 25°C. Distribute the medium in quantities of 10 ml in 16 x 160 mm tubes with a fermentation bell. Sterilize in autoclave for 15 min at 121 ± 1°C. The fermentation bell should not contain air bubbles after sterilization.

	B.2.2.2 Materiales
	B.2.2.2 Materials

	-	Pipetas bacteriológicas para distribuir 10 y 1 ml (o si es necesario de 11 y 2 ml), con tapón de algodón. Las pipetas pueden ser graduadas en volúmenes iguales a una décima de su volumen total.
	- Bacteriological pipettes to distribute 10 and 1 ml (or if necessary 11 and 2 ml), with cotton plug. Pipettes can be graduated in volumes equal to one tenth of their total volume.              

	-	Frascos de vidrio de 250 ml con tapón de rosca.
	- 250 ml glass bottles with screw cap.              

	-	Utensilios esterilizables para la obtención de muestras: cuchillos, pinzas, tijeras, cucharas, espátulas, etc.
	- Sterilizable utensils to obtain samples: knives, tweezers, scissors, spoons, spatulas, etc.              

	-	Tubos de cultivo 20 x 200 mm y de 16 x 160 mm con tapones metálicos o de rosca.
	- Culture tubes 20 x 200 mm and 16 x 160 mm with metal or screw caps.              

	-	Campanas de fermentación (tubos de Durham).
	- Fermentation bells (Durham tubes).              

	-	Pipetas bacteriológicas graduadas de 10 y 1 ml
	- Graduated bacteriological pipettes of 10 and 1ml              

	-	Gradillas.
	- Racks.              

	-	Asa de platino o nicromel de aproximadamente 3 mm de diámetro
	- Platinum or nicromel handle approximately 3 mm in diameter              

	-	Todo el material que tenga contacto con las muestras bajo estudio debe esterilizarse mediante:
	- All material that has contact with the samples under study must be sterilized by:              

	-	Horno, durante 2 h a 170-175°C o 1 h a 180°C o autoclave, durante 15 min como mínimo a 121 ± 1°C.
	- Place in oven, for 2 hours at 170-175°C or 1 hour at 180°C or autoclave, for at least 15 min at 121 ± 1°C.              

	-	El material de vidrio puede sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones deseadas. No debe usarse material de vidrio dañado por las esterilizaciones repetidas y éste debe ser químicamente inerte.
	- The glass material can be replaced by disposable material that meets the desired specifications. Glass material damaged by repeated sterilizations should not be used and it must be chemically inert.              

	B.2.3 Aparatos e instrumentos
	B.2.3 Devices and instruments

	-	Horno para esterilizar que alcance una temperatura mínima de 170°C.
	- Oven for sterilization that reaches a minimum temperature of 170°C.              

	-	Incubadora con termostato que evite variaciones mayores de ± 1°C, provista con termómetro calibrado.
	- Incubation with a thermostat that avoids variations greater than ± 1°C, provided with calibrated thermometer.              

	-	Termómetro de máximas y mínimas.
	- Maximum and minimum thermometer.              

	-	Autoclave que alcance una temperatura mínima de 121 ± 1°C.
	- Autoclave that reaches a minimum temperature of 121 ± 1 ° C.              

	-	Potenciómetro con una escala mínima de 0,1 unidades de pH a 25°C.
	- Potentiometer with a minimum scale of 0.1 pH units at 25 ° C.              

	B.2.4 Preparación de la muestra
	B.2.4 Sample preparation

	Las muestras deben prepararse y diluirse, siempre que sea posible, de acuerdo con el Método de Preparación y Dilución de Muestras de Alimentos para su Análisis Microbiológico.
	Samples should be prepared and diluted, whenever possible, in accordance with the Method of Preparation and Dilution of Food Samples for Microbiological Analysis.

	B.2.5 Procedimiento
	B.2.5 Procedure

	B.2.5.1 Para alimentos.
	B.2.5.1 For food products.

	Preparar suficiente número de diluciones para asegurar que todos los tubos correspondientes a la última dilución rindan un resultado negativo.
	Prepare a sufficient number of dilutions to ensure that all tubes corresponding to the last dilution yield a negative result.

	B.2.5.1.1 Prueba presuntiva
	B.2.5.1.1 Presumptive test

	B.2.5.1.1.1 Inoculación. Tomar tres tubos de medio de enriquecimiento de mayor concentración. Usar una pipeta estéril para transferir a cada tubo 10 ml de la muestra si es líquida o 10 ml de la dilución primaria inicial, en el caso de otros productos.
	B.2.5.1.1.1 Inoculation. Take three tubes of enrichment medium or higher concentration. Use a sterile pipette to transfer to each tube 10 ml of the sample, if it is liquid or 10 ml of the initial primary dilution, in the case of other products.

	B.2.5.1.1.1.1 Tomar tres tubos de concentración sencilla del medio selectivo de enriquecimiento. Usar una pipeta estéril para transferir a cada uno de estos tubos 1 ml de la muestra si es líquida o 1 ml de la dilución primaria en el caso de otros productos.
	B.2.5.1.1.1.1 Take three tubes of simple concentration of the positive enrichment medium. Use a sterile pipette to transfer to each of these tubes 1 ml of the sample if it is liquid or 1 ml of the primary dilution in the case of other products.

	B.2.5.1.1.1.2 Para las diluciones subsecuentes, continuar como se indica en el párrafo anterior, usando una pipeta diferente para cada dilución. Mezclar suavemente el inóculo con el medio.
	B.2.5.1.1.1.2 For subsequent dilutions, continue as indicated in the previous paragraph, using a different pipette for each dilution. Gently mix the inoculum with the medium.

	B.2.5.2.1.2 Incubación. Incubar los tubos a 35 ± 0,5°C por 24 ± 2 h y observar si hay formación de gas, en caso contrario prolongar la incubación hasta 48 ± 2 h.
	B.2.5.2.1.2 Incubation. Incubate the tubes at 35 ± 0.5°C for 24 ± 2h and observe if there is gas formation, otherwise prolong the incubation up to 48 ± 2 h.

	B.2.5.1.2 Prueba confirmativa
	B.2.5.1.2 Confirmative test

	De cada tubo que muestre formación de gas, tomar una asada y sembrar en un número igual de tubos con medio de confirmación. Incubar a 35 ± 0,5°C por 24 ± 2 h o si la formación de gas no se observa en este tiempo, prolongar la incubación por 48 ± 2 h.
	From each tube showing gas formation, take baked material and sow in an equal number of tubes with confirmation medium. Incubate at 35 ± 0.5°C for 24 ± 2 hours or if the gas formation is not observed at this time, prolong the incubation for 48 ± 2 hours.

	En esta Norma Oficial Mexicana se considera una combinación de tres tubos por cada dilución de la serie. Para algunos productos y siempre que se requiera una mayor precisión en los resultados, será necesario inocular una serie de cinco o diez tubos.
	In this Official Mexican Standard, a combination of three tubes is considered for each dilution of the series. For some products and whenever a greater precision in the results is required, it will be necessary to inoculate a series of five or ten tubes.

	B.2.6 Expresión de los resultados
	B.2.6 Expression of results

	Tomar la serie de tubos de la prueba confirmativa que dé formación de gas después del periodo de incubación requerido y buscar el NMP en los cuadros correspondientes.
	Take the series of confirmatory test tubes that give gas formation after the required incubation period and look for the MPR (most probable number) in the corresponding tables .

	El Cuadro 3 muestra algunos ejemplos que se pueden presentar.
	Table 3 shows some examples that can be presented.

	Ejemplos:
	Examples:

	Ejemplo 1. Cuando sólo una dilución muestra tres tubos positivos, elegir ésta y las diluciones mayores posteriores.
	Example 1. When only one dilution shows three positive tubes, choose this and the subsequent greater dilutions.

	Ejemplo 2. Cuando más de una dilución muestra tres tubos positivos y la última da menos de tres, elegir esta última y las dos diluciones anteriores más bajas.
	Example 2. When more than one dilution shows three positive tubes and the last one less than three, choose the latter and the two lesser previous dilutions.

	Ejemplo 3. Cuando en ninguna dilución hay tres tubos positivos y éstos se encuentran en más de tres diluciones, seleccionar las dos diluciones mayores positivas y la siguiente.
	Example 3. When in no dilution, are there three positive tubes and they are in more than three dilutions, select the two greater positive dilutions and the next one.

	Ejemplos 4 y 5. Cuando los tubos positivos sólo se encuentran en la muestra sin diluir (10 ml o 1 g) y en la primera dilución (1 ml o 10-1), seleccionar las tres primeras diluciones para el cálculo del número más probable.
	Examples 4 and 5. When the positive tubes are only found in the undiluted sample (10 ml or 1 g) and the first dilution (1 ml or 10 1), selecting the first three dilutions for calculating the most probable number

	En cada caso se obtiene un número de tres cifras, lo cual es representado en los cuadros 4 al 7, según corresponda. En la columna que indica el número de tubos positivos se busca el índice del NMP.
	In each case, a three-digit number is obtained, which is represented in Tables 4 through 7, as appropriate. In the column that indicates the number of positive tubes, the MPN index is searched.

	La técnica de NMP puede admitir gran cantidad de variaciones. Los resultados obtenidos con esta técnica deben ser utilizados con precaución. Los límites de confianza están representados en los cuadros 4 al 7. Por ejemplo, para una muestra sólida con un NMP de 70 coliformes por gramo, los límites de confianza en el 95% de los casos variarán de 10 a 230 coliformes por gramo (ejemplo 3 del Cuadro 3) y en un producto con 24 de NMP de coliformes por gramo, los límites de confianza son de 3,6 a 130 coliformes por gramo (ejemplo 2 Cuadro 3).
	The MPN technique can admit a lot of variation. The results obtained with this technique should be used with caution. The confidence limits are represented in Tables 4 to 7. For example, for a solid sample with an MPN of 70 coliforms per gram, the confidence limits in 95% of cases will vary from 10 to 230 coliforms per gram (example 3 of Table 3) and in a product with 24 MPN of coliforms per gram, the confidence limits are 3.6 to 130 coliforms per gram (example 2 Table 3).



	CUADRO 3
Ejemplos de la selección de resultados positivos para el cálculo del NMP

	E
J
E
M
P
L
O
	Número de tubos positivos obtenidos de tres
	
	NMP

	
	Tubos incubados, para las siguientes cantidades de muestra inoculada por tubo
	
	

	
	Producto
	
	

	
	Líquido	(ml)	10	1	10-1	10-2	10-3 
	Producto
	Otros

	
	Otros Productos	(g)	1	10-1	10-2	10-3	10-4
	Líquido
	Otros

	
	Mayor dilución = menor concentración





 
	TABLE 3
Examples of the selection of positive results for the calculation of the MPN

	E
J
X
M
P
L
E
	Number of positive tubes obtained from three
	 
	MPN

	
	Tubes incubated, for the following quantities of sample inoculated by tube
	 
	 

	
	Product
	 
	 

	
	Liquid (ml) 10 1 10 -1 10 -2 10 -3                                                                                    
	Pro duct
	Others

	
	Other Products (g) 1 10 -1 10 -2 10 -3 10 -4                                                                                    
	Liquid
	Others

	
	Higher dilution = less concentration




	
	
	
	
	
	
	
	ml-1
	
	g-1

	1
	3
	3
	2
	1
	0
	15
	(5)
	150
	(6)

	2
	3
	3
	3
	0
	
	24
	(5)
	240
	(6

	3
	2
	2
	1
	1
	0
	7
	(6)
	70
	(7)

	4
	3
	3
	0
	0
	0
	2,4
	(4)
	24
	(5)

	5
	2
	2
	0
	1
	0
	0,21
	(4)
	2,1
	(5)




	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	ml - 1
	 
	g - 1

	1
	3
	3
	2
	1
	0
	15
	(5)
	150
	(6)

	2
	3
	3
	3
	0
	 
	24
	(5)
	240
	(6

	3
	2
	2
	1
	1
	0
	7
	(6)
	70
	(7)

	4
	3
	3
	0
	0
	0
	2.4
	(4)
	24
	(5)

	5
	2
	2
	0
	1
	0
	0.21
	( 4)
	2.1
	(5)














	CUADRO 4
Índice del NMP y límites de confianza 95% para varias combinaciones de resultados positivos cuando son usados varios números de tubos. (Diluciones 10, 1 y 0,1 g)

	
	3 TUBOS POR DILUCION
	5 TUBOS POR DILUCION

	Combinación de positivos
	Indice del NMP por g
	95% Límites de confianza
	Indice del NMP por g
	95% Límites de confianza

	
	
	bajo
	alto
	
	bajo
	alto

	0-0-0
	< 0,03
	<0,005
	<0,09
	<0,02
	<0,005
	<0,07

	0-0-1
	0,03
	<0,005
	<0,09
	0,02
	<0,005
	0,07

	0-1-0
	0,03
	<0,005
	0,13
	0,02
	<0,005
	0,07

	0-2-0
	---
	---
	---
	0,04
	<0,005
	0,11

	1-0-0
	0,04
	<0,005
	0,20
	0,02
	<0,005
	0,07

	1-0-1
	0,07
	0,01
	0,21
	0,04
	<0,005
	0,11

	1-1-0
	0,07
	0,01
	0,23
	0,04
	<0,005
	0,11

	1-1-1
	0,11
	0,03
	0,36
	0,06
	<0,005
	0,15

	1-2-0
	0,11
	0,03
	0,36
	0,06
	<0,005
	0,15

	2-0-0
	0,09
	0,01
	0,36
	0,05
	<0,005
	0,13

	2-0-1
	0,14
	0,03
	0,37
	0,07
	0,01
	0,17

	2-1-0
	0,15
	0,03
	0,44
	0,07
	0,01
	0,17

	2-1-1
	0,20
	0,07
	0,89
	0,09
	0,02
	0,21

	2-2-0
	0,21
	0,04
	0,47
	0,09
	0,02
	0,21

	2-2-1
	0,28
	0,10
	1,50
	----
	---
	---

	2-3-0
	---
	---
	---
	0,12
	0,03
	0,28

	3-0-0
	0,23
	0,04
	1,20
	0,08
	0,01
	0,19

	3-0-1
	0,39
	0,07
	1,3
	0,11
	0,02
	0,25

	3-0-2
	0,64
	0,15
	3,80
	---
	---
	---

	3-1-0
	0,43
	0,07
	2,1
	0,11
	0,02
	0,25

	3-1-1
	0,75
	0,14
	2,3
	0,14
	0,04
	0,34



	3-1-2
	1,20
	0,30
	3,8
	---
	---
	---

	3-2-0
	0,93
	0,15
	3,80
	0,14
	0,04
	0,34

	3-2-1
	1,50
	0,30
	4,40
	0,17
	0,05
	0,46

	3-2-2
	2,10
	0,35
	4,70
	--
	--
	--

	3-3-0
	2,40
	0,36
	13,0
	--
	--
	--

	3-3-1
	4,60
	0,71
	24
	--
	--
	--

	3-3-2
	11,0
	1,50
	48
	--
	--
	--

	3-3-3
	>11.0
	>1,50
	>48
	--
	--
	--

	4-0-0
	--
	---
	---
	0,13
	0,03
	0,31

	4-0-1
	--
	---
	---
	0,17
	0,05
	0,46

	4-1-0
	--
	---
	---
	0,17
	0,05
	0,46

	4-1-1
	--
	--
	---
	0,21
	0,07
	0,63

	4-1-2
	--
	--
	---
	0,26
	0,09
	0,78

	4-2-0
	--
	--
	---
	0,22
	0,07
	0,67

	4-2-1
	--
	---
	---
	0,26
	0,09
	0,78

	4-3-0
	--
	---
	---
	0,27
	0,09
	0,80

	4-3-1
	--
	---
	---
	0,33
	0,11
	0,93

	4-4-0
	--
	---
	---
	0,34
	0,12
	0,93

	5-0-0
	--
	---
	---
	0,23
	0,07
	0,70

	5-0-1
	--
	---
	---
	0,31
	0,11
	0,89

	5-0-2
	--
	---
	---
	0,43
	0,15
	1,14

	5-1-0
	--
	---
	---
	0,33
	0,11
	0,93

	5-1-1
	--
	---
	----
	0,46
	0,16
	1,2

	5-1-2
	--
	---
	---
	0,63
	0,21
	1,5

	5-2-0
	--
	---
	---
	0,49
	0,17
	1,3

	5-2-1
	--
	---
	---
	0,70
	0,23
	1,70

	5-2-2
	--
	---
	---
	0,94
	0,28
	2,2

	5-3-0
	--
	---
	---
	0,79
	0,25
	1,9

	5-3-1
	--
	---
	---
	1,10
	0,31
	2,5

	5-3-2
	--
	---
	---
	1,4
	0,37
	3,4

	5-3-3
	--
	---
	---
	1,80
	0,44
	5,0

	5-4-0
	--
	---
	---
	1,30
	0,35
	3,0

	5-4-1
	--
	---
	---
	1,70
	0,43
	4,9

	5-4-2
	--
	---
	---
	2,20
	0,57
	7,0



	5-4-3
	--
	---
	---
	2,80
	0,90
	8,5

	5-4-4
	--
	---
	---
	3,50
	1,20
	10

	5-5-0
	---
	---
	---
	2,40
	0,68
	7,5

	5-5-1
	---
	---
	---
	3,50
	1,60
	10

	5-5-2
	---
	---
	---
	5,40
	1,80
	14,0

	5-5-3
	----
	---
	---
	9,20
	3,0
	32

	5-5-4
	---
	---
	---
	16,09
	6,40
	58,0

	5-5-5
	----
	---
	---
	---
	---
	---




	TABLE 4
MPN index and 95% confidence limits for various combinations of positive results when various numbers of tubes are used. (Dilutions 10, 1 and 0.1 g) 

	 
	3 TUBES PER DILUTION
	5 TUBES DILUTION

	Combination of positives
	MPN index by g
	95% Confidence Limits
	MPN index by g
	95% Confidence Limits

	
	
	low
	high
	
	low
	high

	0-0-0
	<0.03
	<0.0 05
	<0.09
	<0.02
	<0.005
	<0.07

	0-0-1
	0.03
	<0.005
	<0.09
	0.02
	<0.005
	0.07

	0-1-0
	0.03
	<0.005
	0.13
	0.02
	<0.005
	0.07

	0-2-0
	---
	---
	---
	0.04
	<0.005
	0.11

	1-0-0
	0.04
	<0.005
	0.20
	0.02
	<0.005
	0.07

	1-0-1
	0.07
	0.01
	0.21
	0.04
	< 0.005
	0.11

	1-1-0
	0.07
	0.01
	0.23
	0.04
	< 0.005
	0.11

	1-1-1
	0.11
	0.03
	0.36
	0.06
	<0.005
	0.15

	1-2-0
	0.11
	0.03
	0.36
	0.06
	<0.005
	0.15

	2-0-0
	0.09
	0.01
	0.36
	0.05
	<0.005
	0.13

	2-0-1
	0.14
	0.03
	0.37
	0.07
	0.01
	0.17

	2-1-0
	0.15
	0.03
	0.44
	0.07
	0.01
	0.17

	2-1-1
	0.20
	0.07
	0.89
	0.09
	0.02
	0.21

	2-2-0
	0.21
	0.04
	0 , 47
	0.09
	0.02
	0.21

	2-2-1
	0.28
	0.10
	1.50
	----
	---
	---

	2-3-0
	---
	---
	---
	0.12
	0.03
	0.28

	3-0-0
	0.23
	0.04
	1.20
	0.08
	0.01
	0, 19

	3-0-1
	0.39
	0.07
	1.3
	0.11
	0.02
	0.25

	3-0-2
	0.64
	0.15
	3.80
	---
	---
	---

	3-1-0
	0.43
	0.07
	2.1
	0, 11
	0.02
	0.25

	3-1-1
	0.75
	0.14
	2.3
	0.14
	0.04
	0.34

	3-1-2
	1.20
	0.30
	3.8
	---
	---
	---

	3-2-0
	0.93
	0.15
	3.80
	0.14
	0.04
	0.34

	3-2-1
	1.50
	0.30
	4.40
	0.17
	0.05
	0.46

	3- 2-2
	2.10
	0.35
	4.70
	-
	-
	-

	3-3-0
	2.40
	0.36
	13.0
	-
	-
	-

	3-3-1
	4.60
	0.71
	24
	-
	-
	-

	3-3-2
	1 1.0
	1.50
	48
	-
	-
	-

	3-3-3
	> 11.0
	> 1.5 0
	> 48
	-
	-
	-

	4-0-0
	-
	---
	---
	0.13
	0.03
	0.31

	4-0-1
	-
	---
	---
	0.17
	0.05
	0.46

	4-1-0
	-
	---
	---
	0.17
	0.05
	0.46

	4-1-1
	- -
	-
	---
	0.21
	0.07
	0.63

	4-1-2
	-
	-
	---
	0.26
	0.09
	0.78

	4-2-0
	-
	-
	---
	0.22
	0.07
	0.67

	4-2-1
	- -
	---
	---
	0.26
	0.09
	0.78

	4-3-0
	-
	---
	---
	0.27
	0.09
	0.80

	4-3-1
	-
	---
	---
	0.33
	0.11
	0.93

	4-4-0
	-
	---
	---
	0.34
	0.12
	0.93

	5-0-0
	-
	---
	---
	0.23
	0.07
	0.70

	5- 0-1
	-
	---
	---
	0.31
	0.11
	0.89

	5-0-2
	-
	---
	---
	0.43
	0.15
	1.14

	5-1-0
	-
	---
	---
	0.33
	0.11
	0.93

	5-1-1
	-
	---
	----
	0.46
	0.16
	1.2

	5-1- 2
	-
	---
	---
	0.63
	0.21
	1.5

	5-2-0
	-
	---
	---
	0.49
	0.17
	1.3

	5-2-1
	-
	---
	---
	0.70
	0.23
	1.70

	5-2-2
	-
	---
	---
	0.94
	0.28
	2, 2

	5-3-0
	-
	---
	---
	0.79
	0.25
	1.9

	5-3-1
	-
	---
	---
	1.10
	0.31
	2.5

	5-3-2
	-
	---
	---
	1.4
	0.37
	3.4

	5-3-3
	-
	---
	---
	1.80
	0.44
	5.0

	5-4- 0
	-
	---
	---
	1.30
	0.35
	3.0

	5-4-1
	-
	---
	---
	1.70
	0.43
	4.9

	5-4-2
	-
	---
	---
	2.20
	0.57
	7.0


 
	5-4-3
	-
	---
	---
	2.80
	0.90
	8, 5

	5-4-4
	-
	---
	---
	3.50
	1.20
	10

	5-5-0
	---
	---
	---
	2.40
	0.68
	7.5

	5-5-1
	---
	---
	---
	3.50
	1.60
	1 0

	5-5-2
	---
	---
	---
	5.40
	1.80
	14.0

	5 -5-3
	----
	---
	---
	9.20
	3.0
	32

	5-5-4
	---
	---
	---
	16.09
	6.40
	58.0

	5-5-5
	----
	---
	---
	---
	---
	---


 
 
	CUADRO 5
Indice del MPN y límites de confianza 95% para varias combinaciones de resultados positivos cuando son usados varios números de tubos. (Diluciones 1, 0,1 y 0,01 g)

	
	3 TUBOS POR DILUCION
	5 TUBOS POR DILUCION

	Combinación de positivos
	Indice del MPN por g
	95% Límites de confianza
	Indice del MPN por g
	95% Límites de confianza

	
	
	bajo
	alto
	
	bajo
	alto

	0-0-0
	<0,3
	<0,05
	<0,9
	<0,2
	<0,05
	<0,7

	0-0-1
	0,3
	<0,05
	<0,9
	0,2
	<0,05
	0,7

	0-1-0
	0,3
	<0,05
	1,3
	0,2
	<0,05
	0,7

	0-2-0
	---
	---
	---
	0,4
	<0,05
	0,11

	1-0-0
	0,4
	<0,05
	2
	0,2
	<0,05
	0,7

	1-0-1
	0,7
	0,1
	2
	0,4
	<0,05
	1,1

	1-1-0
	0,7
	0,1
	2,3
	0,4
	<0,05
	1,1

	1-1-1
	1,1
	0,3
	3,6
	0,6
	<0,05
	1,5

	1-2-0
	1,1
	0,3
	3,6
	0,6
	<0,05
	1,5

	2-0-0
	0,9
	0,1
	3,6
	0,5
	<0,05
	1,3

	2-0-1
	1,4
	0,3
	3,7
	0,7
	0,1
	1,7

	2-1-0
	1,5
	0,3
	4,4
	0,7
	0,1
	1,7

	2-1-1
	2
	0,7
	8,9
	0,9
	0,2
	2,1

	2-2-0
	2,1
	0,4
	4,7
	0,9
	0,2
	2,1

	2-2-1
	2,8
	1,0
	15,0
	---
	---
	---

	2-3-0
	---
	---
	---
	1,2
	0,3
	2,8

	3-0-0
	2,3
	0,4
	12
	0,8
	0,1
	1,9

	3-0-1
	3,9
	0,7
	13,0
	1,1
	0,2
	2,5

	3-0-2
	6,4
	1,5
	38,0
	--
	--
	--

	3-1-0
	4,3
	0,7
	21,0
	1,1
	0,2
	2,5



	3-1-1
	7,5
	1,4
	23,0
	1,4
	0,4
	3,4

	3-1-2
	12
	3,0
	38,0
	--
	--
	--

	3-2-0
	9,3
	1,5
	38,0
	1,4
	0,4
	3,4

	3-2-1
	15,0
	3,0
	44,0
	1,7
	0,5
	4,6

	3-2-2
	21,0
	3,5
	47,0
	--
	--
	--

	3-3-0
	24,0
	3,6
	130,0
	--
	--
	--

	3-3-1
	46,0
	7,1
	240,0
	--
	--
	--

	3-3-2
	110
	15,0
	480,0
	--
	--
	--

	3-3-3
	>110
	>15,0
	>480,0
	--
	--
	--

	4-0-0
	--
	---
	---
	1,3
	0,3
	3,1

	4-0-1
	--
	---
	---
	1,7
	0,5
	4,6

	4-1-0
	--
	---
	---
	1,7
	0,5
	4,6

	4-1-1
	--
	---
	---
	2,1
	0,7
	6,3

	4-1-2
	--
	---
	---
	2,6
	0,9
	7,8

	4-2-0
	--
	---
	---
	2,2
	0,7
	6,7

	4-2-1
	--
	---
	---
	2,6
	0,9
	7,8

	4-3-0
	--
	---
	---
	2,7
	0,9
	8,0

	4-3-1
	--
	---
	---
	3,3
	1,1
	9,3

	4-4-0
	--
	---
	---
	3,4
	1,2
	3,0

	5-0-0
	--
	---
	---
	2,3
	0,7
	7,0

	5-0-1
	--
	---
	---
	3,1
	1,1
	8,9

	5-0-2
	--
	---
	---
	4,3
	1,5
	11,4

	5-1-0
	--
	---
	---
	3,3
	1,1
	9,3

	5-1-1
	--
	---
	---
	4,6
	1,6
	12

	5-1-2
	--
	---
	---
	6,3
	2,1
	15,0

	5-2-0
	--
	---
	---
	4,9
	1,7
	13,0

	5-2-1
	--
	---
	---
	7,0
	2,3
	17,0

	5-2-2
	--
	---
	---
	9,4
	2,8
	22

	5-3-0
	--
	---
	---
	7,9
	2,5
	19,0

	5-3-1
	--
	---
	---
	11,0
	3,1
	25,0

	5-3-2
	--
	---
	---
	14,0
	3,7
	34,0

	5-3-3
	--
	---
	---
	18,0
	4,4
	50,0

	5-4-0
	--
	---
	---
	13,0
	3,5
	30,0

	5-4-1
	--
	---
	---
	17,0
	4,3
	49,0



	5-4-2
	--
	---
	---
	22
	5,7
	70,0

	5-4-3
	--
	---
	---
	28,0
	9,0
	85,0

	5-4-4
	--
	---
	---
	35,0
	12
	100,0

	5-5-0
	--
	---
	---
	24,0
	6,8
	75,0

	5-5-1
	--
	---
	---
	35,0
	12
	100,0

	5-5-2
	--
	---
	---
	54,0
	18,0
	140,0

	5-5-3
	--
	---
	---
	92
	30,0
	320,0

	5-5-4
	--
	---
	---
	161,0
	64,0
	580,0

	5-5-5
	--
	---
	---
	>161,0
	>64,0
	>580,0



 
	TABLE 5
MPN index and 95% confidence limits for various combinations of positive results when various numbers of tubes are used. (Dilutions 1 , 0.1 and 0.01 g) 

	 
	3 TUBES PER DILUCI O N
	5 TUBES DILUCI O N

	Combination of positives
	MPN index per g
	95% Confidence Limits
	MPN index per g
	95% Confidence Limits

	
	
	low
	high
	
	low
	high

	0-0-0
	<0.3
	<0.05
	<0.9
	<0.2
	<0.05
	<0.7

	0-0-1
	0.3
	<0.05
	<0.9
	0.2
	<0.05
	0.7

	0-1-0
	0.3
	<0.05
	1.3
	0.2
	<0.05
	0.7

	0-2-0
	---
	---
	---
	0.4
	<0.05
	0.11

	1-0-0
	0.4
	<0.05
	2
	0.2
	<0.05
	0.7

	1-0-1
	0.7
	0.1
	2
	0.4
	<0.05
	1.1

	1-1-0
	0.7
	0.1
	2.3
	0.4
	<0.05
	1.1

	1-1-1
	1.1
	0.3
	3.6
	0.6
	<0.05
	1.5

	1-2-0
	1.1
	0.3
	3.6
	0.6
	<0.05
	1.5

	2-0 -0
	0.9
	0.1
	3.6
	0.5
	<0.05
	1.3

	2-0-1
	1.4
	0.3
	3.7
	0.7
	0.1
	1.7

	2-1-0
	1.5
	0.3
	4.4
	0.7
	0.1
	1.7

	2-1-1
	2
	0.7
	8.9
	0.9
	0.2
	2, 1

	2-2-0
	2.1
	0.4
	4.7
	0.9
	0.2
	2.1

	2-2-1
	2.8
	1.0
	15.0
	---
	---
	---

	2-3-0
	---
	---
	---
	1.2
	0.3
	2.8

	3-0 -0
	2.3
	0.4
	12
	0.8
	0.1
	1.9

	3-0-1
	3.9
	0 , 7
	13.0
	1.1
	0.2
	2.5

	3-0-2
	6.4
	1.5
	38.0
	-
	-
	-

	3-1-0
	4.3
	0.7
	21.0
	1.1
	0.2
	2.5


 
	3-1-1
	7.5
	1.4
	23.0
	1.4
	0.4
	3.4

	3-1 -2
	12
	3.0
	38.0
	-
	-
	-

	3-2-0
	9.3
	1.5
	38.0
	1.4
	0.4
	3.4

	3-2-1
	15.0
	3.0
	44.0
	1.7
	0.5
	4.6

	3-2-2
	21.0
	3.5
	47.0
	-
	-
	-

	3-3-0
	24.0
	3.6
	130 , 0
	-
	-
	-

	3-3-1
	46.0
	7.1
	240.0
	-
	-
	-

	3-3-2
	110
	15.0
	480.0
	-
	-
	-

	3-3-3
	> 110
	> 15.0
	> 480.0
	-
	-
	-

	4-0-0
	-
	---
	---
	1.3
	0.3
	3.1

	4-0-1
	-
	---
	---
	1.7
	0.5
	4.6

	4-1-0
	-
	---
	---
	1.7
	0.5
	4.6

	4-1-1
	-
	---
	---
	2, 1
	0.7
	6.3

	4-1-2
	-
	---
	---
	2.6
	0.9
	7, 8

	4-2-0
	-
	---
	---
	2.2
	0.7
	6.7

	4-2-1
	-
	---
	---
	2.6
	0.9
	7.8

	4-3-0
	-
	---
	---
	2.7
	0.9
	8.0

	4-3-1
	-
	---
	---
	3.3
	1.1
	9.3

	4-4-0
	-
	---
	---
	3.4
	1.2
	3.0

	5-0-0
	-
	---
	---
	2.3
	0.7
	7.0

	5-0-1
	-
	---
	---
	3.1
	1.1
	8.9

	5-0-2
	-
	---
	---
	4.3
	1.5
	11.4

	5-1-0
	-
	---
	---
	3.3
	1.1
	9.3

	5-1-1
	-
	---
	---
	4.6
	1.6
	12

	5-1-2
	-
	---
	---
	6.3
	2.1
	15.0

	5-2-0
	-
	---
	---
	4.9
	1.7
	13.0

	5-2-1
	-
	---
	---
	7.0
	2.3
	17.0

	5-2-2
	-
	---
	---
	9.4
	2.8
	22

	5-3-0
	-
	---
	---
	7.9
	2.5
	19.0

	5-3-1
	-
	---
	---
	1 1.0
	3.1
	25.0

	5-3-2
	-
	---
	---
	14.0
	3, 7
	34.0

	5-3-3
	-
	---
	---
	18.0
	4.4
	50.0

	5-4-0
	-
	---
	---
	13.0
	3.5
	30.0

	5-4-1
	-
	---
	---
	17.0
	4.3
	49.0


 
	5-4-2
	-
	---
	---
	22
	5.7
	70.0

	5-4-3
	-
	---
	---
	28.0
	9.0
	85.0

	5-4-4
	-
	---
	---
	35.0
	12
	100.0

	5-5-0
	-
	---
	---
	24 , 0
	6.8
	75.0

	5-5-1
	-
	---
	---
	35.0
	12
	100.0

	5-5-2
	-
	---
	---
	54.0
	18.0
	140.0

	5-5-3
	-
	---
	---
	92
	30.0
	320.0

	5-5-4
	-
	---
	---
	161.0
	64.0
	580.0

	5-5-5
	-
	- -
	---
	> 161.0
	> 64.0
	> 580.0


 

	CUADRO 6
Indice del NMP y límites de confianza 95% para varias combinaciones de resultados positivos cuando son usados varios números de tubos. (Diluciones 0,1, 0,001 y 0,0001 g)

	
	3 TUBOS POR DILUCION
	5 TUBOS POR DILUCION

	Combinación de positivos
	Indice del NMP por g
	95% Límites de confianza
	Indice del NMP por g
	95% Límites de confianza

	
	
	bajo
	Alto
	
	bajo
	alto

	0-0-0
	<3
	<0,5
	<9
	<2
	<0,5
	<7

	0-0-1
	3
	<0,5
	<9
	2
	<0,5
	7

	0-1-0
	3
	<0,5
	13
	2
	<0,5
	7

	0-2-0
	---
	---
	---
	4
	<0,5
	11

	1-0-0
	4
	<0,5
	20
	2
	<0,5
	7

	1-0-1
	7
	1
	21
	4
	<0,5
	11

	1-1-0
	7
	1
	23
	4
	<0,5
	11

	1-1-1
	11
	3
	36
	6
	<0,5
	15

	1-2-0
	11
	3
	36
	6
	<0,5
	15

	2-0-0
	9
	1
	36
	5
	<0,5
	13

	2-0-1
	14
	3
	37
	7
	1,0
	17

	2-1-0
	15
	3
	44
	7
	1,0
	17

	2-1-1
	20
	7
	89
	9
	2
	21

	2-2-0
	21
	4
	47
	9
	2
	21

	2-2-1
	28
	10
	150
	---
	---
	---

	2-3-0
	---
	---
	---
	12
	3
	28

	3-0-0
	23
	4
	120
	8
	1
	19

	3-0-1
	39
	7
	13,0
	11
	2
	25

	3-0-2
	64
	15
	380
	--
	--
	--

	3-1-0
	43
	7
	210
	11
	2
	25



	3-1-1
	75
	14
	230
	14
	4
	34

	3-1-2
	120
	30
	380
	--
	--
	--

	3-2-0
	93
	15
	380
	14
	4
	34

	3-2-1
	150
	30
	440
	17
	5
	46

	3-2-2
	210
	35
	470
	--
	--
	--

	3-3-0
	240
	36
	130,0
	--
	--
	--

	3-3-1
	460
	71
	240,0
	--
	--
	--

	3-3-2
	1100
	150
	480,0
	--
	--
	--

	3-3-3
	>1100
	>150
	>480,0
	--
	--
	--

	4-0-0
	--
	---
	---
	13
	3
	31

	4-0-1
	--
	---
	---
	17
	5
	46

	4-1-0
	--
	---
	---
	17
	5
	46

	4-1-1
	--
	---
	---
	21
	7
	63

	4-1-2
	--
	---
	---
	26
	9
	78

	4-2-0
	--
	---
	---
	22
	7
	67

	4-2-1
	--
	---
	---
	26
	9
	78

	4-3-0
	--
	---
	---
	27
	9
	80

	4-3-1
	--
	---
	---
	33
	11
	93

	4-4-0
	--
	---
	---
	34
	12
	93

	5-0-0
	--
	---
	---
	23
	7
	7

	5-0-1
	--
	---
	---
	31
	11
	89

	5-0-2
	--
	---
	---
	43
	15
	114

	5-1-0
	--
	---
	---
	33
	11
	93

	5-1-1
	--
	---
	---
	46
	16
	120

	5-1-2
	--
	---
	---
	63
	21
	150

	5-2-0
	--
	---
	---
	49
	17
	130

	5-2-1
	--
	---
	---
	70
	23
	170

	5-2-2
	--
	---
	---
	94
	28
	220

	5-3-0
	--
	---
	---
	79
	25
	190

	5-3-1
	--
	---
	---
	110
	31
	250

	5-3-2
	--
	---
	---
	140
	37
	340

	5-3-3
	--
	---
	---
	180
	44
	500

	5-4-0
	--
	---
	---
	130
	35
	300

	5-4-1
	--
	---
	---
	170
	43
	490



	5-4-2
	--
	---
	---
	220
	57
	700

	5-4-3
	--
	---
	---
	280
	90
	850

	5-4-4
	--
	---
	---
	350
	120
	1000

	5-5-0
	--
	---
	---
	240
	68
	750

	5-5-1
	--
	---
	---
	350
	120
	1000

	5-5-2
	--
	---
	---
	540
	180
	1400

	5-5-3
	--
	---
	---
	920
	300
	3200

	5-5-4
	--
	---
	---
	1600
	640
	5800

	5-5-5
	--
	---
	---
	>1600
	>640
	>5800







 
	TABLE 6
MPN index and 95% confidence limits for various combination ones of positive results when various numbers of tubes are used. (Dilutions 0.1, 0.001 and 0.0001 g)

	 
	3 TUBES PER DILUCI O N
	5 TUBES DILUCI O N

	Combination of positives
	MPN index per g
	95% Confidence Limits
	MPN index per g
	95% Confidence Limits

	
	
	low
	High
	
	low
	high

	0 -0-0
	<3
	<0.5
	<9
	<2
	<0.5
	<7

	0-0-1
	3
	<0.5
	<9
	2
	<0.5
	7

	0-1-0
	3
	<0.5
	13
	2
	<0.5
	7

	0-2-0
	---
	---
	---
	4
	<0.5
	11

	1-0- 0
	4
	<0.5
	20
	2
	<0.5
	7

	1-0-1
	7
	1
	21
	4
	<0.5
	11

	1-1-0
	7
	1
	2. 3
	4
	<0.5
	11

	1-1-1
	11
	3
	36
	6
	<0.5
	15

	1-2-0
	11
	3
	36
	6
	<0.5
	15

	2-0-0
	9
	1
	36
	5
	<0.5
	13

	2-0-1
	14
	3
	37
	7
	1.0
	17

	2-1-0
	15
	3
	44
	7
	1.0
	17

	2-1-1
	20
	7
	89
	9
	2
	21

	2-2-0
	21
	4
	47
	9
	2
	21

	2-2-1
	28
	10
	150
	---
	---
	---

	2-3-0
	---
	---
	---
	12
	3
	28

	3-0-0
	2. 3
	4
	120
	8
	1
	19

	3-0-1
	39
	7
	13.0
	11
	2
	25

	3-0-2
	64
	15
	380
	-
	-
	-

	3-1-0
	43
	7
	210
	11
	2
	25


 
	3-1-1
	75
	14
	230
	14
	4
	3. 4

	3-1-2
	120
	30
	380
	-
	-
	-

	3-2-0
	93
	15
	380
	14
	4
	3. 4

	3-2-1
	150
	30
	440
	17
	5
	46

	3-2-2
	210
	35
	470
	- -
	-
	-

	3-3-0
	240
	36
	130.0
	-
	-
	-

	3-3-1
	460
	71
	240.0
	-
	-
	-

	3-3-2
	1100
	150
	480.0
	-
	-
	-

	3-3-3
	> 1100
	> 150
	> 480.0
	-
	-
	-

	4-0-0
	-
	- -
	---
	13
	3
	31

	4-0-1
	-
	---
	---
	17
	5
	46

	4-1-0
	-
	---
	---
	17
	5
	46

	4-1-1
	-
	---
	---
	21
	7
	63

	4-1-2
	-
	---
	---
	26
	9
	78

	4-2-0
	-
	---
	---
	22
	7
	67

	4-2-1
	-
	---
	---
	26
	9
	78

	4-3-0
	-
	---
	---
	27
	9
	80

	4-3-1
	-
	---
	---
	33
	1 1
	93

	4-4-0
	-
	---
	---
	3. 4
	12
	93

	5-0-0
	-
	---
	---
	2. 3
	7
	7

	5-0-1
	-
	---
	---
	31
	11
	89

	5-0-2
	-
	---
	---
	43
	15
	114

	5-1-0
	-
	---
	---
	33
	11
	93

	5-1-1
	-
	- -
	---
	46
	16
	120

	5-1-2
	-
	---
	---
	63
	21
	150

	5-2-0
	-
	---
	---
	49
	17
	130

	5-2-1
	-
	---
	---
	70
	2. 3
	170

	5-2- 2
	-
	---
	---
	94
	28
	220

	5-3-0
	-
	---
	- -
	79
	25
	190

	5-3-1
	-
	---
	---
	110
	31
	250

	5-3-2
	-
	---
	---
	140
	37
	340

	5-3-3
	-
	---
	---
	180
	44
	500

	5-4-0
	-
	---
	---
	130
	35
	300

	5-4-1
	-
	---
	---
	170
	43
	490


 
	5-4-2
	-
	---
	---
	220
	57
	700

	5-4-3
	-
	---
	---
	280
	90
	850

	5-4-4
	-
	---
	---
	350
	120
	1000

	5-5-0
	- -
	---
	---
	240
	68
	750

	5-5-1
	-
	---
	---
	350
	120
	1000

	5-5-2
	-
	---
	---
	540
	180
	1400

	5-5-3
	-
	---
	---
	920
	300
	3200

	5-5-4
	-
	---
	---
	1600
	640
	5800

	5-5-5
	-
	---
	---
	> 1600
	> 640
	> 5800


 

	CUADRO 7
Indice del MPN y límites de confianza 95% para varias combinaciones de resultados positivos cuando son usados varios números de tubos. (Diluciones 0,01, 0,001 y 0,0001 g)

	
	3 TUBOS POR DILUCION
	5 TUBOS POR DILUCION

	Combinación de positivos
	Indice del MPN por g
	95% Límites de confianza
	Indice del MPN por g
	95% Límites de confianza

	
	
	bajo
	Alto
	
	bajo
	alto

	0-0-0
	<30
	<5
	<90
	<20
	<5
	<70

	0-0-1
	30
	<5
	<90
	20
	<5
	70

	0-1-0
	30
	<5
	130
	20
	<5
	70

	0-2-0
	---
	---
	---
	40
	<5
	110

	1-0-0
	40
	<5
	200
	20
	<5
	70

	1-0-1
	70
	10
	210
	40
	<5
	110

	1-1-0
	70
	10
	230
	40
	<5
	110

	1-1-1
	110
	30
	360
	60
	<5
	150

	1-2-0
	110
	30
	360
	60
	<5
	150

	2-0-0
	90
	10
	360
	50
	<5
	130

	2-0-1
	140
	30
	370
	70
	10
	170

	2-1-0
	150
	30
	440
	70
	10
	170

	2-1-1
	200
	70
	890
	90
	20
	210

	2-2-0
	210
	40
	470
	90
	20
	210

	2-2-1
	280
	100
	1500
	---
	---
	---

	2-3-0
	---
	---
	---
	120
	30
	280

	3-0-0
	230
	40
	1200
	80
	10
	190

	3-0-1
	390
	70
	1300
	110
	20
	250

	3-0-2
	640
	150
	3800
	--
	--
	--



	3-1-0
	430
	70
	2100
	110
	20
	250

	3-1-1
	750
	140
	2300
	140
	40
	340

	3-1-2
	1200
	300
	3800
	--
	--
	--

	3-2-0
	930
	150
	3800
	140
	40
	340

	3-2-1
	1500
	300
	4400
	170
	50
	460

	3-2-2
	2100
	350
	4700
	--
	--
	--

	3-3-0
	2400
	360
	13000
	--
	--
	--

	3-3-1
	4600
	710
	24000
	--
	--
	--

	3-3-2
	11000
	1500
	48000
	--
	--
	--

	3-3-3
	>11000
	>1500
	>48000
	--
	--
	--

	4-0-0
	--
	---
	---
	130
	30
	310

	4-0-1
	--
	---
	---
	170
	50
	460

	4-1-0
	--
	---
	---
	170
	50
	460

	4-1-1
	--
	---
	---
	210
	70
	630

	4-1-2
	--
	---
	---
	260
	90
	780

	4-2-0
	--
	---
	---
	220
	70
	670

	4-2-1
	--
	---
	---
	260
	90
	780

	4-3-0
	--
	---
	---
	270
	90
	800

	4-3-1
	--
	---
	---
	330
	110
	930

	4-4-0
	--
	---
	---
	340
	120
	930

	5-0-0
	--
	---
	---
	230
	70
	700

	5-0-1
	--
	---
	---
	310
	110
	890

	5-0-2
	--
	---
	---
	430
	150
	1140

	5-1-0
	--
	---
	---
	330
	110
	930

	5-1-1
	--
	---
	---
	460
	160
	1200

	5-1-2
	--
	---
	---
	630
	210
	1500

	5-2-0
	--
	---
	---
	490
	170
	1300

	5-2-1
	--
	---
	---
	700
	230
	1700

	5-2-2
	--
	---
	---
	940
	280
	2200

	5-3-0
	--
	---
	---
	790
	250
	1900

	5-3-1
	--
	---
	---
	1100
	310
	2500

	5-3-2
	--
	---
	---
	1400
	370
	3400

	5-3-3
	--
	---
	---
	1800
	440
	5000

	5-4-0
	--
	---
	---
	1300
	350
	3000



	5-4-1
	--
	---
	---
	1700
	430
	4900

	5-4-2
	--
	---
	---
	2200
	570
	7000

	5-4-3
	--
	---
	---
	2800
	900
	8500

	5-4-4
	--
	---
	---
	3500
	1200
	10000

	5-5-0
	--
	---
	---
	2400
	680
	7500

	5-5-1
	--
	---
	---
	3500
	1200
	10000

	5-5-2
	--
	---
	---
	5400
	1800
	14000

	5-5-3
	--
	---
	---
	9200
	3000
	32000

	5-5-4
	--
	---
	---
	16000
	6400
	58000

	5-5-5
	--
	---
	---
	>16000
	>6400
	>58000



 
	TABLE 7
MPN index and limits confidence of 95% for various combinations of positive results when various numbers of tubes are used.  (Dilutions 0.01, 0.001 and 0.0001 g)

	 
	3 TUBES OF DILUTION
	5 TUBES OF DILUTION

	Combination of positives
	MPN index per g
	95% Confidence Limits
	MPN index per g
	95% Confidence Limits

	
	
	low
	High
	
	low
	high

	0-0-0
	<30
	<5
	<90
	<20
	<5
	<70

	0-0-1
	30
	<5
	<90
	20
	<5
	70

	0-1-0
	30
	<5
	130
	20
	<5
	70

	0-2-0
	---
	---
	---
	40
	<5
	110

	1-0-0
	40
	<5
	200
	20
	<5
	70

	1-0-1
	70
	10
	210
	40
	<5
	110

	1-1-0
	70
	10
	230
	40
	<5
	110

	1-1-1
	110
	30
	360
	60
	<5
	150

	1 -2-0
	110
	30
	360
	60
	<5
	150

	2-0-0
	90
	10
	360
	50
	<5
	130

	2-0-1
	140
	30
	370
	70
	10
	170

	2-1-0
	150
	30
	440
	70
	10
	170

	2 -1-1
	200
	70
	890
	90
	20
	210

	2-2-0
	210
	40
	470
	90
	20
	210

	2-2-1
	280
	100
	1500
	---
	---
	---

	2-3-0
	---
	---
	---
	12 0
	30
	280

	3-0-0
	230
	40
	1200
	80
	10
	190

	3-0-1
	390
	70
	1300
	110
	20
	250

	3-0-2
	640
	150
	3800
	-
	-
	-


 
	3-1-0
	430
	70
	2100
	110
	20
	250

	3-1-1
	750
	140
	2300
	1 40
	40
	340

	3-1-2
	1200
	300
	3800
	-
	-
	-

	3-2-0
	930
	150
	3800
	140
	40
	340

	3-2-1
	1500
	300
	4400
	170
	50
	460

	3-2 -2
	2100
	350
	4700
	-
	-
	-

	3-3-0
	2400
	360
	13000
	-
	-
	-

	3-3-1
	4600
	710
	24000
	-
	-
	-

	3-3-2
	11000
	1500
	48000
	-
	-
	-

	3-3-3
	> 11000
	> 1500
	> 48000
	- -
	-
	-

	4-0-0
	-
	---
	---
	130
	30
	310

	4-0-1
	-
	---
	---
	170
	50
	460

	4-1-0
	-
	---
	---
	170
	50
	460

	4-1-1
	-
	- -
	---
	210
	70
	630

	4-1-2
	-
	---
	---
	260
	90
	780

	4-2-0
	-
	---
	---
	220
	70
	670

	4-2-1
	-
	---
	---
	260
	90
	780

	4-3-0
	-
	---
	---
	270
	90
	800

	4-3-1
	-
	---
	- -
	330
	110
	930

	4-4-0
	-
	---
	---
	340
	120
	930

	5-0-0
	-
	---
	---
	230
	70
	700

	5-0-1
	-
	---
	---
	310
	110
	890

	5-0 -2
	-
	---
	---
	430
	150
	1140

	5-1-0
	-
	- -
	---
	330
	110
	930

	5-1-1
	-
	---
	---
	460
	160
	1200

	5-1-2
	-
	---
	---
	630
	210
	1500

	5-2-0
	-
	---
	---
	490
	170
	1300

	5-2-1
	-
	---
	---
	700
	230
	1700

	5-2-2
	-
	---
	---
	940
	280
	2200

	5-3-0
	-
	---
	---
	790
	250
	1900

	5-3-1
	-
	---
	---
	1100
	310
	2500

	5-3-2
	-
	---
	---
	1 400
	370
	3400

	5-3-3
	-
	---
	---
	1800
	440
	5000

	5-4-0
	-
	---
	---
	1300
	350
	3000


 
	5-4-1
	-
	---
	---
	1700
	430
	4900

	5-4-2
	-
	---
	---
	2200
	570
	7000

	5-4-3
	-
	---
	---
	2800
	900
	8500

	5-4-4
	-
	---
	---
	3500
	1200
	10000

	5-5-0
	-
	---
	---
	2400
	680
	7500

	5-5-1
	-
	---
	- -
	3500
	1200
	10000

	5-5-2
	-
	---
	---
	5400
	1800
	14000

	5-5-3
	-
	---
	---
	9200
	3000
	32000

	5-5-4
	-
	---
	---
	16000
	6 400
	58000

	5-5-5
	-
	---
	---
	> 16000
	> 6400
	> 58000


 
	B.2.7 Informe de la prueba
	B.2.7 Test report

	Para el informe de resultados multiplicar el valor obtenido en tablas por el factor de concentración de muestra correspondiente y reportar como "número más probable (NMP) de coliformes por gramo o mililitro  de muestra".
	For the report of results, multiply the value obtained in tables by the corresponding sample concentration factor and report as the "most probable number (MPN) of coliforms per gram or milliliter of sample." 

	En caso de muestras de agua informar NMP/100 ml.
	In case of water samples, inform MPN/ 100 ml.

	B.3 DETERMINACION DE MICROORGANISMOS COLIFORMES TOTALES EN PLACA
	B.3 DETERMINATION OF MICROORGANISMS TOTAL COLIFORM IN PLATE

	B.3.1 Fundamento
	B.3.1 Legal basis

	El método permite determinar el número de microorganismos coliformes presentes en una muestra, utilizando un medio selectivo (agar rojo violeta bilis) en el que se desarrollan bacterias a 35°C en aproximadamente 24 h, dando como resultado la producción de gas y ácidos orgánicos, los cuales viran el indicador de pH y precipitan las sales biliares.
	The method allows to determine the number of coliform microorganisms present in a sample, using a selective medium (bile violet red agar) in which bacteria develop at 35°C in approximately 24 h, resulting in the production of gas and organic acids , which turn the pH indicator and precipitate bile salts.

	B.3.2 Reactivos y materiales
	B.3.2 Reagents and materials

	B.3.2.1 Reactivos
	B.3.2.1 Reagents

	Los reactivos que a continuación se mencionan, deben ser grado analítico y cuando se indique agua debe entenderse como agua destilada.
	The reagents mentioned below should be analytical grade and when indicated that water should be understood as distilled water.

	B.3.2.1.1 Soluciones diluyentes
	B.3.2.1.1 Diluent solutions

	B.3.2.1.1.1 Solución reguladora de fosfatos (solución concentrada)
	B.3.2.1.1.1 Phosphate regulatory solution (concentrated solution) 



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Fosfato monopotásico
	34 g

	Agua
	1000 ml



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Monopotassium phosphate
	34 g

	Water
	1000 ml



	Preparación: Disolver el fosfato en 500 ml de agua y ajustar el pH a 7,2 ± 0,2 con solución de hidróxido de sodio 1 N. Llevar con agua a un litro. Esterilizar a 121 ± 1°C durante 15 min. Conservar en refrigeración (solución concentrada). Tomar 1,25 ml de la solución concentrada y llevar a un litro con agua (solución de trabajo). Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml según se requiera. Esterilizar durante 15 min a 121 ± 1°C. Después de la esterilización, el pH y los volúmenes finales de la solución de trabajo deben ser iguales a los iniciales.
	Preparation: Dissolve the phosphate in 500 ml of water and adjust the pH to 7.2 ± 0.2 with 1N of sodium hydroxide solution. Bring one liter with water. Sterilize at 121 ± 1°C for 15 min. Store under refrigeration (concentrated solution). Take 1.25 ml of the concentrated solution and bring to a liter with water (working solution). Distribute in portions of 99, 90 and 9 ml as required. Sterilize for 15 min at 121 ± 1°C. After sterilization, the pH and final volumes of the solution below should be equal to the initial ones.

	B.3.2.1.1.2 Agua peptonada
	B.3.2.1.1.2 Peptonated wáter







	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Peptona
	1 g

	NaCl
	8,5 g

	Agua
	1000 ml



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Peptone
	1 g

	NaCl
	8.5 g

	Water
	1000 ml



	Preparación: Disolver los componentes en un litro de agua. Ajustar el pH a 7 ± 0,2 con hidróxido de sodio 1 N. Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml o en cualquier volumen múltiplo de nueve según se requiera. Esterilizar durante 15 min a 121 ± 1°C. Después de la esterilización, los volúmenes finales de la solución de trabajo deben ser iguales a los iniciales. Si este diluyente no es usado inmediatamente, almacenar en lugar obscuro a una temperatura entre 0 a 5°C por un tiempo no mayor de un mes, en condiciones tales que no alteren su volumen o composición.
	Preparation: Dissolve the components in a liter of water. Adjust the pH to 7 ± 0.2 with 1N sodium hydroxide. Distribute in portions of 99, 90 and 9 ml or in any volume multiple of nine as required. Sterilize for 15 min at 121 ± 1°C. After sterilization, the final volumes of the working solution must be equal to the initial ones. If this diluent is not used immediately, store in a dark place at a temperature between 0 to 5°C for a period not exceeding one month, under conditions that do not alter its volume or composition

	B.3.2.1.2 Medio de Cultivo
	B.3.2.1.2 Culture Medium

	Agar-rojo- violeta-bilis-lactosa (RVBA)
	violet red bile lactose agar (VRBL)



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Peptona
	7 g

	Extracto de levadura
	3 g

	Lactosa
	10 g

	Sales biliares
	1,5 g

	Cloruro de sodio
	5 g

	Rojo neutro
	0,03 g

	Cristal violeta
	0,002 g

	Agar
	15 g

	Agua
	1000 ml




	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Peptone
	7 g

	Yeast extract
	3 g

	Lactose
	10 g

	Bile salts
	1.5 g

	Sodium chloride
	5 g

	Neutral red
	0.03 g

	Violet crystal
	0.002 g

	Agar
	15 g

	Water
	1000 ml



	Preparación: Mezclar los componentes en el agua y dejar reposar durante algunos minutos. Mezclar perfectamente y ajustar el pH a 7,4 ± 0,2 con ácido clorhídrico 0,1 N o con hidróxido de sodio 0,1 N a 25°C, de forma que después del calentamiento se mantenga en este valor. Calentar con agitación constante y hervir durante 2 min. Enfriar inmediatamente el medio en un baño de agua hasta que llegue a 45°C. Evitar el sobrecalentamiento del medio. No debe esterilizarse en autoclave. Usar el medio dentro de las tres primeras horas después de su preparación. En el caso de utilizar medio de cultivo deshidratado, seguir las instrucciones del fabricante.
	Preparation: Mix the components in the water and let stand for a few minutes. Mix thoroughly and adjust the pH to 7.4 ± 0.2 with 0.1 N hydrochloric acid or with 0.1 N sodium hydroxide at 25°C, so that after heating it remains at this value. Heat with constant stirring and boil for 2 min. Cool the medium immediately in a water bath until it reaches 45°C. Avoid overheating of the medium. It should not be sterilized in an autoclave. Use the medium within the first three hours after its preparation. In the case of using dehydrated culture medium, follow the manufacturer's instructions.

	B.3.2.2 Materiales
	B.3.2.2 Materials

	-	Pipetas bacteriológicas para distribuir 10 y 1 ml (o si es necesario de 11 y 2 ml), con tapón de algodón. Las pipetas pueden ser graduadas en volúmenes iguales a una décima de su volumen total.
	- Bacteriological pipettes to distribute 10 and 1 ml (or if necessary 11 and 2 ml), with cotton plug. Pipettes can be graduated in volumes equal to one tenth of their total volume.              

	-	Frascos de vidrio de 250 ml con tapón de rosca.
	- 250 ml glass bottles with screw cap.              

	-	Tubos de 16 X 150 mm con tapón de rosca.
	- Tubes of 16 X 150 mm with screw cap.              

	-	Utensilios esterilizables para la obtención de muestras: cuchillos, pinzas, tijeras, cucharas, espátulas, etc.
	- Sterilizable utensils to obtain samples: knives, tweezers, scissors, spoons, spatulas, etc.              

	-	Cajas Petri.
	- Petri dishes.              

	-	Todo el material e instrumentos que tengan contacto con las muestras bajo estudio debe esterilizarse mediante:
	- All material and instruments that have contact with the samples under study should be sterilized by:              

	-	Horno, durante 2 h a 170-175°C, o 1 h a 180°C; o en autoclave, durante 15 min como mínimo a 121 ± 1°C.
	- Oven, for 2 hours at 170-175°C, or 1 hour at 180°C; or in an autoclave, for at least 15 min at 121 ± 1°C.              

	-	El material de vidrio puede sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones deseadas. No debe usarse material de vidrio dañado por las esterilizaciones repetidas y éste debe ser químicamente inerte.
	- The glass material can be replaced with disposable material that meets the desired specifications. Glass material damaged by repeated sterilizations must not be used and it must be chemically inert.              

	B.3.3 Aparatos e instrumentos
	B.3.3 Devices and instruments

	-	Horno para esterilizar que alcance una temperatura mínima de 170°C.
	- Oven to sterilize that reaches a minimum temperature of 170°C.              

	-	Autoclave con termómetro y manómetro, calibrada con termómetro de máximas y mínimas.
	- Autoclave with thermometer and pressure gauge, calibrated with maximum and minimum thermometer.              

	-	Baño de agua con control de temperatura y circulación mecánica, provista con termómetro calibrado o verificado y que mantenga la temperatura entre 45 a 48°C o equivalente.
	- Water bath with temperature control and mechanical circulation, provided with a calibrated or verified thermometer and maintaining a temperature between 45 to 48°C or equivalent.              

	-	Vasos para licuadora con tapa esterilizables o bolsas estériles para homogeneizador peristáltico.
	- Blender glasses with a lid and sterilizable or sterile bags for peristaltic homogenizer.              

	-	Incubadora con termostato que evite variaciones mayores de ± 1°C, provista con termómetro calibrado.
	- Incubator with thermostat that prevents variations greater than ± 1°C, provided with a calibrated thermometer.              

	-	Contador de colonias de campo oscuro, placa de cristal cuadriculada y lente amplificador o equivalente.
	- Counter of dark field colonies of dark field, plate of squared glass and amplifying lens or equivalent.              

	-	Registrador mecánico o electrónico.
	- Mechanical or electronic recorder.              

	-	Microscopio óptico.
	- Optical microscope.              

	-	Potenciómetro con una escala mínima de 0,1 unidades de pH a 25°C.
	- Potentiometer with a minimum scale of 0.1 pH units at 25°C.              

	B.3.4 Preparación de la muestra
	B.3.4 Preparation of sample

	La preparación de la muestra debe ser de acuerdo con lo establecido en el método B.1 PREPARACION Y DILUCION DE MUESTRAS DE ALIMENTOS PARA SU ANALISIS MICROBIOLOGICO.
	The sample preparation must be in accordance with that established in the method B.1 PREPARATION AND DILUTION OF SAMPLES OF FOOD PRODUCTS FOR THEIR MICROBIOLOGICAL ANALYSIS

	B.3.5 Procedimiento
	B.3.5 Procedure

	B.3.5.1 Colocar en cajas Petri por duplicado 1 ml de la muestra líquida directa o de la dilución primaria, utilizando para tal propósito una pipeta estéril.
	B.3.5.1 Place 1 ml of the direct liquid sample or primary dilution in Petri dishes in duplicate, using a sterile pipette for this purpose.

	B.3.5.2 Repetir el procedimiento tantas veces como diluciones decimales se requiera sembrar, utilizando una pipeta estéril diferente para cada dilución.
	B.3.5.2 Repeat the procedure as many times as decimal dilutions it is required to sow, using a different sterile pipette for each dilution.

	B.3.5.3 Verter de 15 a 20 ml del medio RVBA fundido y mantenido entre 45 a 48°C en baño de agua. En el caso de utilizar cajas de Petri de plástico se vierte de 10 a 15 ml del medio. El tiempo transcurrido entre la preparación de la dilución primaria y el momento en que se vierte el medio de cultivo, no debe exceder de 20 min.
	B.3.5.3 Pour 15 to 20 ml of the VRBL medium melted and maintained between 45 and 48°C in a water bath. In the case of using plastic Petri dishes, 10 to 15 ml of the medium is poured. The time elapsed between the preparation of the primary dilution and the time at which the culture medium is poured must not exceed 20 min. 

	B.3.5.4 Mezclar cuidadosamente el inóculo con el medio con seis movimientos de derecha a izquierda, seis movimientos en el sentido de las manecillas del reloj, seis movimientos en el sentido contrario al de las manecillas del reloj y seis de atrás para adelante, sobre una superficie lisa y nivelada. Permitir que la mezcla solidifique dejando las cajas Petri reposar sobre una superficie horizontal fría.
	B.3.5.4 Carefully mix the inoculum with the medium with six movements from right to left, six movements in the clockwise of the clock, six movements counter clockwise and six back and forth, on a smooth and level surface. Allow the mixture to solidify by letting the Petri dishes rest on a cold horizontal surface.

	B.3.5.5 Preparar una caja control con 15 ml de medio para verificar la esterilidad.
	B.3.5.5 Prepare a control box with 15 ml of medium to verify sterility.

	B.3.5.6 Después de que está el medio completamente solidificado en la caja, verter aproximadamente 4 ml del medio RVBA mantenido entre 45 a 48°C en la superficie del medio inoculado. Dejar que solidifique.
	B.3.5.6 After the medium is completely solidified in the box, pour about 4 ml of the medium VRBL maintained between 45 to 48 ° C on the surface of the inoculated medium. Let it solidify.

	B.3.5.7 Invertir las placas y colocarlas en la incubadora a 35 ± 1°C, durante 18 a 24 h y en productos lácteos a 32 ± 1°C.
	B.3.5.7 Invert the plates and place them in incubator at 35 ± 1°C, for 18 to 24 h in dairy products at 32 ± 1°C.

	B.3.5.8 Después del periodo especificado para la incubación, contar las colonias con el contador de colonias.
	B.3.5.8 After the specified period for incubation, count the colonies with the colony counter.

	B.3.5.9 Seleccionar las placas que contengan entre 15 y 150 colonias. Las colonias típicas son de color rojo oscuro, generalmente se encuentran rodeadas de un halo de precipitación debido a las sales biliares, el cual es de color rojo claro o rosa, la morfología colonial es semejante a lentes biconvexos con un diámetro de 0,5 a 2 mm.
	B.3.5.9 Select the plates containing between 15 and 150 colonies. The typical colonies are dark red, generally they are surrounded by a halo of precipitation due to bile salts, which is light red or pink color, the colony morphology is similar to biconvex lenses with a diameter of 0.5 to 2 mm.

	B.3.6 Expresión de los resultados
	B.3.6 Expression of results

	B.3.6.1 Cálculo del método
	B.3.6.1 Calculation of the method

	B.3.6.1.1 Placas que contienen entre 15 y 150 colonias características.
	B.3.6.1.1 Plates containing between 15 and 150 characteristic colonies.

	Separar las placas que contienen el número antes mencionado de colonias características en dos diluciones consecutivas. Contar las colonias presentes. Calcular el número de coliformes por mililitro o por gramo de producto, multiplicando el número de colonias por el inverso de la dilución correspondiente, tomando los criterios del método para la Cuenta de Bacterias Aerobias en Placa.
	Separate the plates containing the aforementioned number of characteristic colonies in two consecutive dilutions. Count the colonies present. Calculate the number of coliforms per milliliter or per gram of product, multiplying the number of colonies by the inverse of the corresponding dilution, taking the criteria of the method for counting aerobic bacteria on the plate. 

	B.3.6.1.2 Placas que contienen menos de 15 colonias características.
	B.3.6.1.2 Plates containing less than 15 characteristic colonies.

	Si cada una de las placas tiene menos de 15 colonias características, reportar el número obtenido seguido de la dilución correspondiente.
	If each of the plates has less than 15 characteristic colonies, report the number obtained followed by the corresponding dilution.

	B.3.6.1.3 Placas con colonias no características.
	B.3.6.1.3 Plates with non-characteristic colonies.

	Si en las placas no hay colonias características, reportar el resultado como: menos de un coliforme por 1/d por gramo, en donde d es el factor de dilución.
	If there are no characteristic colonies on the plates, report the result as: less than one coliform per 1/d per gram, where d is the dilution factor. 

	B.3.7 Informe de la prueba
	B.3.7 Test report

	Informar: UFC/g o ml en placa de agar rojo violeta bilis, incubados a 35°C durante 24 ± 2 h.
	Report: (colony forming unit) CFU/g or ml on violet red bile lactose agar, incubated at 35°C for 24 ± 2 h.

	En caso de emplear diluciones y no observar crecimiento, informar utilizando como referencia la dilución más baja utilizada, por ejemplo dilución 101.
	When using dilutions and no growth observed, using as reference inform the lowest dilution used, for example dilution 101. 

	En caso de no observar crecimiento en la muestra sin diluir se informa: "no desarrollo de coliformes por ml".
	In case of not observing growth in the undiluted sample, it is reported as: "no development of coliforms per ml". 

	B.4 DETERMINACION DE Salmonella EN ALIMENTOS
	B.4 DETERMINATION OF Salmonella IN FOOD PRODUCTS

	B.4.1 Fundamento
	B.4.1 Legal basis

	La presente técnica para la detección de Salmonella en alimentos, describe un esquema general que consiste de 5 pasos básicos:
	This technique for the detection of Salmonella in food, describes a general scheme consisting of 5 basic steps:

	B.4.1.1 Preenriquecimiento, es el paso donde la muestra es enriquecida en un medio nutritivo no selectivo, que permite restaurar las células de Salmonella dañadas a una condición fisiológica estable.
	B.4.1.1 Pre-enrichment, is the step where the sample is enriched in a non-selective nutrient medium, which allows the restoration of damaged Salmonella cells to a stable physiological condition.

	B.4.1.2 Enriquecimiento selectivo, empleado con el propósito de incrementar las poblaciones de Salmonella e inhibir otros organismos presentes en la muestra.
	B.4.1.2 Selective enrichment, employed for the purpose of increasing the populations of  Salmonella and inhibiting other organisms present in the sample.

	B.4.1.3 Selección en medios sólidos, en este paso se utilizan medios selectivos que restringen el crecimiento de otros géneros diferentes a Salmonella y permite el reconocimiento visual de colonias sospechosas.
	B.4.1.3 Selection in solid media, in this step selective media are used that restrict the growth of other types other than Salmonella and allow visual recognition of suspicious colonies.

	B.4.1.4 Identificación bioquímica, este paso permite la identificación genérica de los cultivos de Salmonella y la eliminación de cultivos presuntivos.
	B.4.1.4 Biochemical identification, this step allows the generic identification of Salmonella cultures and the elimination of presumptive cultures.

	B.4.1.5 Serotipificación, es una técnica serológica que permite la identificación específica de un cultivo.
	B.4.1.5 Serotyping, is a serological technique that allows the specific identification of a culture.

	B.4.2 Reactivos y materiales
	B.4.2 Reagents and materials

	En caso de disponerse de fórmulas comerciales deshidratadas, se deben seguir las instrucciones impresas en la etiqueta respectiva para su preparación.
	If dehydrated commercial formulas are available, the instructions printed on the respective labels must be followed for their preparation.

	Las sustancias químicas usadas para preparar los medios de cultivo y los reactivos deben ser grado analítico.
	The chemical substances used to prep plow culture media and reagents must be analytical grade.

	B.4.2.1 Reactivos
	B.4.2.1 Reagents

	B.4.2.1.1 Medios de pre-enriquecimiento
	B.4.2.1.1 Pre-enrichment means

	B.4.2.1.1.1 Agua peptonada
	B.4.2.1.1.1 Peptonated water






	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Peptona
	10 g

	Cloruro sódico
	5 g

	Fosfato sódico dibásico
	3,5 g

	Fosfato potásico monobásico
	1,5 g

	Agua
	1000 ml



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Peptone
	10 g

	sodium chloride 
	5 g

	Dibasic sodium phosphate
	3.5 g

	Monobasic potassium phosphate
	1.5 g

	Water 
	1000 ml



	Preparación: Disolver los componentes en el agua, calentando si es necesario. Ajustar el pH, si es necesario, después de la esterilización a 7 ± 0,2. Distribuir en recipientes de vidrio esterilizables con la capacidad necesaria para obtener las porciones necesarias para la prueba. Esterilizar por 15 min a 121 ± 1°C.
	Preparation: Dissolve the components in the water, heating if necessary. Adjust the pH, if necessary, after sterilization to 7 ± 0.2. Distribute in sterilizable glass containers with the necessary capacity to obtain the necessary portions for the test. Sterilize for 15 min at 121 ± 1°C.

	B.4.2.1.1.2 Caldo lactosado
	B.4.2.1.1.2 Lactose broth



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Extracto de carne
	3 g

	Peptona
	5 g

	Lactosa
	5 g

	Agua destilada
	1000 ml

	pH final: 6,9 ± 0,2








	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Meat extract
	3 g

	Peptone
	5 g

	Lactose
	5 g

	A distilled guide
	1000 ml

	Final pH: 6.9 ± 0.2



	Preparación: Disolver los ingredientes en agua, calentando a 65°C. Distribuir en porciones de 225 ml, en frascos de 500 ml. Esterilizar durante 15 min a 121 ± 1°C
	Preparation: Dissolve the ingredients in water, heating to 65°C. Distribute in 225 ml portions, in 500 ml bottles. Sterilize for 15 min at 121 ± 1°C

	B.4.2.1.2 Caldo de enriquecimiento
	B.4.2.1.2 Enrichment broth

	B.4.2.1.2.1 Caldo selenito-cistina
	B.4.2.1.2.1 Selenite-cystine broth



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Triptona o polipeptona
	5 g

	Lactosa
	4 g

	Fosfato disódico
	10 g

	Selenito ácido de sodio
	4 g

	L-cistina
	0,01 g

	Agua destilada
	1000 ml

	pH final: 7,0 ± 0,2 a 25°C



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Tryptone or polypeptone
	5 g

	Lactose
	4 g

	Disodium phosphate
	10 g

	Selenium sodium acid
	4 g

	L-Cystine
	0.01 g

	Distilled water
	1000 ml

	Final pH: 7.0 ± 0.2 at 25 ° C




	Preparación: Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada estéril y distribuir en volúmenes de 10 y 225 ml en recipientes estériles, según se requiera. El caldo así preparado es transparente. De preferencia usarlo el mismo día de su preparación. Si se desea conservar el medio por varios días, puede exponerse al calor en autoclave por 5 min a 110 ± 1°C, tomando entonces un color salmón.
	Preparation: Dissolve the ingredients in a liter of sterile distilled water and distribute in volumes of 10 and 225 ml in sterile containers, as required. The broth thus prepared is transparent. Preferably use it the same day of its preparation. If it is desired to keep the medium for several days, it can be exposed to heat in autoclave for 5 min at 110 ± 1°C, then taking a salmon color.

	B.4.2.1.2.2 Caldo tetrationato
	B.4.2.1.2.2 Tetrathionate broth



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Proteosa peptona o tristona
	5 g

	Sales biliares
	1 g

	Carbonato de calcio
	10 g

	Tiosulfato de sodio pentahidratado
	30 g

	Agua destilada
	1000 ml

	pH final: 7,0 ± 0,1



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Protein peptone or tristone
	5 g

	Bile salts
	1 g

	Calcium carbonate
	10 g

	Sodium thiosulfate pentahydrate
	30 g

	Distilled water
	1000 ml

	Final pH: 7.0 ± 0.1



	Preparación: Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada estéril. Distribuir, agitando constantemente, en porciones de 10 y 225 ml, en recipientes estériles. Guardar en refrigeración. Antes de usar el medio, agregar 2 ml de una solución yodo-yoduro y 1 ml de solución de verde brillante al 0,1% por cada 100 ml de caldo. El medio una vez adicionado de yodo no debe calentarse y debe usarse el mismo día de su preparación.
	Preparation: Dissolve the ingredients in a liter of sterile distilled water. Distribute, stirring constantly, in 10 and 225 ml portions, in sterile containers. Store under refrigeration. Before using the medium, add 2 ml of an iodide-iodide solution and 1 ml of 0.1% bright green solution per 100 ml of broth. The medium once  the iodine is added should not be heated and should be used the same day of its preparation.

	B.4.2.1.2.3 Vassiliadis-Rappaport
	B.4.2.1.2.3 Vassiliadis-Rappaport



	Solución A

	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Tristona
	5 g

	Cloruro de sodio
	8 g

	Fosfato de potasio dihidrogenado
	1,6 g

	Agua destilada
	1000 ml



	Solution A

	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Tristone
	5 g

	Sodium chloride
	8 g

	Dihydrogenated Potassium Phosphate
	1.6 g

	Distilled water
	1000 ml



	Preparación: Disolver los componentes en el agua por calentamiento cercano a 70°C.
	Preparation: Dissolve the components in the water by heating close to 70°C.



	Solución B

	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Cloruro de magnesio hexahidratado
	400 g

	Agua destilada
	1000 ml



	Solution B

	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Magnesium Chloride Hexahydrate
	400 g

	Distilled water
	1000 ml







	Preparación: Disolver el cloruro de magnesio en el agua. Como esta sal es muy higroscópica es conveniente disolver el contenido entero de cloruro de magnesio desde un recipiente recientemente abierto de tal modo que la concentración de la solución sea de 0,4 g/ml. Conservar en frasco ámbar a temperatura ambiente
	Preparation: Dissolve magnesium chloride in water. Since this salt is very hygroscopic, it is convenient to dissolve the entire content of magnesium chloride from a newly opened container so that the concentration of the solution is 0.4 g/ml. Store in an amber flask at room temperature



	Solución C

	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Oxalato de verde de malaquita
	0,4 g

	Agua destilada
	100 ml



	Solution C

	FORMULA

	Ingredients
	Quantity 

	Malachite green oxalate
	0.4 g

	Distilled water
	100 ml



	Preparación: Disolver el oxalato de verde de malaquita en el agua. Conservar en frasco ámbar a temperatura ambiente.
	Preparation: Dissolve the malachite green oxalate in the water. Store in an amber flask at room temperature



	Medio completo
FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Solución A
	1 000 ml

	Solución B
	100 ml

	Solución C
	10 ml



	 Complete medium
FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Solution A
	1,000 ml

	Solution B
	100 ml

	Solution C
	10 ml






	Preparación: Adicionar 1 000 ml de la solución A, 100 ml de la solución B y 10 ml de la solución C. Ajustar el pH si es necesario, de tal manera que después de la esterilización sea de 5,2 ± 0,2. Distribuir antes de usar dentro de tubos en cantidades de 10 ml. Almacenar en refrigeración.
	Preparation: Add 1,000 ml of solution A, 100 ml of solution B and 10 ml of solution C. Adjust the pH if necessary, so that after sterilization it is 5.2 ± 0.2. Distribute before using into tubes in quantities of 10 ml. Store under refrigeration.

	B.4.2.1.2.4 Caldo de Soya Tripticasa
	B.4.2.1.2.4 Soy Trypticase broth



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Tripticasa o triptosa
	17 g

	Fitona
	3 g

	Glucosa
	2,5 g

	Cloruro de sodio
	2,5 g

	Agua destilada
	1000 ml

	pH final: 7,3 ± 0,2



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Trypticase or Tryptose
	17 g

	Fitone
	3 g

	Glucose
	2.5 g

	Sodium chloride
	2.5 g

	Distilled water
	1000 ml

	Final pH : 7.3 ± 0.2



	Preparación: Disolver los ingredientes en 1 l de agua destilada, calentando lentamente hasta su disolución completa. Distribuir porciones de 225 ml dentro de matraces de 500 ml y esterilizar en autoclave durante 15 min a 121 ± 1°C.
	Preparation: Dissolve the ingredients in 1 liter of distilled water, slowly heating until completely dissolved. Distribute portions of 225 ml into 500 ml flasks and sterilize in an autoclave for 15 min at 121 ± 1°C.

	B.4.2.1.2.5 Leche descremada reconstituida
	B.4 .2.1.2.5 Reconstituted skim milk

	Suspender 100 g de leche descremada en polvo en un litro de agua destilada. Agitar circularmente hasta disolución. Distribuir en volúmenes de 225 ml en matraces Erlenmeyer de 500 ml. Esterilizar a 121 ± 1°C por 15 min. El volumen final debe corregirse para mantener 225 ml.
	Suspend 100 g of powdered milk described in one liter of distilled water. Shake circularly until dissolved. Distribute in 225 ml volumes in 500 ml Erlenmeyer flasks. Sterilize at 121 ± 1°C for 15 min. The final volume should be corrected to maintain 225 ml.

	B.4.2.1.2.6 Caldo soya tripticasa estéril adicionado con sulfito de potasio.
	B.4.2.1.2.6 Sterile trypticase soy broth added with potassium sulphite. 

	Adicionar al caldo soya tripticasa 5 g de sulfito de potasio por cada 1000 ml de medio, quedando una concentración final de sulfito de potasio del 0,5%. Adicionar el sulfito de potasio antes de esterilizar en autoclave en la forma habitual.
	Add 5 g of potassium sulphite to 1000 ml of medium to the soy broth per 1000 ml of medium, leaving a final concentration of potassium sulphite of 0.5%. Add the potassium sulphite before autoclaving in the usual way.

	B.4.2.1.3 Medios de aislamiento
	B.4.2.1.3 Isolation means

	B.4.2.1.3.1 Agar verde brillante (VB)
	B.4.2.1.3.1 Bright green agar (VB)



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Extracto de levadura
	3 g

	Polipeptona (Proteosa peptona No. 3)
	10 g

	Cloruro de sodio
	5 g

	Lactosa
	10 g

	Sacarosa
	10 g

	Rojo de fenol
	0,08 g

	Agar
	20 g

	Verde brillante
	0,0125 g

	Agua destilada
	1000 ml

	pH final: 6,9 ± 0,2
	



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Yeast extract
	3 g

	Polypeptone (Proteose peptone No. 3)
	10 g

	Sodium chloride
	5 g

	Lactose
	10 g

	Saccharose
	10 g

	Phenol red
	0.08 g

	Agar
	20 g

	Shining green
	0.0125 g

	Distilled water
	1000 ml

	Final pH: 6.9 ± 0.2
	 



	Preparación: Suspender los ingredientes en un litro de agua destilada y calentar a ebullición, hasta disolución completa. Ajustar el pH. Esterilizar en autoclave por 15 min a 121 ± 1°C. El sobrecalentamiento del medio disminuye su selectividad. Enfriar el medio a 50°C y distribuirlo en cajas de petri estériles. El aspecto del medio es obscuro, de color marrón.
	Preparation: Suspend the ingredients in a liter of distilled water and boil, until complete dissolution. Adjust the pH. Sterilize in an autoclave for 15 min at 121 ± 1°C. The overheating of the medium decreases its selectivity. Cool the medium to 50°C and distribute it in sterile petri dishes. The appearance of the medium is dark, brown.

	B.4.2.1.3.2 Agar con sulfito de bismuto
	B.4.2.1.3.2 Sulfite bismuth agar



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Extracto de carne de res
	5 g

	Mezcla de peptonas
	10 g

	Glucosa
	5 g

	Fosfato disódico (anhidro)
	5 g

	Sulfato ferroso (anhidro)
	0,300 g

	Sulfito de bismuto
	8 g

	Verde brillante
	0,025 g

	Agar
	20 g

	Agua destilada
	1000 ml

	pH final: 7,6 ± 0,2



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Beef Extract
	5 g

	Peptone Mix
	10 g

	Glucose
	5 g

	Disodium phosphate (anhydrous)
	5 g

	Ferrous Sulfate (anhydrous )
	0.300 g

	Bismuth sulphite
	8 g

	Shining green
	0.025 g

	Agar
	20 g

	Distilled water
	1000 ml

	Final pH: 7.6 ± 0.2



	Preparación: Suspender los ingredientes en un litro de agua. Calentar hasta su disolución completa, agitando frecuentemente. Ajustar el pH. Enfriar a 45°C y verter en cajas de petri estériles, distribuyendo de manera homogénea el precipitado propio del medio. El aspecto de las placas es opaco, de color verde pálido y deben usarse el mismo día de su preparación. Si la coloración es parda, no deben utilizarse. El medio no debe esterilizarse en autoclave; el sobrecalentamiento afecta su selectividad.
	Preparation: Suspend the ingredients in a liter of water. Heat until completely dissolved, stirring frequently. Adjust the p H. Cool to 45°C and pour into sterile petri dishes, homogeneously distributing the p container itself from the medium. The appearance of the plates is opaque, pale green and should be used on the same day of preparation. If the color is brown, they should not be used. The medium should not be sterilized in an autoclave; overheating affects its selectivity.

	B.4.2.1.3.3 Agar xilosa lisina desoxicolato (XLD)
	B.4.2.1.3.3 Xylose-Lysine-Desoxycholate Agar (XLD) 



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Xilosa
	3,75 g

	L-lisina
	5 g

	Lactosa
	7,5 g

	Sacarosa
	7,5 g

	Cloruro de sodio
	5 g

	Extracto de levadura
	3 g

	Rojo de fenol
	0,08 g

	Agar
	15 g

	Desoxicolato de sodio
	2,5 g

	Citrato férrico-amónico
	0,8 g

	Tiosulfato de sodio
	6,8 g

	Agua destilada
	1000 ml

	pH final: 6,9 ± 0,2



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Xylose
	3.75 g

	L-lysine
	5 g

	Lactose
	7.5 g

	Saccharose
	7.5 g

	Chlorine or sodium
	5 g

	Yeast extract
	3 g

	Phenol red
	0.08 g

	Agar
	15 g

	Deoxycholate s hatred
	2.5 g

	Ferric-ammonium citrate
	0, 8 g

	Sodium thiosulfate
	6.8 g

	Distilled water
	1000 ml

	Final pH: 6.9 ± 0.2



	Preparación: Suspender los ingredientes en un litro de agua destilada, y calentar en baño de agua a 55°C, agitando frecuentemente, hasta disolución completa. Ajustar el pH. Enfriar a 50°C y verter en cajas de petri estériles. No se esterilice. El sobrecalentamiento produce una precipitación; la reactividad del medio puede ser satisfactoria, pero las colonias suelen ser muy pequeñas. El aspecto del medio es claro y de color rojo brillante.
	Preparation: Suspend the ingredients in a liter of distilled water, and heat in a water bath at 55°C, stirring frequently, until completely dissolved. Adjust the pH. Cool to 50°C and pour into sterile petri dishes. Do not sterilize. Overheating causes precipitation; The reagent of the medium may be satisfactory, but the colonies are usually very small. The appearance of the medium is clear and bright red.

	B.4.2.1.3.4 Agar para Salmonella y Shigella (SS)
	B.4.2.1.3.4 Agar for Salmonella and Shigella (SS)




	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Extracto de carne
	5 g

	Polipeptona *
	5 g

	Lactosa
	10 g

	Sales biliares
	8,5 g

	Citrato de sodio dihidratado
	8,5 g

	Tiosulfato de sodio pentahidratado
	8,5 g

	Citrato férrico
	1 g

	Agar
	13,5 g

	Rojo neutro
	0,025 g

	Verde brillante
	0,33 mg

	Agua destilada
	1000 ml

	pH final: 7,0 ± 0,2
* La polipeptona se puede sustituir por 2,5 g de peptona de caseína y 2,5 g de peptona de carne.








	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Meat extract
	5 g

	Polypeptone*
	5 g

	Lactose
	10 g

	Bile salts
	8.5 g

	Sodium Citrate Dihydrate
	8.5 g

	So thiosulfate gave pentahydrate
	8.5 g

	Ferric citrate
	1 g

	Agar
	13.5 g

	Neutral red
	0.025 g

	Brilliant green
	0.33 mg

	Distilled water
	1000 ml

	Final pH 7.0 ± 0 , 2
* Polypeptone can be substituted for 2.5 g of casein peptone and 2.5 g of meat peptone.



	Preparación: Suspender los ingredientes en 1 l de agua destilada estéril y calentar a ebullición hasta disolución completa. Ajustar el pH. No esterilizar en autoclave. Enfriar a 50°C y distribuir en cajas de petri estériles en condiciones asépticas. El aspecto del medio fundido es claro y de color rosado.
	Preparation: Suspend the ingredients in 1 liter of sterile distilled water and boil until completely dissolved. Adjust the pH. Do not sterilize in autoclave. Cool to 50°C and distribute in sterile petri dishes under aseptic conditions. The appearance of the molten medium is clear and pink in color .

	B.4.2.1.3.5 Agar entérico Hektoen
	B.4.2.1.3.5 Hektoen enteric agar



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Proteosa peptona
	12 g

	Extracto de levadura
	3g

	Lactosa
	12 g

	Sacarosa
	12 g

	Salicina
	2 g

	Sales biliares
	9 g

	Cloruro de sodio
	5 g

	Tiosulfato de sodio
	5 g

	Citrato amónico férrico
	1,5 g

	Azul de bromotimol
	0,064 g

	Fuscina ácida
	0,1 g

	Agar
	13,5 g

	Agua
	1000 ml

	pH final: 7,5 ± 0,2



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Peptone protein
	12 g

	Extract or yeast
	3g

	Lactose
	12 g

	Saccharose
	12 g

	Salycin
	2 g

	Bile salts
	9g

	Sodium chloride
	5 g

	Hate Thiosulfate
	5 g

	Ferric Ammonium Citrate
	1.5 g

	Bromothymol blue
	0.064 g

	Acid Fuchsin
	0.1 g

	Agar
	13.5 g

	Water
	1000 ml

	Final pH: 7.5 ± 0.2



	Preparación: Suspender los ingredientes en agua destilada, hervir con agitación hasta completa disolución del agar. No sobrecalentar. Dejar enfriar a 55-60°C y distribuir en cajas de petri estériles en condiciones asépticas.
	Preparation: Suspend the ingredients in distilled water, boil while stirring until complete dissolution of the agar. Do not overheat. Allow to cool to 55-60 °C and distribute in sterile petri dishes under aseptic conditions.

	B.4.2.1.4 Medios para pruebas bioquímicas
	B.4.2.1.4 Means for biochemical testing

	B.4.2.1.4.1 Agar de tres azúcares y hierro (TSI)
	B.4.2.1.4.1 Three sugar and iron agar (TSI)

	
	



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Peptona de carne *
	1 g

	Peptona de caseína *
	1 g

	Cloruro de sodio
	0,5 g

	Lactosa
	1 g

	Sacarosa
	1 g

	Glucosa
	0,1 g

	Agar
	1,3 g

	Rojo de fenol
	2,5 mg

	Sulfato ferroso amónico-Pentahidratado
	20 mg

	Tiosulfato de sodio
	20 mg

	Agua destilada
	100 ml

	pH final: 7,3 ± 0,2
* Estas peptonas se pueden sustituir por 2 g de polipeptona




	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Meat peptone *
	1 g

	peptone Casein *
	1 g

	Sodium chloride 
	0.5 g

	Lactose
	1 g

	Saccharose
	1 g

	Glucose
	0.1 g

	Agar
	1.3 g

	Phenol red
	2.5 mg

	Sulfate or ferrous ammonium-Pentahydrate
	20 mg

	Sodium thiosulfate
	20 mg

	Distilled water
	100 ml

	Final pH: 7.3 ± 0.2
* These peptones can be substituted for 2 g of polipeptone




	Preparación: Suspender los ingredientes en 100 ml de agua destilada. Calentar a ebullición, agitando ocasionalmente, hasta disolución completa. Enfriar a 60°C y ajustar el pH. Distribuir en volúmenes de 3 ml en tubos de 13 x 100 mm y esterilizar a 121 ± 1°C durante 15 min. Inclinar los tubos de manera que el medio de cultivo en el fondo alcance una altura de 3 cm y una profundidad de 4 cm. El medio es de color rojo.
	Preparation: Suspend the ingredients in 100 ml of distilled water. Heat to a boil, stirring occasionally, until complete dissolution. Cool to 60°C and adjust the pH. Distribute in volumes of 3 ml in 13 x 100 mm tubes and sterilize at 12 1 ± 1°C for 15 min. Tilt the tubes so that the culture medium at the bottom reaches a height of 3 cm and a depth of 4 cm. The medium is red.

	B.4.2.1.4.2 Agar de hierro y lisina (LIA)
	B.4.2.1.4.2 Iron and lysine agar (LIA )



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Peptona de gelatina
	0,5 g

	Extracto de levadura
	0,3 g

	Glucosa
	0,1 g

	L-lisina
	1 g

	Citrato férrico-amónico
	50 mg

	Tiosulfato de sodio anhidro
	4 mg

	Púrpura de bromocresol
	2 mg

	Agar
	1,5 g

	Agua destilada
	100 ml

	pH final: 6,7 ± 0,2

	




	FORMUL A

	Ingredients
	Quantity

	Gelatin peptone
	0.5 g

	Yeast extract
	0.3 g

	Glucose
	0.1 g

	L-lysine
	1 g

	Co-Ammonium Ferrate Citrate
	50 mg

	Sodium thiosulfate anhydride
	4 mg

	Purple Bromocresol 
	2 mg

	Agar
	1.5 g

	Distilled water
	100 ml

	Final pH 6.7 ± 0 , 2
 
	 



	Preparación: Suspender los ingredientes en el agua destilada y mezclar bien, calentar hasta ebullición con agitación frecuente hasta conseguir la disolución completa. Ajustar el pH. Distribuir en volúmenes de 3 ml en tubos de 13 x 100 mm, con tapón de rosca. Esterilizar en autoclave a 121 ± 1°C durante 12 min. Dejar que los tubos se enfríen en posición inclinada, de tal modo que se obtengan columnas de medio de 4 cm y una superficie inclinada de 2 cm.
	Preparation: Suspend the ingredients in distilled water and mix well, heat until boiling with frequent stirring until complete dissolution. Adjust the pH. Distribute in volumes of 3 ml in 13 x 100 mm tubes, with screw cap. Sterilize in autoclave at 121 ± 1°C for 12 min. Allow the tubes to cool in an inclined position, so that medium columns of 4 cm and an inclined surface of 2 cm are obtained.

	El medio ya preparado es de color púrpura.
	The medium already prepared is purple.

	B.4.2.1.4.3 Agar nutritivo
	B.4.2.1.4.3 Nutritious agar



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Extracto de carne
	3 g

	Peptona
	5 g

	Agar
	15 g

	Agua destilada
	1000 ml

	pH final: 6,8 ± 0,2
	



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Meat extract
	3 g

	Peptone
	5 g

	Agar
	15 g

	Distilled water 
	1000 ml

	Final pH: 6.8 ± 0.2
	 



	Preparación: Suspender los ingredientes en agua. Dejar reposar de 5 a 10 min. Calentar a ebullición hasta disolución completa. Distribuir en tubos de 13 x 100 mm, en cantidades de 1/3 de su volumen. Esterilizar a 121 ± 1°C por 15 min. Inclinar los tubos antes que el agar solidifique.
	Preparation: Suspend the ingredients in water. Let stand 5 to 10 min. Boil until completely dissolved. Distribute in 13 x 100 mm tubes, in quantities of 1/3 of its volume. Sterilize at 121 ± 1°C for 15 min. Tilt the tubes before the agar solidifies.

	B.4.2.1.4.4 Medio de SIM (para Sulfuro, Indol y Movilidad)
	B.4.2.1.4.4 SIM medium (for Sulfide, Indole and Mobility)



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Extracto de carne
	3 g

	Peptona
	30 g

	Hierro peatonizado
	0,2 g

	Tiosulfato de sodio
	0,025 g

	Agua destilada
	1000 ml

	pH final: 7,3 ± 0,2
	






	 FORMULA

	Ingredients
	quantity

	Meat extract
	3 g

	Peptone
	30 g

	Pedestrianized iron
	0.2 g

	Sodium thiosulfate
	0.025 g

	Distilled water
	1000 ml

	Final pH: 7.3 ± 0.2
	 



	Preparación: Suspender los ingredientes en el agua destilada, calentar a ebullición agitando frecuentemente hasta lograr una disolución completa. Enfriar a 50°C y ajustar el pH. Distribuir el medio en volúmenes de 3 ml en tubos de 13 x 100 mm y esterilizar en autoclave a 121 ± 1°C durante 15 min. Se dejan enfriar los tubos en posición vertical.
	Preparation: Suspend the ingredients in distilled water, heat to a boil, stirring frequently until a complete solution is obtained. Cool to 50°C and adjust the pH. Distribute the medium in 3 ml volumes in 13 x 100 mm tubes and sterilize in autoclave at 121 ± 1°C for 15 min. The tubes are allowed to cool in an upright position.

	B.4.2.1.4.5 Agar citrato de Simmons
	B.4.2.1.4.5 Simmons citrate agar



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Fosfato de amonio
	1 g

	Fosfato dipotásico
	1 g

	Cloruro de sodio
	5 g

	Citrato de sodio
	2 g

	Sulfato de magnesio
	0,20 g

	Azul de bromotimol
	0,08 g

	Agar
	15 g

	Agua destilada
	1000 ml

	pH final: 6,8 ± 0,2
	




	FORMULA

	Ingredients
	Quantity 

	Ammonium phosphate
	1 g

	Dipotassium Phosphate
	1 g

	Sodium chloride
	5 g

	Sodium citrate
	2 g

	Magnesium sulphate
	0.20 g

	Blue Bromothymol 
	0.08 g

	Agar
	15 g

	Distilled water
	1000 ml

	Final pH: 6.8 ± 0.2
	 



	Preparación: Suspender los ingredientes en el agua destilada, calentar a ebullición agitando frecuentemente hasta lograr una disolución completa. Ajustar el pH. Distribuir el medio en volúmenes de 3 ml en tubos de 13 x 100 mm y esterilizar en autoclave a 121 ± 1°C durante 15 min. Dejar enfriar los tubos en posición inclinada.
	Preparation: Suspend the ingredients in distilled water, heat to a boil, stirring frequently until a complete dissolution is achieved. Adjust the pH. Distribute the medium in 3 ml volumes in 13 x 100 mm tubes and sterilize in autoclave at 121 ± 1°C for 15 min. Let the tubes cool in an inclined position.

	B.4.2.1.4.6 Caldo MR-VP (Rojo de metilo-Voges Proskauer)
	B.4.2.1.4.6 MR-V P Broth (Methyl Red-Voges Proskauer)



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Peptona
	7 g

	Dextrosa
	5 g

	Difosfato de potasio
	5 g

	Agua destilada
	1000 ml

	pH final: 6,9 ± 0,2
	



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Peptone
	7 g

	Dextrose
	5 g

	Potassium diphosphate
	5 g

	Distilled water
	1000 ml

	Final pH: 6.9 ± 0.2
	 



	Preparación: Suspender los ingredientes en el agua destilada, calentar a ebullición agitando frecuentemente hasta lograr una disolución completa. Ajustar el pH. Distribuir el medio en volúmenes de 3 ml en tubos de 13 x 100 mm y esterilizar en autoclave a 121 ± 1°C durante 15 min.
	Preparation: Suspend the ingredients in the distilled water, heat to a boil, stirring frequently until a complete dissolution is achieved. Adjust the pH. Distribute the medium in 3 ml volumes in 13 x 100 mm tubes and sterilize in autoclave at 121 ± 1°C for 15 min.

	B.4.2.1.4.7 Caldo manitol
	B.4.2.1.4.7 Mannitol broth 



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Extracto de carne
	1 g

	Proteosa peptona
	10 g

	Cloruro de sodio
	5 g

	Rojo de fenol
	0,018 g

	Manitol
	10 g

	Agua
	1000 ml

	pH final: 7,4 ± 0,2
	



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Meat extract
	1 g

	Peptone protein
	10 g

	Sodium chloride
	5 g

	Phenol red
	0.018 g

	Mannitol
	10 g

	Water
	1000 ml

	Final pH: 7.4 ± 0.2
	 



	Preparación: Suspender 26 g del medio deshidratado en un litro de agua, mezclar y ajustar el pH. Distribuir en volúmenes de 2 a 3 ml en tubos de 13 x 100 mm. Esterilizar a 121 ± 1°C durante 15 min.
	Preparation: Suspend 26 g of the dried medium in a liter of water, mix and adjust the pH. Distribute in volumes of 2 to 3 ml in 13 x 100 mm tubes. Sterilize at 121 ± 1°C for 15 min.

	B.4.2.1.4.8 Caldo malonato
	B.4.2.1.4. 8 Malonate Broth



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Extracto de levadura
	1 g

	Sulfato de amonio
	2 g

	Fosfato dipotásico
	0,6 g

	Fosfato monopotásico
	0,4 g

	Cloruro de sodio
	2 g

	Malonato
	3 g

	Glucosa
	0,25 g

	Azul de bromotimol
	0,025 g

	Agua
	1000 ml

	pH final: 6,7 ± 0,2
	



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Yeast extract
	1 g

	Ammonium sulphate
	2 g

	Dipotassium Phosphate
	0.6 g

	Monopotassium Phosphate
	0.4 g

	Sodium chloride
	2 g

	Malonate
	3 g

	Glucose
	0.25 g

	Bromothymol blue
	0.025 g

	Water
	1000 ml

	Final pH: 6.7 ± 0.2
	 




	Preparación: Suspender los ingredientes en agua, mezclar y ajustar el pH. Distribuir en tubos de 13 x 100 mm en cantidades de 3 ml. Esterilizar en autoclave a 121 ± 1°C durante 15 min.
	Preparation: Suspend the ingredients in water, mix and adjust the pH. Distribute in tubes of 13 x 100 mm in quantity is 3 ml. Sterilize in an autoclave at 121 ± 1°C for 15 min.

	B.4.2.1.4.9 Caldo Urea
	B.4.2.1.4.9 Urea Broth



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Urea
	20 g

	Extracto de levadura
	0,1 g

	Fosfato monopotásico
	9,1 g

	Fosfato disódico
	9,5 g

	Rojo de fenol
	0,01 g

	Agua
	1000 ml

	pH final: 6,8 ± 0,2
	



‘
	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Urea
	2 0 g

	Yeast extract
	0.1 g

	Monopotassium phosphate
	9.1 g

	Disodium phosphate
	9.5 g

	Phenol red
	0.01 g

	Water
	1000 ml

	Final pH: 6.8 ± 0.2
	 


 
	Preparación: Disolver los ingredientes en agua destilada. NO CALENTAR. Esterilizar por filtración a través de membrana 0,45 µm o en autoclave de 5 a 8 lb de presión durante 15 min. Distribuir asépticamente de 1,5 a 3 ml en tubos estériles de 13 x 100 mm.
	Preparation: Dissolve the ingredients in distilled water. DO NOT HEAT. Sterilize by filtration through 0.45 µm membrane or in an autoclave of 5 to 8 lb pressure for 15 min. Distribute aseptically 1.5 to 3 ml in sterile 13 x 100 mm tubes .

	B.4.2.1.4.10 Caldo de urea rápido
	B.4.2.1.4.10 Rapid urea broth



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Urea
	20 g

	Extracto de levadura
	0,1 g

	Fosfato monopotásico
	0,091 g

	Fosfato disódico
	0,095 g

	Rojo de fenol
	0,01 g

	Agua
	1000 ml

	pH final: 6,8 ± 0,2
	



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Urea
	20 g

	Yeast extract
	0.1 g

	Monopotassium phosphate 
	0.091 g

	Disodium phosphate
	0.095 g

	Phenol red
	0.01 g

	Water
	1000 ml

	Final pH: 6 , 8 ± 0.2
	 


 
	Preparación: Disolver los ingredientes en agua destilada. NO CALENTAR. Esterilizar por filtración a través de membrana 0,45 µm. Distribuir asépticamente de 1,5 a 3 ml en tubos estériles de 13 x 100 mm.
	Preparation: Dissolve the ingredients in distilled water. DO NOT HEAT. Sterilize by filtration through 0.45 µm membrane. Distribute 1.5 to 3 ml aseptically in sterile 13 x 100 mm tubes.

	B.4.2.1.4.11 Caldo infusión cerebro corazón
	B.4.2.1.4.11 Brain heart infusion broth



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Infusión cerebro corazón
	200 g

	Infusión de corazón de res
	250 g

	Proteosa peptona
	10 g

	Cloruro de sodio
	5 g

	Fosfato disódico dodecahidratado
	2,5 g

	Dextrosa
	2 g

	Agua destilada
	1000 ml

	pH final: 7,4 ± 0,2
	



	FORMULA

	Ingredients
	Qty d

	Brain heart infusion
	200 g

	Beef heart Infusion
	250 g

	Peptone protein
	10 g

	Sodium chloride
	5 g

	Dodecahydrated disodium phosphate
	2.5 g

	Dextrose
	2 g

	Distilled water
	1000 ml

	Final pH: 7.4 ± 0.2
	 




	Preparación: Disolver los ingredientes en agua destilada, calentar suavemente. Distribuir y esterilizar a 121 ± 1°C durante 15 min.
	Preparation: Dissolve ingredients in distilled water heat gently. Distribute and sterilize at 121 ± 1°C for 15 min.

	B.4.2.1.5 Soluciones
	B.4.2.1.5 Solutions

	B.4.2.1.5.1 Solución verde brillante al 0,1% (1:1000)
	B.4.2.1.5.1 0.1% bright green solution (1: 1000)






	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Verde brillante
	0,1 g

	Agua destilada estéril
	100 ml



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Shining green
	0.1 g

	Sterile distilled Water
	100 ml



	Preparación: Disolver 0,1 g de verde brillante en el agua destilada estéril hasta completar 100 ml.
	Preparation: Dissolve 0.1 g of bright green in sterile distilled water to 100 ml.

	B.4.2.1.5.2 Solución de yodo-yoduro
	B.4.2.1.5.2 Iodine-iodide solution



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Cristales de yodo
	6 g

	Yoduro de potasio
	6 g

	Agua destilada
	100 ml



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Iodine crystals
	6 g

	Potassium iodide
	6 g

	Distilled water
	100 ml



	Preparación: Disolver los cristales y el yoduro de potasio en el agua destilada hasta completar 100 ml. Conservar en frasco ámbar.
	Preparation: Dissolve crystals and potassium iodide in distilled water until 100 ml is completed. Store in an amber flask.

	B.4.2.1.5.3 Solución salina al 0,85%
	B.4.2.1.5.3 Saline solution at 0.85%



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Cloruro de sodio
	0,85 g

	Agua destilada
	100 ml



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Sodium chloride
	0.85 g

	Distilled water
	100 ml




	Preparación: Disolver el cloruro de sodio en el agua y esterilizar a 121 ± 1°C durante 15 min.
	Preparation: Dissolve the sodium chloride in water and sterilized at 121 ± 1°C for 15 min.

	B.4.2.1.5.4 Solución salina formalizada
	B.4.2.1.5.4 Formalized saline solution



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Solución de formaldehído (36-38%)
	6 ml

	Cloruro de sodio
	8,5 g

	Agua destilada
	1000 ml



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Formaldehyde solution (36-38%)
	6 ml

	Sodium chloride
	8.5 g

	Distilled water
	1000 ml



	Preparación: Disolver 8,5 g de cloruro de sodio en 1 l de agua destilada. Esterilizar a 121 ± 1°C durante 15 min. Enfriar a temperatura ambiente. Adicionar 6 ml de la solución de formaldehído. No esterilizar después de la adición de formaldehído.
	Preparation: Dissolve 8.5 g of sodium chloride in 1 l of distilled water. Sterilize at 121 ± 1°C for 15 min. Cool to room temperature. Add 6 ml of the formaldehyde solution. Do not sterilize after the addition of formaldehyde.

	B.4.2.1.5.5 Reactivo de Kovac
	B.4.2.1.5. 5 Reagent Kovac



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	p-dimetil-aminobenzaldehido
	5 g

	Alcohol amílico
	75 ml

	Acido clorhídrico concentrado
	25 ml



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	p-dimethyl aminobenzaldehyde
	5 g

	Amyl alcohol
	75 ml

	A concentrated hydrochloric acid
	25 ml



	Preparación: Disolver el p-dimetil-aminobenzaldehído en el alcohol amílico y después agregar el ácido clorhídrico lentamente. Conservar en frasco ámbar en refrigeración.
	Preparation: Dissolve the p-dimethyl aminobenzaldehyde in amyl alcohol and then add the hydrochloric acid slowly. Store in amber flask in refrigeration.

	B.4.2.1.5.6 Solución de alfa-naftol al 5%
	B.4.2.1.5.6 5% alpha-naphthol solution





	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Alfa-naftol
	5 g

	Alcohol
	100 ml



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Alpha-naphthol
	5 g

	Alcohol
	100 ml



	Preparación: Disolver 5 g de alfa-naftol en alcohol hasta completar 100 ml.
	Preparation: Dissolve 5 g of alpha-naphthol in alcohol to complete 100 ml.

	B.4.2.1.5.7 Solución de rojo de metilo
	B.4.2.1.5.7 Solution of red methyl



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Rojo de metilo
	0,1 g

	Alcohol etílico
	300 ml

	Agua destilada c.b.p
	500 ml



	FORMULA

	ingredients
	Quantity

	Methyl red
	0.1 g

	Ethyl alcohol
	300 ml

	Cbp distilled water
	500 ml


 
	Preparación: Disolver el rojo de metilo en el alcohol etílico y adicionar el agua hasta completar 500 ml.
	Preparation: Dissolve the methyl red in the ethyl alcohol and add the water until 500 ml is completed .

	B.4.2.1.5.8 Solución de hidróxido de potasio al 40%
	B.4.2.1.5.8 Potassium hydroxide solution 40%

	
	



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Hidróxido de potasio
	40 g

	Agua destilada
	100 ml





	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Potassium hydroxide
	40 g

	Distilled water
	100 ml


 
	Preparación: Disolver 40 g de hidróxido de potasio en el agua hasta completar 100 ml.
	Preparation: Dissolve 40 g of potassium hydroxide in water until 100 ml is complete.

	B.4.2.1.5.9 Solución de gelatinasa al 5%
	B.4.2.1.5.9 5% gelatinase solution



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Gelatinasa
	5 g

	Agua
	100 ml



	FORMULA

	Ingredients 
	Quantity

	Gelatinase
	5 g

	Water 
	100 ml



	Preparación: Disolver 5 g de gelatinasa en 100 ml de agua destilada. NO CALENTAR.
	Preparation: Dissolve 5 g of gelatinase in 100 ml of distilled water. DO NOT HEAT.

	B.4.2.1.6 Antisueros
	B.4.2.1.6 Antiserums

	-	Antisuero polivalente somático (O)
	- somatic polyvalent antiserum (O)              

	-	Antisuero polivalente flagelar (H)
	- Flagelar polyvalent antiserum (H)              

	-	Antisuero Vi
	- Antiserum Vi              

	B.4.2.2 Material
	B.4.2.2 Material

	-	Matraces Erlenmeyer de 500 ml
	- 500 ml Erlenmeyer flasks              

	-	Recipientes de boca ancha, de capacidad apropiada para contener las muestras simples y compuestas
	- Wide-mouth containers, of appropriate capacity to contain simple and compound samples              

	-	Angulos de vidrio
	- Glass angles              

	-	Cucharas, bisturís, cuchillos y pinzas
	- Spoons, scalpels, knives and tweezers              

	-	Tubos de ensaye de 16 x 150 mm y de 20 x 100 mm
	- Test tubes 16 x 150 mm and 20 x 100 mm              

	-	Tubos para serología de 10 x 75 mm o de 13 x 100 mm
	- Serology tubes 10 x 75 mm or 13 x 100 mm              

	-	Pipetas bacteriológicas de 10 y 5 ml, graduadas en 0,1 ml y protegidas con tapón de algodón.
	- Bacteriological pipettes of 10 and 5 ml, graduated in 0.1 ml and protected with cotton plug.              

	-	Pipetas de 1 ml, con graduaciones de 0,01 ml
	- 1 ml pipettes, with 0.01 ml sizes              

	-	Cajas de Petri estériles de vidrio o desechables
	- Sterile glass or disposable Petri dishes              

	-	Rejillas para tubos de ensaye
	- Holders for test tubes              

	-	Asa de platino o nicromel de aproximadamente 3 mm de diámetro
	- Platinum or Nichrome handle approximately 3 mm in diameter              

	-	Papel pH (intervalo de 6-8) con graduaciones máximas de 0,4 unidades de pH para cambios de color
	- pH paper (range 6-8) with maximum graduations of 0.4 pH units for color changes              

	Todo el material que tenga contacto con las muestras bajo estudio debe esterilizarse mediante:
	All material that has contact with the samples under study must be sterilized by:

	horno, durante 2 h, a 170-175°C o autoclave, durante 15 min como mínimo, a 121 ± 1°C.
	oven, for 2 h, at 1 70-175°C or autoclave, for at least 15 min, at 121 ± 1°C.

	B.4.3 Equipo
	B.4.3 Equipment

	-	Horno para esterilizar que alcance los 180°C
	- Sterilizing oven that reaches 180 ° C              

	-	Incubadora con termostato para evitar variaciones mayores de ± 0,1°C y termómetro.
	- incubator with thermostat to avoid variations greater than ± 0.1°C and thermometer.              

	-	Autoclave con termómetro o manómetro, probado con termómetro de máximas.
	- Autoclave with thermometer or manometer, tested with maximum thermometer.              

	-	Baño maría con termostato y termómetro.
	- Water bath with thermostat and thermometer.              

	-	Balanza granataria con sensibilidad de 0,1 g
	- Precision scale with sensitivity of 0.1 g              

	-	Licuadora de una o dos velocidades controladas por un reóstato, con vasos esterilizables (vidrio o aluminio).
	- Blender with one or two speeds controlled by a rheostat, with sterilizable glasses (glass or aluminum).              

	-	Mecheros Bunsen o Fisher
	- Bunsen Fisher burners             

	-	Potenciómetro
	- Potentiometer              

	B.4.4 Procedimiento
	B.4.4 Procedure

	B.4.4.1 Preparación de los alimentos para el aislamiento de Salmonella
	B.4.4.1 Preparation of food for the isolation of Salmonella

	Los siguientes métodos se basan en el análisis de 25 g de la muestra analítica en una proporción de 1:9 de muestra/ caldo. Esta cantidad puede variarse siempre que se mantenga la misma proporción. Se recomienda una muestra de 25 g o más.
	The following method will be based on analysis of 25 g of the analytical sample in a ratio of 1:9 of sample/broth. This amount may vary as long as the same proportion is maintained. A sample of 25 g or more is recommended.

	B.4.4.1.1 Procedimiento general para la preparación de muestras
	B.4.4.1.1 General procedure for the sample preparation

	Pesar asépticamente 25 g de la muestra en un vaso estéril de licuadora o en bolsa estéril para trabajar en homogeneizador peristáltico (stomacher). Adicionar 225 ml del medio de preenriquecimiento estéril (generalmente caldo lactosado, a menos que se indique otro) y licuar si es necesario durante un min. Transferir asépticamente la mezcla homogeneizada a un recipiente estéril de boca ancha con tapón de rosca y dejar reposar por 60 min a temperatura ambiente con la tapa bien enroscada. Mezclar bien y determinar el pH aproximado con papel pH. Ajustar, si es necesario, a un pH 6,8 ± 0,2 con hidróxido de sodio 1 N o ácido clorhídrico 1 N estériles. Mezclar y cubrir el recipiente enroscando suavemente la tapa.
	Weigh aseptically 25 g of the sample in a sterile blender glass or in a sterile bag to work in peristaltic homogenizer (stomacher). Add 225 ml of the sterile pre-enrichment medium (usually lactose broth, unless otherwise indicated) and liquefy if necessary for a min. Aseptically transfer the homogenized mixture to a sterile wide mouth container with screw cap and let stand for 60 min at room temperature with the lid tightly screwed. Mix well and determine the approximate pH with pH paper. Adjust, if necessary, to pH 6.8 ± 0.2 with 1 N sodium hydroxide or sterile 1 N hydrochloric acid. Mix and cover the container by gently screwing the lid.

	Incubar 18 ± 2 h a 37 ± 1°C. Continuar como se indica en B.4.4.2.1.
	Incubate 18 ± 2 has 37 ± 1°C. Continue as indicated in B.4.4.2.1.

	B.4.4.1.2 Procedimiento específico para la preparación 
	B.4.4.1.2 Specific procedure for the preparation.

	B.4.4.1.2.1 Productos que contienen huevo en su formulación (pastas para sopa, rollos chinos, etc.); ensaladas preparadas (jamón, huevos, pollo, atún, pavo); frutas frescas, congeladas o secas; crustáceos (camarones, cangrejos, jaibas, langostinos, langostas) y pescado.
	B.4.4.1.2.1 Products containing n egg in its formulation (soup pastes, Chinese rolls, etc.); prepared salads (ham, eggs, chicken, tuna, turkey); fresh, frozen or dried utas; Crustaceans (shrimp, crabs, crabs, shrimp, lobster) and fish.

	Preferentemente no descongelar la muestra antes de su análisis, si esto es necesario, utilizar caldo lactosado como medio de preenriquecimiento, licuar dos min. Continuar después de la incubación como en B.4.4.2.1.
	Preferably do not thaw the sample before analysis, if this is necessary, use lactose broth as a means of pre-enrichment, blend two min. Continue after incubation as in B.4.4.2.1.

	B.4.4.1.2.2 Carnes, sustitutos de carnes, derivados cárnicos, sustancias de origen animal, productos glandulares y harinas (pescado, carne y hueso).
	B.4.4.1.2.2 Meat, meat substitutes, meat products , substances of animal origin, glandular products and flours (fish, meat and bone).

	B.4.4.1.2.2.1 Productos procesados térmicamente y productos secos. Se sigue el procedimiento señalado en B.4.4.1.1 hasta la homogenización. Si la muestra es en polvo o molida, el licuado puede omitirse. Después de reposar, mezclar bien y ajustar el pH como se indica en el procedimiento general. Para emulsionar las grasas, agregar los detergentes en las mismas proporciones y con las mismas recomendaciones que para el coco. La cantidad de los mismos dependerá en gran medida de la composición del alimento. Los detergentes no serán necesarios en los productos glandulares en polvo. Incubar las muestras como se indica en B.4.4.1.1.
	B.4.4.1.2.2.1 Products processed thermally and dry products. The procedure indicated in B.4.4.1.1 is followed until homogenization. If the sample is powdered or ground, the liquification can be omitted. After standing, mix well and adjust the pH as indicated in the general procedure. To emulsify fats, add detergents in the same proportions and with the same recommendations as for cooking. The amount of them will depend largely on the composition of the food. Detergents will not be necessary in powdered glandular products. Incubate the samples as indicated in B.4.4.1.1.

	B.4.4.1.2.2.2 Productos crudos o altamente contaminados. Pesar porciones de 25 g de producto en dos vasos para licuadora. Si la muestra es en polvo o molida, el licuado puede omitirse y el producto puede pesarse directamente en matraces Erlenmeyer estériles de 500 ml. Adicionar 225 ml de caldo selenito cistina o 225 ml de caldo tetrationato (sin verde brillante) a cada muestra analítica. Licuar por dos min y pasar asépticamente a matraces Erlenmeyer de 500 ml. Dejar reposar y ajustar el pH como se indica en B.4.4.1.1.
	B.4.4.1.2.2.2 Raw or highly contaminated products. Weigh 25 g portions of product in two blender cups. If the sample is powdered or ground, the liquification can be omitted and the product can be weighed directly into sterile 50 0 ml Erlenmeyer flasks. Add 225 ml of selenite cystine broth or 225 ml of tetrathionate broth (without brilliant green) to each analytical sample. Blend for two min and pass aseptically to 500 ml Erlenmeyer flasks. Let stand and adjust the pH as indicated in B.4.4. 1.1.

	Adicionar 2,25 ml de solución de verde brillante 0,1% y 4,5 ml de solución yodo-yoduro a la muestra que se enriquecerá con caldo tetrationato. Homogenizar e incubar. Continuar como se indica en B.4.4.2.1.
	Add 2.25 ml of 0.1% bright green solution and 4.5 ml of iodine-iodide solution to the sample that will be enriched with tetrathinate broth. Homogenize and in cubate. Continue as indicated in B.4.4.2.1.

	B.4.4.2 Aislamiento de Salmonella
	B.4.4.2 Salmonella Isolation

	B.4.4.2.1 Cerrar firmemente el tapón de rosca de los matraces con los cultivos de preenriquecimiento y agitar suavemente, transferir respectivamente 1 ml de la mezcla a un tubo que contenga 10 ml de caldo tetrationato y a otro con 10 ml de caldo selenito cistina. Como alternativa, en sustitución del caldo tetrationato puede emplearse el medio Vassiliadis-Rappaport.
	B.4.4.2.1 Firmly close the screwcap of the flasks with the pre-enrichment cultures and shake gently, respectively transfer 1 ml of the mixture to a tube containing 10 ml of broth and another with tetrathionate 10 ml of selenite cystine. As an alternative, in substitution of the tetrathionate broth, the Vassiliadis-Rappaport medium can be employed.

	B.4.4.2.2 Incubar de 18 a 24 h a 35°C o, para alimentos fuertemente contaminados a 42°C por el mismo periodo. Estriar los productos que fueron directamente enriquecidos en medios selectivos.
	B.4.4.2.2 Incubate from 18 to 24 h at 35°C or, for food heavily contaminated at 42°C for the same period. Spread the products that were directly enriched in selective media.

	B.4.4.2.3 Mezclar el tubo con caldo selenito cistina y estriar en agar xilosa lisina desoxicolato (XLD), agar verde brillante (VB) y una tercera caja con cualquiera de los medios selectivos adicionales (agar entérico Hektoen, agar Sulfito de Bismuto o Agar SS).
	B.4.4.2.3 Mix the tube with cystine selenite broth and spread in xylose lysine deoxycholate agar (XLD), bright green agar (VB ) and a third dish with any of the additional selective means (enteric Hektoen agar, Sulfite agar of Bismuth or SS Agar ).

	Efectuar el mismo procedimiento para el caldo tetrationato.
	Carry out the same procedure for the tetrathionate broth.

	Incubar las placas 24 ± 2 h a 35°C.
	Incubate plates 24 ± 2 h at 35 ° C.

	B.4.4.2.4 Examinar las placas para investigar la presencia de colonias típicas de Salmonella, de acuerdo con las siguientes características:
	B.4.4.2.4 Examine the plates to investigate the presence of typical Salmonella colonies, according to the following characteristics:

	Agar XLD: colonias rosas o rojas que pueden ser transparentes con o sin centro negro. En algunos casos las colonias pueden aparecer completamente negras.
	XLD agar: pink or red colonies that can be transparent with or without a black center. In some cases colonies may appear completely black.

	Agar VB: colonias rojas o rosas que pueden ser transparentes rodeadas por medio enrojecido; las bacterias fermentadoras de la lactosa dan colonias amarillas.
	VB agar: red or pink colonies that may be transparent surrounded by reddened medium; lactose fermentation bacteria give yellow colonies.

	Agar entérico Hektoen: colonias verdes o azulverdes con o sin centro negro. En algunos casos las colonias pueden aparecer completamente negras.
	Enteric Hektoen agar: green or blue green colonies with or without a black center. In some cases the colonies may appear completely black.

	Agar Sulfito de Bismuto: las colonias típicas de Salmonella pueden ser cafés, grises o negras; con o sin brillo metálico. Generalmente el medio circundante (halo) es café, tornándose posteriormente negro. Algunas cepas producen colonias verdes sin la formación del halo oscuro. Si las placas no muestran colonias típicas o no se observa crecimiento, incubar 24 h adicionales.
	Bismuth Sulfite Agar: the typical Salmonella colonies can be black, gray or black; With or without metallic luster. Generally, the surrounding medium (halo) is brown, then turning black. Some strains produce green colonies without the formation of the dark halo. If the dishes do not show typical colonies or no growth is observed, incubate an additional 24 h.

	Agar SS: colonias translúcidas, ocasionalmente opacas. Algunas colonias dan centro negro. Las colonias fermentadoras de la lactosa son rojas.
	SS agar: translucent colonies, occasionally opaque. Some colonies are black. The fermenting colonies of lactose are red.

	B.4.4.3 Identificación bioquímica
	B.4.4.3 Biochemical Identification

	B.4.4.3.1 Seleccionar al menos dos colonias típicas de cada medio selectivo, que se encuentren bien aisladas.
	B.4.4.3.1 Select at least two typical colonies of each selective medium, which are well isolated.

	Tocar levemente el centro de cada colonia e inocular dos tubos, uno con agar triple azúcar hierro (TSI) y otro con agar hierro lisina (LIA), por estría en la superficie inclinada y por punción en el fondo.
	Lightly touch the center of each colony and inoculate two tubes, one with triple iron sugar agar (TSI) and the other with lysine iron agar (LIA), by spreading on the inclined surface and by puncture at the bottom.

	Incubar por 24 ± 2 h a 35°C.
	Incubate for 24 ± 2 h at 35 ° C.

	Almacenar en refrigeración de 5 a 8°C las placas con medios selectivos por sí es necesario retomar más colonias.
	Store the plates with selective media in refrigeration at 5 to 8°C. It is necessary to retake more colonies.

	B.4.4.3.2 Observar el crecimiento en los tubos y considerar presuntivamente positivas para Salmonella las colonias que den las siguientes reacciones:
	B.4.4.3.2 Observe the growth in the tubes and consider colonies that give the following reactions presumptively positive for Salmonella:

	B.4.4.3.2.1 Agar TSI, en el fondo del tubo se observa vire del indicador debido a la fermentación de la glucosa; en la superficie del medio se observa un color rojo más intenso que el medio original debido a la no fermentación de la lactosa ni de la sacarosa. En la mayoría de los casos se observa coloración negra a lo largo de la punción debido a la producción de ácido sulfihídrico.
	B.4.4.3.2.1 TSI agar, at the bottom of the tube, the indicator is visible due to glucose fermentation; a more intense red color is observed on the surface of the medium than the original medium due to the non-fermentation of lactose or sacharose. In most cases, black coloration is observed along or along the puncture due to the production of hydrosulfuric acid.

	B.4.4.3.2.2 Agar LIA, se observa intensificación del color púrpura en todo el tubo por la descarboxilación de la lisina. Considerar negativos aquellos cultivos que produzcan claramente color amarillo en el fondo del agar. La mayoría de las cepas de Salmonella producen ácido sulfihídrico en este medio con ennegrecimiento a lo largo de la punción.
	B.4.4.3.2.2 LIA agar, pure purple color intensification is observed throughout the tube by decarboxylation of lysine. Consider negative crops that produce clearly cabbage or yellow at the bottom of the agar. Most strains of Salmonella produce sulfuric acid in this medium with blackening along the puncture.

	B.4.4.3.2.3 Retener todos los cultivos que muestren las reacciones características de Salmonella en los medios TSI y LIA para las pruebas adicionales, indicadas en B.4.4.3.3.
	B.4.4.3.2.3 Retain all the results that show the characteristic reactions of Salmonella in the TSI and LIA media for additional tests, indicated in B.4.4.3.3.

	B.4.4.3.3 Los cultivos con TSI que no parecen de Salmonella pero que presentan reacciones en LIA típicos, deben trabajarse como cultivos presuntivos positivos, ya que en estos casos, el medio LIA permitirá detectar S. arizonae y cepas atípicas de Salmonella que utilicen lactosa o sacarosa. Descartar solamente los cultivos que muestren reacciones atípicas en ambos medios.
	B.4.4.3.3 The crops TSI not seem like Salmonella but showing typical LIA reactions, should n worked as positive cultures suspected, because in these cases, the LIA medium will detect S. arizonae and atypical strains of Salmonella that they use lactose or sacharose. Discard only cultures that show atypical reactions in both media. 

	B.4.4.3.4 Continuar el análisis a partir de los tubos de TSI con reacciones típicas. Si el cultivo presenta reacciones atípicas en este medio, tomar colonias adicionales de las placas de donde se obtuvo el cultivo atípico anterior y sembrar las pruebas bioquímicas nuevamente.
	B.4.4.3.4 Continue the analysis from the TSI tubes with typical reactions. If the culture exhibits atypical reactions in this medium, taking additional co- lesions from the plates where the previous atypical culture was obtained and sowing the biochemical seeds again.

	B.4.4.3.5 Continuar la identificación bioquímica y serológica a partir de los cultivos recuperados de TSI. Se recomienda trabajar seis cultivos por cada 25 g de unidad analítica seleccionando colonias procedentes de ambos medios de enriquecimiento.
	B.4.4.3.5 Continue the biochemical and serological identification from the cultures recovered from TSI. It is recommended to work six cultures for each 25 g of analytical unit selecting colonies from both enrichment media.

	B.4.4.3.6 Prueba de ureasa
	B.4.4.3.6 Urease test

	B.4.4.3.6.1 Prueba de ureasa (convencional). Con una asa estéril, tomar crecimiento del cultivo presumiblemente positivo de cada tubo de medio TSI e inocular tubos de caldo urea. Utilizar un control de medio para comparar el vire púrpura de las reacciones positivas con el color del medio original. Incubar 24 ± 2 h a 35°C.
	B.4.4.3.6.1 Urease test (conventional). With a sterile handle, take presumably positive growth of each tube of TSI medium and inoculate tubes of urea broth. Use a control medium to compare purple tone of the positive reactions to the color of the original medium. Incubate 24 ± 2 h at 35°C. 

	B.4.4.3.6.2 Prueba de ureasa (rápida). Tomar dos asadas de crecimiento del cultivo presumiblemente positivo de cada tubo de medio TSI e inocular tubos de caldo urea (rápida). Incubar 2 h a 37 ± 0,5°C en baño de agua.
	B.4.4.3.6.2 Urease test (rapid). Take two oven heaed growth of the culture presumably positive of each tube of TSI medium and inoculating tubes urea broth (fast). Incubate 2 h at 37 ± 0.5°C in a water bath.

	Descartar todos los cultivos que den ureasa positiva. Retener los cultivos que den la prueba negativa (sin cambio de color del medio).
	Discard all cultures that give urease positive. Retain the cultures that give the negative test (without changing the color of the medium). 

	B.4.4.4 Identificación serológica
	B.4.4.4 Serological identification 

	B.4.4.4.1 Ensayo de los antígenos somáticos de Salmonella (Antisuero polivalente O).
	B.4.4.4.1 Salmonella somatic antigen assay (Polyvalent antiserum O).

	B.4.4.4.1.1 Colocar con una asa dos gotas separadas de solución salina estéril sobre un portaobjetos o en dos secciones de una placa para aglutinación. Suspender en cada una de las gotas, una porción del cultivo desarrollado en TSI.
	B.4.4.4.1.1 Place two separate drops of sterile saline solution with a handle on a slide or in two sections of a plate for agglutination. Suspend in each of the drops, a portion of the culture developed in TSI.

	B.4.4.4.1.2 Agregar a una de ellas una gota del antisuero polivalente somático (O) y mezclar con el canto del asa o empleando aplicadores de madera.
	B.4.4.4.1.2 Ag water one of them a drop of the somatic polyvalent antiserum (O) and mix with the edge of the handle or using mad era applicators.

	B.4.4.4.1.3 Agitar inclinando la lámina hacia atrás y hacia adelante durante aproximadamente un min. Observar bajo buena iluminación sobre un fondo oscuro.
	B.4.4.4.1.3 Shake by tilting the laminate back and forth for approximately one min. Observe under good lighting on a dark background.

	B.4.4.4.1.4 Considerar cualquier grado de aglutinación como positiva.
	B.4.4.4.1.4 Consider any degree of agglutination as positive.

	La prueba positiva resulta cuando se presenta aglutinación en la gota con el cultivo y el antisuero y no aglutinación en la gota que contiene el cultivo y la solución salina.
	The positive test resulted when there was agglutination in the gout with the culture and antiserum and no agglutination in the drop containing the culture and saline solution.

	Si se observa aglutinación en ambas gotas, la prueba no es definitiva y se debe continuar con las pruebas bioquímicas complementarias.
	If agglutination is observed in both drops, the test is not definitive and the complementary biochemical tests should be continued.

	B.4.4.4.2 Cuando la aglutinación es positiva con el suero polivalente O, puede determinarse el subgrupo empleando antisueros para los diferentes subgrupos (los grupos B, C, D y E, suelen ser los más frecuentes).
	B.4.4.4.2 When the agglutination is positive with the polyvalent O serum, its subgroup can be determined using antiserum for the different subgroups (groups B, C, D and E, are usually the most frequent).

	B.4.4.4.2.1 Si la aglutinación con el antisuero O es negativa, utilizar antisuero Vi y efectuar la prueba. Si hay aglutinación con Vi calentar el cultivo a ebullición y repetir la aglutinación con el antisuero polivalente O.
	B.4.4.4.2.1 If the agglutination with the anti serum O is negative, use Vi antiserum and perform the test. If there is agglutination with Vi, heat the culture to a boil and repeat the agglutination with the polyvalent antiserum O.

	B.4.4.4.2.2 Si no se cuenta con los sueros grupoespecíficos, solicitar la tipificación de la cepa al Laboratorio de Enterobacterias del Centro Nacional de Diagnóstico y Referencia de la Secretaría de Salud o esta Comisión Federal para la Protección contra Riesgos Sanitarios.
	B.4.4.4. 2.2 If there are no group specific serums, request the typing of the strain from the Enterobacteria Laboratory of the National Center for Diagnosis and Reference of the Secretary of Health or this Federal Commission for Protection against Sanitary Risks.

	B.4.4.4.3 Si se requiere, practicar el ensayo de los antígenos flagelares de Salmonella (Antisuero polivalente H).
	B.4.4.4.3 If required, practice the Salmonella flagellar antigen test (Polyvalent H antiserum).

	B.4.4.4.3.1 Inocular el crecimiento del tubo de TSI en agar infusión de cerebro corazón e incubar de 4 a 6 h a 35 °C hasta que se observe crecimiento (para ensayo en el mismo día), o bien, en caldo soya tripticaseína e incubar por 24 ± 2 h a 35°C (para ensayo al día siguiente). Adicionar 2,5 ml de solución salina formalizada a 5 ml del cultivo en caldo o al cultivo en agar cerebro corazón (BHI).
	B.4.4.4.3.1 Inoculate the growth of the TSI tube in heart brain infusion agar and incubate from 4 to 6 h at 35°C until growth is observed (for testing on the same day), or, in Trypticasein soy broth and incubate for 24 ± 2 h at 35°C (for testing the next day). Add 2.5 ml of formalized saline solution to 5 ml of the culture in broth or to the culture in brain/heart agar (BHI). 

	B.4.4.4.3.2 Colocar 0,5 ml del antisuero polivalente flagelar (H) preparado en un tubo para serología (13 x 100 mm aproximadamente). Adicionar 0,5 ml del cultivo formalizado. Preparar un control de solución salina mezclando 0,5 ml de solución salina formalizada con 0,5 ml del antígeno formalizado. Incubar las mezclas en baño de agua a 48-50°C. Observar a intervalos de 15 min por espacio de 1 h. Una prueba positiva es cuando se observa aglutinación en la mezcla de prueba pero no en el control. Debe interpretarse como negativa una prueba en la que ninguna de las mezclas muestre aglutinación. Cuando ambas mezclas se aglutinan, se considera la prueba inespecífica.
	B.4.4.4.3.2 Place 0.5 ml of the flagellar versatile antiserum (H) prepared in a serology tube (approximately 13 x 100 mm). Add 0.5 ml of the formalized culture. Prepare a saline control by mixing 0.5 ml of formalized saline with 0.5 ml of the formalized antigen. Incubate the mixtures in a water bath at 48-50°C. Observe at intervals of 15 min for 1 hour. A positive test is when agglutination is observed in the test mixture but not in the control. A question in which none of the mixtures shows agglutination should be interpreted as negative . When both mixtures agglutinate, the nonspecific test is considered. 

	B.4.4.5 Pruebas bioquímicas complementarias
	B.4.4.5 Complementary biochemical tests

	Cuando las pruebas serológicas o bioquímicas iniciales, dan resultados atípicos o no concluyentes, realizar las pruebas que se describen a continuación:
	When the initial serological or biochemical tests give atypical or inconclusive results, perform the tests described below:

	B.4.4.5.1 Inocular los cultivos positivos provenientes de TSI y LIA en: medio SIM, agar citrato de Simmons, caldo manitol y caldo RM-VP. Usar caldo malonato para confirmar la presencia de la especie S. arizonae.
	B.4.4.5.1 Inoculate the positive cultures from TSI and LIA in: SIM medium, Simmons citrate agar, mannitol broth and RM-VP broth. Use mallonate broth LDO to confirm the presence of the species S. arizonae.

	B.4.4.5.2 Interpretar los cambios en los medios inoculados conforme con lo siguiente:
	B.4.4.5.2 Interpret the changes in the inoculated media according to the following:

	B.4.4.5.2.1 Agar citrato Simmons
	B.4.4.5.2.1 Simmons citrate agar

	Inocular por estría el tubo.
	Inoculate by spreading in the tube 

	Incubar 96 ± 2 h a 35 ± 2°C.
	Incubate 96 ± 2 h at 35 ± 2°C.

	-	Prueba positiva: crecimiento acompañado de un cambio de color de verde a azul.
	- Positive Test: growth accompanied by a change of  color from green to blue.              

	-	Prueba negativa: ausencia de crecimiento y sin cambio de color.
	- Negative test: no growth and no color change.              

	B.4.4.5.2.2 Medio SIM
	B.4.4.5.2.2 SIM medium

	Inocular por punción.
	Inoculate by puncture.

	Incubar 24 h a 35 ± 2°C.
	Incubate 24 h at 35 ± 2°C.

	Movilidad:
	Mobility:

	-	Prueba positiva: crecimiento a lo largo de la punción y en el seno del medio de cultivo.
	- Positive test: growth along the puncture and within the culture medium.              

	-	Prueba negativa: crecimiento a lo largo de la punción exclusivamente.
	- Negative test: growth along the puncture exclusively.              

	Producción de ácido sulfihídrico:
	Hydrosulfuric acid production:

	-	Prueba positiva: desarrollo de un color negro a lo largo de la punción que puede extenderse a todo el medio.
	- Positive test: development of a black color along the puncture that can extend to all or the medium.              

	-	Prueba negativa: ausencia de color negro.
	- Negative test: absence of black.              

	Producción de indol:
	Indole production:

	Adicionar al tubo con medio SIM que presente crecimiento, de 0,2 a 0,3 ml de reactivo de Kovac.
	Add to the tube with SIM medium that shows growth of 0.2 to 0.3 ml of Kovac reagent.

	-	Prueba positiva: desarrollo de un anillo de color rojo.
	- Positive test: development of a red ring.              

	-	Prueba negativa: sin cambio de color.
	- Negative test: no color change .              

	B.4.4.5.2.3 Caldo RM-VP
	B.4.4.5.2.3 RM-VP Broth

	Inocular un tubo con el medio.
	Inoculate a tube with the medium.

	Incubar 48 ± 2 h a 35 ± 2°C para la prueba de VP y 96 h para la prueba RM.
	Incubate 48 ± 2 h at 35 ± 2°C for the VP test and 96 h for the RM test.

	B.4.4.5.2.3.1 Prueba de Voges-Proskauer (VP)
	B.4.4.5.2.3.1 Voges-Proskauer Test (VP)

	Transferir a un tubo un ml del cultivo de 48 h.
	Transfer a ml of the 48 h culture to a tube.

	Adicionar 0,6 ml de solución de alfa naftol.
	Add 0.6ml d e solution alpha naphthol.

	Adicionar 0,2 ml de solución de hidróxido de potasio 40%.
	Add 0.2 ml of 40% potassium hydroxide solution.

	Adicionar algunos cristales de creatinina (opcional).
	Add some creatinine crystals (optional).

	Interpretar los resultados después de incubar 2 h a 35 ± 2°C o 4 h a temperatura ambiente:
	Interpret the results after incubating 2 h at 35 ± 2°C or 4 h at room temperature:

	-	Prueba positiva: desarrollo de color rojo ladrillo.
	- Positive test: development of brick red color.            

	-	Prueba negativa: sin cambio de color.
	- Negative test: no color change.              

	Reincubar el resto del medio RM-VP 48 h más a 35 ± 2°C.
	Re-incubate the rest of the RM-VP medium for an additional 48 h at 35 ± 2°C.

	B.4.4.5.2.3.2 Prueba de rojo de metilo (RM)
	B.4.4.5.2.3.2 Methyl red (RM) test

	Adicionar al medio de cultivo de 96 h de incubación de dos a tres gotas de solución de rojo de metilo.
	Add two to three drops of the methyl red solution to the culture medium for 96 h of incubation .

	Interpretar los resultados inmediatamente:
	Interpret the results immediately:

	-	Prueba positiva: desarrollo de color rojo.
	- Positive test: development of red color.              

	-	Prueba negativa: desarrollo de color amarillo.
	- Negative test: development of yellow color. 

	B.4.4.5.2.4 Caldo malonato
	B.4.4.5.2.4 Malonate broth 

	Inocular un tubo conteniendo el medio.
	Inoculate a tube containing the medium.

	Incubar 40 ± 2 h a 35 ± 2°C.
	Incubate 40 ± 2 h at 35 ± 2°C.

	-	Prueba positiva: desarrollo de color azul.
	- Positive test: blue color development.              

	-	Prueba negativa: sin cambio de color.
	- Negative test: no color change.              

	B.4.4.5.2.5 Caldo manitol
	B.4.4.5.2.5 Mannitol Broth

	Inocular un tubo conteniendo el medio.
	Inoculate a tube containing the medium.

	Incubar 24 ± 2 h a 35 ± 2°C.
	Incubate 24 ± 2 h at 35 ± 2°C.

	-	Prueba positiva: desarrollo de color amarillo.
	- Positive test: development of yellow color.              

	-	Prueba negativa: sin cambio de color.
	- Negative test: no color change.              

	B.4.4.5.3 Consultar los resultados obtenidos en el cuadro 2 para la identificación de los géneros de las bacterias investigadas.
	B.4.4.5.3 Consult the results obtained in Table 2 for the identification of the genera of the bacteria investigated.

	Nota: Los sistemas bioquímicos comerciales validados pueden ser usados como alternativa para las pruebas bioquímicas convencionales.
	Note: Validated commercial biochemical systems can be used as a source for conventional biochemical tests.

	B.4.5 Cálculo y expresión de resultados
	B.4.5 Calculation and expression of results

	B.4.5.1 Interpretación de reacciones bioquímicas y serológicas.
	B.4.5.1 Interpretation of biochemical and serological reactions.



	CUADRO 1

	REACCIONES BIOQUIMICAS
	REACCIONES SEROLOGICAS
	INTERPRETACION

	Típica
	Antígeno O, Vi o H positivo 
	Cepas consideradas como Salmonella

	Típica
	Todas las reacciones negativas
	

	Típica
	No probada 
	Puede ser Salmonella

	Reacciones atípicas
	Antígeno O, Vi o H positivo 
	

	Reacciones atípicas
	Todas las reacciones negativas
	No debe ser considerada Salmonella








	BOX 1

	BIOCHEMICAL REACTIONS
	SEROLOGICAL REACTIONS
	INTERPRETATION

	Typical
	O, Vi or H positive antigen
	Strains considered as Salmonella

	Typical
	All negative reactions
	

	Typical
	Not tested 
	It can be Salmonella

	Atypical reactions
	O, Vi or H positive antigen 
	

	Atypical reactions
	All negative re actions
	It should not be considered Salmonella



	B.4.5.2 Reacciones bioquímicas y serológicas de Salmonella
	B.4.5.2 Biochemical and serological reactions of Salmonella



	CUADRO 2

	PRUEBA O SUSTRATO
	POSITIVO
	NEGATIVO
	REACCION

	Glucosa (TSI) 
	amarillo
	rojo
	+

	Lisina descarboxilasa(LIA)
	púrpura
	amarillo
	+

	H2S (TSI y LIA) 
	negro
	no negro
	+

	Ureasa
	rojo-púrpura
	no hay cambio de color
	-

	Caldo de lisina descarboxilasa
	púrpura
	amarillo
	+

	Caldo dulcitol rojo de fenol 
	³ amarillo o gas
	no hay ³ cambio de color, ni gas
	+b

	Caldo KCN 
	crecimiento
	no hay crecimiento
	-

	Caldo malonato 
	azul
	no hay cambio de color
	-

	Prueba de indol 
	superficie color violeta
	superficie color amarillo
	-

	Prueba del antígeno flagelar
	aglutinación
	no hay aglutinación
	+

	Prueba del antígeno somático
	aglutinación
	no hay aglutinación
	+

	Caldo lactosa rojo fenol 
	amarillo o gas
	no hay cambio de color, ni gas
	-

	Caldo sacarosa rojo fenol
	amarillo o gas
	no hay cambio de color, ni gas
	-

	Prueba Voges-Proskauer
	de rosa a rojo
	no hay cambio de color
	-

	Prueba rojo de metilo
	rojo difuso
	amarillo difuso
	+

	Citrato de Simmons 
	crecimiento color azul
	no hay crecimiento no hay cambio de color
	v

	a +, 90 % o más positivos en 1 ó 2 días; -, 90 % o más negativas en 1 ó 2 días; v, variable.
b La mayoría de los cultivos S. arizonae son negativos.
c La mayoría de los cultivos S. arizonae son positivos.









 
	BOX 2

	TEST OR SUBSTRATE
	POSITIVE
	NEGATIVE
	REACTION

	Glucose (TSI) 
	yellow
	Red
	+

	Lysine decarboxylase (LIA)
	purple
	yellow
	+

	H2S (TSI and LIA)
	black
	not black
	+

	Urease
	red-purple
	no color change
	-

	Lysine des carboxylase broth
	purple
	yellow
	+

	Phenol red broth phenol
	³ yellow or gas
	there is no ³ color change, no gas
	+ b

	KCN Broth 
	increase
	no growth
	-

	Malonate broth
	blue
	no color change
	-

	Indole test 
	violet surface
	Surface color yellow
	-

	Flagellar antigen test
	agglutination
	no agglutination
	+

	Somatic antigen test
	agglutination
	no agglutination
	+

	Red phenol lactose broth
	yellow or gas
	no color change, no gas
	-

	Red sucrose broth phenol
	yellow or gas
	no color change, no gas
	-

	Voges-Proskauer test
	from pink to red
	no color change
	-

	Red methyl test
	diffuse red
	diffuse yellow
	+

	Simmons Citrate
	blue growth
	no growth no color change
	v

	a +, 90% or more positive in 1 or 2 days; 90% or more negatives in 1 or 2 days; v, variable.
b Most S. arizonae crops are negative.
c Most S. arizonae crops are positive.
 



	B.4.5.3 Informe de Resultados
	B.4.5.3 Report of results

	Informar: presencia o ausencia de Salmonella en ___________ g o _______________ ml de muestra.
	Report: presence or absence of Salmonella in _________grams or ___________ ml of sample.

	B.5 METODO PARA LA CUENTA DE BACTERIAS AEROBIAS EN PLACA
	B.5 METHOD FOR COUNTING AEROBIC BACTERIA ON THE DISH

	B.5.1 Fundamento
	B.5.1 Legal basis 

	El fundamento de la técnica consiste en contar las colonias, que se desarrollan en el medio de elección después de un cierto tiempo y temperatura de incubación, presuponiendo que cada colonia proviene de un microorganismo de la muestra bajo estudio. El método admite numerosas fuentes de variación, algunas de ellas controlables, pero sujetas a la influencia de varios factores.
	The basis of the technique is to count the colonies, which develop in the medium of choice after a certain time and temperature of incubation, assuming that each colony comes from a microorganism of the sample under study. The method admits numerous sources of variation , some of them controllable, but subject to the influence of several factors. 

	B.5.2 Reactivos y materiales
	B.5.2 Reagents and materials

	B.5.2.1 Reactivos
	B.5.2.1 Reagents

	Los reactivos que a continuación se mencionan, deben ser grado analítico.
	The reagents mentioned below must be analytical grade.

	Cuando se indique agua, debe entenderse agua destilada, con pH cercano a la neutralidad.
	When water is indicated, distilled water should be understood, with a pH close to neutrality.

	Medio de Cultivo.
	Culture medium

	Agar Triptona-Extracto de Levadura (agar para cuenta estándar)
	Triptone Agar – yeast extract (agar by standard count)



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Extracto de levadura 
	2,5 g

	Triptona 
	5 g

	Dextrosa 
	1 g

	Agar 
	15 g

	Agua 
	1 l



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Yeast extract 
	2.5 g

	Tryptone 
	5 g

	Dextrose 
	1 g

	Agar 
	15 g

	Water 
	1 l



	Preparación: Suspender los componentes del medio deshidratado en un litro de agua. Hervir hasta total disolución.
	Preparation: Suspend the components of the dehydrated medium in a liter of water. Boil until completely dissolved.

	Distribuir en recipientes de vidrio esterilizables de capacidad no mayor de 500 ml, cantidades de aproximadamente la mitad del volumen del mismo. Esterilizar en autoclave a 121 ± 1°C, durante 15 min. El pH final del medio debe ser 7 ± 0,2 a 25°C.
	Distribute in sterilizable glass containers with a capacity of not more than 500 ml, quantities of approximately half the volume of the same . Sterilize in autoclave at 121 ± 1°C, for 15 min. The final pH of the medium should be 7 ± 0.2 at 25ºC.

	Si el medio de cultivo es utilizado inmediatamente, enfriar a 45 ± 1°C en baño de agua y mantenerlo a esta temperatura hasta antes de su uso. El medio no debe de fundirse más de una vez.
	If the culture medium is used immediately, cool to 45 ± 1°C in a water bath and keep it at this temperature until before use. The medium should not melt more than once.

	En caso de medios deshidratados seguir las instrucciones del fabricante.
	In case of dehydrated media follow the manufacturer's instructions.

	El medio de cultivo anterior es el de uso más generalizado. Para algunos alimentos en particular se requerirá de un medio de cultivo especial que se debe indicar al describir la técnica para ese alimento.
	The culture medium before it is the most widely used. For some particular foods, a special culture medium will be required, which should be indicated when describing the technique for that food.

	B.5.2.2 Materiales
	B.5.2.2 Materials

	Todo el material que tenga contacto con las muestras o los microorganismos debe estar estéril.
	All material that has contact with the samples or the microorganisms must be sterile.

	Se requieren los materiales mencionados en B.1.2.2.
	The materials mentioned in B.1.2.2 are required.

	B.5.3 Aparatos e instrumentos
	B.5.3 Devices and instruments 

	Se requiere, además de los mencionados en B.1.3, los siguientes:
	In addition to those mentioned in B.1.3, the following are required:

	Incubadora con termostato que evite variaciones mayores de ± 1°C, provista con termómetro calibrado.
	Incubator with thermostat that avoids variations greater than ± 1°C, provided with a calibrated thermometer.

	Contador de colonias de campo obscuro, con luz adecuada, placa de cristal cuadriculada y lente amplificador.
	Counter of dark field colonies, with adequate light, squared glass plate and amplifying lens.

	Registrador mecánico o electrónico.
	Mechanical or electronic recorder.

	Microscopio óptico.
	Optical microscope.

	Baño de agua con o sin circulación mecánica, provista con termómetro calibrado con divisiones de hasta 1°C y que mantenga la temperatura a 45 ± 1°C.
	Water bath with or without mechanical circulation, equipped with a calibrated rheometer with divisions of up to 1°C and maintaining the temperature at 45 ± 1°C.

	B.5.4 Preparación de la muestra
	B.5.4 P Preparation of the sample 

	Para la preparación de la muestra, seguir el método señalado en B.1 PREPARACION Y DILUCION DE MUESTRAS DE ALIMENTOS PARA SU ANALISIS MICROBIOLOGICO.
	For the preparation of the sample, follow the method outlined in B.1 PREPARATION AND DILUTION OF SAMPLES OF FOOD PRODUCTS FOR THEIR MICROBIOLOGICAL ANALYSIS

	B.5.5 Procedimiento
	B.5.5 Procedure 

	B.5.5.1 Distribuir las cajas estériles en la mesa de trabajo de manera que la inoculación; la adición de medio de cultivo y homogenización, se puedan realizar cómoda y libremente. Marcar las cajas en sus tapas con los datos pertinentes previamente a su inoculación y correr por duplicado.
	B.5.5.1 Distribute the sterile dishes on the work table so that the inoculation; the addition of culture medium and homogenization can be carried out comfortably and freely. Mark the dishes on their tops with relevant information prior to inoculation and run in duplicate. 

	B.5.5.2 Después de inocular las diluciones de las muestras preparadas según el método señalado en B.1 PREPARACION Y DILUCION DE MUESTRAS DE ALIMENTOS PARA SU ANALISIS MICROBIOLOGICO, en las cajas Petri agregar de 12 a 15 ml del medio preparado, mezclarlo mediante 6 movimientos de derecha a izquierda, 6 en el sentido de las manecillas del reloj, 6 en sentido contrario y 6 de atrás a adelante, sobre una superficie lisa y horizontal hasta lograr una completa incorporación del inóculo en el medio; cuidar que el medio no moje la cubierta de las cajas. Dejar solidificar.
	B.5.5.2 After inoculating the dilutions of the samples prepared according to the method indicated in B.1 PREPARATION AND DILUTION OF SAMPLES OF FOOD PRODUCTS FOR THEIR MICROBIOLOGICAL ANALYSIS, in Petri boxes add 12 15 ml of the prepared medium, mix it with 6 movements from right to left, 6 clockwise, 6 counterclockwise and 6 from back to front, on a smooth and horizontal surface until you achieve a complete incorporation of inoculum into the medium; take care that the medium does not wet the cover of the dishes. Let it solidify. 

	B.5.5.3 Incluir una caja sin inóculo por cada lote de medio y diluyente preparado como testigo de esterilidad.
	B.5.5.3 Include a dish without inoculum for each batch of medium and diluent prepared as a sterility test.

	B.5.5.4 El tiempo transcurrido desde el momento en que la muestra se incorpora al diluyente hasta que finalmente se adiciona el medio de cultivo a las cajas, no debe exceder de 20 min.
	B.5.5.4 The time elapsed from the moment the sample is incorporated into the diluent until finally the culture medium is added to the boxes should not exceed 20 min.

	B.5.5.5 Incubar las cajas en posición invertida (la tapa hacia abajo) por el tiempo y la temperatura que se requieran, según el tipo de alimento y microorganismo de que se trate, véase el Cuadro 1.
	B.5.5.5 Incubate the boxes in an inverted position (the lid down) for the time and temperature required, depending on the type of food and microorganism in question, see Table 1.





	CUADRO 1

	Grupo Bacteriano
	Temperatura
	Tiempo de Incubación

	Termofílicos aerobios
	55 ± 2°C
	48 ± 2 h

	Mesofílicos aerobios*
	35 ± 2°C
	48 ± 2 h

	Psicrotróficos
	20 ± 2°C
	3 - 5 días

	Psicrofílicos
	5 ± 2°C
	7 - 10 días

	* En el análisis de agua potable y agua purificada se debe incubar a 35 ± 2°C durante 24 h.



	BOX 1

	Bacterial group
	Temperature
	Incubation Time

	Aerobic thermophiliacs
	55 ± 2°C
	48 ± 2 h

	Aerobic Mesophilic *
	35 ± 2°C
	48 ± 2 h

	Psychotropics 
	20 ± 2°C
	3 - 5 days

	Psychophilic
	5 ± 2°C
	7-10 days

	* In the analysis of potable water and purified water, incubate at 35 ± 2 ° C for 24 h.



	B.5.5.6 En la lectura seleccionar aquellas placas donde aparezcan entre 25 a 250 UFC, para disminuir el error en la cuenta.
	B.5.5.6 In the reading select those plates where between 25 to 250 CFU appear, to reduce the error in the count. 

	B.5.5.7 Contar todas las colonias desarrolladas en las placas seleccionadas (excepto las de mohos y levaduras), incluyendo las colonias puntiformes. Hacer uso del microscopio para resolver los casos en los que no se pueden distinguir las colonias de las pequeñas partículas de alimento.
	B.5.5.7 Count all developed colonies on selected plates (except those of molds and yeasts), including puncture colonies. Make use of the microscope to solve cases in which colonies of small food particles cannot be distinguished.

	B.5.6 Expresión de resultados
	B.5.6 Expression of results 

	B.5.6.1 Cálculo del método
	B.5.6.1 Calculation of the method

	B.5.6.1.1 Después de la incubación, contar las placas que se encuentren en el intervalo de 25 a 250 colonias, usando el contador de colonias y el registrador. Las placas de al menos una de tres diluciones deben estar en el intervalo de 25 a 250. Cuando sólo una dilución está en el intervalo apropiado, véase el Cuadro 2, ejemplo 1. Calcular la cuenta promedio por gramo o mililitro de dicha dilución y reportar.
	B.5.6.1.1 After incubation, count the plates that are in the range of 25 to 250 times, using the colony counter and the recorder. The plates of at least one of three dilutions should be in the range of 25 to 250. When only one dilution is in the appropriate range, see Table 2, example 1. Calculate the average count per gram or milliliter of said dilution and report.

	B.5.6.1.2 Cuando dos diluciones están en el intervalo apropiado, determinar la cuenta promedio dada por cada dilución antes de promediar la cuenta de las dos diluciones para obtener la cuenta en placa por gramo o mililitro, véase el Cuadro 2, ejemplo 2.
	B.5.6.1.2 When two dilutions are in the appropriate inter-value, determine the average account given for each dilution before averaging the account of the two dilutions to obtain the plate count per gram or milliliter, see Table 2, example 2.

	B.5.6.1.3 Con el fin de uniformar los criterios para el reporte de las cuentas en ensayos donde las placas presenten situaciones no contempladas en los ejemplos anteriores, se presentan las siguientes guías:
	B.5.6.1.3 In order to standardize the criteria for reporting accounts in trials where the plates represent situations not contemplated in the previous examples, the following guidelines are presented :

	B.5.6.1.3.1 Placas con menos de 25 colonias.- Cuando las placas corridas para la menor dilución muestran cuentas de menos de 25 colonias, contar el número de colonias presentes en dicha dilución, promediar el número de colonias y multiplicar por el factor de dilución para obtener el valor estimado de cuenta en placa.
	B.5.6.1.3.1 Plates with less than 25 colonies.- When the plates run for the lowest dilution show counts of less than 25 colonies, count the number of colonies present in said dilution, average the number of colonies and multiply by the dilution factor to obtain the estimated plate account value.

	Aclarar en su informe esta situación agregando la leyenda "valor estimado", véase el Cuadro 2, ejemplo 3.
	Clarify in your report this situation by adding the legend "estimated value," see Box 2, and example 3.

	B.5.6.1.3.2 Placas con más de 250 colonias.- Cuando el número de colonias por placa exceda de 250, contar las colonias en aquellas porciones de la placa que sean representativas de la distribución de colonias. Contar por ejemplo, una cuarta parte o una mitad del área de la caja y multiplicar el valor obtenido por 4 ó 2, respectivamente. Si solamente pueden contarse algunos cuadros, considerar que el fondo de una caja Petri de 100 mm de diámetro contiene 65 cuadros de la cuadrícula del contador. Aclarar en el informe esta situación agregando la leyenda "valor estimado", véase el Cuadro 2, ejemplo 4.
	B.5.6.1.3.2 Plates with more than 250 colonies.- When the number of colonies per plate exceeds 250, count the colonies on those portions of the plate that are representative of the distribution of colonies. Count for example, a quarter or a half of the area of ​​the box and multiply the value obtained by 4 or 2, respectively. If only a few frames can be counted, consider that the bottom of a 100 mm diameter Petri dish contains 65 squares of the count grid. To clarify this situation in the report by adding the legend "estimated value", see Table 2, example 4.

	B.5.6.1.3.3 Colonias extendidas.- Las colonias extendidas pueden presentarse en las siguientes formas:
	B.5.6.1.3.3 Extended Colonies.- Extended colonies may occur in the following ways:

	B.5.6.1.3.3.1 Cadenas de colonias no separadas claramente entre sí, que parecen ser causadas por la desintegración de un cúmulo de bacterias.
	B.5.6.1.3.3.1 Colony chains not clearly separated from each other, which appear to be caused by the disintegration of a cluster of bacteria.

	B.5.6.1.3.3.2 Colonias que se desarrollan en película entre el agar y el fondo de la caja.
	B.5.6.1.3.3.2 Colonies that are developed in film between the agar and the bottom of the box .

	B.5.6.1.3.3.3 Colonias que se desarrollan en película en la orilla de la caja sobre la superficie del agar.
	B.5.6.1.3.3.3 Colonies that develop as film on the edge of the plate over the surface of the agar.

	B.5.6.1.3.3.4 Colonias de crecimiento extendido y en algunas ocasiones acompañadas de inhibición del crecimiento, que en conjunto exceden el 50% de la caja o represión del crecimiento que por sí mismo excede el 25% de la superficie de la caja.
	B.5.6.1.3.3.4 Colonies of extended growth and some occasions accompanied by inhibition of the growth, which together exceed 50% of the plate or suppression of the growth itself exceeds 25% of the surface of the dish. 

	B.5.6.1.3.5 Cuando es necesario contar en cajas que contienen colonias extendidas que no están incluidas en B.5.6.1.3.3.4, contar cualquiera de los tipos B.5.6.1.3.3.1, B.5.6.1.3.3.2 o B.5.6.1.3.3.3, como provenientes de una sola fuente. En el caso de las colonias del tipo B.5.6.1.3.3.1, si la caja contiene una sola cadena, contar como una sola colonia, si la caja contiene varias cadenas que parecen originarse de fuentes separadas, contar cada cadena como colonia individual. No contar cada colonia de la cadena individualmente. Las colonias del tipo B.5.6.1.3.3.2 y B.5.6.1.3.3.3 generalmente se observan como crecimiento diferenciable de otras colonias y se cuentan como tales. Los crecimientos tipo B.5.6.1.3.3.4, reportarlos como crecimiento extendido. En caso de que una dilución se encuentre dentro del rango y otra dilución presente colonias de crecimiento extendido, reportar la dilución en la que se pueden contar las colonias, véase el Cuadro 2, ejemplo 5.
	B.5.6.1.3.5 When it is necessary to count in boxes containing extended colonies that are not included in B.5.6.1.3.3.4, count any of the type s B.5.6.1.3.3.1, B.5.6. 1.3.3.2 or B.5.6.1.3.3.3, as coming from a single source. In the case of type B.5.6.1.3.3.1 colonies, if the box contains a single chain, count as a single colony, if the box contains several chains that appear to originate from separate sources, count each chain as an individual colony. Do not count each colony in the chain individually. Colonies of type B.5.6.1.3.3.2 and B.5.6.1.3.3.3 are generally observed as differentiable growth from other colonies and are counted as such. Type B.5.6.1.3.3.4 growths, report them as extended growth. In case one dilution is within the range and another dilution for extended growth colonies, report the dilution in which the colonies can be counted, see Box 2, example 5.

	B.5.6.1.4 Placas sin colonias.- Cuando las placas de todas las diluciones no muestran colonias,  reportar la cuenta en placa como menor que una vez el valor de la dilución más baja usada, véase el Cuadro 2, ejemplo 6.
	B.5.6.1.4 Plates without colonies.- When the plates of all dilutions do not show colonies, report the account here as less than once the value of the lowest dilution used, see Table 2, example 6. 

	B.5.6.1.5 Placas corridas por duplicado, una con crecimiento dentro del intervalo adecuado y otra con más de 250 colonias.- Cuando una placa tiene entre 25 y 250 colonias y su duplicado más de 250 colonias, contar ambas placas incluyendo la que está fuera del intervalo para determinar la cuenta en placa, véase el Cuadro 2, ejemplo 7.
	B.5.6.1.5 Plates run in duplicate, one with growth within the proper range and another with over 250 colonies.- When a plate is between 25 and 250 colonies and doubled over 250 colonies, having both plates including l to that is out of range to determine the plate account, see Table 2, example 7. 

	B.5.6.1.6 Placas corridas por duplicado, una placa de cada dilución dentro del intervalo de 25 a 250 colonias.-
	B.5.6.1.6 Plates run in duplicate, one plate of each dilution within the range of 25 to 250 colonies.

	Cuando una placa dentro de diferentes diluciones contiene el número de colonias especificadas en el intervalo, contar el número de colonias de las cuatro placas para calcular la cuenta en placa, véase el Cuadro 2, ejemplo 8.
	When one plate within different dilutions contains the number of colonies specified in the interval, count the number of colonies of the four plates to calculate the plate count, see Table 2, example 8.

	B.5.6.1.7 Placas corridas por duplicado, ambas placas de una dilución dentro del intervalo de 25 a 250 y sólo una de la otra dilución dentro del mismo. Contar las cuatro cajas incluyendo aquélla con menos de 25 o más de 250 colonias, para calcular la cuenta en placa, véase el Cuadro 2, ejemplo 9.
	B.5.6.1.7 Plates run in duplicate, both plates of a dilution in the range of 25 to 250 and only one of the other dilution within it. Count the four plates, including one with less than 25 or more than 250 colonies, to calculate the plate count, see Box 2, example 9.

	B.5.6.1.8 Después de contabilizar las colonias en las placas seleccionadas, multiplicar por la inversa de la dilución para obtener el número de UFC por mililitro o gramo de la muestra. Redondear la cifra obtenida  en la cuenta de manera que sólo aparezcan dos dígitos significativos al inicio de esta cifra. Para redondear, elevar el segundo dígito al número inmediato superior cuando el tercer dígito de la derecha sea cinco o mayor (por ejemplo: 128 redondear a 130). Si el tercer dígito es cuatro o menos, reemplazar el tercer dígito con cero y el segundo dígito mantenerlo igual (Por ejemplo: 2417 a 2400):
	B.5.6.1.8 After counting the colonies on the selected plates, multiply by the inverse of the dilution to obtain the number of CFU per milliliter or gram of the sample. Round the figure obtained in the account so that only two significant digits appear at the beginning of this figure. To round off, raise the second digit to the immediate number greater than five when the third digit on the right is five or greater (for example: 128 round to 130). If the third digit is four or less , replace the third digit with zero and the second digit keep it the same (For example: 2417 to 2400): 

	B.5.7 Informe de la prueba
	B.5.7 Report of the statement 

	Reportar como: Unidades formadoras de colonias,___ UFC/g o ml, de bacterias aerobias en placa en agar triptona extracto de levadura o agar para cuenta estándar, incubadas ________ horas a _______ °C.
	Report as: Colony-forming units, ___ CFU/g or ml, of aerobic bacteria and a plate in tryptone agar extract from the drain or agar for standard count, incubated ________ hours at _______ °C.



	CUADRO 2

	Cálculo de los valores de la cuenta en placa
(Ensayos por duplicado)

	Ejemplo número
	Colonias contadas
	UFC/g o ml

	
	1: 100
	1: 1000
	1: 10000
	

	1
	> 250a
> 250
	178
190
	16
17
	180000

	2
	> 250
	220
238
	25
28
	250000

	3
	18
14
	2
0
	0
0
	1600b

	4
5
	> 250
> 250
> 250
	> 250
> 250
240
	512
495
34
	5000000b
290000

	
	> 250
	235
	crecimiento
extendido
	

	6
	0
	0
	0
	< 100c

	7
	> 250
> 250
	240
268
	24
19
	250000

	8
	> 250
> 250
	216
262
	23
42
	280000

	9
	> 250
> 250
	215
235
	20
26
	230000

	
	> 250
> 250
	275
225
	32
26
	270000

	a Cuenta por arriba de 250 colonias.
b Debe aclararse "valor estimado" por encontrarse los valores fuera del intervalo de 25 a 250.
c Debe informarse de acuerdo con la menor dilución ensayada y contada, en este caso 1:100.










 
	BOX 2

	Calculation of the count on plates
(Tests in duplicate)

	Example number 
	Counted colonies
	CFU / g or ml

	
	1: 100
	1: 1000
	1: 10000
	

	one
	> 250a
> 250
	178
190
	16
17
	180000

	two
	> 250
	220
238
	25
28
	250000

	3
	18
14
	two
0
	0
0
	1600b

	4
5
	> 250
> 250
> 250
	> 250
> 250
240
	512
495
3.4
	5000000b
290000

	 
	> 250
	235
	increase
extended
	 

	6
	0
	0
	0
	<100c

	7
	> 250
> 250
	240
268
	24
19
	250000

	8
	> 250
> 250
	216
262
	2. 3
42
	280000

	9
	> 250
> 250
	215
235
	20
26
	23 0000

	 
	> 250
> 250
	275
225
	32
26
	270000

	a count above 250 colonies.
b " Estimated value" should be clarified by finding values ​​outside the range of 25 to 250.
c Must be informed according to the lowest dilution tested and counted, in this case 1: 100.


 
	B.6 DETERMINACION DE LA ESTIMACION DE LA DENSIDAD MICROBIANA POR LA TECNICA DEL NUMERO MAS PROBABLE. DETERMINACION DE BACTERIAS COLIFORMES, COLIFORMES FECALES Y Escherichia coli POR LA TECNICA DE DILUCIONES EN TUBO MULTIPLE
	B.6 DETERMINATION OF THE ESTIMATE OF THE  MICROBIAL DENSITY BY THE MOST PROBABLE NUMBER TECHNIQUE. DETERMINATION OF BACTERIA COLIFORMS, FECAL COLIFORMS AND Escherichia coli BY THE DILUTIONS IN MUTLIPLE TUBES TECHNIQUE.

	Este método es aplicable a cualquier grupo bacteriano de interés sanitario, especialmente en productos que se encuentran en bajas concentraciones de microorganismos (10 por g o ml). Ejemplo: Leche, agua, alimentos; que por su consistencia pueden interferir con la exactitud de la cuenta de Unidades Formadoras de Colonias (UFC).
	This method is applicable to any bacterial group of sanitary interest, especially in products that are in low concentrations of microorganisms (10 per g or ml). Example: Milk, water, food; Because of their consistency they can interfere with the accuracy of the Colony Forming Units (CFU) count.

	B.6.1 Fundamento
	B. 6.1 Legal basis

	Se basa en la dilución de la muestra en tubos múltiples, de tal forma que todos los tubos de la menor dilución sean positivos y todos los tubos de la dilución más alta sean negativos. El resultado positivo se demuestra por la presencia de gas o crecimiento microbiano.
	It is based on the dilution of the sample in multiple tubes, so that all the tubes of the lowest dilution are positive and all the tubes of the dilution at the highest are negative. The positive result is demonstrated by the presence of gas or microbial growth.

	Para obtener el Número Más Probable (NMP) en los resultados se aplica la teoría de la probabilidad, lo cual tiene como condición lo siguiente:
	To obtain the Most Probable Number (MPN) in the results, the probability theory is applied, which has the following condition:

	- Una distribución aleatoria de las bacterias que existen en la muestra.
	- A distribution of the bacteria that exists in the sample.

	- Las bacterias se encuentran como entidades no agrupadas.
	- Bacteria are found as ungrouped entities.

	- Los microorganismos presentes en la muestra crecerán en el medio, cuando son incubados y se mantengan en las condiciones adecuadas para su desarrollo.
	- The microorganisms present in the sample will grow in the medium, when they are incubated and kept in the right conditions for their development.

	Si se espera una cuenta microbiana alta, la muestra deberá diluirse para dar cumplimiento a las condiciones. La forma más común de realizar esta prueba es mediante diluciones decimales y usando un inóculo en series de 3, 5 o 10 tubos en serie. A medida que el número de tubos inoculados para cada dilución aumentan se reducen los límites de confianza.
	If a high microbial count is expected, the sample should be diluted to comply with the conditions. The most common way to perform this test is by decimal dilutions and using a series inoculum of 3, 5 or 10 tubes in series . As the number of inoculated tubes for each dilution increases, the confidence limits are reduced.

	B.6.2 Equipo, materiales y reactivos.
	B. 6.2 Equipment , materials and reagents .

	No aplica.
	Not applicable.

	B.6.3 Procedimientos
	B.6.3 Procedures

	B.6.3.1 Uso de tablas de NMP con 95% de límite de confianza
	B.6.3.1 Use of MPN tables with 95% confidence limit

	Las tablas 1-3 presentan la estimación estadística de los valores del NMP que corresponden al 95% de límite de confianza cuando se utilizan 3, 5 y 10 tubos. Otras combinaciones de resultados positivos y negativos no encontrados en estas tablas, tienen muy baja probabilidad de que se presenten. Si los resultados no están incluidos en las tablas, se deberá repetir la prueba a partir de la muestra original. Si no es posible, el NMP se puede obtener (para las combinaciones de 3 y 5 tubos) de las tablas 4 y 5; también se puede aplicar una ecuación (véase punto B.2) para obtener el NMP aproximado.
	The tables 1-3 present the statistical estimate of values corresponding to the MPN 95% confidence limit when they use 3, 5 and 10 tubes. Other combinations of positive and negative results found in these tables have very low probability than they present. If the results are not included in the tables, the test should be repeated from the original sample. If this is not possible, the MPN can be obtained (for combinations of 3 and 5 tubes) from tables 4 and 5; also it can be applied an equation (see section B.2) to obtain the approximate MPN.

	El intervalo del 95% de confianza se interpreta como sigue: si el analista supone que el número real de microorganismos cae dentro de los límites, entonces se asume que será correcto el 95% de las veces. El valor del NMP tabulado representa un intervalo y no un valor absoluto.
	The range of 95% confidence is interpreted as follows: if the analyst assumed that the actual number of microorganisms fall within the limits, then  it is assumed to be running correctly 95% of the time. The tabulated MPN value represents an interval and not an absolute value.

	Cuando se preparan más de 3 diluciones de una muestra, el NMP deberá determinarse a partir de tres diluciones consecutivas (usando tablas 1-3). Primero, para todas las diluciones que tengan todos los tubos positivos, seleccionar la dilución mayor. Después usar las 2 siguientes diluciones mayores (A y B en las tablas 6 y 7). Cuando en ninguna de las diluciones probadas hubiera crecimiento en todos los tubos, seleccionar (si es posible) las primeras tres diluciones consecutivas (volumen de muestra) para que la dilución media contenga resultados positivos (C de tablas 6 y 7).
	When more than 3 dilutions of a sample are prepared, the MPN must be determined from three consecutive dilutions (using tables 1-3). First, for all dilutions that have all positive tubes, select the highest dilution. Then use the next 2 major dilutions (A and B in Tables 6 and 7). When there was no growth in ny of the dilutions tested, all the first three consecutive dilutions (sample volume) should be read (if possible) so that the average dilution contains positive results (C of tables 6 and 7) .

	Con frecuencia es necesario el NMP desde el inicio con volúmenes diferentes de los enlistados en las tablas 1-5. Si el volumen de muestra es mayor que 0,01 g multiplicar el NMP enlistado en la tabla por 10. El resultado de una determinación de 5 tubos que dé 3 tubos positivos en 0,01 g; 2 tubos positivos en 0,001 g y 1 tubo positivo en 0,0001 g (3-2-1) leer en la tabla No. 2 como 17 y multiplicar por 10 para así obtener 170 como el NMP actual por gramo de muestra. De igual forma si la cantidad más grande utilizada para la tabla de referencia es 1 g en lugar de 0,1 g, dividir el NMP derivado de la tabla entre 10. Por ejemplo el resultado de la determinación del NMP en 3 tubos para Salmonella spp que dé 3 tubos positivos en 1 g; 1 tubo positivo en 0,1 g y ningún positivo en 0,01 g (3-1-0) leer en la tabla No. 1 como 43 y dividir entre 10, lo que da 4,3 como el NMP presuntivo por gramo de muestra.
	The MPN is often necessary from the start with different volumes of those listed in tables 1-5. If the sample volume is greater than 0.01 grams, multiply the MPN listed in the table by 10. The result of a 5-tube determination that gives 3 positive tubes at 0.01 g; 2 positive tubes in 0.001 g and 1 positive tube in 0.0001 g (3-2-1) read in table No. 2 as 17 and multiply by 10 in order to obtain 170 as the current MPN per gram of sample. Similarly, if the largest quantity used for the reference table is 1 g instead of 0.1 g, divide the NMP of the table by 10, for example, the result of the determination of the MPN in 3 tubes for Salmonella spp giving 3 positive tubes in 1 g; 1 positive tube in 0.1 g and no positive in 0.01 g (3-1-0) read in table No. 1 as 43 and divide by 10, which gives 4.3 as the presumptive MPN per gram of sample. 

	Un método alternativo para obtener el número más probable es usando la siguiente fórmula:
	An alternative method in order to obtain the most probable number is using the following formula:



NMP/g  = (NMP/g de la tabla – 100) x factor de dilución del tubo de en medio

	Para calcular el NMP/100 g multiplicar por 100.
	In order to calculate the MPN g multiply by 100. 

	B.6.3.2 Calculo aproximado del NMP y 95% de límite de confianza.
	B.6.3.2 Calculate the approximate value of the MPN and 95% of the limit of confidence. 

	Debido a la inherente complejidad para calcular los límites de confianza del NMP lo mas común es el uso de tablas. Generalmente estas tablas están limitadas al uso de 3, 5 y 10 tubos por dilución, incluso usando un método aceptado,  pueden presentarse  datos irregulares  o accidentes  de  laboratorio  que causan  perdida  de  1 o mas tubos de dilución. En este caso una serie de diluciones de por ejemplo: 5,4,4 puede dar una lectura de 5-2-0. Para estos casos se puede aplicar una fórmula sencilla, la cual no corresponde exactamente con los resultados obtenidos técnicamente; sin embargo, las desviaciones generalmente son pequeñas. esta fórmula no debe ser aplicada para fines de regulación. La fórmula no restringe el número de tubos o las diluciones y puede aplicarse para todo tipo de pruebas. El calculo aproximado esta dado por la siguiente ecuación.
	Due to the inherent complexity to calculate the confidence limits of the MPN, the most common is the use of tables. Generally these tables are limited to the use of 3, 5 and 10 tubes per dilution, even using an accepted method, irregular data or laboratory accidents may occur that cause loss of 1 or more dilution tubes. In this case a series of dilutions of, for example: 5.4.4 can give a reading of 5-2-0. For these cases a simple formula can be applied, which does not correspond exactly with the results obtained technically; however, the deviations are generally small. This formula should not be applied for regulatory purposes. The formula does not restrict the number of tubes or dilutions and can be applied for all types of tests. The approximate calculation is given by the following equation.
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	En donde:
	Where: 

	P = número de tubos positivos
	P = number of positive tubes

	N = cantidad total de muestra (g) en todos los tubos negativos
	N = Total amount of sample (g) in all the negative tubes

	T = cantidad total de muestra (g) en todos los tubos.
	T = total amount of sample (g) in all the tubes. 

	Por ejemplo. considerando que se tuvieran serie de diluciones al doble:
	For example. Considering that they had a series of double dilutions 



	MUESTRA (G)
	NO. DE TUBOS
	NO. DE TUBOS POSITIVOS

	8
	5
	5

	4
	5
	4

	2
	5
	2

	1
	5
	0

	0.5
	5
	1

	0.25
	5
	0



	SAMPLE (G)
	NO. OF TUBES
	NO. OF POSITIVE TUBES

	8
	5
	5

	4
	5
	4

	2
	5
	2

	1
	5
	0

	0.5
	5
	1

	0.25
	5
	0




	El número de tubos positivos es:
	The number of positive tubes is: 

	
	

	P = (5+4+2+1)-12
	P = (5+4+2+1)-12

	N=(8x0)+(4x1)+(2x3)+(1x5)+(0.5x4)+(0.25x5)=18.25
	N=(8x0)+(4x1)+(2x3)+(1x5)+(0.5x4)+(0.25x5)=18.25

	II=5x(8+4+2+1+0.5+0.25)=78.75
	II=5x(8+4+2+1+0.5+0.25)=78.75

	Los limites de confianza del 95% estimados, pueden obtenerse del antilogaritmo de base 10 con la siguiente ecuación:

	The estimated 95% confidence limits can be obtained from the base 10 antilogarithm with the following equation:
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	En donde:
	Where: 

	a = radio de dilución
	a = dilution radius

	n = n es el número de tubos por dilución. Esta expresión asume que el radio de dilución es diferente de 1:10 (por ejemplo 1.2). Para diluciones de 1:10, la cantidad por restar o sumar deberá ser de 1,14(n) ½  para la mejor estimación. Si el número de tubos por dilución es desigual (por ejemplo: un accidente de laboratorio para la dilución k reemplazar n por la expresión nH (media armónica) por el número de tubos por dilución (ni).

	n = n is the number of tubes per dilution. This expression assumes that the dilution radius is different from 1:10 (for example 1.2). For dilutions of 1:10, the amount to subtract or add must be 1.14 (n) ½ for the best estimate. If the number of tubes per dilution is uneven (for example: a laboratory accident for dilution k replace n with the expression nH (harmonic mean) by the number of tubes per dilution (ni).

	La media armónica se define como: 

	Harmonic medium is defined as: 
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	En donde: 
	Where: 

	k= número de diluciones. Por ejemplo: Suponiendo que el resultado de 3 diluciones en ni fuera 5-4-4. 
Por lo tanto: 

	k = number of dilutions. For example: Assuming that the result of 3 dilutions in nor was 5-4-4.
Thus:
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	Para el ejemplo anterior del MPN con n = 5 y un límite de confianza aproximado de 95% será el siguiente:

	For the preceding example of the MPN with n = 5 and an approximate confidence level of 95% will be the following: 



[image: ]
	Entonces el límite inferior es el antilogaritmo (-0.76) = 0.17/g o 17/100 g y el límite superior es el antilogaritmo (-0.23) = 0.59/g o 59/100 g. Cuando se compara con las tablas el NMP podría ser 0.31/g con límites de confianza de 0.16/g y 0.57/g. 
	Then the lower limit is the antilogarithm (-0.76) = 0.17 / g or 17/100 g and the upper limit is the antilogarithm (-0.23) = 0.59 / g or 59/100 g. When compared to the tables the NMP could be 0.31 / g with confidence limits of 0.16 / g and 0.57 / g.





	Tabla No. 1
Selección del NMP con un límite de confianza de 95% para la prueba de fermentación utilizando  3 tubos: con porciones de 0,1, 0,01 y 0,001 g (ml) de muestra

	No. de tubos positivos
	NMP/g (ml)a
	95% de límite de confianza
	No. de tubos positivos
	NMP/g (ml)a
	95% de límite de confianza

	0,1
	0,01
	0,001
	
	Inferior
	Superior
	0,1
	0,01
	0,001
	
	Inferior
	Superior

	0
	0
	0
	<3,0
	–
	9,5
	2
	2
	0
	21
	4,5
	42

	0
	0
	1
	3,0
	0,15
	9,6
	2
	2
	1
	28
	8,7
	94

	0
	1
	0
	3,0
	0,15
	11
	2
	2
	2
	35
	8,7
	94

	0
	1
	1
	6,1
	1,2
	18
	2
	3
	0
	29
	8,7
	94

	0
	2
	0
	6,2
	1,2
	18
	2
	3
	1
	36
	8,7
	94

	0
	3
	0
	9,4
	3,6
	38
	3
	0
	0
	23
	4,6
	94

	1
	0
	0
	3,6
	0,17
	18
	3
	0
	1
	38
	8,7
	110

	1
	0
	1
	7,2
	1,3
	18
	3
	0
	2
	64
	17
	180

	1
	0
	2
	11
	3,6
	38
	3
	1
	0
	43
	9
	180

	1
	1
	0
	7,4
	1,3
	20
	3
	1
	1
	75
	17
	200

	1
	1
	1
	11
	3,6
	38
	3
	1
	2
	120
	37
	420

	1
	2
	0
	11
	3,6
	42
	3
	1
	3
	160
	40
	420

	1
	2
	1
	15
	4,5
	42
	3
	2
	0
	93
	18
	420

	1
	3
	0
	16
	4,5
	42
	3
	2
	1
	150
	37
	420

	2
	0
	0
	9,2
	1,4
	38
	3
	2
	2
	210
	40
	430

	2
	0
	1
	14
	3,6
	42
	3
	2
	3
	290
	90
	1,000

	2
	0
	2
	20
	4,5
	42
	3
	3
	0
	240
	42
	1,000

	2
	1
	0
	15
	3,7
	42
	3
	3
	1
	460
	90
	2,000

	2
	1
	1
	20
	4,5
	42
	3
	3
	2
	1100
	180
	4,100

	2
	1
	2
	27
	8,7
	94
	3
	3
	3
	>1100
	420
	–

	a Multiplicar todos los valores de NMP/g (ml) por 100 para expresarlos como NMP/100 g (ml),



 
	Table No. 1
MPN selection with a 95% confidence limit for the fermentation test using 3 tubes: with portions of 0.1, 0.01 and 0.001 g (ml) of sample 

	No. of positive tubes
	MPN/g (ml) a
	95% confidence limit
	No. of positive tubes
	MPN/g (ml) a
	95% confidence limit

	0.1
	0.01
	0.001
	 
	lower
	Higher
	0.1
	0.01
	0.001
	 
	lower
	Higher

	0
	0
	0
	<3.0
	-
	9.5
	2
	2
	0
	21
	4,5
	42

	0
	0
	1
	3.0
	0.15
	9.6
	2
	2
	1
	28
	8.7
	94

	0
	1
	0
	3.0
	0.15
	11
	2
	2
	2
	35
	8.7
	94

	0
	1
	1
	6.1
	1.2
	18
	2
	3
	0
	29
	8.7
	94

	0
	2
	0
	6.2
	1.2
	18
	2
	3
	1
	36
	8.7
	94

	0
	3
	0
	9.4
	3.6
	38
	3
	0
	0
	2. 3
	4.6
	94

	1
	0
	0
	3.6
	0.1 7
	18
	3
	0
	1
	38
	8.7
	110

	1
	0
	1
	7.2
	1.3
	18
	3
	0
	2
	64
	17
	180

	1
	0
	2
	11
	3.6
	38
	3
	1
	0
	43
	9
	180

	1
	1
	0
	7.4
	1.3
	20
	3
	1
	1
	7 5
	17
	200

	1
	1
	1
	11
	3.6
	38
	3
	1
	2
	120
	37
	420

	1
	2
	0
	11
	3.6
	42
	3
	1
	3
	160
	40
	420

	1
	2
	1
	15
	4,5
	42
	3
	2
	0
	93
	18
	420

	1
	3
	0
	16
	4,5
	42
	3
	2
	1
	150
	37
	420

	2
	0
	0
	9.2
	1.4
	38
	3
	2
	2
	210
	40
	430

	2
	0
	1
	14
	3.6
	42
	3
	2
	3
	290
	90
	1,000

	2
	0
	2
	20
	4,5
	42
	3
	3
	0
	240
	42
	1,000

	2
	1
	0
	15
	3.7
	42
	3
	3
	1
	460
	90
	2,000

	2
	1
	1
	20
	4.5
	42
	3
	3
	2
	1100
	180
	4,100

	2
	1
	2
	27
	8.7
	94
	3
	3
	3
	> 1100
	420
	-

	a Multiply all the values ​​of MPN / g (ml) by 100 to express them as MPN / 100 g (ml), 


 
	Tabla No. 2
Selección del NMP con un límite de confianza de 95% para la prueba de fermentación utilizando  5 tubos: con porciones de 0,1, 0,01 y 0,001 g (ml) de muestraa

	No. de tubos positivos
	NMP/g (ml)a
	95% de límite de confianza
	No. de tubos positivos
	NMP/g (ml)a
	95% de límite de confianza

	0,1
	0,01
	0,001
	
	Inferior
	Superior
	0,1
	0,01
	0,001
	
	Inferior
	Superior

	0
	0
	0
	<1,8
	–
	6,8
	4
	0
	2
	21
	6,8
	40

	0
	0
	1
	1,8
	0,09
	6,8
	4
	0
	3
	25
	9,8
	70

	0
	1
	0
	1,8
	0,09
	6,9
	4
	1
	0
	17
	6
	40

	0
	1
	1
	3,6
	0,7
	10
	4
	1
	1
	21
	6,8
	42

	0
	2
	0
	3,7
	0,7
	10
	4
	1
	2
	26
	9,8
	70

	0
	2
	1
	5,5
	1,8
	15
	4
	1
	3
	31
	10
	70

	0
	3
	0
	5,6
	1,8
	15
	4
	2
	0
	22
	6,8
	50

	1
	0
	0
	2
	0,1
	10
	4
	2
	1
	26
	9,8
	70

	1
	0
	1
	4
	0,7
	10
	4
	2
	2
	32
	10
	70

	1
	0
	2
	6
	1,8
	15
	4
	2
	3
	38
	14
	100

	1
	1
	0
	4
	0,7
	12
	4
	3
	0
	27
	9,9
	70

	1
	1
	1
	6,1
	1,8
	15
	4
	3
	1
	33
	10
	70

	1
	1
	2
	8,1
	3,4
	22
	4
	3
	2
	39
	14
	100

	1
	2
	0
	6,1
	1,8
	15
	4
	4
	0
	34
	14
	100

	1
	2
	1
	8,2
	3,4
	22
	4
	4
	1
	40
	14
	100

	1
	3
	0
	8,3
	3,4
	22
	4
	4
	2
	47
	15
	120

	1
	3
	1
	10
	3,5
	22
	4
	5
	0
	41
	14
	100

	1
	4
	0
	11
	3,5
	22
	4
	5
	1
	48
	15
	120

	2
	0
	0
	4,5
	0,79
	15
	5
	0
	0
	23
	6,8
	70

	2
	0
	1
	6,8
	1,8
	15
	5
	0
	1
	31
	10
	70

	2
	0
	2
	9,1
	3,4
	22
	5
	0
	2
	43
	14
	100

	2
	1
	0
	6,8
	1,8
	17
	5
	0
	3
	58
	22
	150

	2
	1
	1
	9,2
	3,4
	22
	5
	1
	0
	33
	10
	100

	2
	1
	2
	12
	4,1
	26
	5
	1
	1
	46
	14
	120

	2
	2
	0
	9,3
	3,4
	22
	5
	1
	2
	63
	22
	150

	2
	2
	1
	12
	4,1
	26
	5
	1
	3
	84
	34
	220

	2
	2
	2
	14
	5,9
	36
	5
	2
	0
	49
	15
	150

	2
	3
	0
	12
	4,1
	26
	5
	2
	1
	70
	22
	170

	2
	3
	1
	14
	5,9
	36
	5
	2
	2
	94
	34
	230

	2
	4
	0
	15
	5,9
	36
	5
	2
	3
	120
	36
	250

	3
	0
	0
	7,8
	2,1
	22
	5
	2
	4
	150
	58
	400

	3
	0
	1
	11
	3,5
	23
	5
	3
	0
	79
	22
	220

	3
	0
	2
	13
	5,6
	35
	5
	3
	1
	110
	34
	250

	3
	1
	0
	11
	3,5
	26
	5
	3
	2
	140
	52
	400

	3
	1
	1
	14
	5,6
	36
	5
	3
	3
	180
	70
	400

	3
	1
	2
	17
	6
	36
	5
	3
	4
	210
	70
	400

	3
	2
	0
	14
	5,7
	36
	5
	4
	0
	130
	36
	400

	3
	2
	1
	17
	6,8
	40
	5
	4
	1
	170
	58
	400

	3
	2
	2
	20
	6,8
	40
	5
	4
	2
	220
	70
	440

	3
	3
	0
	17
	6,8
	40
	5
	4
	3
	280
	100
	710

	3
	3
	1
	21
	6,8
	40
	5
	4
	4
	350
	100
	710

	3
	3
	2
	24
	9,8
	70
	5
	4
	5
	430
	150
	1,100

	3
	4
	0
	21
	6,8
	40
	5
	5
	0
	240
	70
	710

	3
	4
	1
	24
	9,8
	70
	5
	5
	1
	350
	100
	1100

	3
	5
	0
	25
	9,8
	70
	5
	5
	2
	540
	150
	1700

	4
	0
	0
	13
	4,1
	35
	5
	5
	3
	920
	220
	2600

	4
	0
	1
	17
	5,9
	36
	5
	5
	4
	1600
	400
	4600

	
	5
	5
	5
	>1600
	700
	–

	a Multiplicar todos los valores de NMP/g (ml) por 100 para expresarlos como NMP/100 g (ml),



 
	Table No. 2
Selection of the MPN with a confidence limit of 95% for the fermentation test using 5 tubes: with portions of 0.1, 0.01 and 0.001 g (ml) of sample a 

	No. of positive tubes
	MPN g (ml) a
	95% confidence limit
	No. of positive tubes
	MPN/g (ml) a
	95% Confidence limit

	0.1
	0.01
	0.001
	 
	Lower 
	Higher
	0.1
	0.01
	0.001
	 
	lower
	Higher

	0
	0
	0
	<1.8
	-
	6.8
	4
	0
	2
	21
	6.8
	40

	0
	0
	1
	1.8
	0.09
	6.8
	4
	0
	3
	25
	9.8
	70

	0
	1
	0
	1.8
	0.09
	6.9
	4
	1
	0
	17
	6
	40

	0
	1
	1
	3.6
	0.7
	10
	4
	1
	1
	21
	6.8
	42

	0
	2
	0
	3.7
	0.7
	10
	4
	1
	2
	26
	9.8
	70

	0
	2
	1
	5.5
	1.8
	15
	4
	1
	3
	31
	10
	70

	0
	3
	0
	5.6
	1.8
	15
	4
	2
	0
	22
	6.8
	50

	1
	0
	0
	2
	0.1
	10
	4
	2
	1
	26
	9.8
	70

	1
	0
	1
	4
	0.7
	10
	4
	2
	2
	32
	10
	70

	1
	0
	2
	6
	1.8
	15
	4
	2
	3
	38
	14
	100

	1
	1
	0
	4
	0.7
	12
	4
	3
	0
	27
	9.9
	70

	1
	1
	1
	6.1
	1.8
	15
	4
	3
	1
	33
	10
	70

	1
	1
	2
	8.1
	3.4
	22
	4
	3
	2
	39
	14
	100

	1
	2
	0
	6 , 1
	1.8
	15
	4
	4
	0
	3. 4
	14
	100

	1
	2
	1
	8.2
	3 , 4
	22
	4
	4
	1
	40
	14
	100

	1
	3
	0
	8.3
	3.4
	22
	4
	4
	2
	47
	15
	120

	1
	3
	1
	10
	3.5
	22
	4
	5
	0
	41
	14
	100

	1
	4
	0
	11
	3.5
	22
	4
	5
	1
	48
	15
	120

	2
	0
	0
	4,5
	0.79
	15
	5
	0
	0
	2. 3
	6.8
	70

	2
	0
	1
	6.8
	1.8
	15
	5
	0
	1
	31
	10
	70

	2
	0
	2
	9.1
	3.4
	22
	5
	0
	2
	43
	1 4
	100

	2
	1
	0
	6.8
	1, 8
	17
	5
	0
	3
	58
	22
	15 0

	2
	1
	1
	9.2
	3.4
	22
	5
	1
	0
	33
	10
	100

	2
	1
	2
	12
	4.1
	26
	5
	1
	1
	46
	14
	120

	2
	2
	0
	9.3
	3.4
	22
	5
	1
	2
	63
	22
	150

	2
	2
	1
	12
	4.1
	26
	5
	1
	3
	84
	3. 4
	220

	2
	2
	2
	14
	5.9
	36
	5
	2
	0
	49
	15
	150

	2
	3
	0
	12
	4.1
	26
	5
	2
	1
	70
	22
	170

	2
	3
	1
	14
	5.9
	36
	5
	2
	2
	94
	3. 4
	230

	2
	4
	0
	1 5
	5.9
	36
	5
	2
	3
	120
	36
	250

	3
	0
	0
	7.8
	2.1
	22
	5
	2
	4
	150
	58
	400

	3
	0
	1
	11
	3.5
	2. 3
	5
	3
	0
	79
	22
	220

	3
	0
	2
	13
	5.6
	35
	5
	3
	1
	110
	3. 4
	250

	3
	1
	0
	11
	3 , 5
	26
	5
	3
	2
	140
	52
	400

	3
	1
	1
	14
	5.6
	36
	5
	3
	3
	180
	70
	400

	3
	1
	2
	17
	6
	36
	5
	3
	4
	210
	70
	400

	3
	2
	0
	14
	5.7
	36
	5
	4
	0
	130
	36
	400

	3
	2
	1
	17
	6.8
	40
	5
	4
	1
	170
	58
	400

	3
	2
	2
	21
	6.8
	40
	5
	4
	2
	220
	70
	440

	3
	3
	0
	17
	6.8
	40
	5
	4
	3
	280
	100
	710

	3
	3
	1
	21
	6.8
	40
	5
	4
	4
	350
	100
	710

	3
	3
	2
	24
	9.8
	70
	5
	4
	5
	430
	150
	1,100

	3
	4
	0
	21
	6.8
	40
	5
	5
	0
	240
	70
	710

	3
	4
	1
	24
	9.8
	70
	5
	5
	1
	350
	100
	1100

	3
	5
	0
	25
	9.8
	70
	5
	5
	2
	540
	150
	1700

	4
	0
	0
	13
	4.1
	35
	5
	5
	3
	920
	220
	2600

	4
	0
	1
	17
	5.9
	36
	5
	5
	4
	1600
	400
	4600

	 
	5
	5
	5
	> 1600
	700
	-

	a Multiply all the values ​​of MPN / g (ml) by 100 to express them as MPN / 100 g (ml), 








 
	Tabla No. 3
Selección del NMP con un límite de confianza de 95% para la prueba de fermentación utilizando  10 tubos: con porciones de 0,1, 0,01 y 0,001 g (ml) de muestraa

	No. de tubos positivos
	NMP/g (ml)a
	95% de límite de confianza
	No. de tubos positivos
	NMP/g (ml)a
	95% de límite de confianza

	0,1
	0,01
	0,001
	
	Inferior
	Superior
	0,1
	0,01
	0,001
	
	Inferior
	Superior

	0
	0
	0
	<,90
	–
	3,1
	8
	2
	0
	17
	7,7
	34

	0
	0
	1
	0,9
	0,04
	3,1
	8
	2
	1
	19
	9
	34

	0
	0
	2
	1,8
	0,33
	5,1
	8
	2
	2
	21
	10
	39

	0
	1
	0
	0,9
	0,04
	3,6
	8
	2
	3
	23
	11
	44

	0
	1
	1
	1,8
	0,33
	5,1
	8
	3
	0
	19
	9
	34

	0
	2
	0
	1,8
	0,33
	5,1
	8
	3
	1
	21
	10
	39

	0
	2
	1
	2,7
	0,8
	7,2
	8
	3
	2
	24
	11
	44

	0
	3
	0
	2,7
	0,8
	7,2
	8
	3
	3
	26
	12
	50

	1
	0
	0
	0,94
	0,05
	5,1
	8
	4
	0
	22
	10
	39

	1
	0
	1
	1,9
	0,33
	5,1
	8
	4
	1
	24
	11
	44

	1
	0
	2
	2,8
	0,8
	7,2
	8
	4
	2
	26
	12
	50

	1
	1
	0
	1,9
	0,33
	5,7
	8
	4
	3
	29
	14
	58

	1
	1
	1
	2,9
	0,8
	7,2
	8
	5
	0
	24
	11
	44

	1
	1
	2
	3,8
	1,4
	9
	8
	5
	1
	27
	12
	50

	1
	2
	0
	2,9
	0,8
	7,2
	8
	5
	2
	29
	14
	58

	1
	2
	1
	3,8
	1,4
	9
	8
	5
	3
	32
	15
	62

	1
	3
	0
	3,8
	1,4
	9
	8
	6
	0
	27
	12
	50

	1
	3
	1
	4,8
	2,1
	11
	8
	6
	1
	30
	14
	58

	1
	4
	0
	4,8
	2,1
	11
	8
	6
	2
	33
	15
	62

	2
	0
	0
	2
	0,37
	7,2
	8
	7
	0
	30
	14
	58

	2
	0
	1
	3
	0,81
	7,3
	8
	7
	1
	33
	17
	73

	2
	0
	2
	4
	1,4
	9
	8
	7
	2
	36
	17
	74

	2
	1
	0
	3
	0,82
	7,8
	8
	8
	0
	34
	17
	73

	2
	1
	1
	4
	1,4
	9
	8
	8
	1
	37
	17
	74

	2
	1
	2
	5
	2,1
	11
	9
	0
	0
	17
	7,5
	31

	2
	2
	0
	4
	1,4
	9,1
	9
	0
	1
	19
	9
	34

	2
	2
	1
	5
	2,1
	11
	9
	0
	2
	22
	10
	39

	2
	2
	2
	6,1
	3
	14
	9
	0
	3
	24
	11
	44

	2
	3
	0
	5,1
	2,1
	11
	9
	1
	0
	19
	9
	39

	2
	3
	1
	6,1
	3
	14
	9
	1
	1
	22
	10
	40

	2
	4
	0
	6,1
	3
	14
	9
	1
	2
	25
	11
	44

	2
	4
	1
	7,2
	3,1
	15
	9
	1
	3
	28
	14
	58

	2
	5
	0
	7,2
	3,1
	15
	9
	1
	4
	31
	14
	58



	3
	0
	0
	3,2
	0,9
	9
	9
	2
	0
	22
	10
	44

	3
	0
	1
	4,2
	1,4
	9,1
	9
	2
	1
	25
	11
	46

	3
	0
	2
	5,3
	2,1
	11
	9
	2
	2
	28
	14
	58

	3
	1
	0
	4,2
	1,4
	10
	9
	2
	3
	32
	14
	58

	3
	1
	1
	5,3
	2,1
	11
	9
	2
	4
	35
	17
	73

	3
	1
	2
	6,4
	3
	14
	9
	3
	0
	25
	12
	50

	3
	2
	0
	5,3
	2,1
	12
	9
	3
	1
	29
	14
	58

	3
	2
	1
	6,4
	3
	14
	9
	3
	2
	32
	15
	62

	3
	2
	2
	7,5
	3,1
	15
	9
	3
	3
	36
	17
	74

	3
	3
	0
	6,5
	3
	14
	9
	3
	4
	40
	20
	91

	3
	3
	1
	7,6
	3,1
	15
	9
	4
	0
	29
	14
	58

	3
	3
	2
	8,7
	3,6
	17
	9
	4
	1
	33
	15
	62

	3
	4
	0
	7,6
	3,1
	15
	9
	4
	2
	37
	17
	74

	3
	4
	1
	8,7
	3,6
	17
	9
	4
	3
	41
	20
	91

	3
	5
	0
	8,8
	3,6
	17
	9
	4
	4
	45
	20
	91

	4
	0
	0
	4,5
	1,6
	11
	9
	5
	0
	33
	17
	73

	4
	0
	1
	5,6
	2,2
	12
	9
	5
	1
	37
	17
	74

	4
	0
	2
	6,8
	3
	14
	9
	5
	2
	42
	20
	91

	4
	1
	0
	5,6
	2,2
	12
	9
	5
	3
	46
	20
	91

	4
	1
	1
	6,8
	3
	14
	9
	5
	4
	51
	25
	120

	4
	1
	2
	8
	3,6
	17
	9
	6
	0
	38
	17
	74

	4
	2
	0
	6,8
	3
	15
	9
	6
	1
	43
	20
	91

	4
	2
	1
	8
	3,6
	17
	9
	6
	2
	47
	21
	100

	4
	2
	2
	9,2
	3,7
	17
	9
	6
	3
	53
	25
	120

	4
	3
	0
	8,1
	3,6
	17
	9
	7
	0
	44
	20
	91

	4
	3
	1
	9,3
	4,5
	18
	9
	7
	1
	49
	21
	100

	4
	3
	2
	10
	5
	20
	9
	7
	2
	54
	25
	120

	4
	4
	0
	9,3
	4,5
	18
	9
	7
	3
	60
	26
	120

	4
	4
	1
	11
	5
	20
	9
	8
	0
	50
	25
	120

	4
	5
	0
	11
	5
	20
	9
	8
	1
	55
	25
	120

	4
	5
	1
	12
	5,6
	22
	9
	8
	2
	61
	26
	120

	4
	6
	0
	12
	5,6
	22
	9
	8
	3
	68
	30
	140

	5
	0
	0
	6
	2,5
	14
	9
	9
	0
	57
	25
	120

	5
	0
	1
	7,2
	3,1
	15
	9
	9
	1
	63
	30
	140

	5
	0
	2
	8,5
	3,6
	17
	9
	9
	2
	70
	30
	140

	5
	0
	3
	9,8
	4,5
	18
	10
	0
	0
	23
	11
	44

	5
	1
	0
	7,3
	3,1
	15
	10
	0
	1
	27
	12
	50

	5
	1
	1
	8,5
	3,6
	17
	10
	0
	2
	31
	14
	58



	5
	1
	2
	9,8
	4,5
	18
	10
	0
	3
	37
	17
	73

	5
	1
	3
	11
	5
	21
	10
	1
	0
	27
	12
	57

	5
	2
	0
	8,6
	3,6
	17
	10
	1
	1
	32
	14
	61

	5
	2
	1
	9,9
	4,5
	18
	10
	1
	2
	38
	17
	74

	5
	2
	2
	11
	5
	21
	10
	1
	3
	44
	20
	91

	5
	3
	0
	10
	4,5
	18
	10
	1
	4
	52
	25
	120

	5
	3
	1
	11
	5
	21
	10
	2
	0
	33
	15
	73

	5
	3
	2
	13
	5,6
	23
	10
	2
	1
	39
	17
	79

	5
	4
	0
	11
	5
	21
	10
	2
	2
	46
	20
	91

	5
	4
	1
	13
	5,6
	23
	10
	2
	3
	54
	25
	120

	5
	4
	2
	14
	7
	26
	10
	2
	4
	63
	30
	140

	5
	5
	0
	13
	6,3
	25
	10
	3
	0
	40
	17
	91

	5
	5
	1
	14
	7
	26
	10
	3
	1
	47
	20
	100

	5
	6
	0
	14
	7
	26
	10
	3
	2
	56
	25
	120

	6
	0
	0
	7,8
	3,1
	17
	10
	3
	3
	66
	30
	140

	6
	0
	1
	9,2
	3,6
	17
	10
	3
	4
	77
	34
	150

	6
	0
	2
	11
	5
	20
	10
	3
	5
	89
	39
	180

	6
	0
	3
	12
	5,6
	22
	10
	4
	0
	49
	21
	120

	6
	1
	0
	9,2
	3,7
	18
	10
	4
	1
	59
	25
	120

	6
	1
	1
	11
	5
	21
	10
	4
	2
	70
	30
	150

	6
	1
	2
	12
	5,6
	22
	10
	4
	3
	82
	38
	180

	6
	1
	3
	14
	7
	26
	10
	4
	4
	94
	44
	180

	6
	2
	0
	11
	5
	21
	10
	4
	5
	110
	50
	210

	6
	2
	1
	12
	5,6
	22
	10
	5
	0
	62
	26
	140

	6
	2
	2
	14
	7
	26
	10
	5
	1
	74
	30
	150

	6
	2
	3
	15
	7,4
	30
	10
	5
	2
	87
	38
	180

	6
	3
	0
	12
	5,6
	23
	10
	5
	3
	100
	44
	180

	6
	3
	1
	14
	7
	26
	10
	5
	4
	110
	50
	210

	6
	3
	2
	15
	7,4
	30
	10
	5
	5
	130
	57
	220

	6
	4
	0
	14
	7
	26
	10
	5
	6
	140
	70
	280

	6
	4
	1
	15
	7,4
	30
	10
	6
	0
	79
	34
	180

	6
	4
	2
	17
	9
	34
	10
	6
	1
	94
	39
	180

	6
	5
	0
	16
	7,4
	30
	10
	6
	2
	110
	50
	210

	6
	5
	1
	17
	9
	34
	10
	6
	3
	120
	57
	220

	6
	5
	2
	19
	9
	34
	10
	6
	4
	140
	70
	280

	6
	6
	0
	17
	9
	34
	10
	6
	5
	160
	74
	280

	6
	6
	1
	19
	9
	34
	10
	6
	6
	180
	91
	350

	6
	7
	0
	19
	9
	34
	10
	7
	0
	100
	44
	210



	7
	0
	0
	10
	4,5
	20
	10
	7
	1
	120
	50
	220

	7
	0
	1
	12
	5
	21
	10
	7
	2
	140
	61
	280

	7
	0
	2
	13
	6,3
	25
	10
	7
	3
	150
	73
	280

	7
	0
	3
	15
	7,2
	28
	10
	7
	4
	170
	91
	350

	7
	1
	0
	12
	5
	22
	10
	7
	5
	190
	91
	350

	7
	1
	1
	13
	6,3
	25
	10
	7
	6
	220
	100
	380

	7
	1
	2
	15
	7,2
	28
	10
	7
	7
	240
	110
	480

	7
	1
	3
	17
	7,7
	31
	10
	8
	0
	130
	60
	250

	7
	2
	0
	13
	6,4
	26
	10
	8
	1
	150
	70
	280

	7
	2
	1
	15
	7,2
	28
	10
	8
	2
	170
	80
	350

	7
	2
	2
	17
	7,7
	31
	10
	8
	3
	200
	90
	350

	7
	2
	3
	19
	9
	34
	10
	8
	4
	220
	100
	380

	7
	3
	0
	15
	7,2
	30
	10
	8
	5
	250
	120
	480

	7
	3
	1
	17
	9
	34
	10
	8
	6
	280
	120
	480

	7
	3
	2
	19
	9
	34
	10
	8
	7
	310
	150
	620

	7
	3
	3
	21
	10
	39
	10
	8
	8
	350
	150
	620

	7
	4
	0
	17
	9
	34
	10
	9
	0
	170
	74
	310

	7
	4
	1
	19
	9
	34
	10
	9
	1
	200
	91
	380

	7
	4
	2
	21
	10
	39
	10
	9
	2
	230
	100
	480

	7
	4
	3
	23
	11
	44
	10
	9
	3
	260
	120
	480

	7
	5
	0
	19
	9
	34
	10
	9
	4
	300
	140
	620

	7
	5
	1
	21
	10
	39
	10
	9
	5
	350
	150
	630

	7
	5
	2
	23
	11
	44
	10
	9
	6
	400
	180
	820

	7
	6
	0
	21
	10
	39
	10
	9
	7
	460
	210
	970

	7
	6
	1
	23
	11
	44
	10
	9
	8
	530
	210
	970

	7
	6
	2
	25
	12
	46
	10
	9
	9
	610
	280
	1300

	7
	7
	0
	23
	11
	44
	10
	10
	0
	240
	110
	480

	7
	7
	1
	26
	12
	50
	10
	10
	1
	290
	120
	620

	8
	0
	0
	13
	5,6
	25
	10
	10
	2
	350
	150
	820

	8
	0
	1
	15
	7
	26
	10
	10
	3
	430
	180
	970

	8
	0
	2
	17
	7,5
	30
	10
	10
	4
	540
	210
	1300

	8
	0
	3
	19
	9
	34
	10
	10
	5
	700
	280
	1500

	8
	1
	0
	15
	7,1
	28
	10
	10
	6
	920
	350
	1900

	8
	1
	1
	17
	7,7
	31
	10
	10
	7
	1200
	480
	2400

	8
	1
	2
	19
	9
	34
	10
	10
	8
	1600
	620
	3400

	8
	1
	3
	21
	10
	39
	10
	10
	9
	2300
	810
	5300

	
	10
	10
	10
	>2300
	1300
	–

	a Multiplicar todos los valores de NMP/g (ml) por 100 para expresarlos como NMP/100 g (ml),



 
	Table No. 3
MPN selection with a 95% confidence limit for the fermentation test using 10 tubes: with portions of 0.1, 0.01 and 0.001 g (ml) of sample a

	No. of positive tubes
	MPN/g (ml) a
	95% confidence limit
	No. of positive tubes
	MPN/g (ml) a
	9 5% confidence limit

	0.1
	0.01
	0, 001
	 
	lower
	Higher
	0.1
	0.01
	0.001
	 
	lower
	Higher

	0
	0
	0
	<, 90
	-
	3.1
	8
	2
	0
	17
	7.7
	3.4

	0
	0
	1
	0.9
	0.04
	3.1
	8
	2
	1
	19
	9
	3.4

	0
	0
	2
	1.8
	0.33
	5.1
	8
	2
	2
	21
	10
	39

	0
	1
	0
	0.9
	0.04
	3.6
	8
	2
	3
	23
	11
	44

	0
	1
	1
	1.8
	0.33
	5.1
	8
	3
	0
	19
	9
	34

	0
	2
	0
	1.8
	0.33
	5.1
	8
	3
	1
	21
	10
	39

	0
	2
	1
	2.7
	0.8
	7.2
	8
	3
	2
	24
	11
	44

	0
	3
	0
	2.7
	0.8
	7.2
	8
	3
	3
	26
	12
	50

	1
	0
	0
	0.94
	0.05
	5.1
	8
	4
	0
	22
	10
	39

	1
	0
	1
	1.9
	0.33
	5.1
	8
	4
	1
	24
	11
	44

	1
	0
	2
	2.8
	0.8
	7.2
	8
	4
	2
	26
	12
	50

	1
	1
	0
	1.9
	0.33
	5.7
	8
	4
	3
	29
	14
	58

	1
	1
	1
	2.9
	0.8
	7.2
	8
	5
	0
	24
	11
	44

	1
	1
	2
	3.8
	1.4
	9
	8
	5
	1
	27
	12
	50

	1
	2
	0
	2.9
	0.8
	7.2
	8
	5
	2
	29
	14
	58

	1
	2
	1
	3.8
	1.4
	9
	8
	5
	3
	32
	15
	62

	1
	3
	0
	3.8
	1.4
	9
	8
	6
	0
	27
	12
	50

	1
	3
	1
	4.8
	2.1
	11
	8
	6
	1
	30
	14
	58

	1
	4
	0
	4.8
	2.1
	11
	8
	6
	2
	33
	15
	62

	2
	0
	0
	2
	0.37
	7.2
	8
	7
	0
	30
	1 4
	58

	2
	0
	1
	3
	0.81
	7.3
	8
	7
	1
	33
	17
	73

	2
	0
	2
	4
	1.4
	9
	8
	7
	2
	36
	17
	74

	2
	1
	0
	3
	0.82
	7.8
	8
	8
	0
	34
	17
	73

	2
	1
	1
	4
	1.4
	9
	8
	8
	1
	37
	17
	74

	2
	1
	2
	5
	2.1
	11
	9
	0
	0
	17
	7.5
	31

	2
	2
	0
	4
	1.4
	9.1
	9
	0
	1
	19
	9
	34

	2
	2
	1
	5
	2.1
	11
	9
	0
	2
	22
	10
	39

	2
	2
	2
	6.1
	3
	14
	9
	0
	3
	24
	11
	44

	2
	3
	0
	5.1
	2.1
	11
	9
	1
	0
	19
	9
	39

	2
	3
	1
	6.1
	3
	14
	9
	1
	1
	22
	10
	40

	2
	4
	0
	6.1
	3
	14
	9
	1
	2
	25
	11
	44

	2
	4
	1
	7.2
	3.1
	15
	9
	1
	3
	28
	14
	58

	2
	5
	0
	7.2
	3.1
	15
	9
	1
	4
	31
	14
	58


 
	3
	0
	0
	3.2
	0.9
	9
	9
	2
	0
	22
	10
	44

	3
	0
	1
	4.2
	1.4
	9.1
	9
	2
	1
	25
	11
	46

	3
	0
	2
	5.3
	2.1
	11
	9
	2
	2
	28
	14
	58

	3
	1
	0
	4.2
	1.4
	10
	9
	2
	3
	32
	14
	58

	3
	1
	1
	5.3
	2.1
	11
	9
	2
	4
	35
	17
	73

	3
	1
	2
	6.4
	3
	14
	9
	3
	0
	25
	12
	50

	3
	2
	0
	5.3
	2.1
	12
	9
	3
	1
	29
	14
	58

	3
	2
	1
	6.4
	3
	14
	9
	3
	2
	32
	15
	62

	3
	2
	2
	7.5
	3.1
	15
	9
	3
	3
	36
	17
	74

	3
	3
	0
	6.5
	3
	14
	9
	3
	4
	40
	20
	91

	3
	3
	1
	7.6
	3.1
	15
	9
	4
	0
	29
	14
	58

	3
	3
	2
	8.7
	3.6
	17
	9
	4
	1
	33
	15
	62

	3
	4
	0
	7.6
	3.1
	15
	9
	4
	2
	37
	17
	74

	3
	4
	1
	8.7
	3.6
	17
	9
	4
	3
	41
	20
	91

	3
	5
	0
	8.8
	3.6
	17
	9
	4
	4
	45
	20
	91

	4
	0
	0
	4,5
	1.6
	11
	9
	5
	0
	33
	17
	73

	4
	0
	1
	5.6
	2.2
	12
	9
	5
	1
	37
	17
	74

	4
	0
	2
	6.8
	3
	14
	9
	5
	2
	42
	20
	91

	4
	1
	0
	5.6
	2.2
	12
	9
	5
	3
	46
	20
	91

	4
	1
	1
	6.8
	3
	14
	9
	5
	4
	51
	2 5
	120

	4
	1
	2
	8
	3.6
	17
	9
	6
	0
	38
	17
	74

	4
	2
	0
	6.8
	3
	15
	9
	6
	1
	43
	20
	91

	4
	2
	1
	8
	3.6
	17
	9
	6
	2
	47
	21
	100

	4
	2
	2
	9.2
	3.7
	17
	9
	6
	3
	53
	25
	120

	4
	3
	0
	8.1
	3.6
	17
	9
	7
	0
	44
	20
	91

	4
	3
	1
	9.3
	4.5
	18
	9
	7
	1
	49
	21
	100

	4
	3
	2
	10
	5
	20
	9
	7
	2
	54
	25
	120

	4
	4
	0
	9.3
	4.5
	18
	9
	7
	3
	60
	26
	120

	4
	4
	1
	11
	5
	20
	9
	8
	0
	50
	25
	120

	4
	5
	0
	11
	5
	20
	9
	8
	1
	55
	25
	120

	4
	5
	1
	12
	5.6
	22
	9
	8
	2
	61
	26
	120

	4
	6
	0
	12
	5.6
	22
	9
	8
	3
	68
	30
	140

	5
	0
	0
	6
	2.5
	14
	9
	9
	0
	57
	25
	120

	5
	0
	1
	7.2
	3.1
	15
	9
	9
	1
	63
	30
	140

	5
	0
	2
	8.5
	3.6
	17
	9
	9
	2
	70
	30
	140

	5
	0
	3
	9.8
	4.5
	18
	10
	0
	0
	2. 3
	11
	44

	5
	1
	0
	7.3
	3.1
	15
	10
	0
	1
	27
	12
	50

	5
	1
	1
	8.5
	3.6
	17
	10
	0
	2
	31
	14
	58


 
	5
	1
	2
	9.8
	4.5
	18
	10
	0
	3
	37
	17
	73

	5
	1
	3
	11
	5
	21
	10
	1
	0
	27
	12
	57

	5
	2
	0
	8.6
	3.6
	17
	10
	1
	1
	32
	14
	61

	5
	2
	1
	9.9
	4,5
	18
	10
	1
	2
	38
	17
	74

	5
	2
	2
	11
	5
	21
	1 0
	1
	3
	44
	20
	91

	5
	3
	0
	10
	4.5
	18
	10
	1
	4
	52
	25
	120

	5
	3
	1
	11
	5
	21
	10
	2
	0
	33
	15
	73

	5
	3
	2
	13
	5.6
	23
	10
	2
	1
	39
	17
	79

	5
	4
	0
	11
	5
	21
	10
	2
	2
	46
	20
	91

	5
	4
	1
	13
	5.6
	23
	10
	2
	3
	54
	25
	120

	5
	4
	2
	14
	7
	26
	10
	2
	4
	63
	30
	140

	5
	5
	0
	13
	6.3
	25
	10
	3
	0
	40
	17
	91

	5
	5
	1
	14
	7
	26
	10
	3
	1
	47
	20
	100

	5
	6
	0
	14
	7
	26
	10
	3
	2
	56
	25
	120

	6
	0
	0
	7.8
	3.1
	17
	10
	3
	3
	66
	30
	140

	6
	0
	1
	9.2
	3.6
	17
	10
	3
	4
	77
	34
	150

	6
	0
	2
	11
	5
	20
	10
	3
	5
	89
	39
	180

	6
	0
	3
	12
	5.6
	22
	10
	4
	0
	49
	21
	120

	6
	1
	0
	9.2
	3.7
	18
	10
	4
	1
	59
	25
	120

	6
	1
	1
	11
	5
	21
	10
	4
	2
	70
	30
	150

	6
	1
	2
	12
	5.6
	22
	10
	4
	3
	82
	38
	180

	6
	1
	3
	14
	7
	26
	10
	4
	4
	94
	44
	180

	6
	2
	0
	11
	5
	21
	10
	4
	5
	110
	50
	210

	6
	2
	1
	12
	5.6
	22
	10
	5
	0
	62
	26
	140

	6
	2
	2
	14
	7
	26
	10
	5
	1
	74
	30
	150

	6
	2
	3
	15
	7.4
	30
	10
	5
	2
	87
	38
	180

	6
	3
	0
	12
	5.6
	23
	10
	5
	3
	100
	44
	180

	6
	3
	1
	1 4
	7
	26
	10
	5
	4
	110
	50
	210

	6
	3
	2
	15
	7.4
	30
	10
	5
	5
	130
	57
	220

	6
	4
	0
	14
	7
	26
	10
	5
	6
	140
	70
	280

	6
	4
	1
	15
	7.4
	30
	10
	6
	0
	79
	3. 4
	180

	6
	4
	2
	17
	9
	34
	10
	6
	1
	94
	39
	180

	6
	5
	0
	16
	7.4
	30
	10
	6
	2
	110
	50
	210

	6
	5
	1
	17
	9
	34
	10
	6
	3
	120
	57
	220

	6
	5
	2
	19
	9
	34
	10
	6
	4
	140
	70
	280

	6
	6
	0
	17
	9
	34
	10
	6
	5
	160
	74
	280

	6
	6
	1
	19
	9
	34
	10
	6
	6
	180
	91
	350

	6
	7
	0
	19
	9
	34
	10
	7
	0
	100
	44
	210


 
	7
	0
	0
	10
	4.5
	20
	10
	7
	1
	120
	50
	220

	7
	0
	1
	12
	5
	21
	10
	7
	2
	140
	61
	280

	7
	0
	2
	13
	6.3
	25
	10
	7
	3
	150
	73
	280

	7
	0
	3
	15
	7.2
	28
	10
	7
	4
	170
	91
	350

	7
	1
	0
	12
	5
	22
	10
	7
	5
	190
	91
	350

	7
	1
	1
	13
	6.3
	25
	10
	7
	6
	220
	100
	380

	7
	1
	2
	15
	7.2
	28
	10
	7
	7
	240
	110
	480

	7
	1
	3
	17
	7.7
	31
	10
	8
	0
	130
	60
	250

	7
	2
	0
	13
	6.4
	26
	10
	8
	1
	150
	70
	280

	7
	2
	1
	15
	7.2
	28
	10
	8
	2
	170
	80
	350

	7
	2
	2
	17
	7.7
	31
	10
	8
	3
	200
	90
	350

	7
	2
	3
	19
	9
	34
	10
	8
	4
	220
	100
	380

	7
	3
	0
	15
	7.2
	30
	10
	8
	5
	250
	1 20
	480

	7
	3
	1
	17
	9
	34
	10
	8
	6
	280
	120
	480

	7
	3
	2
	19
	9
	34
	10
	8
	7
	310
	150
	620

	7
	3
	3
	21
	10
	39
	10
	8
	8
	350
	150
	620

	7
	4
	0
	17
	9
	34
	1 0
	9
	0
	170
	74
	310

	7
	4
	1
	19
	9
	34
	10
	9
	1
	200
	91
	380

	7
	4
	2
	21
	10
	39
	10
	9
	2
	230
	100
	480

	7
	4
	3
	23
	11
	44
	10
	9
	3
	260
	120
	480

	7
	5
	0
	19
	9
	34
	10
	9
	4
	300
	140
	620

	7
	5
	1
	21
	10
	39
	10
	9
	5
	350
	150
	630

	7
	5
	2
	23
	11
	44
	10
	9
	6
	400
	180
	820

	7
	6
	0
	21
	10
	39
	10
	9
	7
	460
	210
	970

	7
	6
	1
	23
	11
	44
	10
	9
	8
	530
	210
	970

	7
	6
	2
	25
	12
	46
	10
	9
	9
	610
	280
	1300

	7
	7
	0
	23
	11
	44
	10
	10
	0
	240
	110
	480

	7
	7
	1
	26
	12
	50
	10
	10
	1
	290
	120
	620

	8
	0
	0
	13
	5,6
	25
	10
	10
	2
	350
	150
	820

	8
	0
	1
	15
	7
	26
	10
	10
	3
	430
	180
	970

	8
	0
	2
	17
	7,5
	30
	10
	10
	4
	540
	210
	1300

	8
	0
	3
	19
	9
	34
	10
	10
	5
	700
	280
	1500

	8
	1
	0
	15
	7,1
	28
	10
	10
	6
	920
	350
	1900

	8
	1
	1
	17
	7,7
	31
	10
	10
	7
	1200
	480
	2400

	8
	1
	2
	19
	9
	34
	10
	10
	8
	1600
	620
	3400

	8
	1
	3
	21
	10
	39
	10
	10
	9
	2300
	810
	5300

	
	10
	10
	10
	>2300
	1300
	–

	a Multiply all the values ​​of MPN / g ( ml) by 100 to express them as MPN / 100 g (ml), 


 

	Tabla No. 4
Número más probable (NMP) para 1 g de muestra cuando se usan 3 tubos con porciones  de 0,1, 0,01 y 0,001 g (ml)

	Tubos Positivos
	Tubos Positivos
	Tubos Positivos
	Tubos Positivos

	0,1
	0,01
	0,001
	NMP
	0,1
	0,01
	0,001
	NMP
	0,1
	0,01
	0,001
	NMP
	0,1
	0,01
	0,001
	NMP

	0
	0
	0
	3
	1
	0
	0
	3,6
	2
	0
	0
	9,1
	3
	0
	0
	23

	0
	0
	1
	3
	1
	0
	1
	7,2
	2
	0
	1
	14
	3
	0
	1
	39

	0
	0
	2
	6
	1
	0
	2
	11
	2
	0
	2
	20
	3
	0
	2
	64

	0
	0
	3
	9
	1
	0
	3
	15
	2
	0
	3
	26
	3
	0
	3
	95

	0
	1
	0
	3
	1
	1
	0
	7,3
	2
	1
	0
	15
	3
	1
	0
	43

	0
	1
	1
	6,1
	1
	1
	1
	11
	2
	1
	1
	20
	3
	1
	1
	75

	0
	1
	2
	9,2
	1
	1
	2
	15
	2
	1
	2
	27
	3
	1
	2
	120

	0
	1
	3
	12
	1
	1
	3
	19
	2
	1
	3
	34
	3
	1
	3
	160

	0
	2
	0
	6,2
	1
	2
	0
	11
	2
	2
	0
	21
	3
	2
	0
	93

	0
	2
	1
	9,3
	1
	2
	1
	15
	2
	2
	1
	28
	3
	2
	1
	150

	0
	2
	2
	12
	1
	2
	2
	20
	2
	2
	2
	35
	3
	2
	2
	210

	0
	2
	3
	16
	1
	2
	3
	24
	2
	2
	3
	42
	3
	2
	3
	290

	0
	3
	0
	9,4
	1
	3
	0
	16
	2
	3
	0
	29
	3
	3
	0
	240

	0
	3
	1
	13
	1
	3
	1
	20
	2
	3
	1
	36
	3
	3
	1
	460

	0
	3
	2
	16
	1
	3
	2
	24
	2
	3
	2
	44
	3
	3
	2
	1100

	0
	3
	3
	19
	1
	3
	3
	29
	2
	3
	3
	53
	3
	3
	3
	>1100




	Table No. 4
Most Probable Number (MPN) for 1 g of sample when using 3 tubes with 0.1, 0.01 and 0.001 g (ml) portions 

	Positive Tubes
	Positive Tubes
	Positive Tubes
	Positive Tubes

	0.1
	0.01
	0.001
	NMP
	0.1
	0.01
	0.001
	NMP
	0.1
	0.01
	0.001
	NMP
	0.1
	0.01
	0.001
	NMP

	0
	0
	0
	3
	1
	0
	0
	3.6
	2
	0
	0
	9.1
	3
	0
	0
	23

	0
	0
	1
	3
	1
	0
	1
	7.2
	2
	0
	1
	14
	3
	0
	1
	39

	0
	0
	2
	6
	1
	0
	2
	11
	2
	0
	2
	20
	3
	0
	2
	64

	0
	0
	3
	9
	1
	0
	3
	15
	2
	0
	3
	26
	3
	0
	3
	95

	0
	1
	0
	3
	1
	1
	0
	7.3
	2
	1
	0
	15
	3
	1
	0
	43

	0
	1
	1
	6.1
	1
	1
	1
	11
	2
	1
	1
	20
	3
	1
	1
	75

	0
	1
	2
	9.2
	1
	1
	2
	15
	2
	1
	2
	27
	3
	1
	2
	120

	0
	1
	3
	12
	1
	1
	3
	19
	2
	1
	3
	34
	3
	1
	3
	160

	0
	2
	0
	6.2
	1
	2
	0
	11
	2
	2
	0
	21
	3
	2
	0
	93

	0
	2
	1
	9.3
	1
	2
	1
	15
	2
	2
	1
	28
	3
	2
	1
	150

	0
	2
	2
	12
	1
	2
	2
	20
	2
	2
	2
	35
	3
	2
	2
	210

	0
	2
	3
	16
	1
	2
	3
	24
	2
	2
	3
	42
	3
	2
	3
	290

	0
	3
	0
	9.4
	1
	3
	0
	16
	2
	3
	0
	29
	3
	3
	0
	240

	0
	3
	1
	13
	1
	3
	1
	20
	2
	3
	1
	36
	3
	3
	1
	460

	0
	3
	2
	16
	1
	3
	2
	24
	2
	3
	2
	44
	3
	3
	2
	1100

	0
	3
	3
	19
	1
	3
	3
	29
	2
	3
	3
	53
	3
	3
	3
	>1100


 

	Tabla No. 5
Número más probable (NMP) para 100 ml de muestra cuando se usan 5 porciones en cada una de 3 diluciones con series geométricas

	No. de Tubos Positivos
	No. de Tubos Positivos
	No. de Tubos Positivos
	No. de Tubos Positivos
	No. de Tubos Positivos
	No. de Tubos Positivos

	10	1	0,1
	10	1	0,1
	10	1	0,1
	10	1	0,1
	10	1	0,1
	10	1	0,1

	ml
	ml
	ml
	N M P
	ml
	ml
	ml
	N M P
	ml
	ml
	ml
	N M P
	ml
	ml
	ml
	N M P
	ml
	ml
	ml
	N M P
	ml
	ml
	ml
	N M P

	0
	0
	0
	
	1
	0
	0
	2
	2
	0
	0
	4,5
	3
	0
	0
	7,8
	4
	0
	0
	13
	5
	0
	0
	23

	0
	0
	1
	1,8
	1
	0
	1
	4
	2
	0
	1
	6,8
	3
	0
	1
	11
	4
	0
	1
	17
	5
	0
	1
	31

	0
	0
	2
	3,6
	1
	0
	2
	6
	2
	0
	2
	9,1
	3
	0
	2
	13
	4
	0
	2
	21
	5
	0
	2
	43

	0
	0
	3
	5,4
	1
	0
	3
	8
	2
	0
	3
	12
	3
	0
	3
	16
	4
	0
	3
	25
	5
	0
	3
	58

	0
	0
	4
	7,2
	1
	0
	4
	10
	2
	0
	4
	14
	3
	0
	4
	20
	4
	0
	4
	30
	5
	0
	4
	76

	0
	0
	5
	9,0
	1
	0
	5
	12
	2
	0
	5
	16
	3
	0
	5
	23
	4
	0
	5
	36
	5
	0
	5
	95

	0
	1
	0
	1,8
	1
	1
	0
	4
	2
	1
	0
	6,8
	3
	1
	0
	11
	4
	1
	0
	17
	5
	1
	0
	33

	0
	1
	1
	3,6
	1
	1
	1
	6,1
	2
	1
	1
	9,2
	3
	1
	1
	14
	4
	1
	1
	21
	5
	1
	1
	46

	0
	1
	2
	5,5
	1
	1
	2
	8,1
	2
	1
	2
	12
	3
	1
	2
	17
	4
	1
	2
	26
	5
	1
	2
	64

	0
	1
	3
	7,3
	1
	1
	3
	10
	2
	1
	3
	14
	3
	1
	3
	20
	4
	1
	3
	31
	5
	1
	3
	84

	0
	1
	4
	9,1
	1
	1
	4
	12
	2
	1
	4
	17
	3
	1
	4
	23
	4
	1
	4
	35
	5
	1
	4
	110

	0
	1
	5
	11
	1
	1
	5
	14
	2
	1
	5
	19
	3
	1
	5
	27
	4
	1
	5
	42
	5
	1
	5
	130

	0
	2
	0
	3,7
	1
	2
	0
	6,1
	2
	2
	0
	9,3
	3
	2
	0
	14
	4
	2
	0
	22
	5
	2
	0
	49

	0
	2
	1
	5,5
	1
	2
	1
	8,2
	2
	2
	1
	12
	3
	2
	1
	17
	4
	2
	1
	26
	5
	2
	1
	70

	0
	2
	2
	7,4
	1
	2
	2
	10
	2
	2
	2
	14
	3
	2
	2
	20
	4
	2
	2
	32
	5
	2
	2
	95

	0
	2
	3
	9,2
	1
	2
	3
	12
	2
	2
	3
	17
	3
	2
	3
	24
	4
	2
	3
	38
	5
	2
	3
	120

	0
	2
	4
	11
	1
	2
	4
	15
	2
	2
	4
	19
	3
	2
	4
	27
	4
	2
	4
	44
	5
	2
	4
	150

	0
	2
	5
	13
	1
	2
	5
	17
	2
	2
	5
	22
	3
	2
	5
	31
	4
	2
	5
	50
	5
	2
	5
	180

	0
	3
	0
	5,6
	1
	3
	0
	8,3
	2
	3
	0
	12
	3
	3
	0
	17
	4
	3
	0
	27
	5
	3
	0
	79

	0
	3
	1
	7,4
	1
	3
	1
	10
	2
	3
	1
	14
	3
	3
	1
	21
	4
	3
	1
	33
	5
	3
	1
	110

	0
	3
	2
	9,3
	1
	3
	2
	13
	2
	3
	2
	17
	3
	3
	2
	24
	4
	3
	2
	39
	5
	3
	2
	140

	0
	3
	3
	11
	1
	3
	3
	15
	2
	3
	3
	20
	3
	3
	3
	28
	4
	3
	3
	45
	5
	3
	3
	180

	0
	3
	4
	13
	1
	3
	4
	17
	2
	3
	4
	22
	3
	3
	4
	31
	4
	3
	4
	52
	5
	3
	4
	210

	0
	3
	5
	15
	1
	3
	5
	19
	2
	3
	5
	25
	3
	3
	5
	35
	4
	3
	5
	59
	5
	3
	5
	250

	0
	4
	0
	7,5
	1
	4
	0
	11
	2
	4
	0
	15
	3
	4
	0
	21
	4
	4
	0
	34
	5
	4
	0
	130

	0
	4
	1
	9,4
	1
	4
	1
	13
	2
	4
	1
	17
	3
	4
	1
	24
	4
	4
	1
	40
	5
	4
	1
	170

	0
	4
	2
	11
	1
	4
	2
	15
	2
	4
	2
	20
	3
	4
	2
	28
	4
	4
	2
	47
	5
	4
	2
	220

	0
	4
	3
	13
	1
	4
	3
	17
	2
	4
	3
	23
	3
	4
	3
	32
	4
	4
	3
	54
	5
	4
	3
	280

	0
	4
	4
	15
	1
	4
	4
	19
	2
	4
	4
	25
	3
	4
	4
	36
	4
	4
	4
	62
	5
	4
	4
	350

	0
	4
	5
	17
	1
	4
	5
	22
	2
	4
	5
	28
	3
	4
	5
	40
	4
	4
	5
	69
	5
	4
	5
	430

	0
	5
	0
	9,4
	1
	5
	0
	13
	2
	5
	0
	17
	3
	5
	0
	25
	4
	5
	0
	41
	5
	5
	0
	240

	0
	5
	1
	11
	1
	5
	1
	15
	2
	5
	1
	20
	3
	5
	1
	29
	4
	5
	1
	48
	5
	5
	1
	350

	0
	5
	2
	13
	1
	5
	2
	17
	2
	5
	2
	23
	3
	5
	2
	32
	4
	5
	2
	56
	5
	5
	2
	540

	0
	5
	3
	15
	1
	5
	3
	19
	2
	5
	3
	26
	3
	5
	3
	37
	4
	5
	3
	64
	5
	5
	3
	920

	0
	5
	4
	17
	1
	5
	4
	22
	2
	5
	4
	29
	3
	5
	4
	41
	4
	5
	4
	72
	5
	5
	4
	1600

	0
	5
	5
	19
	1
	5
	5
	24
	2
	5
	5
	32
	3
	5
	5
	45
	4
	5
	5
	81
	
	
	
	




	Table No. 5
Most likely number (MPN) for 100 ml of sample when 5 portions are used in each of 3 dilutions with geometric series

	No. of Positive Tubes
	No. of Positive Tubes
	No. of positive tubes
	No. of positive tubes
	No. of Positive Tubes
	No. of Positive Tubes

	10	1	0.1
	10	1	0,1
	10	1	0,1
	10	1	0,1
	10	1	0,1
	10	1	0,1

	ml
	ml
	ml
	MPN
	ml
	ml
	m l
	MPN
	ml
	ml
	ml
	MPN
	ml
	ml
	ml
	MPN
	ml
	ml
	ml
	MPN
	ml
	ml
	ml
	MPN

	0
	0
	0
	
	1
	0
	0
	2
	2
	0
	0
	4.5
	3
	0
	0
	7.8
	4
	0
	0
	13
	5
	0
	0
	23

	0
	0
	1
	1.8
	1
	0
	1
	4
	2
	0
	1
	6.8
	3
	0
	1
	11
	4
	0
	1
	17
	5
	0
	1
	31

	0
	0
	2
	3.6
	1
	0
	2
	6
	2
	0
	2
	9.1
	3
	0
	2
	13
	4
	0
	2
	21
	5
	0
	2
	43

	0
	0
	3
	5.4
	1
	0
	3
	8
	2
	0
	3
	12
	3
	0
	3
	16
	4
	0
	3
	25
	5
	0
	3
	58

	0
	0
	4
	7.2
	1
	0
	4
	10
	2
	0
	4
	14
	3
	0
	4
	20
	4
	0
	4
	30
	5
	0
	4
	76

	0
	0
	5
	9.0
	1
	0
	5
	12
	2
	0
	5
	16
	3
	0
	5
	23
	4
	0
	5
	36
	5
	0
	5
	95

	0
	1
	0
	1.8
	1
	1
	0
	4
	2
	1
	0
	6.8
	3
	1
	0
	11
	4
	1
	0
	17
	5
	1
	0
	33

	0
	1
	1
	3.6
	1
	1
	1
	6.1
	2
	1
	1
	9.2
	3
	1
	1
	14
	4
	1
	1
	21
	5
	1
	1
	46

	0
	1
	2
	5.5
	1
	1
	2
	8.1
	2
	1
	2
	12
	3
	1
	2
	17
	4
	1
	2
	26
	5
	1
	2
	64

	0
	1
	3
	7.3
	1
	1
	3
	10
	2
	1
	3
	14
	3
	1
	3
	20
	4
	1
	3
	31
	5
	1
	3
	84

	0
	1
	4
	9.1
	1
	1
	4
	12
	2
	1
	4
	17
	3
	1
	4
	23
	4
	1
	4
	35
	5
	1
	4
	110

	0
	1
	5
	11
	1
	1
	5
	14
	2
	1
	5
	19
	3
	1
	5
	27
	4
	1
	5
	42
	5
	1
	5
	130

	0
	2
	0
	3.7
	1
	2
	0
	6.1
	2
	2
	0
	9.3
	3
	2
	0
	14
	4
	2
	0
	22
	5
	2
	0
	49

	0
	2
	1
	5.5
	1
	2
	1
	8.2
	2
	2
	1
	12
	3
	2
	1
	17
	4
	2
	1
	26
	5
	2
	1
	70

	0
	2
	2
	7.4
	1
	2
	2
	10
	2
	2
	2
	14
	3
	2
	2
	20
	4
	2
	2
	32
	5
	2
	2
	95

	0
	2
	3
	9.2
	1
	2
	3
	12
	2
	2
	3
	17
	3
	2
	3
	24
	4
	2
	3
	38
	5
	2
	3
	120

	0
	2
	4
	11
	1
	2
	4
	15
	2
	2
	4
	19
	3
	2
	4
	27
	4
	2
	4
	44
	5
	2
	4
	150

	0
	2
	5
	13
	1
	2
	5
	17
	2
	2
	5
	22
	3
	2
	5
	31
	4
	2
	5
	50
	5
	2
	5
	180

	0
	3
	0
	5.6
	1
	3
	0
	8.3
	2
	3
	0
	12
	3
	3
	0
	17
	4
	3
	0
	27
	5
	3
	0
	79

	0
	3
	1
	7.4
	1
	3
	1
	10
	2
	3
	1
	14
	3
	3
	1
	21
	4
	3
	1
	33
	5
	3
	1
	110

	0
	3
	2
	9.3
	1
	3
	2
	13
	2
	3
	2
	17
	3
	3
	2
	24
	4
	3
	2
	39
	5
	3
	2
	140

	0
	3
	3
	11
	1
	3
	3
	15
	2
	3
	3
	20
	3
	3
	3
	28
	4
	3
	3
	45
	5
	3
	3
	180

	0
	3
	4
	13
	1
	3
	4
	17
	2
	3
	4
	22
	3
	3
	4
	31
	4
	3
	4
	52
	5
	3
	4
	210

	0
	3
	5
	15
	1
	3
	5
	19
	2
	3
	5
	25
	3
	3
	5
	35
	4
	3
	5
	59
	5
	3
	5
	250

	0
	4
	0
	7.5
	1
	4
	0
	11
	2
	4
	0
	15
	3
	4
	0
	21
	4
	4
	0
	34
	5
	4
	0
	130

	0
	4
	1
	9.4
	1
	4
	1
	13
	2
	4
	1
	17
	3
	4
	1
	24
	4
	4
	1
	40
	5
	4
	1
	170

	0
	4
	2
	11
	1
	4
	2
	15
	2
	4
	2
	20
	3
	4
	2
	28
	4
	4
	2
	47
	5
	4
	2
	220

	0
	4
	3
	13
	1
	4
	3
	17
	2
	4
	3
	23
	3
	4
	3
	32
	4
	4
	3
	54
	5
	4
	3
	280

	0
	4
	4
	15
	1
	4
	4
	19
	2
	4
	4
	25
	3
	4
	4
	36
	4
	4
	4
	62
	5
	4
	4
	350

	0
	4
	5
	17
	1
	4
	5
	22
	2
	4
	5
	28
	3
	4
	5
	40
	4
	4
	5
	69
	5
	4
	5
	430

	0
	5
	0
	9.4
	1
	5
	0
	13
	2
	5
	0
	17
	3
	5
	0
	25
	4
	5
	0
	41
	5
	5
	0
	240

	0
	5
	1
	11
	1
	5
	1
	15
	2
	5
	1
	20
	3
	5
	1
	29
	4
	5
	1
	48
	5
	5
	1
	350

	0
	5
	2
	13
	1
	5
	2
	17
	2
	5
	2
	23
	3
	5
	2
	32
	4
	5
	2
	56
	5
	5
	2
	540

	0
	5
	3
	15
	1
	5
	3
	19
	2
	5
	3
	26
	3
	5
	3
	37
	4
	5
	3
	64
	5
	5
	3
	920

	0
	5
	4
	17
	1
	5
	4
	22
	2
	5
	4
	29
	3
	5
	4
	41
	4
	5
	4
	72
	5
	5
	4
	1600

	0
	5
	5
	19
	1
	5
	5
	24
	2
	5
	5
	32
	3
	5
	5
	45
	4
	5
	5
	81
	
	
	
	


 
	Tabla No. 6
Ejemplos para determinar el MPN estimado en series de tres tubos con 1 g (ml) de muestra por tubo

	Ejemplo
	Cantidad de muestra (g o ml)a
	Valores positivos reportados
	MPN estimado/g o mlb

	
	0.10
	0,001
	0,001
	0,0001
	0,00001
	
	

	A
	3/3
	3/3
	2/3
	0/3
	0/3
	3-2-0
	930

	B
	3/3
	3/3
	3/3
	2/3
	0/3
	3-2-0
	9300

	C
	0/3
	0/3
	1/3
	0/3
	0/3
	0-1-0
	30

	D
	3/3
	3/3
	2/3
	1/3
	1/3
	3-2-2
	2100

	E
	3/3
	3/3
	3/3
	3/3
	3/3
	3-3-3
	110000

	a Numerador/denominador = número de tubos positivos/número de tubos inoculados.
b Multiplicar todos los valores de MPN/g (ml) por 100 para expresarlos como MPN/100 g (ml).









	Table No. 6
Examples to determine the MPN estimated to be three units with 1 g ( ml) of sample per tube

	Example
	Sample amount (g or ml) a
	Positive values ​​reported
	Estimated MPN/g or ml b

	
	0.10
	0.001
	0.001
	0.0001
	0.00001
	
	

	A
	3/3
	3/3
	2/3
	0/3
	0/3
	3-2-0
	930

	B
	3/3
	3/3
	3/3
	2/3
	0/3
	3-2-0
	9300

	C
	0/3
	0/3
	1/ 3
	0/3
	0/3
	0-1-0
	30

	D
	3/3
	3/ 3
	2/3
	1/3
	1/3
	3-2-2
	2100

	E
	3/3
	3/3
	3/3
	3/3
	3/3
	3-3-3
	110000

	a Numerator / denominator = number of positive tubes / number of the inoculated tubes. 
b Multiply all the MPN / g (ml) values ​​by 100 to express them as MPN/100 g (ml). 
  



	Tabla No. 7
Ejemplos para determinar el NMP estimado en series de 5 tubos con 1 g (ml) de muestra por tubo

	Ejemplo
	Cantidad de muestra (g o ml)a
	Valores positivos
reportados
	NMP estimado/g o mlb

	
	0,1
	0,01
	0,001
	0,0001
	0,00001
	
	

	A
	5/5
	5/5
	2/5
	0/5
	0/5
	5-2-0
	490

	B
	5/5
	5/5
	5/5
	2/5
	0/5
	5-2-0
	4900

	C
	0/5
	0/5
	1/5
	0/5
	0/5
	0-1-0
	20

	D
	5/5
	5/5
	3/5
	1/5
	1/5
	5-2-2
	1400

	E
	5/5
	5/5
	5/5
	5/5
	5/5
	5-5-5
	160000

	a Numerador/denominador = número de tubos positivos/número de tubos inoculados.
b Multiplicar todos los valores de NMP/g (ml) por 100 para expresarlos como NMP/100 g (ml).




	Table No. 7
Examples to determine the estimated MPN in series of 5 tubes with 1 g (ml) of sample per tube

	Example
	Sample amount (g or ml) a
	Positive values
reported
	Estimated MPN / g or ml b

	
	0.1
	0.01
	0.001
	0.0001
	0.00001
	
	

	A
	5/5
	5/5
	2/5
	0/ 5
	0/5
	5-2-0
	490

	B
	5/5
	5/5
	5/5
	2 /5
	0/5
	5-2-0
	4900

	C
	0/5
	0/5
	1/5
	0/5
	0/5
	0-1-0
	20

	D
	5/5
	5/5
	3/5
	1/5
	1/5
	5-2-2
	1400

	E
	5/5
	5/5
	5/5
	5/5
	5/5
	5-5-5
	160000

	a Numberer / denominator = number of positive tubes / number of inoculated tubes. 
b Multiply all the values ​​of MPN/g (ml) by 100 p to express them as MPN/100 g (ml). 
 




	B.6.3.3 Determinación de bacterias coliformes, coliformes fecales y Escherichia coli por la técnica de diluciones en tubo múltiple
	B.6.3.3 Determination of coliform bacteria, fecal coliforms and Escherichia coli by the multiple tube dilution technique 

	B.6.3.3.1 Fundamento
	B. 6.3.3.1 Basis 

	Este método se basa en la propiedad de los microorganismos coliformes para producir gas a partir de glucosa y fermentación de lactosa dentro de las 48 h de incubación a 35 ± 1°C (coliformes) y 44,5 ± 0,2°C (coliformes fecales y E. coli).
	This method is based on the preference of the coliform microorganisms to produce gas from glucose and lactose fermentation within 48 h of incubation at 35 ± 1°C (coliforms) and 44.5 ± 0.2°C (fecal coliforms and E. coli ).

	B.6.3.3.2 Equipo y materiales
	B. 6.3.3.2 Equipment and materials 

		Además de los mencionados en el método Preparación y dilución de muestras de alimentos para análisis microbiológico, lo siguiente:
	 In addition to those mentioned in the Preparation and dilution method of food sampling for microbiological analysis, the following:              

		Baño de agua con agitación continua cubierto y con termostato que evite variaciones mayores a 0,2°C.
	 Water bath with continuous agitation covered and with thermostat that avoids variations greater than 0.2°C.              

		Termómetro calibrado y verificado 1/10
	 Calibrated and verified thermometer 1/10              

		Tubos de cultivo de 20 x 200 y de 16 x 160 mm con tapón de rosca
	 Culture tubes of 20 x 200 and 16 x 160 mm with screw cap              

		Campanas de fermentación (tubos de Durham)
	 Fermentation bells (Durham tubes)              

		Gradillas
	 Racks              

		Asas bacteriológicas de 3 mm de diámetro
	 3 mm diameter bacteriological handles              

		Lámpara de luz ultravioleta de longitud amplia 4 watts.
	 4 watts wide length ultraviolet light lamp.              

		Lentes protectores.
	 Protective lenses.              

		Medios de cultivo: En caso de disponerse de fórmulas comerciales deshidratadas, se debe demostrar que cumplen con lo indicado en este método de prueba, para su preparación deben seguir las instrucciones impresas en la etiqueta respectiva. Cuando se mencione agua debe entenderse que se trata de “agua destilada” los reactivos a emplear en el método de esta norma deben ser grado analítico.
	 Culture media: If dehydrated commercial formulas are available, it must be demonstrated that they comply with what is indicated in this test method, for their preparation they must follow the instructions printed on the respective label. When mentioning water, it should be understood that it is "distilled water." The reagents to be used in the method of this standard should be analytical grade.



	Caldo lauril

	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Bacto triptosa
	20 g

	Bacto lactosa
	5 g

	Fosfato potásico, dibásico
	2,75 g

	Fosfato potásico, monobásico
	2,75 g

	Cloruro de sodio
	5 g

	Lauril sulfato de sodio
	0,1 g

	Agua destilada
	1000 ml

	pH final: 6,8 ± 0,2 a 25°C.
	



	Lauryl broth

	FORMULA

	Ingredient is
	Quantity

	Tryptose Bacto
	20 g

	Lactose bacto
	5 g

	Potassium phosphate dibasic
	2.75 g

	Potassium phosphate monobasic
	2.75 g

	Sodium chloride
	5 g

	Sodium Lauryl Sulfate
	0.1 g

	Distilled water
	1000 ml

	Final pH: 6.8 ± 0.2 at 25 ° C.
	 


 
	Preparación: Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. Ajustar el pH. Distribuir en tubos de ensaye con campanas de Durham. Adicionar 10 ml de medio para cada tubo. Esterilizar en autoclave durante 15 min a 121°C. Antes de abrir el autoclave, dejar bajar la temperatura a 75°C para que no queden burbujas en las campanas de Durham.
	Preparation: Dissolve the ingredients in a liter of distilled water. Adjust the pH. Distribute in test tubes with Durham bells. Add 10ml d and means for each tube. Sterilize in autoclave for 15 min at 121°C. Before opening the autoclave, lower the temperature to 75°C so that no bubbles remain in the Durham bells.

	Preparación de caldo lauril triptosa
	Preparation of lauryl tryptose broth



	INOCULO (ml)
	CANTIDAD DE MEDIO POR TUBO (ml)
	VOLUMEN DE MEDIO MAS INOCULO (ml)
	CALDO LAURIL TRIPTOSA REQUERIDO g/l

	1
	10 o más
	11 o más
	35,6

	10
	10
	20
	71,2

	10
	20
	30
	53,4

	20
	10
	30
	106,8

	100
	50
	150
	106,8

	100
	35
	135
	137,1

	100
	20
	120
	213,6


Caldo EC (E. coli.)
	INOCULATE (ml)
	QUANTITY OF MEDIUM PER TUBE (ml)
	VOLUME OF MEDIUM PLUS INOCULATE  (ml)
	TRIPTOSE LAURYL STOCK REQUIRED g/l

	1
	10 or more
	11 or more
	35.6

	10
	10
	20
	71.2

	10
	20
	30
	53.4

	20
	10
	30
	106.8

	100
	50
	150
	106.8

	100
	35
	135
	137.1

	100
	20
	120
	213.6


 Cal do EC ( E. coli .)

	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Bacto triptosa
	20 g

	Bacto lactosa
	5 g

	Bacto sales biliares No. 3
	1,5 g

	Fosfato dipotásico
	4 g

	Fosfato monopotásico
	1,5 g

	Cloruro de sodio
	5 g

	Agua destilada
	1000 ml

	pH final: 6,9 ± 0,2 a 25°C.
	



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Tryptose Bacto
	20 g

	Lactose bacto
	5 g

	Bile salts bacto No. 3
	1.5 g

	Dipotassium Phosphate
	4 g

	Monopotassium phosphate
	1.5 g

	Sodium chloride
	5 g

	Distilled water
	1000 ml

	Final pH: 6.9 ± 0.2 at 25 ° C.
	 


 
	Preparación: Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada y calentar ligeramente para que se disuelva por completo. Ajustar el pH. Distribuir en tubos de ensaye con campanas de Durham. Adicionar 10 ml de medio para cada tubo. Esterilizar en autoclave durante 15 min a 121°C. Antes de abrir el autoclave, dejar bajar la temperatura a 75°C para evitar que queden burbujas en las campanas de Durham.
	Preparation: Dissolve the ingredients in a liter of distilled water and heat lightly to dissolve completely. Adjust the pH. Distribute in test tubes with Durham bells. Add 10 ml of medium for each tube. Sterilize in autoclave for 15 min at 121°C. Before opening the autoclave, let cool down to 75°C to avoid leaving bubbles in the Durham bells.

	Caldo lactosa bilis verde brillante (medio de confirmación)
	Brilliant green bile lactose broth (confirmation medium)

	Lactosa bilis verde brillante
	bright green bile lactose







	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Peptona
	10 g

	Lactosa
	10 g

	Sales biliares
	20 g

	Verde brillante
	0,0133 g

	Agua
	1 l



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Peptone
	10 g 

	Lactose
	10 g 

	Bile salts
	20 g 

	Brilliant green
	0.0133 g

	Water
	1 l 





	Preparación: Disolver los componentes o el medio completo deshidratado en agua, calentar si es necesario. Ajustar el pH, de tal manera que después de la esterilización éste sea de 7,2 a 25 °C. Distribuir el medio en cantidades de 10 ml en tubos de 16 x 160 mm conteniendo campana de fermentación. Esterilizar en autoclave por 15 min a 121 ± 1 °C. Las campanas de fermentación no deben contener burbujas de aire después de la esterilización.
	Preparation: Dissolve the components or the complete dehydrated medium in water, heat if necessary. Adjust the pH, so that after the sterilization it is 7.2 at 25°C. Distribute the medium in quantities of 10 ml in 16 x 160 mm tubes containing fermentation hood. Sterilize in autoclave for 15 min at 121 ± 1°C. The fermentation hoods should not contain air bubbles after sterilization.



	Agar McConkey

	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Proteasa peptona o polipeptona
	3 g

	Peptona o gelizante
	17 g

	Lactosa
	10 g

	Sales biliares No. 3
	1,5 g

	Cloruro de sodio
	5 g

	Rojo neutro
	0,03 g

	Cristal violeta
	0,001 g

	Agar
	13,5 g

	Agua destilada
	1000 ml

	pH final: 7,1 ± 0,2 a 25°C
	



	McConke agar and

	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Peptone or polypeptone protease
	3 g

	Peptone or gelling
	17 g

	Lactose
	10 g

	Bile salts N o. 3
	1.5 g

	Sodium chloride
	5 g

	Neutral red
	0.03 g

	Violet glass
	0.001 g

	Agar
	13.5 g

	Distilled water
	1000 ml

	p H final: 7.1 ± 0.2 at 25 ° C

	 


 
	Preparación: Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. Calentar hasta ebullición para disolver por completo. Ajustar el pH. Esterilizar a 121°C durante 15 min. Enfriar a 50-60°C y vaciar en cajas Petri.
	Preparation: Dissolve the ingredients in a liter of distilled water. Heat until boiling to dissolve completely. Adjust the pH. Sterilize at 121°C for 15 min. Cool to 50-60°C and empty into Petri dishes.

	Agar eosina azul de metileno de Levin (EMB-L)
	Levin methylene blue eosine agar (EMB-L)



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Peptona
	10 g

	Lactosa
	10 g

	K2HPO4
	2 g

	Eosina Y
	0,4 g

	Azul de metileno
	0,065 g

	Agua destilada
	1000 ml

	pH final: 7,1 ± 0,2
	



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Peptone
	10 g

	Lactose
	10 g

	K2HPO4
	2 g

	Eosine Y
	0.4 g

	Methylene blue
	0.065 g

	Distilled water
	1000 ml

	Final pH: 7.1 ± 0.2
	 


 
	Preparación: Disolver la peptona, el fosfato y el agar en un litro de agua. Calentar hasta ebullición para la disolución completa. Distribuir en porciones de 100 o 200 ml y esterilizar a no más de 121°C por 15 min. Fundir antes de su uso y adicionar a cada porción de 100 ml.
	Preparation: Dissolve the peptone, the phosphate and agar in a liter of water. Heat until boiling for complete dissolution. Distribute in portions of 100 or 200 ml and sterilize at no more than 121°C for 15 min. Melt before using and add to each 100 ml portion. 

	a) 5 ml de solución de lactosa al 20%.
	a) 5 ml of 20% lactose solution .

	b) 2 ml de solución acuosa de eosina al 2%.
	b) 2 ml of 2% aqueous eosine solution.

	c) 4,3 ml de solución acuosa de azul de metileno al 0,15%.
	c) 4.3 ml of 0.15% methylene blue aqueous solution.

	Cuando se use el producto deshidratado, disolver todos los ingredientes de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
	When using the dehydrated product, dissolve all ingredients according to the manufacturer's instructions.

	Caldo triptona al 1% (triptofano)
	Tryptone broth at 1% (tryptophan)



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Triptona o tripticasa
	10 g

	Agua destilada
	1000 ml

	pH final: 6,9 ± 0,2
	



	FORMULA

	Ingredients 
	Quantity

	Tryptone or trypticase
	10 g

	Distilled water
	1000 ml

	Final pH: 6.9 ± 0.2
	 



	Preparación: Disolver los ingredientes. Distribuir en porciones de 5 ml en tubos de ensaye de 16 x 125 o 16 x 150 mm. Esterilizar a 121°C por 15 min.
	Preparation: Dissolve the ingredients. Distribute in portions of 5 ml in test tubes of 16 x 125 or 16 x 150 mm. Sterilize at 121°C for 15 min.

	Caldo MR-VP
	MR-VP Broth

	Medio 1
	Medium 1






	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Peptona tamponada
	7 g

	Glucosa
	5 g

	K2HPO4
	5 g

	Agua destilada
	1000 ml

	pH final: 6,9 ± 0,2
	



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Buffered Peptone
	7 g

	Glucose
	5 g

	K2HPO 4
	5 g

	Distilled water
	1000 ml

	Final pH: 6.9 ± 0.2
	 



	Preparación: Disolver los ingredientes con calentamiento suave si es necesario. Distribuir en volúmenes de 10 ml en tubos de ensaye de 16x150 mm. Esterilizar a 121°C por 15 min.
	Preparation: Dissolve the ingredients with gentle heating if necessary. Distribute volumes of 10 ml in test tubes of 16x150 mm. Sterilize at 121°C for 15 min.

	Caldo citrato de Koser
	Koser Citrate Broth



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	NaNH4HPO4 •4H2O
	1,5 g

	KH2PO4 (monobásico)
	1 g

	MgSO4 •7H2O
	0,2 g

	Citrato de sodio •2H2O
	3 g

	Agua destilada
	1000 ml

	pH final: 6,7 ± 0,2.
	



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	NaNH4HPO4 • 4 H2O 
	1.5 g

	KH2PO4 (monobasic)
	1 g

	MgSO4 • 7H2O
	0.2 g

	Sodium citrate • 2H2O 
	3 g

	Distilled water
	1000 ml

	Final pH: 6.7 ± 0.2.
	 



	Preparación: Distribuir preferentemente en tubos de ensaye con tapa de rosca. Esterilizar a 121°C por 15 min. Esta formulación se recomienda en los Métodos de Análisis Oficial de AOAC y en los Métodos Estándares para el Análisis de Agua y Aguas de Desecho (APHA). Este difiere de la composición del medio deshidratado disponible comercialmente y es recomendable su uso.
	Preparation: Distribute preferably in test tubes with screw cap. Sterilize at 121°C for 15 min. This formulation is recommended in the Official Analysis Methods of AOAC and in the Standard Methods for the Analysis of Water and Wastewater (APHA). This differs from the composition of the commercially available dehydrated medium and its use is recommended.

		Reactivos
	· Reagents             

	Reactivo de Kovacs
	Kovacs reagent



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	p-dimetilaminobenzaldehído
	5 g

	Alcohol amílico (normal)
	75 ml

	HCI concentrado
	25 ml






	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	p-dimethylaminobenzaldehyde
	5 g

	Amyl Alcohol (Standard L)
	75 ml

	Concentrated HCI
	25 ml



	Preparación: Disolver el p-Dimetilaminobenzaldehído en alcohol amílico normal. Adicionar lentamente el HCl. Almacenar a 4°C.
	Preparation: Dissolve the p-dimethylaminobenzaldehyde normal amyl alcohol. Slowly add the HCl. Store at 4 ° C.

	Para la prueba de indol
	For the indole test

	1. Adicionar 0,2-0,3 ml del reactivo a 5 ml del cultivo de bacteria en caldo triptona.
	1. Add 0.2-0.3 ml of the reagent to 5 ml of the bacterial culture in tryptone.

	Se considera una prueba positiva cuando desarrolla un color rojo en la superficie del tubo.
	It is considered a positive test when developing a red color on the surface of the tube.

	Reactivo de Voges-Proskauer (VP)
	Voges-Proskauer Reagent ( VP)

	Solución 1
	Solution 1



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	alfa-naftol
	5 g

	Alcohol absoluto
	100 g




	FORMULA

	Ingredients 
	Quantity

	alpha-naphthol
	5 g

	Absolute alcohol
	100g



	Solución 2

	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Hidróxido de potasio
	40 g

	Agua destilada
	para llevar a 100 ml



	Solution 2

	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Potassium hydroxide
	40 g

	Distilled water
	to carry at 100 ml




	Prueba de Voges-Proskauer (VP)
	Voges-Proskauer Test (VP)

	1. Transferir 1 ml del cultivo a probar con 48 h de incubación a un tubo de ensaye.
	1. Transfer 1 ml of the culture to be tested with 48 h of incubation in a test tube.

	2. Adicionar 0,6 ml de la solución 1 y 0,2 ml de la solución 2.
	2. Add 0.6 ml of solution 1 and 0.2 ml of solution 2.

	3. Agitar después de la adición de cada solución.
	3. Stir after the addition of each solution.

	4. Para intensificar y acelerar la reacción adicionar unos cuantos cristales de creatina y mezclar.
	4. To intensify and accelerate the reaction add a few such creatine crystals and mix.

	5. Dejar a temperatura ambiente.
	5. Leave at room temperature.

	6. Leer resultados después de 4 h de adicionar los reactivos.
	6. Read results after 4 h of adding reagents.

	El desarrollo de una coloración rosa es una prueba positiva.
	The development of a pink color is a positive test .

	Reactivos para la coloración de Gram
	Reagents for the coloring of the gram

	Cristal violeta
	Violet glass

	Solución A
	Solution A



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Cristal violeta (colorante 90%)
	2 g

	Etanol 95%
	20 ml



	Solución B
	

	Oxalato de amonio
	0,8 g

	Agua destilada
	80 ml



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Violet crystal ( 90% colorant)
	2 g

	95% ethanol
	20 ml


  
	Solution B
	 

	Ammonium Oxalate
	0.8 g

	Distilled water
	80 ml


 
	Indicador rojo de metilo (R44)
	Red Methyl Indicator (R44)

	1. Mezclar la solución A y B. Almacenar por 24 h.
	1. Mix solution A and B. Store for 24 h.

	2. Filtrar a través de un papel filtro áspero.
	2. Filter through a rough filter paper.

	lodo de Gram
	Gram mud



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	lodo
	1g

	Ioduro de potasio (Kl)
	2 g

	Agua destilada
	300 ml



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	mud
	1g

	Potassium iodide (Kl)
	2 g

	Distilled water
	300 ml



	1. Colocar el Kl en un mortero.
	1. Place the Kl in a mortar.

	2. Adicionar el yodo.
	2. Add iodine.

	3. Triturar con el pistilo por 5 a10 seg.
	3. Grind with the pistil for 5 to 10 sec. 

	4. Adicionar 1 ml de agua y triturar.
	4. Add 1 ml of water and crush.

	5. Adicionar 5 ml de agua y triturar.
	5. Add 5 ml of water and crush.

	6. Adicionar 10 ml de agua y triturar.
	6. Add 10 ml of water and crush.

	7. Vaciar esta solución en una botella de reactivo.
	7. Empty this solution into a reagent bottle.

	8. Enjuagar el mortero y el pistilo con la cantidad de agua necesaria para completar 300 ml.
	8. Rinse the mortar and the pistil with the amount of water necessary to complete 300 μl.

	Colorante de contraste (solución concentrada)
	Contrast dye (concentrated solution)







	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Safranina O
	2,5 g

	Etanol al 95%
	100 ml



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Safranin O
	2.5 g

	95% ethanol
	100 ml



	Solución de trabajo: Adicionar 10 ml de la solución concentrada a 90 ml de agua destilada.
	Working solution: Add 10 ml of the concentrated solution to 90 ml of distilled water .

	Procedimiento para la tinción de Gram
	P procedure for staining Gram

	1. Fijar con calor moderado los frotis de la muestra a teñir.
	1. Set the smears of the sample to be stained with moderate heat.

	2. Adicionar la solución de cristal violeta al frotis.
	2. Add the violet crystal solution to the smear.

	3. Dejar actuar por un minuto.
	3. Leave on for a minute.

	4. Lavar con agua corriente y escurrir.
	4. Wash with running water and drain.

	5. Aplicar la solución de yodo por un minuto.
	5. Apply the iodine solution for one minute.

	6. Lavar con agua corriente y escurrir.
	6. Wash with running water and drain.

	7. Decolorar con etanol al 95% hasta que la coloración azul deje de fluir (aproximadamente 30 seg).
	7. Bleach with 95% ethanol until the blue color stops flowing (approximately 30 sec).

	8. Inmediatamente después enjuagar con agua corriente.
	8. Immediately after rinsing with running water.

	9. Escurrir.
	9. Drain

	10. Aplicar el colorante de contraste (safranina) por 30 seg.
	10. Apply the color before contrast (safranin) for 30 sec.

	11. Enjuagar, escurrir y secar al aire. Examinar al microscopio.
	11. Rinse, drain and air dry. Examine under a microscope.

	Medio EC-MUG
	EC-MUG medium

	Preparar el caldo EC y adicionar 50 mg de 4-metilumbelliferyl-beta-D-glucurónido (MUG) por litro antes de esterilizar (121°C por 15 min). El caldo EC-MUG está comercialmente disponible.
	Prepare E C broth and add 50 mg of 4-methylumbelliferyl-beta-D-glucuronide (MUG) per liter before sterilizing (121 ° C for 15 min) . EC- MUG broth is commercially available.

	B.6.3.3.3 Procedimiento
	B.6.3.3.3 Procedure

	B.6.3.3.3.1 Alimentos
	B.6.3.3.3.1 Food

	B.6.3.3.3.1.1 Prueba presuntiva
	B.6.3.3.3.1.1 Presumptive evidence

	B.6.3.3.3.1.1.1 Preparar la muestra como se indica en el método Preparación y dilución de muestras de alimentos para análisis microbiológico; y de acuerdo con el tipo de producto, utilizar las diluciones apropiadas, según se indica en el procedimiento de la densidad microbiana por la técnica del número más probable.
	B.6.3.3.3.1.1.1 Prepare the sample as indicated in the Preparation and dilution method of food samples for microbiological analysis; and according to the type of product, use the appropriate dilutions, as indicated in the microbial density procedure by the most probable number technique. 

	Utilizar como medio de enriquecimiento caldo lauril triptosa y continuar como en el punto (B.6.3.3.3.1.1.2).
	Use as enrichment media lauryl tryptose broth and continue on the point (B.6.3.3.3.1.1.2).

	B.6.3.3.3.1.2 Prueba confirmativa. Continuar como en el punto (B.6.3.3.3.1.3).
	B.6.3.3.3.1.2 Confirmatory test. Continue as in point (B.6.3.3.3.1.3).

	B.6.3.3.3.1.3 Prueba confirmatoria
	B.6.3.3.3.1.3 Confirmatory Test

	Confirmar la presencia de Escherichia coli en por lo menos el 10% de las pruebas con resultados positivos a coliformes fecales por cultivo en placas de agar McConkey a partir de los tubos que demostraron la presencia de gas en la prueba confirmativa. Incubar las placas a 35 ± 0,5°C durante 24 ± 2 h, observar las colonias típicas fermentadoras de color rojo rodeadas de un halo opaco de precipitación de sales biliares. Seleccionar 1 o más colonias aisladas y pasar a tubos de fermentación con caldo lauril triptosa, continuar como se indica en el punto (B.6.3.3.3.1.1). Hacer tinción de Gram para observación de la morfología de las colonias.
	Confirm the presence of Escherichia coli in at least 10% of the tests with positive results to fecal coliforms by culture on McConkey agar plates from the tubes that demonstrated the presence of gas in the confirmatory test. Incubate the plates at 35 ± 0.5°C for 24 ± 2h, observe the typical red fermenting colonies surrounded by an opaque halo of bile salt precipitation. Select 1 or more isolated colonies and transfer to fermentation tubes with tryptose lauryl broth, continue as indicated in point (B.6.3.3.3.1.1). Make a Gram stain to observe the morphology of the colonies.

	B.6.3.3.3.1.4 Interpretación de resultados
	B.6.3.3.3.1.4 Interpretation of results

	La formación de gas en el tubo de fermentación secundario dentro de las 48 ± 3 h y la demostración de bacilos Gram (-) no esporulados confirma un resultado positivo de la prueba demostrándose la presencia del grupo coliforme.
	The formation of gas in the secondary fermentation tube within 48 ± 3 hours and the demonstration of non-sporulated Gram (-) bacilli confirms a positive test result showing the presence of the coliform group.

	B.6.3.3.3.1.5 Cálculos
	B.6.3.3.3.1.5 Calculation

	Calcular la densidad microbiana en número más probable conforme con el procedimiento señalado anteriormente, para estimar la población de bacterias coliformes y bacterias coliformes fecales de acuerdo con las diluciones empleadas y expresar en NMP/g o ml para alimentos y NMP/100 ml para agua. En el caso de usar volúmenes de 20 ml de muestras de agua en 5 tubos o 10 ml de muestras de agua en 10 tubos, utilizar las siguientes tablas:
	Calculate the most probable microbial density according to the procedure outlined above, to estimate the population of coliform bacteria and fecal coliform bacteria according to the dilutions used and express in MPN/g or ml for food and MPN/100 ml for Water. In the case of using volumes of 20 ml of water samples in 5 tubes or 10 ml of water samples in 10 tubes, use the following tables:











	TABLA 1
Indice del NMP con 95% de límite de confianza para varias combinaciones de resultados positivos y negativos cuando se usan 5 tubos con 20 ml de muestra de agua o hielo

	No. DE TUBOS Positivos
	NMP/100 ml
	95% DE LIMITE DE CONFIANZA (APROXIMADO)

	
	
	Inferior
	Superior

	0
	1,1
	0
	3,0

	1
	1,1
	0,05
	6,3

	2
	2,6
	0,3
	9,6

	3
	4,6
	0,8
	14,7

	4
	8,0
	1,7
	26,4

	5
	8,0
	4,0
	Infinito



	TABLE 1
index of the MPN with 95% confidence limits for various combinations of positive and negative results when used with 5 tubes 20 ml sample of water or ice

	No. OF POSITIVE TUBES
	MPN/100 ml
	95% CONFIDENCE LIMIT (APPROXIMATE)

	
	
	lower
	Higher

	0
	1.1
	0
	3.0

	1
	1.1
	0.05
	6.3

	2
	2.6
	0.3
	9.6

	3
	4.6
	0.8
	14.7

	4
	8.0
	1.7
	26.4

	5
	8.0
	4.0
	Infinite












	TABLA 2
Indice del NMP con 95% de límite de confianza para varias combinaciones de resultados positivos y negativos cuando se usan 10 tubos con 10 ml de muestra de agua o hielo

	No. de Tubos Positivos
	NMP/100 ml
	95% de Límite de Confianza (aproximado)

	
	
	Inferior
	Superior

	0
	1,1
	0,0
	3,0

	1
	1,1
	0,03
	5,9

	2
	2,2
	0,26
	8,1

	3
	3,6
	0,69
	10,6

	4
	5,1
	1,3
	13,4

	5
	6,9
	2,1
	16,8

	6
	9,2
	3,1
	21,1

	7
	12
	4,3
	27,1

	8
	16,1
	5,9
	36,8

	9
	23,0
	8,1
	59,5

	10
	23,0
	13,5
	Infinito



	TABLE 2
Index of MPN with 95% of the confidence limits for several combinations of positive and negative results when using 10 tubes with 10 ml of sample of water or ice

	No. of Positive Tubes
	MPN / 100 ml
	95% Confidence Limit (approximate)

	
	
	lower
	Higher

	0
	1.1
	0.0
	3.0

	1
	1.1
	0.03
	5.9

	2
	2.2
	0.26
	8.1

	3
	3.6
	0.69
	10.6

	4
	5.1
	1.3
	13.4

	5
	6.9
	2.1
	16.8

	6
	9.2
	3.1
	2 1.1

	7
	12
	4.3
	2 7.1

	8
	16, 1
	5.9
	36.8

	9
	23.0
	8.1
	59.5

	10
	23.0
	13.5
	Infinite

	B.7 METODO DE PRUEBA PARA EL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE ALIMENTOS ENVASADOS HERMETICAMENTE Y/O ESTERILIZADOS COMERCIALMENTE
	B.7 TEST METHOD FOR MICROBIOLOGICAL ANALYSIS OF HERMETICALLY PACKED AND/OR COMMERCIAL STERILIZED FOOD PRODUCTS

	B.7.1 Fundamento
	B.7.1 Basis

	B.7.1.1 Examen microbiológico de latas no alteradas
	B.7.1.1 Microbiological examination of unaltered tins

	Este examen tiene por objeto determinar la presencia de microorganismos viables latentes, que resistieron el tratamiento térmico debidamente aplicado y que en determinadas circunstancias pudieran desarrollarse, produciendo alteraciones en el alimento y representando un riesgo para el consumidor.
	The purpose of this test is to determine the presence of latent viable microorganisms, which resisted properly applied heat treatment and that under certain circumstances could develop, causing alterations in the food and representing a risk to the consumer.

	Los envasados, aun los bien procesados, pueden contener esporas de bacilos termofílicos, las cuales son muy resistentes al calor, pero no se desarrollan en las condiciones normales de almacenamiento y no producen problemas de descomposición del producto ni representan un peligro para el consumidor.
	The containers, even the correctly processed ones, may contain spores of thermophilic bacilli, which are very resistant to heat, but do not develop under normal storage conditions and do not cause product decomposition problems or pose a danger to the consumer.

	La prueba de esterilidad comercial, puede efectuarse por la observación y análisis del contenido del producto, su apariencia, color, olor, pH y examen microscópico.
	The commercial sterility test can be carried out by observing and analyzing the product content, appearance, color, odor, pH and microscopic examination.

	Estas observaciones se hacen después de la incubación de las latas y siempre comparándolas con otras no incubadas.
	These observations are made after the incubation of the tins and always comparing them with others not incubated.

	Si es necesario efectuar el cultivo o si el producto después de incubarse presenta cualquier cambio,  ya sea en apariencia, olor, color, pH, o bien presencia de gas o espuma, proceder como se indica en  (B.7.1 o B.7.2), dependiendo del pH del alimento.
	If it is necessary to carry out the culture or if the product after incubation presents any change, whether in appearance, smell, color, pH, or presence of gas or foam , proceed as indicated in (B.7.1 or B. 7.2), depending on the pH of the food. 

	B.7.1.2 Examen microbiológico de latas alteradas
	B.7.1.2 microbiological examination of altered tins

	Este análisis tiene por objeto determinar el origen de la alteración, la cual puede ser causada por microorganismos que sobreviven al tratamiento térmico o por la introducción de éstos después del tratamiento, por defectos de las cerraduras o por golpes que lesionen el envase. Conociendo la naturaleza del alimento y su tratamiento, es posible predecir el tipo de organismo responsable de la alteración.
	The purpose of this analysis is to determine the origin of the alteration, which may be caused by microorganisms that may be avoided by heat treatment or by the introduction of these after treatment, by defects of the locks or by a goal that injures the container. Knowing the nature of the food and its treatment, it is possible to predict the type of organism responsible for the alteration.

	Numerosas investigaciones han demostrado que el tipo de alteraciones guarda relación con el grado de acidez del alimento procesado, por lo que éstos se dividen en dos grandes grupos:
	Numerous investigations have shown that the type of alterations is related to the degree of acidity of the processed food, so that these are divided into two large groups:

	B.7.1.2.1 Alimentos de baja acidez, con pH > 4,6, entre los que se encuentran productos cárnicos, lácteos, marinos, algunos vegetales, guisados, sopas, etcétera.
	B.7.1.2.1 Foods of low acidity, with pH> 4.6, among which are meat, dairy, marine products, some vegetables, stews, soups, etc. 

	B.7.1.2.2 Alimentos ácidos, con pH < 4,6, entre los que se encuentran tomates, frutas, jugos de cítricos, encurtidos, entre otros.
	B.7.1.2.2 Acid food products with pH < 4.6, among which are tomatoes, fruits, citric juices, pickles, among others .

	B.7.2 Reactivos y materiales
	B.7.2 Reagents and materials

	A continuación se presentan las fórmulas y los procedimientos para preparar los medios y reactivos empleados en el análisis microbiológico de los productos envasados herméticamente y sometidos a esterilización comercial. En caso de disponerse de fórmulas comerciales deshidratadas equivalentes, se deben seguir las instrucciones del fabricante.
	The formulas and procedures for preparing the media and reagents used in the microbiological analysis of hermetically packaged products and subjected to commercial sterilization are presented below. If equivalent dehydrated commercial formulas are available, the manufacturer's instructions must be followed.

	B.7.2.1 Medios de cultivo y soluciones
	B.7.2.1 Culture Media and solutions

	B.7.2.1.1 Caldo glucosa púrpura de bromocresol (CGPB)
	B.7.2.1.1 Bromocresol purple glucose broth (CGPB) 



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Glucosa 
	100 g

	Extracto de carne 
	30 g

	Peptona (P. Ej. caseína) 
	50 g

	Púrpura de bromocresol 
	20 ml

	(1
	6% en etanol)

	Agua destilada 
	1 0000 ml

	pH final = 7,0 ± 0,2
	



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Glucose 
	10 0 g

	Meat extract
	30 g

	Peptone (e.g. casein) 
	50 g

	Bromocresol Purple 
	20 ml

	(1
	6% in ethanol)

	Distilled water 
	1000 ml

	p H final = 7.0 ± 0.2
	 



	Procedimiento: Disolver los ingredientes en el agua, ajustar el pH y envasar en tubos de 22 x 175 mm, en volúmenes de 12 a 15 ml. Esterilizar en autoclave a 121 ± 1°C por 15 min.
	Procedure: Dissolve the ingredients in the water, adjust the pH and contain in 22 x 175 mm tubes, in volumes of 12 to 15 ml. Sterilize in autoclave at 121 ± 1°C for 15 min

	7.2.1.2 Caldo de hígado picado o caldo carne cocida (CH o CCC)
	7.2.1.2 Minced liver broth or cooked meat broth (CH or CCC)



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Hígado o carne magra de res 
	500 g

	Agua destilada 
	800 ml

	Peptona 
	10 g

	Fosfato dipotásico 
	1 g

	Almidón soluble 
	1 g

	pH final = 7,0 ± 0,2
	



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Liver or lean beef
	500 g

	Distilled water 
	800 ml

	Peptone 
	10 g

	Dipotasic phosphate
	1 g

	Soluble starch 
	1 g

	Final pH = 7.0 ± 0.2
	 



	Procedimiento: Poner el hígado o la carne picada en agua, calentar a ebullición y dejar a fuego lento durante una hora. Enfriar, retirar la capa de grasa, ajustar el pH y hervir otros 10 min. Filtrar a través de gasa o manta de cielo, presionando para quitar el exceso de líquido. Enfriar y agregar al caldo la peptona, el fosfato y el almidón soluble. Ajustar el pH y llevar el volumen del caldo a 1 000 ml con agua destilada. Filtrar a través de papel filtro grueso; en este paso el caldo y la carne pueden guardarse en refrigeración, si el medio no puede terminarse el mismo día. Envasar en tubos de 22 x 175 mm volúmenes de 10 a 12 ml de caldo y depositar suficiente hígado o carne picada para que ocupe una altura de 1,25 cm del fondo del tubo. Esterilizar  a 121 ± 1°C por 15 min.
	Procedure: Put the liver or chopped meat in water, heat to a boil and simmer for an hour. Cool, re- throw the fat layer, adjust the pH and boil another 10 min. Filter through gauze or blanket, pressing to remove excess liquid. Cool and add peptone, phosphate and soluble starch to the broth. Adjust the pH and bring the volume of the broth to 1 000 ml with distilled water. Filter through coarse filter paper; in this step the broth and the meat can be stored in refrigeration, if the medium cannot be finished the same day. Pack in tubes of 22 x 175 mm volumes of 10 to 12 ml of broth and deposit enough liver or minced meat to occupy a height of 1.25 cm from the bottom of the tube. Sterilize at 121 ± 1°C for 15 min.

	B.7.2.1.3 Caldo extracto de malta
	B.7.2.1.3 Malt extract broth







	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Extracto de malta 
	6 g

	Maltosa 
	1,5 g

	Glucosa 
	6 g

	Extracto de levadura 
	1 g

	Agua destilada 
	1 000 ml

	pH final = 4,7 ± 0,2
	



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Malt extract 
	6 g

	Maltose 
	1.5 g

	Glucose 
	6 g

	Yeast extract 
	1 g

	Distilled water
	1000 ml

	Final pH = 4, 7 ± 0.2
	 


 
	Procedimiento: Disolver los ingredientes con agitación constante. Ajustar el pH a 4,7 ± 0,2, envasar en tubos de 22 x 175 mm en volúmenes de 12-15 ml. Esterilizar en autoclave a 121 ± 1°C por 15 min. Exponer al calor el menor tiempo posible.
	Procedure: Dissolve the ingredients with constant agitation. Adjust the pH to 4.7 ± 0.2, pack in 22 x 175 mm tubes in volumes of 12-15 ml. Sterilize in an autoclave at 121 ± 1°C for 15 min. Exposure to heat the shortest possible time .

	B.7.2.1.4 Caldo ácido
	B.7.2. 1.4 Acid Broth



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Proteosa peptona 
	5 g

	Extracto de levadura 
	5 g

	Glucosa 
	5 g

	Fosfato dipotásico 
	4 g

	Agua destilada 
	1 000 ml

	pH final = 5,0 ± 0,2

	




	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Peptone protein 
	5 g

	Yeast extract 
	5 g

	Glucose 
	5 g

	Dipotassic phosphate
	4 g

	Distilled water 
	1000 ml

	Final pH = 5.0 ± 0.2
	 



	Procedimiento: Disolver los ingredientes en 1 l de agua y envasar en tubos de 22 x 175 mm en volúmenes de 12 a 15 ml. Esterilizar en autoclave a 121 ± 1°C por 15 min.
	Procedure: Dissolve the ingredients in 1 liter of water and pack in 22 x 175 mm tubes in volumes of 12 to 15 ml. Sterilize in autoclave at 121 ± 1°C for 15 min.

	B.7.2.1.5 Agar papa dextrosa o dextrosa Sabouraud
	B.7.2.1.5 Potato dextrose or dextrose Sabouraud agar

	B.7.2.1.5.1 Agar papa dextrosa
	B.7.2.1.5.1 dextrose potato agar



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Infusión de papa 
	200 ml

	Glucosa 
	20 g

	Agar 
	15 g

	Agua destilada 
	1 000 ml

	pH final = 3,5
	



	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Potato Infusion
	200 ml

	Glucose 
	20 g

	Agar 
	1 5 g

	Distilled water 
	1 000 ml

	Final pH = 3.5
	 



	Procedimiento: Lavar, pelar y rebanar papas de tamaño mediano (250 g). Hervir durante 30 min en 290 ml de agua destilada. Filtrar varias veces a través de gasa y algodón. En esta infusión, disolver los demás ingredientes. Añadir agua destilada hasta completar el volumen (1000 ml). Calentar a ebullición, hasta la disolución total de los ingredientes. Ajustar el pH a 5,6 ± 0,2. Distribuir en volúmenes de 100 ml y esterilizar en autoclave a 121 ± 1°C. Enfriar a 45-48°C y acidificar a pH 3,5 con solución estéril de ácido tartárico al 10% (aproximadamente 1,4 ml de ácido por cada 100 ml de medio). Una vez que se ha agregado el ácido tartárico, no se vuelve a calentar el medio.
	Procedure: Wash, peel and slice medium-sized potatoes (250 g). Boil for 30 min in 290 ml of distilled water. Filter several times through gauze and cotton. E n this infusion, dissolve the other ingredients. Add distilled water until volume is complete (1000 ml). Boil, until the total dissolution of the ingredients. Adjust the pH to 5.6 ± 0.2. Distribute in 100 ml volumes and sterilize in an autoclave at 121 ± 1°C. Cool to 45-48°C and acidify to pH 3.5 with 10% sterile tartaric acid solution (approximately 1.4 ml of acid per 100 ml of medium). Once tartaric acid has been added, the medium is not reheated.

	B.7.2.1.5.2 Agar dextrosa Sabouraud
	B.7.2.1.5.2 Sabouraud dextrose agar



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Polipeptona o neopeptona 
	10 g

	Dextrosa 
	40 g

	Agar 
	15 g

	Agua destilada 
	1000 ml

	pH final = 5,6 ± 0,2
	



	FORMU LA

	Ingredients
	Quantity

	Polypeptone or neopeptone 
	10 g

	Dextrose 
	40 g

	Agar 
	15 g

	Distilled water 
	1000 ml

	Final pH = 5.6 ± 0.2
	 



	Procedimiento: Calentar hasta disolución completa. Esterilizar en autoclave a 118-121°C por 15 min, no exceder de 121 ± 1°C.
	Procedure: Heat until complete dissolution. Sterilize by autoclaving at 118-121°C for 15 min, not exceed 121 ± 1°C .

	B.7.2.1.6 Agar hígado de ternera
	B.7.2.1.6 Veal liver agar



	FORMULA
	

	Ingredientes/ingredients
	Cantidad/
quantity
	

	Infusión de hígado 
	50 g
	Liver infusion 

	Infusión de ternera 
	500 g
	Veal Infusion 

	Proteosa peptona 
	20 g
	Peptone Protein

	Neopeptona 
	1.3 g
	Neopeptone 

	Triptona 
	1.3 g
	Tryptone 

	Glucosa 
	5 g
	Glucose 

	Almidón soluble 
	10 g
	Soluble starch 

	Caseína isoeléctrica 
	5 g
	Isoelectric casein 

	Cloruro de sodio 
	5 g
	Chloride sodium

	Nitrato de sodio 
	2 g
	Sodium nitrate 

	Grenetina 
	20 g
	Grenetine 

	Agar 
	15 g
	Agar 

	Agua destilada 
	1000 ml
	Distilled water 

	pH final = 7,3 ± 0,2
	
	Final pH = 7.3 ± 0.2



	Procedimiento: Mezclar los ingredientes con agua destilada y calentar a ebullición hasta su disolución total. Ajustar el pH y esterilizar a 121 ± 1°C por 15 min.
	Procedure: Mix ingredients with distilled water and boil until completely dissolved. Adjust the pH and sterilize at 121 ± 1°C for 15 min.

	B.7.2.1.7 Agar nutritivo
	B.7.2.1.7 Nutrient agar



	FORMULA

	Ingredientes
	Cantidad

	Extracto de carne 
	3 g

	Peptona 
	5 g

	Agar 
	15 g

	Agua destilada 
	1000 ml

	pH final = 7,3 ± 0,2
	





	FORMULA

	Ingredients
	Quantity

	Meat extract 
	3 g

	Peptone 
	5 g

	Agar 
	15 g

	Distilled water
	1000 ml

	Final pH = 7.3 ± 0.2

	 



	Procedimiento: Suspender los ingredientes en agua destilada y disolverlos por ebullición. Ajustar el pH. Distribuirlo en volúmenes adecuados en matraces o botellas y esterilizar a 121 ± 1°C por 15 min.
	Procedure: Suspend the ingredients in distilled water and dissolve them by boiling. Adjust the pH. Distribute it in suitable volumes in flasks or bottles and sterilize at 121 ± 1°C for 15 min.

	B.7.2.1.8 Solución estéril de ácido tartárico al 10%
	B.7.2.1.8 Sterile solution of tartaric acid at 10%

	Disolver 10 g de ácido tartárico y llevar a 100 ml con agua destilada. Esterilizar en autoclave a 121 ± 1°C.
	Dissolve 10 g of tartaric acid and bring to 100 ml with distilled water. Sterilize in an autoclave at 121 ± 1°C.

	B.7.2.1.9 Colorante de azul de metileno
	B.7.2.1.9 Methylene blue dye

	Solución A:
	Solution to:

	 Azul de metileno (pureza no < 90%) 0,3 g
	Methylene blue (purity no <90%) 0.3 g

	 Etanol (95%) 90,0 ml
	Ethanol (95 %) 90.0 ml

	Solución B:
	Solution B:

	Solución 0,01% de hidróxido de potasio100 ml
	0.01% solution of potassium hydroxide100 ml

	Mezclar A y B.
	Mix A and B.

	B.7.2.1.10 Colorante de cristal violeta
	B.7.2.1.1 0 Crystal violet colorant

	Cristal violeta (pureza no < 90%) 2 g
	Crystal violet (purity not <90%) 2 g

	Etanol (95%) 20,0 ml
	Ethanol (95%) 20.0 ml

	Agua destilada 80,0 ml
	80.0 ml distilled water

	B.7.2.1.11 Colorante de Gram
	B.7.2.1.11 Gram colorant

	Solución A;
	Solution to;

	Cristal violeta (pureza no < 90%) 2 g
	Crystal violet (purity no <90%) 2 g

	Etanol (95%) 20,0 ml
	Ethanol (95%) 20.0 ml

	Solución B:
	Solution B:

	Oxalato de amonio 0,8 g
	0.8 g Ammonium Oxalate

	Agua destilada 80,0 ml
	80.0 ml distilled water

	Mezclar solución A y B, dejar reposar 24 h al abrigo de la luz, filtrar por papel filtro grueso.
	Mix solution A and B, let stand 24 hours sheltered from the light, filter through coarse filter paper.

	B.7.2.1.12 Solución de yodo para Gram
	B.7.2.1.12 Iodine solution for Gram

	Yodo (cristales) 1 g
	Iodine (crystal is) 1 g

	Yoduro de potasio 2 g
	Potassium iodide 2 g

	Agua destilada 300,0 ml
	Distilled water 300.0 ml

	Mezclar el yodo y el yoduro de potasio en un mortero y triturar hasta fino polvo. Agregar 1 ml de agua y mezclar, agregar 5 ml de agua y mezclar, agregar 10 ml de agua y mezclar. Vaciar esta solución a un frasco reactivo, lavar el mortero y el pistilo con suficiente agua hasta completar los 300 ml.
	Mix the iodine and potassium iodide in a mortar and grind until fine. Add 1 ml of water and mix, add 5 ml of water and mix, add 10 ml of water and mix. Empty this solution into a reagent bottle, wash the mortar and the pistil with enough water to complete the 30 ml.

	
	 

	B.7.2.2 Materiales
	B.7.2.2 Materials 

		Mecheros de Bunsen o Fischer.
	 Bunsen or Fischer burners.              

		Abrelatas sanitarios.
	 Sanitary can opener.              

		Pinzas, espátulas y cucharas.
	 Tweezers, spatulas and knives .              

		Charolas.
	 Trays.              

		Pipetas serológicas de 10 ml con tapón de algodón.
	 10 ml serological pipettes with cotton tap .              

		Pipetas despuntadas o tubos de 8 mm de diámetro con tapón de algodón.
	 Plucked pipettes or 8 mm diameter tubes with cotton plug.              

		Propipeta o bulbo para pipeta.
	 Propipette or bulb for pipette a.              

		Tubos de cultivo de 18 x 150 o de 22 x 175 mm.
	 18 x 150 or 22 x 175 mm culture tubes .              

		Embudos grandes de tallo corto.
	 Large funnels with short stem .              

		Portaobjetos.
	 Slide.              

		Cajas de Petri estériles.
	 Sterile Petri dishes.              

		Punzón para latas.
	 Can punch .              

		Asa de platino o nicromel en porta-asas.
	 Platinum or nicromel handle in handle holder.              

		Cepillo para lavar las latas.
	 Brush to wash the cans.              

		Toallas o gasas estériles.
	 Sterile towels or gauzes.  

		Solución de yodo al 4% (en etanol al 70%).
	 4% iodine solution (in 70% ethanol).              

		Sistema de anaerobiosis.
	 Anaerobiosis system.              

		Varillas de vidrio de 20 cm de longitud y 3 mm de grueso, dobladas en ángulo recto de 5 cm en uno de sus extremos.
	 Glass rods 20 cm long and 3 mm thick, bent at a right angle of 5 cm at one end.              

		Azul de metileno, cristal violeta o equipo para tinción de Gram.
	 Methylene blue, violet crystal or Gram staining equipment .              

	B.7.3 Aparatos e instrumentos
	B.7.3 Devices and instruments

		Autoclave con termómetro o manómetro.
	 Autoclave with thermometer or pressure gauge.              

		Horno para esterilizar a 180°C.
	 Oven to sterilize at 180°C.              

		Incubadoras con termómetro y termostato que evite variaciones > de 0,1°C.
	 Incubators with thermometer and thermostat to avoid variations> of 0.1 ° C.              

		Potenciómetro de escala expandida.
	 Expanded scale potentiometer.              

		Microscopio compuesto.
	 Compound microscope.              

	B.7.4 Preparación de las muestras
	B.7.4 Preparation of the samples

	B.7.4.1 Llevar un registro en el laboratorio en donde se anoten:
	B.7.4. 1 Keep a record in the laboratory where they are recorded:

	B.7.4.1.1 El número de lote (o señalar si éste no existe o está incompleto)
	B.7.4.1.1 The lot number (or indicate if it does not exist and is incomplete)

	B.7.4.1.2 Todos los datos importantes para la identificación del producto que aparezcan en la etiqueta; identificar la muestra en forma indeleble, antes de remover la etiqueta. Conservar el envase y la etiqueta.
	B.7.4.1.2 All important data for the identification of the product that appear on the label; identify the sample indelibly before removing the label. Keep the container and label. 

	B.7.4.1.3 Los defectos físicos que se observen en el envase como abolladuras, golpes que lo deformen, oxidación, derrames, defectos aparentes de las cerraduras, abombamiento, etcétera.
	B.7.4.1.3 The physical defects that are observed in the package as dents, bumps that deform it, oxidation, spillage, apparent defects of the closures, bulge, and so on.

	Según su apariencia externa clasificarlas como sigue:
	According to their external appearance, classify them as follows:

	B.7.4.2 Latas
	B.7.4.2 Cans

	B.7.4.2.1 Latas planas o normales.
	B.7.4.2.1 Flat or normal cans.

	B.7.4.2.2 Abombamiento ligero (Flipper), Grado I. Unicamente uno de los extremos de la lata se encuentra ligeramente abombado, pero puede comprimirse fácilmente.
	B.7.4.2.2 Light breakdown (Flipper), Grade I. Only one end of the can is lightly broken down, but can be easily compressed. 

	B.7.4.2.3 Abombamiento elástico (Springer), Grado II. Uno de los extremos se encuentra abombado; al presionarle el extremo opuesto se abulta.
	B.7.4.2.3 Elastic breakdown (Springer), Grade II. One end is broken down; Pressing the opposite end to bulge. 

	B.7.4.2.4 Hinchazón (Soft swell), Grado III. Ambos extremos se encuentran abombados, pero pueden comprimirse o ceden ligeramente a la presión.
	B.7.4.2.4 Swelling (Soft swell), Grade III. Both ends the adv enter curved, but may be compressed or slightly give way to the pressure.

	B.7.4.2.5 Hinchazón (Hard swell), Grado IV. Ambos extremos se encuentran abombados y no pueden comprimirse: la lata puede reventar.
	B.7.4.2.5 Swelling (Hard swell), Grade IV. Both ends are bulging and cannot be compressed: the can may burst.

	B.7.4.3 Frascos de vidrio
	B.7.4.3 Glass Vials

	B.7.4.3.1 Tapa normal
	B.7.4.3.1 Normal cover 

	B.7.4.3.2 Tapa abombada
	B.7.4. 3.2 Domed Cap 

	B.7.4.4 Incubación de los envases
	B.7.4.4 Incubation of containers

	B.7.4.4.1 Incubación de productos en envases de apariencia normal.
	B.7.4.4.1 Incubation of products in normal-looking containers.

	La prueba más confiable para determinar la esterilidad comercial es la incubación del producto a temperaturas apropiadas y por un tiempo suficiente para que cualquier microorganismo que se encuentre pueda desarrollarse bajo las condiciones del producto envasado, dando origen a manifestaciones ya sea en el envase o en el producto. Incubar de 30 a 35°C por 10 a 14 días.
	The most reliable test to determine commercial sterility is the incubation of the product at appropriate temperatures and for sufficient time so that any microorganism found can be developed under the conditions of the packaged product, giving rise to manifestations either in the container or in the product. Incubate from 30 to 35°C for 10 to 14 days.

	Observar diariamente los envases. La manifestación de crecimiento es la hinchazón en diferentes grados y en los envases de vidrio se pueden observar los cambios en el alimento o la formación de burbujas. En cuanto se detecte hinchazón en el producto o cualquier otra desviación suspender la incubación.
	Observe the containers daily. The manifestation of growth is swelling in different degrees and in the glass containers you can observe the changes in the food or the formation of bubbles. As soon as swelling is detected in the product or any other deviation, suspend the incubation.

	Al final del periodo de incubación, abrir las latas para descubrir descomposición ácida (flat sour), por cambios en el color, olor, consistencia y pH del alimento. Preparar extensiones, teñirlas con azul de metileno o tinción de Gram y observarlas microscópicamente. El hallazgo de cualquier anormalidad indica que el producto no está comercialmente estéril y se debe proceder como para los envases alterados.
	At the end of the incubation period, open the cans to discover acidic decomposition (flat sour), due to changes in the color, smell, consistency and pH of the food. Prepare extensions, dye them with methylene blue or Gram stain and observe them microscopically. The finding of any abnormality indicates that the product is not commercially sterile and should proceed as for altered containers.

	B.7.4.4.2 Incubación de envases sospechosos o alterados
	B.7.4.4.2 Incubation of suspicious or altered containers

	Analizar de inmediato una o varias unidades de la muestra e incubar el resto de las latas que no presenten alteración evidente o con abombamiento de grado I de 30 a 35°C por 10 a 14 días.
	Immediately analyze one or several units of the sample and incubate the rest of the cans that do not show obvious or bulging alteration of grade I from 30 to 35°C for 10 to 14 days.

	Los envases con abombamiento muy evidente no deben incubarse. Aquellas que se clasifiquen como grado III o IV de no analizarse en el momento, deberán refrigerarse.
	Clearly bulging containers should not be incubated. Those that are classified as grade III or IV if not analyzed at the time, must be refrigerated . 

	B.7.4.5 Apertura de las latas o envases
	B.7.4.5 Opening of cans or containers

	B.7.4.5.1 Area de trabajo
	B.7.4.5.1 A Workspace

	Se debe trabajar preferentemente en un gabinete de flujo laminar que proporcione un ambiente ultra-limpio, clase 100 (el equipo debe proveer un ambiente libre de partículas de 0,3 micras con una eficiencia del 99,99% en un flujo de 100 pies 3/min). La desinfección de la superficie de trabajo se puede hacer con alcohol o sales cuaternarias de amonio a la concentración recomendada por el fabricante. Posteriormente se debe poner a trabajar el flujo, 30 min antes de efectuar el trabajo.
	Preferably work in a laminar flow cabinet that provides an ultra-clean, class 100 environment (the equipment must provide a particle-free environment of 0.3 microns with 99.99% efficiency in a flow of 100 feet 3/min) The disinfection of the work surface can be done with alcohol or quaternary ammonium salts at the concentration recommended by the manufacturer. Subsequently, the flow should be put to work, 30 min before the work.

	Para controlar la eficacia del flujo, se deben poner como testigos cajas con medio de cultivo abiertas, a los lados y al centro del área de trabajo, durante todo el tiempo que dure la operación.
	To check the efficiency of the flow, boxes with open culture medium must be placed as controls, on the sides and in the center of the work area, for the entire duration of the operation.

	Si no se tiene el equipo necesario, se puede utilizar un cuarto o cubículo perfectamente limpio, lavado con agua y jabón, desinfectándolo con un agente bactericida apropiado. En este caso se trabajará entre dos mecheros Bunsen.
	If you do not have the necessary equipment, you can use a perfectly clean room or cubicle, wash with soap and water, disinfecting agent with an appropriate bacterial agent. In this case we will work between two Bunsen burners. 

	B.7.4.5.2 Personal
	B.7.4.5.2 Personnel

	El personal debe trabajar con bata limpia. Si tiene el pelo largo, debe usar turbante. El uso de mascarillas quirúrgicas es opcional. El personal enfermo con gripe o cualquier otro problema infeccioso no debe intervenir en el análisis.
	The personnel must work with clean robes. If they have long hair, they should wear a turban. The use of surgical masks is optional. Staff sick with the flu or any other infectious problem should not intervene in the analysis.

	B.7.4.6 Preparación de latas o envases normales
	B.7.4.6 Preparation of normal cans or containers.  

	Lavar el envase con un cepillo, usando agua caliente y jabón; enjuagar y dejar secar.
	Wash the container with a brush, using hot water and soap; rinse and let dry.

	Remojar con un sanitizante durante 10 a 15 min, la tapa contraria a donde está grabado el lote. Escurrir el líquido y secar con la flama de un mechero.
	Soak with a sanitizer for 10 to 15 minutes, the lid will enter where the batch is engraved. Drain the liquid and dry with the flame of a lighter.

	Destapar con un abridor de latas sanitario estéril.
	Uncover with a sterile sanitary can opener.

	En las latas de cierre de anillo o dispositivos abre fácil, abrir por la cara opuesta.
	In cans of ring closure or devices open easy, open on the opposite side.

	B.7.4.6.1 Frascos de vidrio
	B.7.4.6.1 Glass bottles

	Lavar la tapa del frasco y sumergirlo durante 15 min en una solución sanitizante, de manera que quede cubierta la tapa; esta solución puede ser cloro 100 mg/kg. Colocar un algodón estéril en torno a la tapa y con un punzón estéril hacer un orificio en el centro, a fin de que se pierda el vacío y pueda abrirse con facilidad. Abrir el frasco sin contaminar los bordes del mismo.
	Wash the lid and immerse it for 15 min in a sanitizing solution, so that the lid is covered; This solution can be chlorine 100 mg/kg. Place a sterile cotton around the lid and with a sterile punch make a hole in the center, so that the vacuum is lost and can be opened easily. Open the bottle without contaminating the edges of it.

	B.7.4.7 Preparación de latas o envases alterados
	B.7.4.7 Preparation of altered cans or containers

	Lavar el envase con un cepillo, con agua caliente y jabón; enjuagar y secar. Si la lata está muy inflada, mantener en el refrigerador antes de abrirla. Limpiar y sanitizar la tapa con una solución de cloro 100 mg/kg o yodo al 2% en alcohol al 70%; limpiar con una gasa estéril.
	Wash the container with a brush, with hot water and soap; rinse and dry. If the can is very inflated, keep it in the refrigerator before opening it. Clean and sanitize the lid with a 100 mg/kg chlorine solution or 2% iodine in 70% alcohol; clean with sterile gauze.

	En latas muy infladas de pH muy ácido, es necesario hacer una prueba para hidrógeno, con objeto de conocer si el gas se debe a la acción del ácido sobre el metal.
	In very inflated cans of very acidic pH, it is necessary to do a test for hydration, for the purpose of knowing whether the gas is due to the action of the acid on the metal.

	Para ello, practicar una pequeña puntura en el centro de la tapa y recibir el gas en un tubo de ensayo invertido; inmediatamente ponerlo sobre la flama. Una pequeña explosión indica la presencia de hidrógeno. No debe flamearse directamente el orificio de la lata.
	To do this, make a small puncture in the center of the lid and receive the gas in an inverted test tube; immediately put it on the flame. A small explosion indicates the presence of hydrogen. The hole in the can should not be directly flamed.

	Para abrir latas infladas, colocar un embudo invertido con un algodón estéril sobre la tapa y picar con un picahielo estéril, hasta desalojar el gas antes de abrir la lata.
	To open inflated cans, place an inverted funnel with a sterile cotton on the lid and chop with a sterile ice pick, until the gas is released before opening the can. 

	B.7.5 Procedimiento
	B.7.5 Procedure

	Abrir la lata entre dos mecheros Bunsen o en el gabinete de flujo laminar vertical. Tomar porciones tanto del contenido sólido como del líquido; si es posible, homogeneizar. Utilizando utensilios adecuados a la naturaleza del producto (espátulas, pinzas, tubos de vidrio, pipetas, etcétera) transferir aproximadamente 2 g o 2 ml del producto a los tubos con el medio que se va a utilizar, dependiendo del pH del alimento.
	Open the can between two Bunsen burners or in the vertical laminar flow cabinet. Take portions of both solid and liquid contents; if possible, homogenize. Using utensils suitable for the nature of the product (spatula, tweezers, glass tubes, pipettes, etc.) transfer approximately 2 g or 2 ml of the product to the tubes with the medium to be used, depending on the pH of the food.

	Conservar una muestra en un frasco estéril, para cualquier aclaración o para efectuar pruebas biológicas. Hacer una extensión en un portaobjetos del contenido de la lata, ya que muchas veces los gérmenes causantes del deterioro mueren durante el almacenamiento y sólo el examen microscópico puede dar una idea de los microorganismos involucrados en la descomposición. Preparar las extensiones mediante un asa de platino. Si el alimento es sólido o muy espeso, agregar una pequeña cantidad de agua estéril. Si es muy grasoso, depositar sobre la extensión una pequeña cantidad de xilol con posterioridad a su fijación por calor.
	Keep a sample in a sterile bottle, for any clarification or to perform biological tests. Make an extension on a slide of the contents of the can, since many times the germs causing deterioration die during storage and only microscopic examination can give an idea of the microorganisms involved in the decomposition. Prepare the extensions using a platinum handle. If the food is solid or very thick, add a small amount of sterile water. If it is very fatty, deposit a small amount of xylol over the extension being set with heat. 

	Una vez tomada la muestra, anotar el estado del alimento: su olor, cambios en su color, consistencia, etcétera. No debe probarse. Determinar el pH y vaciar el contenido de la lata. Observar su interior, anotando el estado del barniz, la presencia de manchas, defectos del frasco o de la tapa, etcétera.
	Once the sample is taken, note the state of the food: its smell, changes in its color, consistency, and so on. It should not be tested. Determine the pH and empty the contents of the can. Observe its interior, noting the state of the varnish, the presence of stains, defects of the bottle or lid, and so on.

	B.7.5.1 Examen de alimentos envasados de baja acidez (pH > 4,6)
	B.7.5.1 Examination of packaged foods with low acidity (pH> 4.6)

	Inocular aproximadamente 2 g o 2 ml, en cada uno de 4 tubos con caldo hígado, previamente calentado a 100°C para expulsar el oxígeno disuelto, y enfriar rápidamente.
	Inoculate approximately 2 g or 2 ml, in each of 4 tubes with liver broth, previously heated at 100°C to expel dissolved oxygen, and cool rapidly.

	Inocular asimismo, 4 tubos de caldo púrpura de bromocresol.
	Inoculate again, 4 tubes of bromocresol purple broth.

	Incubar según el siguiente esquema:
	Incubate according to the following scheme:



	MEDIO DE CULTIVO
	TUBOS
	TEMPERATURA
	TIEMPO
	INVESTIGACION

	Caldo hígado o CCC
	2
	35°C
	96 h/120 h
	Mesofílicos anaerobios

	Caldo hígado o CCC
	2
	55°C
	24 h/72 h
	Termofílicos anaerobios

	Caldo púrpura de bromocresol
	2
	35°C
	96 h/120 h
	Mesofílicos aerobios

	Caldo púrpura de bromocresol
	2
	55°C
	24 h/48 h
	Termofílicos aerobios





	CULTURE MEDIUM
	TUBES
	TEMPERATURE
	TIME
	RESEARCH

	Liver broth or CCC
	2
	35°C
	96 h/120 h
	Anaerobic mesophilic

	Liver broth or CCC
	2
	35°C
	24 h/72 h
	Anaerobic thermophiliacs

	Bromocresol Purple Broth
	2
	35°C
	96 h/120 h
	aerobic mesophilic

	Purple cresol bromide broth
	2
	55°C
	24 h/48 h
	aerobic thermophiliacs



	Transferir los alimentos líquidos por medio de una pipeta, utilizando un bulbo o propipeta. ¡Precaución! Tener cuidado al manipular el producto, incluso cuando provenga de envases aparentemente normales. ¡La Toxina botulínica puede estar presente! Observar los tubos diariamente, hasta el término del tiempo de incubación si no hay crecimiento en todos los tubos, descartar e informar como NEGATIVO.
	Transfer liquid food products by means of a pipette, using a bulb or propipette. Caution! Be careful when handling the product, even when providing apparently normal containers. The botulinum toxin may be present! Observe the tubes daily, up to the term of the incubation time if there is no growth in all the tubes, discard and report as NEGATIVE.




	Cuadro 1
DIAGRAMA DEL PROCEDIMIENTO DE CULTIVO PARA ALIMENTOS ENLATADOS DE
BAJA ACIDEZ (> 4,6)

	CULTIVO ORIGINAL
	TEMPERATURA
	SUBCULTIVO
	
	CULTIVO PURO
	IDENTIFICACIÓN

	CH o CCC
y
CGPB
	
35°C
96/120 h
	AN o AHT
Aeróbico
AN o AHT
Anaeróbico
	Crecimiento
Crecimiento
	Frotis
CH o CCC
Frotis
CH o CCC
	Tinción de Gram
Anaeróbico
AN o AHT
Tinción de Gram
Aeróbico
AN o AHT

	CH o CCC
y
CGPB
	
55°C
24/72 h
	AN o AHT
Aeróbico
AN o AHT
Anaeróbico
	Crecimiento
Crecimiento
	Frotis
CH o CCC
Frotis
CH o CCC
	Tinción de Gram
Anaeróbico
Tinción de Gram
Aeróbico
AN o AHT

	CH = Caldo Hígado de Ternera AN = Agar Nutritivo
CCC = Caldo Carne Cocida AHT = Agar Hígado de Ternera
CGPB = Caldo Púrpura de Bromocresol







	Table 1
DIAGRAM OF THE CULTURE PROCEDURE FOR CANNED FOODS WITH
LOW ACIDITY (> 4.6)

	ORIGINAL CULTURE
	TEMPERATURE
	SUBCULTURE
	 
	PURE CULTURE
	IDENTIFICATION

	CH or CCC
and
CGPB
	 
35°C
96/120 h
	AN or AHT
Aerobic
AN or A HT
Anaerobic
	Growth
Growth
	Smear
CH or CCC
Frotis
CH or CCC
	Gram stain
anaerobic
AN or AHT
Gram stain
Aerobic
AN or AHT

	CH or CC C
Y
CGPB
	 
55 ° C
24/72 h
	AN or AHT
Aerobi co
AN or AHT
Anaerobic
	Growth
Growth
	Smear
CH or CCC
Smear
CH or CCC
	Gram stain
Anaerobic
Gram stain
It AERO bico
AN or AHT

	CH = Tender Liver Broth AN = Nutritive Agar
CCC = Cooked Beef Broth AHT = Veal Liver Agar
CGPB = Bromocresol Purple Broth




	Si hay crecimiento, hacer frotis y teñir-resembrar a placas de agar hígado de ternera (sin yema de huevo) o agar nutritivo. Incubar a 35°C y 55°C una placa en aerobiosis y anaeróbico (ver cuadro 1) continuar la incubación a 35°C de caldo de hígado (CH) o caldo carne cocida (CCC) hasta un máximo de 5 días y guardar para determinación de toxina (cuando proceda).
	If there is growth, smear and stain-reseed to terrestrial liver agar plates (without egg yolk) or nutritive agar. Incubate at 35°C and 55°C an aerobic and anaerobic plaque (see Table 1) continue incubation at 35°C of liver broth (CH) or cooked meat broth (CCC) for up to 5 days and save for determination of toxin (where appropriate).

	Observar los agares y seleccionar un número representativo de los diferentes tipos de colonias y resembrar a CH y CCC a la temperatura y las condiciones según se especifica en el cuadro 1 (a 35°C por 96 a 120 h y 55°C por 24 a 72 h).
	Observe the agars and select a representative number of the different types of colonies and reseed CH and CCC at the temperature and conditions as specified in Table 1 (at 35°C for 96 to 120 h and 55°C for 24 to 72 h).

	Expulsar el oxígeno inmediatamente antes de utilizar el CH que se va a incubar en anaerobiosis. Mantener viables los cultivos puros aislados. Hacer tinción de Gram.
	Expel oxygen immediately before using the CH to be incubated in anaerobiosis. Keep isolated pure cultures viable. Make the Gram tincture. 

	B.7.5.1.1 Cuando se presente crecimiento microbiano durante las pruebas para esterilidad comercial en un enlatado y no haya evidencia de descomposición del alimento, efectuar la confirmación de la siguiente forma:
	B.7.5.1.1 When microbial growth occurs during tests for commercial sterility during canning and there is no evidence of food decomposition, make the confirmation as follows:

	B.7.5.1.1.1 Obtener cultivos puros de la cepa o cepas encontradas.
	B.7.5.1.1.1 Obtain pure cultures of the strain or strains found.

	B.7.5.1.1.2 Seleccionar otro envase del mismo producto y el mismo lote que el anterior.
	B.7.5.1.1.2 Select another container of the same product and the same or lot as the preceding one.

	B.7.5.1.1.3 En condiciones asépticas, practicar una pequeña perforación en el extremo de la lata o cerca del cierre.
	B.7.5.1.1.3 In aseptic conditions, make a small hole on the end of the tin or near the closure.

	B.7.5.1.1.4 Inocular el producto con la cepa por abajo de la superficie.
	B.7.5.1.1.4 Inoculate the product with the strain below the surface.

	B.7.5.1.1.5 Flamear el orificio para crear vacío y sellar asépticamente con soldadura o un material similar.
	B.7.5.1.1.5 Flame the hole to create vacuum and seal aseptically with welding or similar material.

	B.7.5.1.1.6 Después de inocular, incubar a 30 a 35°C durante 10 días.
	B.7.5.1.1.6 After inoculation, incubate at 30 to 35 ° C for 10 days.

	B.7.5.1.1.7 Abrir el enlatado y examinar el producto.
	B.7.5.1.1.7 Open the can and examine the product.

	El aspecto del producto debe ser igual al que se observó en el envase de donde se obtuvo el cultivo. Si en el primer enlatado el producto fue de apariencia normal, pero se obtuvo crecimiento y en el segundo, inoculado con la flora microbiana aislada del primero, se encuentra el producto alterado (gas, consistencia diferente, olor, etcétera), debe considerarse que el primer enlatado era comercialmente estéril y que el crecimiento fue el resultado de un procedimiento deficiente por el laboratorio. Si se encuentra flora mixta únicamente en el CGPB, hacer informe de los tipos morfológicos. Si hay flora mixta en CH/CCC entre la cual se incluyan bacilos, hacer prueba toxina. Si se observan únicamente bacilos Gram positivo o Gram variable típicos del género Bacillus o Clostridium investigar presencia de esporas. En algunos casos las células vegetativas envejecidas pueden dar la apariencia de Gram negativo y debe considerarse como si fuera Gram positivo. Determinar la presencia de toxina. Esta prueba la podrá realizar un laboratorio oficialmente acreditado por las autoridades correspondientes.
	The appearance of the product must be the same as that observed in the field where the culture was obtained. If in the first canning the product was of normal appearance, but growth was achieved or in the second, inoculated with the microbial flora isolated from the first, the altered product is found (gas, different consistency, smell, etc.), It should be considered that the first canning was commercially sterile and that the growth was the result of a poor procedure by the laboratory. If mixed flora is found only in the CGPB, report the morphological types . If there is a mixed fluoride in CH/CCC which includes bacilli, test for toxin. If only Gram positive or Gram variable bacilli are typical of the genus Bacillus or Clostridium, investigate the presence of spores. In some cases, the aging vegetative cells may appear Gram negative and should be considered as if it were Gram positive. Determine the presence of toxin. This test can be performed in a laboratory officially accredited by the corresponding authorities.

	B.7.5.2 Examen microbiológico de alimentos envasados de acidez alta (pH < 4,6)
	B.7.5.2 Examine microbiologically packaged food of high acidity (pH < 4.6)

	Inocular 2 g o 2 ml de alimento en 4 tubos de caldo ácido y 2 tubos de caldo extracto de malta.
	2 go inoculate 2ml of food in 4 tubes acid broth and 2 tubes lime do malt extract.

	Incubar según el esquema:
	Incubate according to the scheme:



	MEDIO DE CULTIVO
	TUBOS
	TEMPERATURA
	TIEMPO
	INVESTIGACION

	Caldo ácido
	2 
	30°C
	96 h
	Lactobacilos, hongos y levaduras

	Caldo ácido
	2
	55°C
	48 h
	Termofílicos de descomposición ácida

	Caldo extracto de malta
	2
	30°C
	96 h
	Lactobacilos, hongos y levaduras



	CULTURE MEDIUM
	TUBES
	TEMPERATURE
	TIME
	RESEARCH

	Acid broth
	2
	30°C
	96 h
	Lactobacilli, fungi and yeasts

	Acid broth
	2
	55°C
	48 h
	Acid decomposition thermophiliacs

	Malt extract broth
	2
	30°C
	96 h
	Lactobacilli, fungi and yeasts



	B.7.6 Expresión de resultados
	B.7.6 Expression of results

	B.7.6.1 Envases normales
	B.7.6.1 Normal containers

	Conviene extremar los cuidados al efectuar los ensayos, seleccionar las muestras e interpretar los resultados de las pruebas para demostrar la esterilidad comercial, ya que cualquier error basado en fallas de manipulación o interpretación, puede originar la destrucción de un lote comercialmente estéril, como contaminado. Al incubar el enlatado o al recibirse la lata, la presencia de hinchazón, principalmente cuando es muy acentuada, indica contaminación microbiana. Estas condiciones deben ser confirmadas demostrando la presencia de un gran número de microorganismos en las extensiones preparadas directamente a partir del alimento, descubriendo cambios en el aspecto del producto (consistencia, olor, coloración anormal) o variaciones en el pH, en comparación siempre con un producto normal. Los cultivos se practican por duplicado, cuando hay contaminación, en ambos tubos se debe hallar una flora similar a la encontrada en las extensiones de la muestra original. Encontrar sólo uno de los tubos de cultivo positivo y otro negativo, puede indicar una contaminación por manipulación en el laboratorio, a menos que se compruebe que existe el mismo tipo de flora que en la extensión de la muestra original.
	Extreme care must be exercised in the carrying out of tests, select the samples and interpret the results of tests to demonstrate the commercial sterility, as any mistakes based on faulty handling or interpretation, may cause destruction of a commercially sterile lot, as contaminated. When incubating the canned product or when receiving the can,  the presence of swelling, primarily being very pronounced, indicating microbial contamination. These conditions must be confirmed by demonstrating the presence of a large number of microorganisms in the extensions prepared directly from the food, discovering changes in the aspect of the product (consistency, smell, abnormal coloring) or variations in pH, always compared to a normal product. The cultures are made in duplicate, when there is contamination, in both tubes there should be a similar growth to that found in the extensions of the original sample. Finding only one of the tubes with a positive culture and the other with a negative culture tubes can indicate contamination by handling in the laboratory, unless it is proven that there is the same type of flora as in the extension of the original sample.

	A veces existe alguna dificultad en diferenciar partículas del alimento de microorganismos. Otras veces las levaduras o lactobacilos participan en la producción del alimento, como sucede en algunos productos obtenidos por fermentación. En estos casos, aunque ya no sean viables, los microorganismos pueden aparecer en la extensión, y sólo la experiencia y el conocimiento de los procesos permiten interpretar correctamente los resultados.
	Sometimes there is some difficulty in differentiating particles of the food from microorganisms. Other times, yeasts or lactobacilli participate in food production, as in some products obtained by fermentation. In these cases, although they are no longer viable, the microorganisms can appear in the extension, and only the experience and the knowledge of the processes allow to correctly interpret the results.

	B.7.6.2 Envases alterados, con pH > 4,6.
	B.7.6.2 Altered containers, with pH> 4.6.

	B.7.6.2.1 Presencia de mesofílicos aerobios
	B .7.6.2.1 Presence of aerobic mesophilic

	La flora presente en este caso, puede estar constituida por bacilos o ser mixta.
	The flora present in this case may be composed of bacilli or be mixed.

	B.7.6.2.1.1 Presencia de bacilos esporulados
	B.7.6. 2.1.1 Presence of sporulated bacilli

	Generalmente consiste en esporas termorresistentes de diferentes especies de bacilos. Regularmente el alimento no presenta alteraciones, ya que las esporas no pueden desarrollarse en condiciones de anaerobiosis; sin embargo, se han encontrado alteraciones producidas por bacilos con esporas resistentes (Bacillus mesentericus y Bacillus subtilis), en alimentos de acidez media, con tratamiento térmico adecuado, pero con vacío incompleto. También se ha encontrado Bacillus ß nigrificans, en conservas de betabeles con ennegrecimiento del producto.
	It usually consists of heat-resistant spores of different species of bacilli. Usually, the food does not present alterations, since the spores cannot develop under anaerobic conditions; however, alterations produced by bacilli with resistant spores (Bacillus mesentericus and Bacillus subtilis) have been found in medium acid foods, with adequate heat treatment, but with incomplete vacuum. Bacillus ß nigrificans has also been found, in canned beets with blackening of the product.

	B.7.6.2.1.2 Presencia de flora mixta
	B.7.6.2.1.2 Presence of mixed flora

	La presencia de flora mixta se debe generalmente a la penetración de gérmenes, con posterioridad al proceso térmico, actuando como vehículo el agua de enfriamiento. La flora que se observa puede ser muy variada.
	The presence of mixed flora is generally due to the penetration of germs, subsequent to the process or thermal, the cooling year acting as a vehicle. The flora observed can be very varied.

	La penetración de los gérmenes se debe a defectos en las cerraduras, que permiten el paso de los microorganismos. Las latas generalmente se encuentran infladas y pueden mostrar defectos o derrames.
	The penetration of germs is due to defects in the locks, which allow the passage of microorganisms. Cans are usually inflated and may show defects or spills.

	El pH y el aspecto del producto varían.
	The pH and appearance of the product vary.

	B.7.6.2.2 Presencia de mesofílicos anaerobios
	B.7.6.2.2 Presence of anaerobic mesophilics

	Consiste de anaerobios del género Clostridium, entre los que se encuentran B. sporogenes, B. putrificans, C. hystoliticum, C. bifermentans, C. perfringens y C. botulinum; este último es el de mayor importancia sanitaria, por producir una toxina muy potente. Las latas pueden estar parcialmente infladas y el producto parcialmente digerido; el olor es pútrido. El pH aumenta. En este caso, es necesario practicar la prueba en animales, tanto del producto como del filtrado del cultivo, para investigar la presencia de la toxina. Esta prueba la podrá realizar un laboratorio oficialmente acreditado por las autoridades correspondientes.
	Consists of anaerobes of the genus Clostridium, including those found B. sporogenes, B. putrificans, C. hystoliticum, C. bifermentans, C. perf ringens and C. botulinum; the latter is of greater health importance, because it produces a very potent toxin. The cans may be partially inflated and the product partially digested; The smell is putrid. The pH increases. In this case, it is necessary to practice the animal in both the product and the culture filtrate, to investigate the presence of the toxin. This test may be carried out by a laboratory officially accredited by the corresponding authorities. 

	B.7.6.2.3 Presencia de termofílicos aerobios
	B.7.6.2.3 Presence of aerobic thermophilic

	Consta de bacilos termofílicos estrictos o facultativos, que poseen esporas muy resistentes al calor (especie tipo B. stearothermophilus, causante de la descomposición ácida flat sour). Las latas son planas, sin alteración y con marcado aumento de la acidez del producto; puede haber olor anormal o enturbiamiento del líquido.
	It consists of strict or optional thermophilic bacilli, which have very heat- resistant spores (species type B. stearothermophilus, which causes flat sour acid decomposition). The cans are flat, with no alteration and with marked or increased acidity of the product; there may be abnormal odor or clouding of the liquid.

	B.7.6.2.4 Termofílicos anaerobios
	B.7.6.2.4 Anaerobic Ermophilic T

	Pertenecen también al género Clostridium, con esporas muy resistentes al calor.
	They also belong to the genus Clostridium, with spores very resistant to heat.

	La especie tipo C. thermosaccharolyticum, es un anaerobio estricto no productor de sulfhídrico; las latas se encuentran infladas.
	The type C species. thermo saccharolyticum, is strict  aerobic strict not a producer of hydrogen sulfide; the cans are inflated.

	Otro tipo de descomposición poco común, puede ser causada por C. nigrificans, que produce sulfhídrico con ennegrecimiento del producto.
	Another type of uncommon decomposition can be caused by C. nigrificans, which produces hydrogen sulfide with blackening of the product.

	B.7.6.3 Interpretación de resultados en alimentos de acidez alta
	B.7.6.3 Interpretation results in food high acidity

	B.7.6.3.1 Presencia de mesofílicos aerobios
	B.7.6.3.1 Presence of aerobic mesophilics

	B.7.6.3.1.1 Presencia de Lactobacillus. La descomposición por bacterias acidúricas no formadoras de esporas, puede deberse a varias especies del género Lactobacillus. Se han aislado L. lycoperci,  L. pentoaceticus, L. menitipolum y L. pleofructi.
	B.7.6.3.1.1 The presence of Lactobacillus. The decomposition by non-spore-forming acidic bacteria may be due to several species of the genus Lactobacillus. L. lycoperci, L. pentoaceticus, L. menitipolum and L. pleofructi have been isolated. 

	B.7.6.3.1.2 Presencia de levaduras. El hallazgo de levaduras indica falta de procesamiento. Las latas contaminadas generalmente se presentan muy hinchadas y el olor del producto es característico de levadura (olor ácido). Entre las levaduras se han aislado esporas del género Torula.
	B.7.6.3.1.2 Presence of yeasts. The finding of yeasts indicates lack of processing. Contaminated cans generally appear very swollen and the smell of the product is characteristic of yeast (acid odor). Among the yeasts spores of the genus Torula have been isolated.

	B.7.6.3.1.3 Presencia de hongos. Otro tipo de descomposición puede ser causada por hongos como Byssochlamys fulva, que forma esporas muy resistentes al calor. Se han encontrado también algunas cepas de Penicillium; en estos casos generalmente las latas se encuentran planas, sin alteración y el hongo crece en la superficie del producto.
	B.7.6.3.1.3 Presence of fungi. Another type of decomposition can be caused by fungi such as Byssochlamys fulva, which forms spores that are very resistant to heat. Some strains of Penicillium have also been contracted; in these cases generally can s can lie flat without alteration and the fungus grows on the surface of the product.

	B.7.6.3.2 Mesofílicos anaerobios
	B.7.6.3.2 Mesophilic anaerobics

	Clostridium pasteurianum causa una descomposición poco frecuente, en que las latas se encuentran infladas y con olor butírico. Si se sospecha este tipo de contaminación, sembrar un tubo con medio o caldo ácido en anaerobiosis a 35°C.
	Clostridium pasteurianum causes a little or frequent decomposition, in which the cans are inflated and with a butyric odor. If this type of contamination is suspected, plant a tube with an anaerobiosis at 35°C.

	B.7.6.3.3 Termofílicos aerobios
	B.7.6.3.3 Aerobic thermophilics

	La descomposición por termofílicos aerobios produce el tipo flat-sour, o sea la descomposición ácida. Las latas se encuentran planas y se observan cambios en el vacío; entre los gérmenes causantes está  B. coagulans, que es el responsable de la descomposición de productos derivados del jitomate y de la producción de grumos de leche evaporada.
	The decomposition by aerobic thermophilic produces the flat-sour type, that is, the acidic decomposition. The cans are flat and changes are observed in the vacuum; Among the causative germs is B. coagulants, which is responsible for the decomposition of tomato products and the production of lumps of evaporated milk.

	B.7.6.3.4 Termofílicos anaerobios
	B.7.6.3.4 Anaerobic thermophilics 

	La descomposición por termofílicos anaerobios es poco frecuente en productos ácidos. La producen anaerobios butíricos.
	The decomposition by anaerobic thermophilics is not  frequent in acid products. It is produced by butyric anaerobes.

	En productos de acidez muy alta, con pH inferior a 3,7, como col agria, encurtidos, etcétera, la descomposición puede deberse a las bacterias ya señaladas, pero generalmente la acidez inhibe el desarrollo de gérmenes. En muchos casos, la hinchazón de la lata se debe a causas químicas, por formación de hidrógeno.
	In very high acidity products, with a pH lower than 3.7, such as sour cabbage, pickles, etc., the decomposition may be due to the bacteria already mentioned, but generally the acidity inhibits the development of germs. In many cases, the swelling of the can is due to chemical causes, due to hydrogen formation.

	B.7.6.4 Observaciones generales
	B.7.6.4 General observations

	Algunas veces se pueden encontrar cultivos negativos, procedentes de latas anormales, o de latas normales con productos descompuestos. Esto puede deberse a que la alteración ocurrió antes del procesamiento térmico del enlatado y han muerto los microorganismos que la originaron, o bien a que en un producto contaminado, los gérmenes murieron al agotarse el oxígeno o los nutrientes.
	Sometimes you can find negative quantitative cultures, coming from abnormal cans, or from normal cans with broken products. This may be due to the fact that the alteration occurred before the thermal process of the canning and the microorganisms that caused it have died, or because in a contaminated product, the germs died when the oxygen or nutrients did not run out.

	En estos casos, un examen microscópico del producto puede ayudar al diagnóstico.
	In these cases, a microscopic examination of the product can help the gnostic day .

	METODOS FISICOQUIMICOS
	PHYSICAL CHEMICAL METHODS

	B.8 DETERMINACION DE CADMIO, ARSENICO, PLOMO, ESTAÑO, COBRE, FIERRO, ZINC Y MERCURIO EN ALIMENTOS, AGUA POTABLE Y AGUA PURIFICADA POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA
	B.8 DETERMINATION OF CADMIUM, ARSENIC, LEAD, TIN, COPPER, IRON, ZINC AND MERCURY IN FOOD, DRINKING WATER AND PURIFIED WATER BY ATOMIC ABSORPTION SPECTROPHOTOMETRY

	B.8.1 Fundamento
	B.8.1 Basis

	El método de absorción atómica se basa en hacer pasar un haz de luz monocromática de una frecuencia tal que puede ser absorbido por el analito que se encuentra presente en forma de vapor atómico. La medida de la intensidad luminosa antes y después de su paso por el vapor atómico permite determinar el porciento de absorción. La cantidad de absorción aumenta con la concentración de los átomos en el medio absorbente, es decir, la medida de la absorción aumenta con la concentración del elemento en la muestra, ya sea que esté en su condición original o sujeta a pretratamiento.
	The method of atomic absorption is based on passing a beam of monochromatic light of a frequency such that it can be absorbed by the analyte that is present in the form of atomic vapor. The measurement of the light intensity before and after its passage through the atomic vapor allows the percentage of absorption to be determined. The amount of increased absorption with the concentration of the atoms in the absorbing medium, ie, the extent of absorption increases with the concentration of the element in the sample, whether it is in its original condition or subject to pretreatment. 

	B.8.2 Reactivos y materiales
	B.8.2 Reagents and materials

	B.8.2.1 Reactivos
	B.8.2.1 Reagents

		Soluciones estándares de referencia certificadas de cada uno de los metales.
	 Certified standard reference solutions for each of the metals.              

		Agua, debe ser destilada deionizada, con un grado máximo de conductividad de 1 µmho/cm a 25ºC.
	 Water, must be distilled and deionized, with a maximum conductivity degree of 1 µmho/cm at 25ºC.              

		Acido nítrico (densidad específica 1,41), grado suprapuro.
	 Nitric acid (specific density 1.41), super pure grade.

		Acido nítrico (densidad específica 1,41), contenido de mercurio muy bajo.
	 Nitric acid (specific gravity 1.41), very low mercury content.              

		Acido perclórico (densidad específica 1,67), grado suprapuro.
	 Perchloric acid (specific density 1.67), super pure grade.

		Acido clorhídrico (densidad específica 1,19), grado suprapuro.
	 Hydrochloric acid (specific density 1.19), super pure grade .              

		Acido sulfúrico (densidad específica 1,84), grado suprapuro.
	 Sulfuric acid (specific density 1.84), super pure grade.              

		Acido sulfúrico 1 N a partir de la solución grado suprapuro.
	 Sulfuric acid 1N from the super pure grade solution.              

		Acido nítrico 65% v/v grado RA.
	 Nitric acid 65% v/v RA grade.              

		Peróxido de hidrógeno (densidad específica 1,12).
	 Hydrogen peroxide (specific density 1.12).              

		Hidróxido de sodio granalla reactivo RA.
	 Reactive granular sodium hydroxide RA.              

		Aire comprimido seco y limpio.
	 Dry and clean Compressed air.              

		Gases: acetileno, óxido nitroso, argón y nitrógeno, grado absorción atómica.
	 Gases: acetylene, nitrous oxide, argon and nitrogen, atomic degree of absorption.              

		Solución de nitrato de magnesio hexahidratado al 7% p/v. Disolver 70 g de Mg(NO3)2.6H2O en  1000 ml de HCl 1 N.
	 7% p/v magnesium nitrate solution hexahydrate. Dissolve 70 g of Mg (NO3) 2.6H2O in 1000 ml of 1 N HCl.

		Acido clorhídrico 1 N. Diluir 8,3 ml de HCl y llevar a 100 ml de agua.
	 To 1 N hydrochloric acid. Dilute 8.3 ml of HC l and bring to 100 ml of water.              

		Acido nítrico al 50% v/v. Diluir 50 ml de HNO3 al 65% v/v grado suprapuro en 50 ml de agua.
	 Nitric acid to 50% v/v. Dilute 50 ml of 65% HNO3 v/v super pure grade in 50 ml of water.              

		Acido clorhídrico 8 M. Diluir 66,0 ml de HCl y llevar a 100 ml con agua.
	 8 M hydrochloric acid. Dilute 66.0 ml of HCl and bring to 100 ml with water.              

		Acido clorhídrico 0,5 N. Diluir 4,15 ml de HCl y llevar a 100 ml con agua.
	 To 0.5 N hydrochloric acid. Dilute 4.15 ml of HCl and bring to 100 ml with water.              

		Solución de yoduro de potasio al 15% p/v. Disolver 15 g de KI en 100 ml de agua (esta solución debe prepararse en el momento de usarse).
	 15% p/v potassium iodide solution. Dissolve 15 g of KI in 100 ml of water (this solution should be prepared at the time of use).              

		Solución de yoduro de potasio al 20% p/v. Disolver 20 g de KI en 100 ml de agua (esta solución debe prepararse en el momento de usarse).
	 20% potassium iodide solution w/v. Dissolve 20 g of KI in 100 ml of water (this solution must be prepared at the time of use).              

		Solución de cloruro de potasio (10 mg/ml de K). Disolver 1,91 g de KCl en agua y diluir a 100 ml con agua.
	 Potassium chloride solution (10 mg/ml of K). Dissolve 1.91 g of KCl in water and dilute to 100 ml with water.              

		Solución de nitrato de magnesio al 50% p/v. Disolver 50 g de Mg(NO3)2.6H2O en 100 ml de agua.
	 50% w/v magnesium nitrate solution. Dissolve 50 g of Mg (NO3)2.6H2O in 1 00 ml of water.              

		Solución de ácido clorhídrico al 1,5% p/v. Diluir 1,5 ml de HCl en 100 ml de agua destilada deionizada.
	 1.5% w/v hydrochloric acid solution. Dilute 1.5 ml of HCl in 100 ml of deionized distilled water.

		Solución de hidróxido de sodio al 1% p/v. Pesar 1 g de hidróxido de sodio y diluir a 100 ml con agua destilada deionizada.
	 1% w/v sodium hydroxide solution. Weigh 1 g of sodium hydroxide and dilute to 100 ml with deionized distilled water.              

		Solución de borohidruro de sodio al 4% p/v en solución de hidróxido de sodio al 1% p/v. Pesar 4 g de borohidruro de sodio en 100 ml de una solución de hidróxido de sodio al 1% p/v. Filtrar al vacío.
	 solution of sodium borohydride to 4% w/v solution of sodium hydroxide to 1% w/v. Weigh 4 g of sodium borohydride in 100 ml of a 1% w/v sodium hydroxide solution. Vacuum filter.              

		Solución reductora para mercurio. Mezclar 50 ml de ácido sulfúrico concentrado con aproximadamente 300 ml de agua. Enfriar a temperatura ambiente y disolver 15 g de cloruro de sodio, 15 g de sulfato o cloruro de hidroxilamina y 25 g de cloruro o sulfato estanoso en solución. Diluir a 500 ml.
	 Reducing solution for mercury. Mix 50 ml of concentrated sulfuric acid with approximately 300 ml of water. Cool to room temperature and dissolve 15 g of sodium chloride, 15g of sulfate or hydroxylamine chloride and 25g of stannous chloride or sulfate in solution. Dilute to 500 ml.

		Solución de dilución para mercurio. En un matraz de 1 l, conteniendo de 300 a 500 ml de agua destilada deionizada, agregar 58 ml de ácido nítrico concentrado de muy baja concentración de mercurio y 67 ml de ácido sulfúrico concentrado. Diluir al volumen con agua.
	  Dilution solution for mercury. In a 1 liter flask, containing 300 to 500 ml of deionized distilled water, add 58 ml of concentrated nitric acid of very low concentration of mercury and 67 ml of concentrated sulfuric acid. Dilute to volume with water.

		Solución de trabajo de As de 1 µg/ml. Diluir 1 ml de la solución patrón de 1000 µg/ml a 1 l con ácido sulfúrico 1 N preparada a partir de la solución grado suprapuro. Preparar fresca cada día.
	 Working solution of As of 1 µg ml. Dilute 1 ml of the 1000 µg/ml standard solution to 1 liter with 1 N sulfuric acid prepared from the super pure grade solution. Prepare fresh every day.

	B.8.2.2 Materiales
	B.8.2.2 Materials

		Matraces Kjeldahl de 500 ml y 800 ml.
	 Kjeldahl flasks of 500 ml and 800 ml.              

		Sistema de reflujo con refrigerante.
	 Reflux system with refrigerant.              

		Crisoles Vycor de 40 a 50 ml de capacidad.
	 Vycor crucibles of 40 to 50 ml capacity.

		Crisoles de platino de 40 a 50 ml de capacidad.
	 Platinum crucibles of 40 to 50 ml of capacity.              

		Matraces Erlenmeyer de diferentes capacidades.
	 Erlenmeyer flasks of different capacities.              

		Matraces volumétricos de diferentes capacidades.
	 Volumetric flasks of different capacities.              

		Matraces redondos de fondo plano de 50 ml.
	 50 ml flat bottom round flasks .              

		Bombas Parr.
	 Parr pumps.              

		Micropipetas o pipetas de Eppendorf de diferentes capacidades.
	 Eppendorf Micropipettes with different capacities.              

		Puntas de plástico para micropipetas.
	 Plastic tips for micropipettes.              

		Papel filtro Whatman No. 2.
	 Whatman filter paper No. 2.              

		Perlas de ebullición.
	 Boiling pearls .              

		Varillas de plástico.
	 Plastic rods.              

		Tubos de ensayo graduados de propilen o propileno de 15 ml.
	 test tubes or graduated propylen or propylene d and 15 ml.              

		Recipientes de propilen o propileno.
	 Containers of Propylen or propylene              

		Embudos de filtración de diferentes capacidades.
	 Filtration funnels of different capacities.              

		Material común de laboratorio.
	 Common laboratory material.              

	Todo el material utilizado debe someterse a lavado de acuerdo con las siguientes instrucciones:
	All material used must be washed according to the following instructions:

	-	El jabón que se use debe ser de preferencia neutro.
	- The soap used should preferably be neutral.              

	-	Enjuagar perfectamente con agua corriente.
	- Rinse thoroughly with running water.              

	-	Sumergir el material de vidrio o plástico en un recipiente (de preferencia plástico) que contenga una solución de ácido nítrico grado RA al 30%.
	- Immerse the glass or plastic material in a container (preferably plastic) containing a 30% RA grade nitric acid solution.              

	-	Dejarlo tapado y reposando por un lapso de 24 h.
	- Leave it covered and resting for a 24 hour period.              

	-	Quitar el exceso de ácido nítrico con varios enjuagues (5 o 6 veces) con agua deionizada.
	- Remove excess nitric acid with several rinses (5 or 6 times) with deionized water.              

	-	Dejar escurrir y secar.
	- Drain and dry.              

	-	Guardar en cuanto esté seco para evitar contaminación por partículas en el aire.
	- Store as soon as it is dry to avoid contamination by airborne particles.              

	B.8.3 Aparatos e instrumentos
	B.8.3 Devices and instruments

	B.8.3.1 Aparatos
	B.8.3.1 Devices

		Lámparas de cátodo hueco o de descarga sin electrodos para determinar arsénico, cadmio, cobre, estaño, fierro, mercurio, plomo y zinc.
	 Hollow cathode or discharge lamps without electrodes to determine arsenic, cadmium, copper, tin , iron, mercury, lead and zinc.              

		Fuente de radiofrecuencia en caso de usar lámparas de descarga.
	 Radio frequency source in case of using discharge lamps.              

		Automuestreador y recirculador de agua.
	 Auto-sampler and water recirculator         

		Placa de calentamiento con regulador que alcance una temperatura de 400 a 450ºC.
	 Heating plate with regulator that reaches a temperature of 400 to 450 °C.              

		Horno de microondas.
	 Microwave oven.              

		Autoclave que alcance 121 ± 5ºC o 15 lb de presión.
	 Autoclave that reaches 121 ± 5ºC or 15 lb of pressure.              

		Centrífuga de laboratorio capaz de mantener 1600 rpm.
	 Laboratory centrifuge capable of maintaining 1600 rpm.              

	B.8.3.2 Instrumentos
	B.8.3.2 Instruments

	Los instrumentos que a continuación se indican deben estar calibrados y ajustados antes de su operación.
	The instruments that are then indicated should be calibrated and adjusted before their operation.

		Espectrómetro de absorción atómica equipado con los accesorios para flama, horno de grafito, generador de hidruros o vapor frío, dependiendo del método a seguir.
	 Atomic absorption spectrometer equipped with accessories for flame, graphite oven, hydride generator or cold steam, depending on the method to follow.              

		Balanza analítica con sensibilidad de 0,1 mg.
	 Analytical scale with sensitivity of 0.1 mg.              

		Mufla capaz de mantener una temperatura de 550 ± 10ºC.
	 Muffle capable of maintaining a temperature of 550 ± 10ºC.              

		Horno de calentamiento (estufa) con intervalo de temperatura de 120 ± 5ºC.
	 Heating oven (stove) with temperature range of 120 ± 5°C.              

	B.8.4 Preparación de la muestra
	B.8.4 Preparation of sample

	B.8.4.1 Digestión para la determinación de Cadmio, Cobre, Hierro, Plomo y Zinc.
	B.8.4.1 Digestion for the determination of Cadmium, copper, Iron, Lead and Zinc.

	B.8.4.1.1 Digestión por vía húmeda.
	B.8.4.1.1 Digestion by humidity.

	B.8.4.1.1.1 Pesar con precisión de ± 0,1 mg, una cantidad apropiada de muestra.
	B.8.4.1.1.1 Weigh with accuracy of ± 0.1 mg, or an appropriate amount of sample.

	Para la determinación por el método de absorción por flama pesar como máximo 40 g de jugo o bebida,  20 g de alimentos que contengan del 50 al 75% de agua y 10 g de alimentos sólidos o semisólidos. Limite el contenido de grasa o aceite a un máximo de 4 g y el total de materia orgánica a 5 g.
	For the determination by the flame absorption method weigh a maximum of 40 g of juice or beverage, 20 g of foods containing 50 to 75% water and 10 g of solid or semi-solid foods. Limit the fat or oil content to a maximum of 4 g and the total matter or organic to 5 g. 

	B.8.4.1.1.2 Añadir 10 ml de ácido nítrico concentrado y dejar reposar toda la noche o iniciar directamente la digestión.
	B.8.4.1.1.2 Add 10 ml of concentrated nitric acid and let stand overnight or directly initiate digestion .

	B.8.4.1.1.3 Usar matraz de Kjeldhal o matraz conectado al sistema de refrigerantes.
	B.8.4.1.1.3 Use a Kjeldhal flask or flask connected to the refrigerant system.

	B.8.4.1.1.4 Calentar suavemente.
	B.8.4.1.1.4 Heat gently.

	B.8.4.1.1.5 Digerir la muestra 3 h o más tiempo si es necesario (algunas muestras requieren la adición de mayor cantidad de ácido nítrico) hasta la aparición del color traslúcido, si queda ámbar, adicionar peróxido de hidrógeno gota a gota con agitación continua (reacción exotérmica).
	B.8 .4.1.1.5 Digest the sample 3 h or more time if necessary (some samples require the addition of a greater amount of nitric acid) until the appearance of the translucent color, if amber remains, adding hydrogen peroxide drop by drop with continuous agitation (exothermic reaction). 

	B.8.4.1.1.6 Enfriar.
	B.8.4.1.1.6 Cool.

	B.8.4.1.1.7 Recuperar, filtrar y llevar a un volumen conocido en matraz volumétrico.
	B.8.4.1.1.7 Recover, filter and carry a known volume in volumetric flask.

	B.8.4.1.1.8 Correr un blanco de reactivos y muestra fortificada por cada serie de digestión.
	B.8.4.1.1.8 Run a reagent blank and fortified sample for each digestion series.

	B.8.4.1.1.9 Leer en el aparato de elección (espectrómetro de absorción atómica por flama u horno de grafito).
	B.8.4.1.1.9 Read on the device of choice (flame atomic absorption spectrometer or graphite oven). 

	B.8.4.1.2 Digestión por vía seca.
	B.8.4.1.2 Dry digestion.

	B.8.4.1.2.1 Pesar con precisión de ± 0,1 mg, una cantidad apropiada de muestra.
	B.8.4.1.2.1 Weigh with accuracy of ± 0.1 mg, an appropriate amount of sample.

	Para la determinación por el método de absorción por flama pesar como máximo 40 g de jugo o bebida,  20 g de alimentos que contengan del 50 al 75% de agua y 10 g de alimentos sólidos y semisólidos. Limite el contenido de grasa o aceite a un máximo de 4 g y el total de materia orgánica a 5 g.
	For the determination by the absorption method flame weight a maximum 40 g of juice or drink, 20 g of food containing from 50 to 75% water and 10 g of solid and semisolid foods. Limit the fat or oil content to a maximum of 4 g and all organic matter to 5 g. 

	B.8.4.1.2.2 Añadir 10 ml de ácido nítrico concentrado y dejar reposar toda la noche o iniciar directamente la digestión. En productos con alta concentración de proteínas adicionar una solución de nitrato de magnesio al 7,0% p/v y mezclar completamente, llevar a sequedad aproximadamente durante 6 h en estufa a una temperatura de 90 a 95ºC.
	B.8.4.1.2.2 Add 10 ml of concentrated nitric acid and let stand overnight or directly start  the digestion. In products with a high concentration of proteins, add a 7.0% w/v solution of magnesium nitrate and mix thoroughly, dry it for approximately 6 hours in an oven at a temperature of 90 to 95°C.

	B.8.4.1.2.3 Colocar la muestra en una mufla y elevar la temperatura lentamente de 2 a 4ºC por minuto hasta 350°C. Mantener la temperatura hasta que cesen los humos.
	B.8.4.1.2.3 Place the sample in a flask and raise the temperature slowly from 2 to 4ºC per minute to 350°C. Maintain the temperature until the fumes cease.

	B.8.4.1.2.4 Elevar gradualmente la temperatura de 500 a 550ºC para evitar que la muestra se incinere y mantener esa temperatura durante 16 h o toda la noche.
	B.8.4.1.2.4 Raise the temperature gradually from 500 to 550°C to prevent the sample from incinerating and maintain that temperature for 16 hours or overnight.

	B.8.4.1.2.5 Apagar la mufla y dejar enfriar.
	B.8.4.1.2.5 Turn off the flask and let cool.

	B.8.4.1.2.6 Un segundo paso de calcinación puede ser requerido para remover algunos residuos de carbón, mediante el siguiente procedimiento:
	B.8.4.1.2.6 A second calcination step may be required to remove some carbon residues, by the following procedure:

	Lavar las paredes del crisol con 2 ml de ácido nítrico al 50%. Colocar la muestra en una placa de calentamiento puesta a 120ºC para remover el exceso de ácido. Colocar la muestra en una mufla fría y elevar la temperatura gradualmente de 500 a 550ºC, manteniéndola por el tiempo necesario. Repetir este procedimiento cuantas veces sea necesario hasta que quede libre de carbón remanente.
	Wash the crucible walls with 2 ml of 50% nitric acid. Place the sample on a heating plate set at 120°C to remove excess acid. Place the sample in a cold muffle and raise the temperature gradually from 500 to 550°C, keeping it for the necessary time. Repeat this procedure as many times as necessary until remaining free of carbon.

	B.8.4.1.2.7 Disolver las cenizas completamente en 5 ml de ácido clorhídrico 1 N, transferir la muestra disuelta a un tubo de propileno o a un matraz de volumen conocido, enjuagar el crisol con dos alícuotas  de 5 ml de ácido clorhídrico 1 N y transferir al mismo tubo o matraz para obtener un volumen de 15 ml en el primero y llevar al aforo en el segundo, tapar y mezclar, si existe presencia de partículas o materia insoluble, filtrar en papel Whatman No. 2, antes de la determinación.
	B.8.4.1.2.7 Dissolve the ashes completely in 5 ml of 1 N hydrochloric acid, transfer the dissolved sample to a propylene tube or a flask of known volume, rinse the crucible with two 5 ml aliquots of 1 N hydrochloric acid and transfer to the same tube or flask to obtain a volume of 15 ml in the first and bring the capacity in the second, cover and mix, if there is a presence of particles or insoluble matter, filter on Whatman No. 2 paper, before determination.

	B.8.4.1.2.8 Correr un blanco de reactivos y muestra fortificada por cada serie de digestión.
	B.8.4.1.2.8 Run a reagent blank and fortified sample for each digestion series.

	B.8.4.1.2.9 Leer en el aparato de elección (espectrómetro de absorción atómica: flama u horno de grafito).
	B.8.4.1.2.9 Read on the device of choice (atomic absorption spectrometer: flame or graphite oven).

	B.8.4.2 Digestión por vía húmeda para la determinación de Estaño.
	B.8.4.2 Digestion by humidity for the determination of Tin. 

	B.8.4.2.1 Proceder igual que en el punto (B.8.4.1.1.1).
	B.8.4.2.1 Proceed in the same way as in point (B.8.4.1.1.1).

	B.8.4.2.2 No adicionar ácido nítrico si no se lleva a cabo la digestión total en el mismo día.
	B.8.4.2.2 Do not add nitric acid if total digestion is not carried out on the same day.

	B.8.4.2.3 Adicionar 30 ml de ácido nítrico concentrado al matraz y calentar suavemente por 15 min en campana para iniciar la digestión, evitando una excesiva producción de espuma.
	B.8.4.2.3 Add 30 ml of nitric acid supplied to the mat and gently heat for 15 min in the hood to start digestion, avoiding excessive foam production.

	B.8.4.2.4 Hervir suavemente hasta tener un remanente de 3 a 6 ml o hasta que la muestra empiece a secarse en el fondo. No dejar que la muestra se calcine.
	B.8.4.2.4 Boil gently until a 3 to 6 ml remainder or until the sample begins to drain into the bottom. Do not allow the sample to calcinate. 

	B.8.4.2.5 Retirar la muestra del calor.
	B.8.4.2.5 Remove the heat sample.

	B.8.4.2.6 Al mismo tiempo correr dos blancos de reactivos.
	B.8.4.2.6 At the same time run two reagent boats.

	B.8.4.2.7 Adicionar 25 ml de ácido clorhídrico concentrado, calentar suavemente durante aproximadamente 15 min, hasta que todo el cloro sea liberado. Aumentar la temperatura gradualmente hasta ebullición.
	B.8.4.2.7 Add 25 ml of concentrated hydrochloric acid, heat gently for approximately 15 min, until all the chlorine is released. Increase the temperature gradually until boiling.

	B.8.4.2.8 Evaporar hasta obtener de 10 a 15 ml, usando un matraz similar con 15 ml de agua como patrón de volumen.
	B.8.4.2.8 Evaporate up to or obtain 10 to 15 ml, using a similar flask with 15 ml of water as a volume standard.

	B.8.4.2.9 Adicionar aproximadamente 40 ml de agua.
	B.8.4.2.9 Add approximately 4.0 ml of water.

	B.8.4.2.10 Agitar y pasar a un matraz de 100 ml y enjuagar con 10 ml de agua.
	B.8.4.2.10 Agitate and transfer to a 100 ml flask and rinse with 10 ml of water. 

	B.8.4.2.11 Cuando el ácido clorhídrico está presente en la digestión, las muestras se pueden quedar toda la noche o por más tiempo.
	B.8.4.2.11 When the hydrochloric acid is present in the digestion, the samples can stay overnight or for longer.

	B.8.4.2.12 Agregar 1 ml de solución de cloruro de potasio en cada matraz.
	B.8.4.2.12 Add 1 ml of potassium chloride solution in each flask.

	B.8.4.2.13 Enfriar a temperatura ambiente.
	B.8.4.2.13 Cool to room temperature.

	B.8.4.2.14 Diluir con agua y agregar más agua para compensar el volumen de grasa en el matraz.
	B.8.4.2.14 Dilute with water and add more water to compensate for the volume of fat in the flask.

	B.8.4.2.15 Mezclar perfectamente y filtrar de 30 a 50 ml a través de un papel filtro Whatman No. 2 y recoger el filtrado en un recipiente de propileno, polipropileno o polietileno.
	B.8.4.2.15 Mix thoroughly and filter 30 to 50 ml through a Whatman No. 2 filter paper and collect the filtrate in a container of propylene, polypropylene or polyethylene.

	B.8.4.2.16 No filtrar los blancos. Tapar las botellas durante el análisis. Las soluciones son estables por varios meses.
	B.8.4.2.16 Do not filter the targets. Cover the bottles during the analysis. The solutions are stable for several months.

	B.8.4.2.17 Correr un blanco de reactivos y muestra fortificada por cada serie de digestión.
	B.8.4.2.17 Run a reagent blank and sample fortified by each digestion series.

	B.8.4.2.18 Leer en el aparato de elección (espectrómetro de absorción atómica: flama u horno de grafito).
	B.8.4.2.18 Read on the device of choice (atomic absorption spectrometer: flame or graphite oven).

	B.8.4.3 Digestión por vía húmeda para la determinación de Hg.
	B.8.4.3 Humidity digestion for the determination of Hg.

	B.8.4.3.1 Sistema de reflujo.
	B.8.4.3.1 Reflux system.

	B.8.4.3.1.1 Pesar con precisión de ± 0,1 mg, la cantidad apropiada de muestra, dependiendo el tipo de ésta, en un matraz de digestión y adicionar perlas de ebullición.
	B.8.4.3.1.1 Weigh accuracy of ± 0.1 mg, the appropriate amount of sample, depending on the type d e is ta in a digestion flask add boiling beads.

	B.8.4.3.1.2 Conectar el matraz al sistema de reflujo y agregar poco a poco la cantidad necesaria de ácido nítrico concentrado y calentar durante media hora o hasta que no se observen cambios en la digestión.
	B.8.4.3.1.2 Connect the flask to the reflux system and add little by little the amount necessary of concentrated nitric acid and heat for half an hour or until changes are not observed in digestion.

	B.8.4.3.1.3 Dejar enfriar y agregar una mezcla de ácido nítrico y ácido sulfúrico concentrados (1 + 1).
	B.8.4.3.1.3 Allow to cool and add a mixture of concentrated nitric acid and sulfuric acid (1 + 1).

	B.8.4.3.1.4 Calentar y agregar más ácido nítrico gota a gota sobre las paredes del recipiente, hasta que el color obscuro de la solución desaparezca.
	B.8.4.3.1.4 Heat and add more nitric acid dropwise on the walls of the container, until the dark color of the solution disappears.

	B.8.4.3.1.5 Enfriar.
	B.8.4.3.1.5 Cool.

	B.8.4.3.1.6 Si existe grasa o cera filtrar la solución.
	B.8.4.3.1.6 If there is grease or wax, filter the solution.

	B.8.4.3.1.7 Correr un blanco de reactivos y muestra fortificada por cada serie de digestión.
	B.8.4.3.1.7 Run a reagent blank and sample fortified for each digestion series.

	B.8.4.3.1.8 Leer en el aparato de elección (espectrómetro de absorción atómica de vapor frío).
	B. 8.4.3.1.8 Read on the device of choice (cold atomic absorption spectrometer).

	B.8.4.3.2 Sistema cerrado.
	B.8.4.3.2 Closed system.

	B.8.4.3.2.1 Pesar con precisión de ± 0,1 mg, la cantidad apropiada de muestra, dependiendo el tipo de ésta, en el recipiente de digestión.
	B.8.4.3.2.1 Accurately weigh ± 0.1 mg, the appropriate amount of sample, depending on its type, in the digestion recipient .

	B.8.4.3.2.2 Agregar la cantidad necesaria de ácido nítrico concentrado.
	B.8.4.3.2.2 Add the necessary amount of concentrated nitric acid.

	B.8.4.3.2.3 Tapar y sellar perfectamente el recipiente de digestión.
	B.8.4.3.2.3 Cover and seal the digestion vessel perfectly.

	B.8.4.3.2.4 Si el recipiente de digestión es un matraz Erlenmeyer, colocar éste en una autoclave a 15 lb por 30 min. Si se utiliza bomba Parr, calentar en parrilla controlando la temperatura a un máximo de 300ºC por 30 min.
	B.8.4.3.2.4 If the digestion vessel is an Erlenmeyer flask, place it in an autoclave at 15 lb for 30 min. If a Parr pump is used, heat on the grill controlling the temperature at a maximum of 300ºC for 30 min.

	B.8.4.3.2.5 Enfriar a temperatura ambiente.
	B.8.4.3.2.5 Cool at room temperature.

	B.8.4.3.2.6 En caso de que la digestión no sea completa adicionar peróxido de hidrógeno y repetir la digestión.
	B.8.4.3.2.6 If the digestion is not complete, add hydrogen peroxide and repeat the digestion.

	B.8.4.3.2.7 Filtrar en caso de que exista grasa o cera y analizar el contenido de Hg.
	B.8.4.3.2.7 Filter in case of grease or wax and analyze the Hg content.

	B.8.4.3.2.8 Correr un blanco de reactivos y muestra fortificada por cada serie de digestión.
	B.8.4.3.2.8 Run a reagent blank and fortified sample for each digestion series.

	B.8.4.3.2.9 Leer en el aparato de elección (espectrómetro de absorción atómica de vapor frío).
	B.8.4.3.2.9 Read the device of choice (cold vapor atomic absorption spectrometer).

	B.8.4.4 Digestión para la determinación de As.
	B.8.4.4 Digestion for the determination of As.

	B.8.4.4.1 Digestión por vía húmeda-seca.
	B.8.4.4.1 Humid digestion.

	B.8.4.4.1.1 Proceder como en el punto (B.8.4.3.2) hasta que la digestión sea completa y posteriormente continuar con los siguientes pasos.
	B.8.4.4.1.1 Proceed as in point (B.8.4.3.2) until the digestion is complete and then continue with the following steps.

	B.8.4.4.1.2 Con una pipeta tomar una alícuota de la solución de muestra digerida y colocarla en un crisol Vycor o vaso de precipitados.
	B.8.4.4.1.2 With a pipette take an aliquot of the digested sample solution and place it in a Vycor crucible or precipitate glass.

	B.8.4.4.1.3 Añadir 1 ml de solución de nitrato de magnesio al 7% p/v y calentar en una parrilla a temperatura baja, hasta sequedad.
	B.8.4.4.1.3 Add 1 ml of 7% w/v magnesium nitrate solution and heat on a grill at a low temperature, until dry.

	B.8.4.4.1.4 Incrementar el calor de la placa a un máximo de 375ºC.
	B.8.4.4.1.4 Increase plate heat to a maximum of 375ºC.

	B.8.4.4.1.5 Colocar el matraz en la mufla a 450ºC para oxidar cualquier residuo de carbón y descomponer el exceso de nitrato de magnesio, por un tiempo mayor o igual a 30 min.
	B.8.4.4.1.5 Place the flask in the flask at 45 0 ° C to oxidize any carbon residue and decompose the excess magnesium nitrate, for a longer time or after 30 min.

	B.8.4.4.1.6 Enfriar y disolver el residuo en 2 ml de ácido clorhídrico 8 M.
	B.8.4.4.1.6 Cool and dissolve the residue in 2 ml of 8 M hydrochloric acid.

	B.8.4.4.1.7 Añadir 0,1 ml de yoduro de potasio al 20% p/v para reducir el As(V) a As(III).
	B.8.4.4.1.7 Add 0.1 ml of 20% w/v potassium iodide to reduce As(V) to As (III).

	B.8.4.4.1.8 Dejar reposar por un tiempo mayor a 2 min y transferir a un matraz y llevar al aforo con agua.
	B.8.4.4.1.8 Let stand for more than 2 m in time and transfer to a flask and bring to the capacity with water.

	B.8.4.4.1.9 Correr un blanco de reactivos y muestra fortificada por cada serie de digestión.
	B.8.4.4.1.9 Run a reagent blank and fortified sample for each digestion series.

	B.8.4.4.1.10 Leer en el aparato de elección (espectrómetro de absorción atómica con adaptación para horno de grafito o generador de hidruros).
	B.8.4.4.1.10 Read in the device of choice (atomic absorption spectrometer with adaptive oven and graphite or generator of hydrides).

	B.8.4.4.2 Digestión por vía seca.
	B. 8.4.4. 2 Dry digestion.

	B.8.4.4.2.1 Pesar con precisión de ± 0,1 mg, la cantidad necesaria de muestra en un crisol Vycor o de platino.
	B.8.4.4.2.1 Weigh the required amount of sample in a Vycor crucible or platinum crucible with an accuracy of ± 0.1 mg.

	B.8.4.4.2.2 Añadir el volumen necesario de nitrato de magnesio al 50% p/v.
	B.8.4.4.2.2 Add the necessary volume of 50% w/v magnesium nitrate.

	B.8.4.4.2.3 Homogeneizar con una varilla limpia de plástico extendiendo la mezcla en el crisol.
	B.8.4.4.2.3 Homogenize with a plastic cleaner rod by spreading the mixture in the crucible.

	B.8.4.4.2.4 Colocar la muestra en una mufla subiendo gradualmente la temperatura hasta 300ºC por 2 h. Posteriormente subir gradualmente la temperatura hasta 500ºC por 16 h o durante toda la noche.
	B.8.4.4.2.4 Place the sample in a flask gradually increasing the temperature to 300°C for 2 h. Then gradually increase the temperature to 500°C for 16 hours during the night. 

	B.8.4.4.2.5 Enfriar a temperatura ambiente y humedecer las cenizas con ácido nítrico al 50% v/v.
	B.8.4.4.2.5 Cool to room temperature and moisten the ashes with 50% nitric acid v/v.

	B.8.4.4.2.6 Calentar en parrilla hasta la eliminación del ácido.
	B.8.4.4.2.6 Heat on the grill until the acid is removed.

	B.8.4.4.2.7 Llevar los crisoles a una mufla elevando gradualmente la temperatura de 23 a 500ºC, manteniendo ésta 30 min hasta evaporación total.
	B.8.4.4.2.7 Bring the crucibles to a flask by gradually raising the temperature from 23 to 500°C, keeping it 30 min until complete evaporation.

	B.8.4.4.2.8 Transferir las cenizas del crisol a un matraz aforado usando una porción de 10 ml de ácido clorhídrico 0,5 N.
	B.8.4.4.2.8 Transfer the ashes from the crucible to a volumetric flask using a 10 ml portion of 0.5N hydrochloric acid.

	B.8.4.4.2.9 Enjuagar los crisoles con 5 ml de agua destilada y transferir al matraz, añadir 1 ml de solución de yoduro de potasio al 15% y mezclar.
	B.8.4.4.2.9 Rinse crucibles with 5 ml of distilled water and transfer to the flask, add 1 ml of solution of potassium iodide at 15% and mix.

	B.8.4.4.2.10 Dejar reposar durante 15 min y llevar al aforo.
	B.8.4.4.2.10 Let stand for 15 min and bring to capacity.

	B.8.4.4.2.11 Correr un blanco de reactivos y muestra fortificada por cada serie de digestión.
	B.8.4.4.2.11 Run a reagent blank and fortified sample for each digestion series.

	B.8.4.4.2.12 Leer en el aparato de elección (espectrómetro de absorción atómica con adaptación para horno de grafito o generador de hidruros).
	B.8.4.4.2.12 Read on the device of choice (atomic absorption spectrometer with adaptive oven and graphite or hydride generator).

	B.8.4.5 Digestión para la determinación de cadmio, arsénico, plomo, estaño, cobre, hierro, zinc y plata por horno de microondas.
	B.8.4.5 Digestion for the determination of cadmium, arsenic, lead, tin, copper, iron, zinc and silver by microwave or microwave.

	Pesar con precisión de ± 0,1 mg, 0,5 g como máximo de muestra, añadir 6 ml de ácido nítrico concentrado y 2 ml de agua oxigenada al 30%, cerrar perfectamente el envase de reacción y proceder según el manual del fabricante.
	Weigh with precision of ± 0.1 mg, 0.5 g maximum sample, add 6 ml of concentrated nitric acid and 2 ml of 30% hydrogen peroxide, close the reaction container perfectly and proceed according to the manual manufacturer.

	B.8.5 Procedimiento
	B.8.5 Procedure

	B.8.5.1 Espectrometría de absorción atómica por flama.
	B.8.5.1 Atomic absorption spectrometer by flame. 

	B.8.5.1.1 Calibración. Es necesario comprobar que se tiene una calibración inicial y periódica aceptable.
	B.8.5.1.1 Calibration. It is necessary to verify that there is an acceptable initial and periodic calibration.

	B.8.5.1.1.1 Se inicia la configuración operacional del instrumento y en el sistema de adquisición de datos. Permitir un periodo no menor a 30 min para el calentamiento de las lámparas de descarga sin electrodos.
	B.8.5.1.1.1 The operational configuration of the instrument and in the data acquisition system is started. Allow a period of no less than 30 min for heating the discharge lamps without electrodes.

	B.8.5.1.1.2 Se debe verificar la estabilidad del instrumento mediante el análisis de una solución estándar 20 veces más concentrada que el límite de detección del instrumento (LDI) para el analito, leída un mínimo de cinco veces y calculando la desviación estándar resultante, la cual debe ser menor al 5%.
	B.8.5.1.1.2 The stability of the instrument must be verified by analyzing a standard solution 20 times more concentrated than the detection limit of the instrument or (DLI) for the analyte, read a minimum of five times and calculating the resulting standard deviation, which must be less than 5%.

	B.8.5.1.1.3 El instrumento debe calibrarse para el analito a determinar usando el blanco de calibración y los estándares de calibración preparados a 3 o 4 niveles de concentración dentro del intervalo dinámico de concentración del analito.
	B.8.5.1.1.3 The instrument must be calibrated for the analyte to be determined using the calibration blank and standards prepared to 3 or 4 concentration levels within the dynamic analyte concentration interval.

	B.8.5.1.1.4 Ajustar el instrumento a 0 con el blanco de calibración. Introducir los estándares de calibración del analito de menor a mayor concentración y registrar al menos tres réplicas de la absorbancia de cada uno.
	B.8.5.1. 1.4 Set the instrument to 0 with the calibration blank. Introduce the calibration standards of the analyte of low to high concentration and register the least three replicates of the absorbance of each.

	B.8.5.1.1.5 Elaborar una curva de calibración graficando absorbancia en función de la concentración.
	B.8.5.1.1.5 Prepare a calibration curve by plotting absorbance as a function of concentration.

	Lo anterior puede llevarse a cabo en equipos que se programan directamente, en los cuales sólo es necesario introducir los estándares y marcar su concentración teórica.
	The above can be carried out in equipment that is programmed directly, in which it is only necessary to introduce the standards and mark their theoretical concentration.

	B.8.5.1.2 Operación del instrumento.
	B.8.5.1.2 Operation of the instrument.

	El desempeño del instrumento se verifica mediante el empleo de blancos de calibración, estándares de calibración y una muestra de control de calidad (MCC).
	The performance of the instrument is verified through the use of calibration targets, calibration standards and a quality control sample (QCS).

	B.8.5.1.2.1 Después de que se ha realizado la calibración, se debe verificar que el instrumento trabaje adecuadamente para el analito. Para ello se analiza una muestra de control de calidad. Si las mediciones varían en ± 10% o más, al valor establecido para la MCC, el análisis debe interrumpirse y buscar la posible causa de error, el instrumento se debe recalibrar y verificar la nueva calibración.
	B.8.5.1.2.1 After the calibration has been performed, it must be verified that the instrument works properly for the analyte. For this, a sample of quality control is analyzed. If the measurements vary by ± 10% or more, at the value set for the quality control sample (QCS), the analysis should be interrupted and the possible cause of error sought, the instrument should be recalibrated and the new calibration verified.

	B.8.5.1.2.2 Para verificar que el instrumento no presenta variación, por cada 10 análisis se debe analizar el blanco de calibración y un punto intermedio de la curva de calibración. Si el valor verdadero del analito difiere ± 10% o más, el instrumento debe recalibrarse. Si el error persiste debe identificarse el problema y corregirse.
	B.8.5.1.2.2 To verify that the instrument has no variation, for every 10 analyses the calibration target and an intermediate point of the calibration curve must be analyzed. If the true value of the analyte differs ± 10% or more, the instrument should be recalibrated. If the error persists, the problem must be identified and corrected.

	Si la matriz de la muestra es responsable de la variación o afecta la respuesta del analito puede ser necesario trabajar por adiciones estándar.
	If the sample matrix is ​​responsible for the variation or affects the response of the analyte, it may be necessary to work for standard additions.

	B.8.5.1.2.3 La demostración de la operatividad inicial del instrumento se hace estableciendo los límites de detección del método (LDM) para el analito y el intervalo de calibración lineal. Para determinar el LDM se usa un blanco de reactivos fortificado con una concentración del analito equivalente de 2 a 5 veces el límite de detección estimado. Se hacen al menos 4 réplicas de lectura de absorbancia del blanco de reactivos fortificado procesado a través de todo el método analítico. Los LDM se calculan de acuerdo con:
	B.8.5.1.2.3 The demonstration of the initial operability of the instrument is made by establishing the detection limit of the instrument or (DLI) for the analyte and the linear calibration interval. To determine the DLI, a fortified reagent blank is used with an equivalent analyte concentration of 2 to 5 times the estimated detection limit. At least 4 absorbance reading replicas of the fortified reagent blank processed through the entire analytical method are made. The DLI are calculated according to:
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DLI = t x s



	En donde:
	Where:

	t = valor de la "t" de Student a un intervalo de confianza de 95% y una desviación estándar estimada para n-1 grados de libertad. t = 3,14 para 7 réplicas.
	t = value "t" of Student to a range of confidence of 95% and standard deviation estimated n-1 degrees of release. t = 3.14 for 7 replicates.

	s = desviación estándar de las réplicas del análisis.
	s = standard deviation of the replicates of the analysis.

	El intervalo lineal de calibración se establece a partir de por lo menos 4 estándares de diferente concentración, uno de los cuales debe estar próximo al límite superior del intervalo lineal.
	The linear calibration interval is established from at least 4 standards of different concentration, one of which must be close to the upper limit of the linear interval.

	B.8.5.1.3 Determinación
	B.8.5.1.3 Determination 

	B.8.5.1.3.1 Ajustar el instrumento de absorción atómica en las condiciones adecuadas para la determinación del analito de acuerdo con las indicaciones del manual del instrumento.
	B.8.5.1.3.1 Adjust the instrument of atomic absorption under the appropriate conditions for the determination of the analyte in accordance with the instructions in the instrument manual.

	B.8.5.1.3.2 Introducir el blanco de reactivos y la muestra a analizar y registrar los valores de absorbancia. Se debe analizar al menos un blanco de reactivos con cada grupo de muestras. Los valores obtenidos ponen de manifiesto la calidad de los reactivos usados y el grado de contaminación del laboratorio.
	B.8.5.1.3.2 Enter the reagent blank and the sample to be analyzed and record the absorbance values. At least one reagent blank must be finalized with each sample group. The values ​​obtained show the quality of the reagents used and the degree of contamination of the laboratory.

	B.8.5.1.3.3 En los equipos que pueden programarse, la lectura obtenida da directamente la concentración del elemento en las unidades de concentración utilizadas.
	B.8.5.1.3.3 In the equipment that can be programmed, the reading obtained directly gives the concentration of the element in the concentration units used. 

	B.8.5.1.3.4 Se debe analizar al menos un blanco de reactivos fortificado para cada grupo de muestras. Se calcula la exactitud como el porciento de recuperación (de acuerdo con el apartado B.8.5.1.3.6).
	B.8.5.1.3.4 At least one fortified reagent blank should be analyzed for each group of samples. Accuracy is calculated as the recovery percentage (according to section B.8.5.1.3.6).

	B.8.5.1.3.5 Se debe fortificar al menos una muestra por grupo o el 10% de ellas lo que resulte mayor. La concentración añadida debe ser de aproximadamente 0,1 unidades de absorbancia.
	B.8.5.1.3.5  At least one sample per group or 10% of them should be fortified whichever is greater. The added concentration should be approximately 0.1 absorbance units.

	B.8.5.1.3.6 Se debe calcular el porciento de recuperación para el analito, de acuerdo con:
	B.8.5.1.3.6 The percentage of recovery for the analyte should be calculated, according to:
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	En donde:
	Where:

	CM = Concentración de la muestra fortificada
	CM = Fortified sample concentration

	C = Concentración de la muestra
	C = Sample Concentration

	CA = Concentración equivalente de analito añadido a la muestra.
	CA = Equivalent concentration of analyte added to the sample.

	Si la recuperación del analito en la muestra fortificada está fuera del intervalo previamente establecido y el blanco de reactivos fortificado está correcto, puede existir un problema relacionado con la matriz de la muestra. Los datos se deben verificar por el método de las adiciones estándar.
	If the recovery of the analyte in the fortified sample is outside the previously established range and the blank of the reagents formed is correct, there may be a problem related to the matrix of the sample. The data must be verified by the method of standard additions.

	B.8.5.2 Espectrometría de absorción atómica por horno de grafito.
	B.8.5.2 Atomic absorption spectrometry by graphite oven.

	B.8.5.2.1 Calibración
	B.8.5.2.1 Calibration

	B.8.5.2.1.1 Proceder de acuerdo con los puntos (B.8.5.1.1.1 a B.8.5.1.1.4).
	B.8.5.2.1.1 Proceed according to points (B.8.5.1.1.1 to B.8.5.1.1.4).

	B.8.5.2.1.2 Elaborar una curva de calibración graficando área de pico o altura máxima contra concentración del analito.
	B.8.5.2.1.2 Prepare a calibration curve by plotting peak area or maximum height against analyte concentration.

	La calibración mediante el uso de una computadora o una calculadora basada en el ajuste sobre los datos de concentración respuesta es aceptada.
	The calibration by using a computer or a calculator based on the adjustment on the response concentration data is accepted.

	Lo anterior puede llevarse a cabo en equipos que se programan directamente, en los cuales sólo es necesario introducir los estándares y marcar su concentración teórica.
	The above can be carried out on equipment that is directly programmed, in which it is only necessary to introduce the standards and mark their theoretical concentration.

	B.8.5.2.2 Operación del instrumento.
	B.8.5.2.2 Instrument operation . 

	B.8.5.2.2.1 Proceder de acuerdo con (B.8.5.1.2.1 a B.8.5.1.2.3).
	B.8.5.2.2.1 Proceed in accordance with (B.8.5.1.2.1 to B.8.5.1.2.3).

	B.8.5.2.3 Determinación
	B.8.5.2.3 Determination

	B.8.5.2.3.1 Ajustar el instrumento de absorción atómica en las condiciones adecuadas para la determinación del analito, de acuerdo con las recomendaciones del manual del instrumento.
	B.8.5.2.3.1 Adjust the atomic absorption instrument in the appropriate conditions for analyte determination, in accordance with the recommendations in the instrument manual .

	El programa de temperaturas para el horno de grafito puede variar dependiendo de la matriz de la muestra. En el caso de existir interferencias no específicas (absorción molecular o dispersión de la luz), se recomienda consultar la bibliografía existente en cuanto a los métodos disponibles para eliminarlas, así como en el caso de interferencias de matriz.
	The temperature program for the graphite oven may vary depending on the sample matrix. In the case of non-specific interference (molecular absorption or light scattering), it is recommended to consult the existing literature regarding the methods available to eliminate them, as well as in the case of matrix interference.

	B.8.5.3 Espectrometría de absorción atómica por generador de hidruros.
	B.8.5.3 Atomic absorption spectrometer by hydride generator.

	B.8.5.3.1 Calibración
	B.8.5.3.1 Calibration

	B.8.5.3.1.1 Proceder de acuerdo con los puntos (B.8.5.1.1.1 a B.8.5.1.1.4).
	B.8.5.3.1.1 Proceed according to the points (B.8.5.1.1.1 to B.8.5.1.1.4).

	B.8.5.3.1.2 A partir de la solución estándar de As de 1000 mg/l, preparar una solución de As de 1 mg/l en ácido clorhídrico de concentración apropiada al método. Trazar una curva de calibración de absorbancia (máximo de la altura de pico) en función de la concentración del analito para un intervalo de concentración de 0 a 10 µg/l de As bajo las mismas condiciones de la matriz de la muestra.
	B.8.5.3.1.2 From the standard solution of As of 1000 mg/l, prepare a solution of As of 1 mg/l in hydrochloric acid of concentration appropriate to the method. Draw an absorbance calibration curve (maximum peak height) as a function of the analyte concentration for a concentration range of 0 to 10 µg/l of As under the same conditions of the sample matrix.

	B.8.5.3.2 Operación del instrumento.
	B.8.5.3.2 Instrument operation.

	B.8.5.3.2.1 Proceder de acuerdo con los puntos (B.8.5.1.2.1 a B.8.5.1.2.3).
	B.8.5.3.2.1 Proceed according to points (B.8.5.1.2.1 to B.8.5.1.2.3).

	B.8.5.3.3 Determinación
	B.8.5.3.3 Determination

	B.8.5.3.3.1 Ajustar el instrumento de absorción atómica en las condiciones adecuadas para la determinación de As: longitud de onda de 193,7 nm y lámpara de descarga sin electrodos. Colocar y ajustar  la celda de absorción de acuerdo con el manual del fabricante. Ajustar el flujo de gas (nitrógeno o argón).
	B.8.5.3.3.1 Adjust the atomic absorption instrument in the appropriate conditions for the determination of As: wavelength of 193.7 nm and discharge lamp without electrodes. Position and adjust the absorption cell according to the manufacturer's manual. Adjust the gas flow (nitrogen or argon).

	B.8.5.3.3.2 Ajustar a 0 de absorbancia con el blanco de calibración de ácido clorhídrico al 1,5% siguiendo las instrucciones del manual del fabricante.
	B.8.5.3.3.2 Adjust to 0 absorbance with the 1.5% hydrochloric acid calibration blank following the instructions in the manufacturer's manual.

	B.8.5.3.3.3 Optimizar con un estándar de calibración la respuesta del instrumento al analito (por lo general, 10 ml de una solución de 5 µg/l de As da una absorbancia de 0,2), ajustando el tiempo de purga I, el tiempo de reacción y el tiempo de purga II.
	B.8.5.3.3.3 Optimize with a calibration standard the response of the instrument to the analyte (usually 10 ml of a solution of 5 µg/l of As gives an absorbance of 0.2), adjusting the purge time I, the reaction time and purge time II.

	B.8.5.3.3.4 Tomar un volumen conocido de la muestra dirigida y seguir el mismo procedimiento que con los estándares de calibración.
	B. 8.5.3.3.4 Take a known volume of the sample directed and follow the same procedure as the calibration standards.

	B.8.5.4 Espectrometría de absorción atómica por vapor frío.
	B.8.5.4 Cold atomic absorption spectrometry.

	B.8.5.4.1 Calibración
	B.8.5.4.1 Calibration

	B.8.5.4.1.1 Proceder igual que en los puntos (B.8.5.1.1.1 a B.8.5.1.1.4.).
	B.8.5.4.1.1 Proceed the same as in points (B.8.5.1.1.1 to B.8.5.1.1.4.).

	B.8.5.4.1.2 A partir de la solución de trabajo de 1 µg/ml preparar estándares de calibración que contengan 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 y 1,0 µg de Hg a frascos de reacción. A cada frasco agregar 100 ml de la solución  de dilución y 20 ml de la solución de reducción. Trazar la curva de calibración de absorbancia (altura máxima de pico) en función de la concentración del analito.
	B.8.5.4.1.2 From the working solution of 1 µg/ml prepare calibration standards containing 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1.0 µg of Hg to reaction bottles. To each bottle add 100 ml of the dilution solution and 20 ml of the reduction solution. Draw the absorbance calibration curve (maximum peak height) based on the analyte concentration.

	B.8.5.4.2 Operación del instrumento.
	B.8.5.4.2 Instrument operation.

	B.8.5.4.2.1 Proceder de acuerdo con los puntos (B.8.5.1.2.1 a B.8.5.1.2.3).
	B.8.5.4.2.1 Proceed in accordance with the points (B.8.5.1.2.1 to B.8.5.1 .2.3).

	B.8.5.4.3 Determinación
	B.8.5. 4.3 Determination

	B.8.5.4.3.1 Ajustar el instrumento de absorción atómica en las condiciones adecuadas para la determinación de Hg: longitud de onda de 253,6 nm, slit 0,7 nm y lámpara de cátodo hueco. Colocar y ajustar la celda de absorción de acuerdo con el manual del fabricante. Ajustar el flujo de gas (nitrógeno o argón).
	B.8.5.4.3.1 Adjust the atomic absorption instrument in the appropriate conditions for the determination of Hg: wavelength of 253.6 nm, slit 0.7 nm and hollow cathode lamp. Position and adjust the absorption cell according to the manufacturer's manual. Adjust the gas flow (nitrogen or argon).

	B.8.5.4.3.2 Ajustar a 0 de absorbancia con el blanco de calibración (solución de dilución y de reducción) siguiendo las instrucciones del manual del fabricante.
	B.8.5.4.3.2 Adjust to 0 absorbance with the calibration blank (dilution and reduction solution) following the instructions in the manufacturer's manual.

	B.8.5.4.3.3 Optimizar con un estándar de calibración la respuesta del instrumento al analito.
	B.8.5.4.3.3 Optimize with a calibration standard the response of the instrument to the analyte.

	B.8.5.4.3.4 Tomar 25 ml de la muestra digerida y seguir el mismo procedimiento que con los estándares de calibración.
	B.8.5.4.3.4 Take 25 ml of the digested sample and follow the same procedure as with the calibration standards.

	B.8.6 Expresión de resultados
	B.8.6 Expression of results

	B.8.6.1 Método de cálculo
	B.8.6.1 Calculation method

	Interpolar los valores de absorbancia o altura de pico de la muestra analizada en la curva de calibración y obtener los mg/kg del elemento en la muestra y realizar los cálculos empleando la siguiente fórmula:
	Interpolate the absorbance or peak height values ​​of the sample analyzed in the calibration curve and obtain the mg/kg of the element in the sample and calculate using the following formula:
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	En donde:
	Where:

	A = Concentración en mg/kg de la muestra a interpolar en la curva de calibración.
	A = Concentration in mg/kg of the sample to be interpolated in the calibration curve.

	B = Volumen final al que se llevó la muestra (ml).
	B = Final volume at which the sample was taken (ml).

	C = Peso de la muestra (g) o volumen de la muestra (ml) en el caso de agua.
	C = Sample weight (g) or sample volume (ml) in the case of water.

	En los equipos que pueden programarse, la lectura obtenida da directamente la concentración del elemento en mg/kg o µg/kg.
	In the devices that can be programmed, the reading obtained gives directly the concentration of the element in mg/kg or µg/kg.

	B.8.7 Informe de la prueba
	B.8.7 Test report

	Los resultados se informarán en mg/kg o µg/kg del elemento a determinar.
	The results will be reported in mg/kg or µg/kg of the element to be determined.

	B.9 DETERMINACION DE MATERIA EXTRAÑA EN LECHE, FORMULA LACTEA O PRODUCTO LACTEO COMBINADO
	B.9 DETERMINATION OF FOREIGN MATTER IN MILK, MILK FORMULA OR COMBINED DAIRY PRODUCT

	B.9.1 Principio del método
	B.9.1 Principle of the method 

	Los insectos enteros, fragmentos de los mismos, pelos de roedor o alguna materia extraña se separan de la muestra por filtración para su identificación al microscopio.
	Entire insects, fragments of the same, rodent hairs or any foreign matter are separated from the sample by filtration for their identification by microscope.

	B.9.2. Equipo
	B.9.2. Equipment

	B.9.2.1 Balanza analítica con 0,1 mg de sensibilidad
	B.9.2.1 Analytical scale with 0.1 mg sensitivity

	B.9.2.2 Equipo de filtración al vacío.
	B.9.2.2 Vacuum filtration equipment .

	B.9.2.3 Microscopio binocular estereoscopio con objetivos que pueden ser de 3, 6, 7 y 10 X, oculares apareados de amplio campo visual de 10, 30 y 100 X, respectivamente.
	B.9.2.3 Stereoscope binocular microscope with objectives that can be 3, 6, 7 and 10 X, paired eyepieces with a wide field of view of 10, 30 and 100 X, respectively.

	B.9.2.4 Lámpara para el microscopio o luz natural equivalente.
	B.9.2.4 Lamp for the microscope or equivalent natural light.

	B.9.3 Materiales
	B.9.3 Materials 

	B.9.3.1 Embudo Büchner.
	B.9.3.1 Büchner funnel.

	B.9.3.2 Matraz Kitazato.
	B.9.3.2 Kitazato flask.

	B.9.3.3 Vasos de precipitados de 1000 ml.
	B.9.3 .3 Precipitate glasses 1000 ml.

	B.9.3.4 Caja Petri.
	B.9.3.4 Petri dish.

	B.9.3.5 Papel de filtración rápida para conteo con líneas paralelas de aproximadamente 5 mm de separación.
	B.9.3.5 Fast filtration paper for counting with parallel lines approximately 5 mm apart.

	B.9.3.6 Material común de laboratorio.
	B.9.3.6 Common laboratory material .

	B.9.4. Reactivos
	B.9.4. Reagents

	Los reactivos que a continuación se mencionan deben ser grado analítico a menos que se indique otra especificación y por agua debe entenderse agua destilada.
	The reagents mentioned below should be analytical grade unless another specification is indicated and distilled water should be understood as water.

	B.9.4.1 Solución de carbonato de sodio (Na2 CO3) al 2%.
	B.9.4.1 2% sodium carbonate solution (Na2 CO3).

	Disolver 2 g de carbonato de sodio en agua y llevar al volumen de 100 ml.
	Dissolve 2 g of sodium carbonate in water and bring to the volume of 100 ml.

	B.9.4.2 Solución de oxalato de sodio (Na2 C2 O4) al 3%.
	B.9.4.2 Solution of sodium oxalate (Na2 C2 O4) to 3%.

	Disolver 3 g de oxalato de sodio Na2 C2O4 en agua y llevar al volumen de 100 ml.
	Dissolve 3 g of sodium oxalate Na2C2O4 in water and bring to the volume of 100 ml.

	B.9.4.3 Mezcla de glicerina:etanol 1:3 (v/v) (opcional).
	B.9.4.3 Glycerine/ethanol mixture 1:3 (v/v) (optional).

	B.9.5 Procedimiento
	B.9.5 Procedure 

	B.9.5.1 Preparación de la muestra
	B.9.5.1 Preparation of the sample

	B.9.5.1.1 Productos líquidos
	B.9.5.1.1 Liquid products

	Mezclar bien todo el contenido de la muestra.
	Mix all the sample content well.

	B.9.5.1.2 Productos deshidratados
	B.9.5.1.2 Dehydrated products

	Pesar por duplicado 50 g de leche descremada o 65 g de leche entera y reconstituir ajustando el volumen a 500 ml con agua a 40ºC.
	Weigh 50 g of skim milk or 65 g of whole milk in duplicate and reconstitute by adjusting the volume to 500 ml with water at 40°C.

	B.9.5.2 Determinación
	B.9.5.2 Determination

	B.9.5.2.1 Filtrar toda la muestra sobre un embudo de succión preparado con papel filtro para conteo, tratando de vertirlo uniformemente.
	B.9.5.2.1 Filter the sample over a suction funnel prepared with a counting filter film, trying to pour it evenly.

	B.9.5.2.2 Durante la filtración lavar continuamente el papel filtro con agua a 80ºC aproximadamente, para evitar la acumulación de partículas que tapen los poros del papel.
	B.9.5.2.2 During filtration, wash the filter paper continuously with water at 80°C approximately, to avoid the accumulation of particles that clog the pores of the paper.

	B.9.5.2.3 Pasar el papel filtro a una caja Petri y humedecerla con la mezcla glicerina-etanol (opcional). Examinar al microscopio utilizando una luz suficientemente fuerte que muestre los detalles en el papel filtro.
	B.9.5.2.3 Transfer the filter paper to a Petri dish and moisten it with the glycerine-ethanol mixture (optional). Examine the microscope using a light strong enough to show the details on the filter paper.

	B.9.5.2.4 Contar con una aguja de disección sobre toda la superficie del papel, línea por línea y explorar cada pieza del material dado que algunos fragmentos son irreconocibles a menos que se muevan.
	B.9.5.2.4 Have a dissecting needle on the entire surface of the paper, line by line and explore each piece of the material since some fragments are unrecognizable unless they move.

	B.9.6 Expresión de resultados
	B.9.6 Expression of results

	B.9.6.1 Productos deshidratados
	B.9.6.1 Dehydrated products



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



	Presence or absence of whole insects, insect fragments, rodent hairs and any foreign matter found in 50 g or 65 g of sample




	B.9.6.2 Productos líquidos
	B.9.6.2 Liquid products



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



	The presence or absence of entire insects, insect fragments, rodent hairs and any foreign matter in the amount of  the ml containing the analyzed container




	METODOS PARA LA DETERMINACION DE NUTRIMENTOS
	METHODS FOR THE DETERMINATION OF NUTRIENTS

	B.10 DETERMINACION DE VITAMINA A POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC EN FASE REVERSA)
	B.10 DETERMINATION OF VITAMIN A BY HIGH RESOLUTION LIQUID CHROMATOGRAPHY (REVERSE PHASE HPLC)

	B.10.1 Principio del método
	B.10.1 Principle of the method

	Los lípidos son ésteres que en presencia de un álcali cáustico se hidrolizan liberando el material insaponificable, el cual es extraído con un disolvente orgánico. Posteriormente la vitamina A contenida en este material, es cuantificada por medio de Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución.
	Lipids are esters that are hydrolyzed in the presence of a caustic alkali releasing the unsaponifiable material, which is extracted with an organic solvent . Subsequently, vitamin A contained in this material is quantified by means of High Resolution Liquid Chromatography.

	B.10.2 Equipo
	B.10.2 Equipment

	B.10.2.1. Sistema de HPLC que incluye:
	B.10.2.1. HPLC system that includes:

	B.10.2.1.1 Bomba HPLC.
	B.10.2.1.1 HPLC pump.

	B.10.2.1.2 Inyector automático o manual de muestras.
	B.10 .2.1.2 Automatic injector or manual samples.

	B.10.2.1.3 Detector espectrofotométrico de longitud de onda variable UV-Visible LC.
	B.10.2.1.3 UV-Visible LC variable wavelength spectrophotometric detector.

	B.10.2.1.4 Integrador computarizado LC.
	B.10.2.1.4 LC computer integrator.

	B.10.2.1.5 Columna Octadecil ODS (20), tamaño de partícula 5 µm, longitud 250 mm x diámetro interno 4,6 mm.
	B.10.2.1.5 ODS Octadecil column (20), particle size 5 µm, length 250 mm x internal diameter 4, 6 mm.

	B.10.2.2 Balanza analítica, con capacidad de 160 g, lectura 0,1 mg.
	B.10.2.2 Analytical scale, with capacity of 160 g, 0.1 mg reading.

	B.10.2.3 Placas de agitación con calentamiento.
	B.10.2.3 Agitation heating plates.

	B.10.2.4 Cilindro para gas comprimido de nitrógeno pureza 95%.
	B.10.2.4 Cylinder for compressed nitrogen gas 95% purity.

	B.10.2.5 Cilindro para gas comprimido de helio pureza 95%.
	B.10.2.5 Cylinder for 95% pure helium compressed gas.

	B.10.2.6 Evaporador rotatorio con elevador rápido y baño maría.
	B.10.2.6 Evaporated rotary with quick lift and water bath.

	B.10.2.7 Equipo de filtración para la preparación de la fase móvil.
	B.10.2.7 Filtration equipment for the preparation of the mobile phase.

	B.10.2.8 Cronómetro o reloj.
	B.10.2.8 Chronometer or watch.

	B.10.3 Materiales
	B.10.3 Materials

	B.10.3.1 Matraces volumétricos actínicos o de color marrón con tapón de vidrio o teflón de 50 y 100 ml.
	B.10.3.1 Actinic volumetric Flasks or brown color with a glass or Teflon cap 50 and 100 ml.

	B.10.3.2 Matraces actínicos o de color marrón de fondo plano, cuello corto de 250 ml.
	B.10.3.2 Actinic or brown flat-bottom flasks, 250 ml short neck.

	B.10.3.3 Matraces, en forma de pera actínicos o de color marrón, de cuello corto y boca esmerilada  de 500 ml (que embone en el rotavapor).
	B.10.3.3 Flasks, in the form of an actinic pear or brown in color, with a short neck and a frosted mouth of 500 ml (which fits in the rotavapor). 

	B.10.3.4 Matraces volumétricos actínicos o de color marrón de 10 ml.
	B.10.3.4 Actinic volumetric Flasks or brown flasks 10 ml.

	B.10.3.5 Vasos de precipitados de 500 ml.
	B.10.3.5 Vessels of precipitates of 5 00 ml.

	B.10.3.6 Embudo de separación cónico, actínicos o de color marrón, con llave de teflón 500 ml.
	B.10.3.6 Conical separation funnel, actinic or brown, with 500 ml Teflon key.

	B.10.3.7 Embudo tallo corto diámetro 12 cm.
	B.10.3.7 Funnel with short stem diameter 12 cm.

	B.10.3.8 Tapones de teflón huecos hexagonales o actínicos o de color marrón.
	B. 10.3.8 Hexagonal or actinic Teflon plugs or brown in color.

	B.10.3.9 Refrigerante con macho y hembra, manguito 300 ml, de 50 cm de longitud aproximadamente.
	B.10.3.9 Refrigerant with male and female, sleeve 300 ml, approximately 50 cm long.

	B.10.3.10 Manguera de látex.
	B.10.3.10 Latex hose.

	B.10.3.11 Papel filtro mediano No. 1 con diámetro de 18,5 cm.
	B.10.3.11 Medium filter paper No. 1 with a diameter of 18.5 cm.

	B.10.3.12 Pipetas volumétricas con marca de 5 y 4 ml.
	B.10.3.12 Volumetric pipettes with 5 and 4 ml mark.

	B.10.3.13 Jeringa de vidrio sin aguja desechable de 10 ml.
	B.10.3.13 10 ml disposable needleless glass syringe .

	B.10.3.14 Jeringa de vidrio de 50 µl con aguja sin punta.
	B.10.3.14 50 µl glass syringe with needleless tip.

	B.10.3.15 Filtros para jeringa (acrodiscos para HPLC) de 0,45 µm de tamaño de poro y diámetro de  25 mm, para solventes orgánicos y fase móvil.
	B.10.3.15 Syringe filters (acrodisks for HPLC) of 0.45 µm pore size and diameter of 25 mm, for organic solvents and mobile phase. 

	B.10.3.16 Membranas de filtración de fluoruro de polivinilideno, utilizada para fases móviles (solventes orgánicos y acuosos), cuyos extractables sean de absorción en UV, u otro filtro para fines similares.
	B.10.3.16 Polyvinylidene fluoride filtration membranes, used for mobile phases (organic and aqueous solvents), whose extractables are UV absorbed, or another filter for similar purposes.

	B.10.3.17 Magnetos para placa de agitación.
	B.10.3.17 Magnets for the agitation plate.

	B.10.4 Reactivos
	B.10.4 Reagents

	Los reactivos que a continuación se mencionan deben ser grado analítico y por agua debe entenderse agua destilada.
	The reagents mentioned below should be analytical grade and water should be understood as distilled water.

	B.10.4.1 Estándar de retinol (vitamina A) cristalizada (C20H30O) all trans RETINOL con certificado de pureza.
	B.10.4.1 Standard of crystallized retinol (vitamin A) (C20H30O) all trans RETINOL with purity certificate.

	B.10.4.2 Hidróxido de potasio en lentejas (KOH).
	B.10.4.2 Potassium hydroxide in lentils (KOH).

	B.10.4.3 Alcohol etílico absoluto (C2H5OH).
	B.10.4.3 Absolute ethyl alcohol (C2H5OH).

	B.10.4.4 Eter de petróleo intervalo de ebullición 40 a 60°C.
	B.10.4.4 Petroleum ether interval of boiling range 40 to 60 ° C.

	B.10.4.5 Fenolftaleína en solución etanólica al 1%, indicador (C20H14O4).
	B.10.4.5 Phenolphthalein in 1% ethanol solution, indicator (C20H14O4).

	B.10.4.6 Metanol grado HPLC (CH3OH).
	B.10.4.6 HPLC grade methanol (CH3OH). 

	B.10.4.7 Agua destilada filtrada (sólo para la preparación de fase móvil).
	B.10.4.7 Filtered distilled water (only for mobile phase preparation).

	B.10.4.8 Agua destilada que se utilizará en los lavados del saponificado (verificar que el valor de pH no sea mayor de 6,0).
	B.10.4.8 Distilled water to be used in the saponification washes (verify that the pH value is not greater than 6.0).

	B.10.4.9 Sulfato de sodio anhidro (Na2SO4).
	B.10.4.9 Anhydrous sodium sulfate (Na 2 SO 4 ).

	B.10.4.10 Acido ascórbico (C6H8O6).
	B.10.4.10 Ascorbic acid (C6H8O6).

	B.10.4.11 Fase móvil metanol: agua (95:5) para HPLC.
	B.10.4.11 Mobile phase methanol: water (95:5) for HPLC.

	Pasar agua destilada a través de una membrana de filtración para soluciones acuosas. Pasar metanol a través de una membrana de filtración para solventes orgánicos. Posteriormente mezclar 50 ml de agua destilada en 950 ml de metanol (fase móvil). Degasificar la fase móvil pasando una ligera corriente de gas helio o por ultrasonido 15 min a temperatura ambiente.
	Pass distilled water through a filtration membrane for aqueous solutions. Pass methanol through a filtration membrane for organic solvents . Subsequently mix 50 ml of distilled water in 950 ml of methanol (mobile phase). Degassing the mobile phase by passing a light stream of helium gas stream or by ultrasound 15 min at room temperature.

	B.10.4.12 Soluciones patrón de vitamina A
	B.10.4.12 Vitamin A pattern solutions

	B.10.4.12.1 Solución concentrada (150 µg equivalentes de retinol). Justo antes de emplearse, pesar 15 mg de retinol cristalizado (A-OH) y registrar el peso exacto. Colocar el estándar pesado en un matraz volumétrico de 100 ml. Disolver con metanol y llevar al volumen.
	B.10.4.12.1 Concentrated solution (150 µg retinol equivalents). Just before using, weigh 15 mg of crystallized retinol (A-OH) and record the exact weight. Place the heavy standard in a 100 ml volumetric flask. Dissolve with methanol and carry  to the volume.

	B.10.4.12.2 Solución intermedia (15 µg equivalentes de retinol)
	B.10.4.12.2 Intermediate solution (15 µg equivalent of retinol)

	Diluir 5 ml de la solución concentrada a 50 ml con el mismo metanol para obtener una solución de aproximadamente 50 U.I./ml.
	Dilute 5 ml of the concentrated solution to 50 ml with the same ethanol to obtain a solution of approximately 50 IU/ml.

	B.10.4.12.3 Solución de trabajo (6 µg equivalentes de retinol)
	B.10.4.12.3 Work solution (6 µg retinol equivalents)

	Añadir 4 ml de la solución estándar intermedia al matraz marcado como estándar y adicionar los reactivos al igual que al blanco y muestra como se indica en el apartado de saponificación. Esta solución tendrá aproximadamente 20 U.I./ml de vitamina A, al final del proceso de recuperación, en el matraz volumétrico de 10 ml.
	Add 4 ml of the standard intermediate solution to the flask marked as standard and add the reagents as well as the blank and show as indicated in the saponification section. This solution will have approximately 20 IU/ml of vitamin A, at the end of the recovery process, in the 10 ml volumetric flask.

	Nota 1: Si el certificado de % de pureza en el estándar es inferior al 85% no debe prepararse la solución patrón, siendo necesario un nuevo estándar de otro lote con una pureza superior a la antes indicada.
	Note 1 : If the certificate of% purity in the standard is less than 85%, the standard solution should not be prepared, a new standard of another lot having a purity greater than the one indicated above is necessary.

	Nota 2: La vitamina A-OH (A-alcohol) se oxida con gran rapidez y es muy sensible a la luz. Al abrir una ampolleta nueva de vitamina A-cristalizada, pesar la cantidad de estándar requerida y guardar la ampolleta bajo atmósfera de nitrógeno o en condiciones similares.
	Note 2: Vitamin A-OH (A-alcohol) oxidizes very quickly and is very sensitive to light. When opening a new ampoule of vitamin A-crystallized, weigh the amount of standard required and store the chip under nitrogen atmosphere or under similar conditions.

	B.10.5 Procedimiento
	B.10.5 Procedure

	Nota 3: La vitamina A es sensible a la luz. Utilizar material actínico o de color marrón o bien, proteger el material con papel aluminio. Por otra parte efectuar las evaporaciones con rotavapor a una temperatura máxima de 40ºC. No evaporar a sequedad. Romper el vacío e inmediatamente introducir nitrógeno al sistema o al matraz. Evaporar los últimos mililitros mediante una corriente de nitrógeno sin llegar a la sequedad.
	Note 3: Vitamin A is light sensitive. Use actinic or brown or brown material, protect the material with aluminum foil. On the other hand, carry out evaporations with a rotary evaporator at a maximum temperature of 40ºC. Do not evaporate to dryness. Break the vacuum and immediately introduce nitrogen into the system or flask. Evaporate the last milliliters by a stream of nitrogen without reaching dryness.

	B.10.5.1 Toma de muestra
	B.1 0.5.1 Sampling

	En el caso de productos deshidratados, reconstituir con agua, de acuerdo con las instrucciones señaladas en la etiqueta o 130 g del producto llevados a 1 l con agua. Disolver y agitar la muestra a fin de homogeneizarla por completo.
	In the case of dehydrated products, reconstitute with water, in accordance with the instructions indicated on the label or 130 g of the product, raised to 1 l with water. Dissolve and shake the sample in order to homogenize it completely.

	Medir de preferencia por duplicado una cantidad de muestra tal, que contenga de 30 a 90 µg equivalentes de retinol (100 a 300 U.I. de vitamina A) o la cantidad correspondiente a lo declarado en la etiqueta de la muestra. En caso de no contar con esta información no es conveniente realizar el análisis.
	Measure preferably in duplicate quantity of sample, containing 30 to 90 equivalent ug of retinol (100 to 300 IU of vitamin A) or the quantity corresponding to that declared in the label sample. If you do not have this information, it is not convenient to perform the analysis.

	B.10.5.2 Saponificación
	B.10.5.2 Saponification

	B.10.5.2.1 Marcar 4 matraces actínicos de cuello corto y esmerilado con fondo plano de 250 ml (cuando la muestra se trabaje por duplicado) de la siguiente manera: blanco, estándar y muestra.
	B.10.5.2.1 Mark 4 actinic flasks of short neck and frosted with flat bottom of 250 ml (when the sample is worked in duplicate) as follows: white, standard and sample.

	B.10.5.2.2 Añadir los siguientes reactivos a cada uno de los matraces antes mencionados: 7 g de hidróxido de potasio y a continuación añadir 60 ml de alcohol absoluto. Mezclar para disolver. Agregar 0,5 g de ácido ascórbico así como una barra magnética. Adicionar una ligera corriente de nitrógeno a cada uno de los matraces.
	B.10.5.2.2 Add the following reagents to each of the above-mentioned flasks: 7 g of potassium hydroxy and then add 60 ml of alcohol to b solute. Mix to dissolve. Add 0.5 g of ascorbic acid as well as a magnetic bar. Add a light flow of nitrogen to each of the flasks.

	B.10.5.2.3 Montar un sistema de reflujo y calentar durante 30 min en placas de calentamiento o baño de agua en ebullición con agitación constante.
	B.10.5.2.3 Mounting a reflux system and heat for 30 min in heating plates or a boiling water bath with constant agitation.

	Nota 4: Durante la saponificación, asegurar una buena agitación del medio de reacción.
	Note 4: During saponification, ensure good agitation of the reaction medium .

	B.10.5.3 Extracción del insaponificable
	B.10.5.3 Removal of the unsaponifiable

	B.10.5.3.1 Una vez concluido el tiempo de saponificación, enjuagar con máximo 30 ml de agua destilada (evitar el exceso de agua para prevenir la formación de emulsiones) por las paredes internas del refrigerante sin quitar el matraz del saponificado. Enfriar el matraz aún instalado al refrigerante sumergiéndolo parcialmente en un vaso de precipitados que contenga agua fría, lo anterior con la finalidad de llevarlo a temperatura ambiente, evitando enfriarlo demasiado. Trasvasar la suspensión a un embudo de separación de 500 ml.
	B.10.5.3.1 Once the saponification time is over, rinse with a maximum of 30 ml of distilled water (avoid excess water to prevent the formation of emulsions) by the internal walls of the refrigerant without removing the saponification flask. Cool flask already installed by partially submerging in a precipitate beaker containing cold water, the above for the purpose of bringing it to room temperature, avoiding cooling it too much. Transfer to a 500 ml suspension funnel.

	B.10.5.3.2 Enseguida enjuagar el matraz con 100 ml de éter de petróleo que se añaden al embudo de separación. Extraer la vitamina A agitando ligeramente. Dejar separar las fases. Vaciar la fase acuosa a otro embudo de 500 ml. Recoger la fase orgánica a un tercer embudo de separación de 500 ml. Repetir la operación dos veces más, enjuagando el matraz con dos porciones de 100 ml de éter cada una.
	B.10.5.3.2 Immediately rinse the flask with 100 ml of petroleum ether that is added to the separation funnel. Extract the vitamin A while stirring slightly. Let the phases separate. Empty the aqueous phase to another 500 ml funnel. Collect the organic phase to a third separation funnel of 500 ml. Repeat the operation twice, rinsing the flask with two portions of 100 ml ether each.

	B.10.5.3.3 Efectuar esta extracción 3 veces en total (un lavado de 50 ml y 2 lavados de 100 ml). Hacer las agitaciones con mucho cuidado para evitar emulsiones.
	B.10.5.3.3 Carry out this extraction 3 times in total (one wash of 50 ml and 2 washes of 100 ml). Do the exercises very carefully to avoid emulsions.

	B.10.5.3.4 Lavar la solución orgánica con porciones de 100 ml de agua adicionándola por las paredes del embudo, agitando suavemente, hasta que el agua del lavado ya no dé reacción colorida con la fenolftaleína. Después del último lavado, esperar de 15 a 30 min antes de vaciar la fase acuosa y volver a revisar con el indicador que no exista reacción colorida.
	B.1 0.5.3.4 Wash the organic solution with 100 ml portions of water by adding it through the funnel pairs, stirring gently, until the wash water no longer gives a colorful reaction with the Phenolphthalein. After the last wash, wait 15 to 30 minutes before emptying the aqueous phase and recheck with the indicator that there is no colored reaction.

	B.10.5.3.5 Filtrar la solución lavada en continuo a través de un filtro que contiene aproximadamente 10 g de sulfato de sodio anhidro y recoger el filtrado en un matraz de pera de 500 ml, sin dejar secar el filtro. Al final enjuagar el sulfato de sodio contenido en el filtro con 50 ml de éter de petróleo.
	B.10.5.3.5 Filter the solution washed continuously through a filter containing approximately 10 g of anhydrous sodium sulfate and collect the filtered material in a 500 ml pear flask, without letting the filter to dry. Finally rinse the sodium sulfate contained in the filter with 50 µl of petroleum ether. 

	B.10.5.3.6 Evaporar el disolvente en un rotavapor a 40ºC y dejar un remanente de aproximadamente 6 ml. Tratar de reducir esta cantidad del disolvente a un volumen de 2 ml aproximadamente mediante una corriente de nitrógeno.
	B.10.5.3.6 Evaporate the solvent in a rotary evaporator at 40 ° C and leave a remainder of approximately 6 ml. Try to reduce this amount of the solvent to a volume of approximately 2 ml by a stream of nitrogen.

	B.10.5.3.7 Disolver el remanente obtenido con 3 ml de la fase móvil y recolectar cuantitativamente la solución con una jeringa de vidrio. Filtrar la solución a través de un filtro acrodisco de 0,45 µm a un matraz actínico de 10 ml. Lavar el matraz pera con porciones de 2 ml de fase móvil y repetir el mismo procedimiento hasta llegar al aforo del matraz. Hacer lo mismo para cada filtro de blanco, estándar y probar por duplicado.
	B.10.5.3.7 Dissolve the remnant obtained with 3 ml of the mobile phase and collect the solution quantitatively with a glass syringe. Filter the solution through a 0.45 µm acrodisk filter to a 10 ml actinic flask. Wash the pear flask with 2 ml portions of the mobile phase and repeat the same procedure until it reaches the capacity of the flask. Do the same for each standard blank filter and try in duplicate.

	Nota 5: Se recomienda acondicionar el acrodisco de 0,45 µm con metanol antes de utilizarlo en la filtración del recuperado.
	Note 5: It is recommended to condition the 0.45 µm acrodisk with methanol before using it or in the filtration of the recovered one.

	B.10.5.4 Condiciones cromatográficas
	B.10.5.4 Chromatographic conditions s

	B.10.5.4.1 Fijar los siguientes parámetros de acuerdo con las instrucciones de operación del cromatógrafo. Columna Octadecil ODS (20), tamaño de partícula 5 µm, longitud 250 mm x diámetro interno 4,6 mm.
	B.10.5.4.1 Set the following parameters according to the operating instructions of the chromatograph. Octadecil ODS column (20), article size 5 µm, length 2 50 mm x internal diameter 4.6 mm.

	Loop de inyección: 20 µl.
	Injection loop: 20 µl.

	Fase móvil: metanol: agua 95:5.
	Mobile phase: methanol: acute at 95: 5.

	Flujo: 1 ml/min.
	Flow: 1 ml/min.

	Detector: Longitud de onda ajustada a 325 nm.
	Detector: Wavelength adjusted to 325 nm.

	Registrador: 5 mm/min.
	Recorder: 5 mm/min.

	B.10.5.5 Determinación de vitamina A
	B.10.5.5 Determination of vitamin A

	Inyectar dos veces los siguientes analitos: primero 20 µl del blanco, después 20 µl de la solución estándar para HPLC (20 U.I./ml aprox.) y por último 20 µl de la muestra (del saponificado).
	Inject two times the following analytes: first 20 µl of the blank, then 20 µl of the standard solution for HPLC (approx. 20 IU/ml) and then last 20 µl of the sample (from the saponified).

	B.10.5.5.1 En el cromatograma, identificar el pico y tiempo de retención de la vitamina A correspondiente al estándar. Con estos datos, identificar el pico y tiempo de retención de la vitamina A contenida en la muestra.
	B.10.5.5.1 On the chromatogram, identify the peak and retention time of the vitamin A corresponding to the standard. With these data, identify the peak and retention time of the vitamin A contained in the sample.

	B.10.5.5.2 Calcular la altura del pico de la solución patrón y de las muestras en los cromatogramas obtenidos.
	B.10.5.5.2 Calculate the height of the peak of the standard solution and the samples in the chromatograms obtained.

	B.10.6 Cálculos
	B.10.6 Calculations

	El contenido de vitamina A, expresado en Unidades Internacionales por litro de producto es igual a:
	The content of vitamin A, expressed in International Units (IU) per liter of product is equal to:
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	En donde:
	In which:

	m = toma de ensayo en g o ml.
	m = test shot in g or ml.

	hP = altura del pico de la muestra, en mm.
	hP = height of the peak of the sample, in mm.

	hS = altura del pico de la solución estándar final, en mm.
	hS = peak height of the final standard solution, in mm.

	C = concentración de la solución estándar final inyectada, en U.I./ml para la vitamina A.
	C = concentration of the final standard solution injected, in IU/ml for vitamin A.

	V = volumen de solución estándar final, en el cual ha sido diluido el remanente antes de la cromatografía.
	V = volume of final standard solution, in which the remainder has been diluted before chromatography.

	Los resultados deben reportarse como µg equivalentes de retinol.
	The results should be reported as µg equivalent of retinol.

	B.10.7 Expresión de resultados
	B.10.7 Expression of results

	µg equivalentes de retinol/l
	µg equivalent of retinol / l

	1 U.I.= 0,3 µg equivalentes de retinol (todos los retinoles trans)
	1 IU = 0.3 µg equivalents of retinol (all trans retinols)

	B.11 DETERMINACION DE LAS VITAMINAS A Y E POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION (HPLC EN FASE NORMAL)
	B.11 DETERMINATION OF THE VITAMINS A AND E BY HIGH PRESSURE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC IN NORMAL PHASE)

	B.11.1 Fundamento
	B.11.1 Basis

	Saponificación de la muestra; extracción de los compuestos insaponificables; evaporación y redisolución en n-hexano e inyección en la columna en fase normal.
	Saponification of the sample; extraction of unsaponifiable compounds; evaporation and redisolution in n-hexane and injection in the column in normal phase.

	B.11.2 Material y equipo
	B.11.2 Material and equipment

	Todo el material utilizado debe estar estéril
	All material used must be sterile

	Instalación HPLC isocrática
	Isocratic HPLC installation

	Uno o dos registradores
	One or two registrars

	Balanza analítica con capacidad de 160 g lectura 0,1 mg
	Analytical scale with a capacity of 160 g reading 0.1 mg

	Balanza de precisión con capacidad de 1600 g lectura 0,01 g
	Precision balance with a capacity of 1600 g reading 0.01 g

	Estufa de laboratorio (para productos con almidón)
	Laboratory stove (for starchy products)

	Baño maría con agitadores magnéticos de 4 plazas
	Water bath with 4 seater magnetic stirrers

	Evaporador rotatorio con elevador rápido y baño
	Rotary evaporator with quick lift and bath

	Matraces aforados vidrio marrón con tapón de vidrio de 50 y 100 ml
	Volumetric flasks brown glass with 50 and 100 ml glass tap

	Matraz de fondo plano con cuello corto de 250 ml
	Flat bottom flask with 250 ml short neck

	Matraces en forma de pera con vidrio marrón de 10 y 500 ml
	Pear- shaped flasks with 10 and 500 ml brown glass

	Embudo de separación cónico vidrio marrón con llave de 500 ml
	Conical separation funnel brown glass with 500 ml key

	Embudo vidrio marrón, diámetro 12 cm
	Brown glass funnel , give me 12 cm

	Tapones huecos hexagonales vidrio marrón
	Hexagonal hollow caps glass brown

	Refrigerante con macho y hembra manguito 300 mm
	Coolant with male and female sleeve 300 mm

	Alargadera para introducción de gas
	Extension for gas introduction

	Ampolleta de vidrio marrón de 5 ml
	5 ml brown glass vial

	Filtro plisado mediano con diámetro de 18,5 cm
	Medium pleated filter with 18.5 cm diameter

	Pipetas aforadas con una marca de 3 y 5 ml
	Pippettes graduated with a 3 and 5 ml mark

	Jeringuillas de 1 y 5 ml
	1 and 5 ml syringes

	Aguja para jeringuillas
	Syringe needle

	Cilindro para gas comprimido de nitrógeno
	Cylinder for compressed nitrogen gas

	Monodetentor para gas comprimido, nitrógeno
	Mono retainer for compressed gas, nitrogen

	Filtro de 0,45 µ de diámetro
	0.45 µ diameter filter

	Columna de 5 µ, 4,6 X 250
	5 µ column, 4.6 X 250

	Aparato de filtración
	Filtration apparatus

	Filtro 0,5 µ
	Filter 0.5 µ

	B.11.3 Reactivos
	B.11.3 Reagents

	Retinol (vitamina A) cristalizada (C20H30O)
	R crystallized ethanol (vitamin A) (C20H30O)

	DL-alfa-tocoferol (vitamina E) para fines bioquímicos (C29H50O2)
	DL-alpha-tocopherol (vitamin E) for biochemical purposes (C29H50O2)

	Hidróxido de potasio en lentejas para análisis (KOH)
	Potassium hydroxide in Texas for analysis (KOH)

	Alcohol etílico absoluto, para análisis (C2H5OH)
	Absolute ethyl alcohol, for analysis (C2H5OH)

	Hidroquinona (C6H4(OH)2)
	Hydroquinone (C6H4(OH)2)

	Eter de petróleo para análisis intervalo de ebullición 40 - 60ºC
	Petroleum ether for boiling range analysis 40 - 60°C

	Fenolftaleína en solución etanólica al 1%, indicador ((C6H4OH)2COC6H4CO)
	Phenolphthalein in 1% ethanol solution, indicator ((C6H4OH)2COC6H4CO)

	diastasa (para productos de almidón)
	diastase (for starch products)

	2-propanol ((CH3)2CHOH)
	2-propanol ((CH 3 ) 2 CHOH) 

	n-hexano (CH3(CH2)4CH3)
	n-hexane (CH 3 (CH 2 ) 4 CH 3 )

	Sulfato de sodio anhidro para análisis (Na2SO4)
	Anhydrous sodium sulfate for analysis (Na2SO4)

	Nitrógeno (N2)
	Nitrogen (N2)

	Acido ascórbico (C6H8O6)
	Ascorbic acid (C6H8O6)

	B.11.3.1 Fase móvil para HPLC, 2-propanol al 1% en n-hexano.
	B.11.3.1 Mobile phase for HPLC, 1% 2-propanol in n-hexane. 

	Degasificar el n-hexano bajo presión reducida y pasar a través de un filtro. Mezclar 10 ml de 2 propanol con 990ml de n-hexano degasificado.
	Degasify the n-hexane under acidic network pressure and pass through a filter. Mix 10 ml of 2 propanol with 990ml of degasified n-hexane.

	B.11.3.2 Solución patrón de vitamina A
	B.11.3.2 Standard solution of vitamin A

	B.11.3.2.1 Solución concentrada
	B.11.3.2.1 Concentrated solution

	Justo antes del uso, pesar en un matraz aforado de 100 ml aproximadamente 15 mg de retinol cristalizado (A - OH) y tomar el peso exacto, disolver en n-hexano y llevar a volumen con el mismo disolvente (= solución de aproximadamente 500 U.I./ml).
	Just before use, weigh a 100 ml volumetric flask approximately 15 mg of crystallized ethanol (A - OH) and take the exact weight, dissolve in n-hexane and carry volume with the same solvent (= solution d and approximately 500 IU/ml).

	Esta solución permanece estable 1 semana a 4ºC.
	This solution remains stable for 1 week at 4 ° C.

	B.11.3.2.2 Solución para HPLC
	B.11.3.2.2 Solution for HPLC

	Diluir 5 ml de solución (B.11.3.2.1) a 50 ml con el mismo disolvente para obtener una solución de aproximadamente 50 U.I./ml
	Dilute 5 ml of solution (B.11.3.2.1) to 50 ml with the same solvent to obtain a solution of approximately 50 IU/ml

	Medir la extinción (E) a 325 nm y determinar la concentración de la vitamina A-OH, en U.I./ml, según:
	Measure the extinction (E ) at 325 nm and determine the concentration of vitamin A-OH, in IU/ml, according to:

	1%
	1%

	E1cm en n-hexano = 1815
	E1 cm in n-hexane = 1815

	Para 1 U.I. A-OH/ml E = 0,0545
	For 1 IU A-OH/ml E = 0.0545

	Si el contenido es inferior a 85% del valor teórico no puede utilizarse esta solución patrón, es necesaria una nueva preparación. Si se obtiene otro valor debe considerarse en los cálculos finales.
	If the content is less than 85% of the theoretical value, this standard solution cannot be used, a new preparation is necessary. If another value is obtained, it must be considered in the final calculations.

	NOTA:
	NOTE:

	La vitamina A-OH (A-alcohol) se oxida con gran rapidez y es muy sensible a la luz. Al abrir una nueva ampolleta de vitamina A-alcohol cristalizada, distribuir el contenido a razón de 50 mg en pequeñas ampolletas marrones. Trabajar en una cámara oscura. Las ampolletas deben cerrarse inmediatamente bajo nitrógeno.
	Vitamin A-OH (A-alcohol) oxidizes very quickly and is very sensitive to light. When opening a new time flask with crystallized vitamin A-alcohol, distribute the contents at a rate of 50 mg in small brown ampoules. Work in a dark room. The ampoules must be closed immediately under nitrogen.

	B.11.3.3 Solución patrón de vitamina E
	B.11.3.3 Standard solution of vitamin E

	En un matraz aforado de 100 ml, pesar exactamente 100 mg de alfa- tocoferol (E-OH), disolver en  n-hexano y llevar al volumen con el mismo disolvente.
	In a 100 ml volumetric flask, weigh exactly 100 mg of alpha-tocopherol (E-OH), dissolve in n-hexane and bring to the volume with the same solvent. 

	Diluir esta solución 5 veces con el mismo disolvente para obtener una solución de 0,2 mg/ml. Esta solución permanece estable una semana a 4ºC.
	Dilute this solution 5 times with the same solvent to obtain a solution of 0.2 mg/ml. This solution remains stable for one week at 4°C.

	B.11.4 Procedimiento
	B.11.4 Procedure

	NOTAS:
	NOTES:

	Las vitaminas A y E son sensibles a la luz. Utilizar material de vidrio marrón, o proteger el material corriente con papel aluminio.
	Vitamins A and E are sensitive to light. Use brown glass material, or protect the ordinary material with aluminum foil.

	Efectuar todas las evaporaciones de disolventes bajo presión reducida a una temperatura máxima de 40ºC. No debe evaporarse a seco. Romper el vacío introduciendo nitrógeno en el sistema. Evaporar los últimos mililitros mediante una corriente de nitrógeno.
	Perform all solvent evaporations under reduced pressure at a maximum temperature of 40°C. It should not be evaporated dry. Break the vacuum by introducing nitrogen into the system. Evaporate the last milliliters using a stream of nitrogen.

	B.11.4.1 Toma de ensayo
	B.11.4.1 Test tube

	Mezclar o moler la muestra a fin de homogeneizarla por completo. Pesar, con una precisión de 10 mg, una toma de ensayo que contenga 100 a 300 UI de vitamina A y 0,5 a 1 mg de vitamina E, lo que corresponde en general a 10 g.
	Mix or grind the sample in order to homogenize it completely. Weigh, with an accuracy of 10 mg, a test formula containing 100 to 300 IU of vitamin A and 0.5 to 1 mg of vitamin E, which generally corresponds to 10 g.

	B.11.4.1.1 Productos con almidón
	B.11.4.1.1 Starchy products

	En un matraz redondo de fondo plano de 250 ml con cuello esmerilado, mezclar la toma de ensayo con 10% de su peso de diastasa. Añadir máximo 30 ml de agua destilada a 45 a 50ºC. Mezclar bien para obtener una suspensión homogénea. Eliminar el aire del matraz mediante nitrógeno, tapar y colocar el matraz durante 30 min en una estufa a 45ºC.
	In a 250 ml round-bottomed or flat-bottomed flask with a frosted neck, mix the test socket with 10% of its diastase weight. Add maximum 30 ml of distilled water at 45 to 50°C. Mix well to obtain a homogeneous suspension. Remove the air from the flask using nitrogen, cover and place the flask for 30 min in an oven at 45 ° C.

	B.11.4.1.2 Productos sin almidón
	B.11.4.1.2 Product without starch

	En un matraz redondo de fondo plano de 250 ml con cuello esmerilado, mezclar la toma de ensayo con máximo 30 ml de agua destilada a 45 a 50ºC.
	In a 250 ml flat bottom round flask with a frosted neck, mix the test sample with a maximum of 30 ml of distilled water at 45 to 50°C.

	B.11.4.2 Saponificación
	B.11.4.2 Saponification 

	Añadir 7 g de hidróxido de potasio grado analítico en el matraz B.34.3.3.1 o B.34.3.1.2, y mezclar para disolver. A continuación añadir 60 ml de alcohol absoluto y 0,5 g de ácido ascórbico o hidroquinona.
	Add 7 g of analytical grade potassium hydroxide in the flask B.34.3.3.1 or B.34.3.1.2, and mix to dissolve. Then add 60 ml of absolute alcohol and 0.5 g of ascorbic acid or hydroquinine.

	Montar sobre un sistema de reflujo, introducir una ligera corriente de gas nitrógeno y calentar durante 30 min en un baño maría ebulliendo provisto de agitadores magnéticos.
	Mount on a reflux system, introduce a light stream of nitrogen gas and encourage for 30 min in a boiling water bath equipped with magnetic stirrers.

	NOTA:
	NOTE:

	Durante la saponificación, asegurar una buena agitación del medio de reacción.
	During saponification, ensure good agitation of the reaction medium.

	B.11.4.3 Extracción del insaponificable
	B.11.4.3 Extraction of unsaponifiable 

	Una vez terminada la saponificación, enfriar el matraz a temperatura ambiente y trasvasar la suspensión a un embudo de separación de 500 ml.
	Once the saponification is finished, cool the flask to room temperature and transfer the suspension to a 500 ml separation funnel.

	Enjuagar con máximo 30 ml de agua fría en 3 porciones de 10 ml que se añaden al contenido del embudo de separación. Evitar un exceso de agua, ya que favorece la formación de emulsiones.
	Rinse with a maximum of 30 ml of cold water in 3 portions of 10 ml that are added to the content of the separation funnel. Avoid excess water, as it favors the formation of emulsions.

	Enseguida enjuagar el matraz con 50 ml de éter de petróleo (rango de 40 a 60 ºC) en varias porciones que se añaden al embudo de separación. Extraer las vitaminas A y E agitando ligeramente. Dejar separar las fases. Vaciar la fase acuosa a otro embudo de separación de 500 ml. Recoger la fase orgánica en un tercer embudo de separación de 500 ml.
	Then rinse the flask with 50 ml of petroleum ether (range 40 to 60°C) and several portions that are added to the separation funnel. Extract vitamins A and E by shaking slightly. Let the phases separate. Empty the aqueous phase to another 500 ml separation funnel. Collect the organic phase in a third separation funnel of 500 ml.

	Efectuar esta extracción 5 veces en total. Haciendo las agitaciones con mucho cuidado para evitar emulsiones.
	Perform this extraction 5 times in total. Doing agitations with great care to avoid emulsions.

	Lavar la solución orgánica con porciones de 100 ml de agua adicionándola por las paredes del embudo, sin agitar, hasta que el agua de lavado ya no dé reacción coloreada con fenolftaleína. Después del último lavado, esperar al menos 15 min antes de vaciar la fase acuosa.
	Wash the organic solution with 100 ml portions of water added by adding it to the funnel walls, without stirring, until the wash water no longer reacts colored with phenolphthalein. After the last wash, wait at least 15 min before emptying the aqueous phase.

	Filtrar la solución lavada en continuo a través de un filtro que contiene aproximadamente 5 g de sulfato de sodio anhidro o en un papel separador de fases tipo 1 PS, y recoger el filtrado en un matraz en forma de pera de 500 ml, sin dejar secar el filtro. Y al final enjuagar el filtro con 50 ml de éter de petróleo.
	Filter the washed solution continuously through a filter containing approximately 5 g of anhydrous sodium sulfate or in a phase separator paper type 1 PS, and collect the filtrate in a 500 ml pear-shaped flask, without let the filter dry. And finally rinse the filter with 50 ml of petroleum ether.

	Evaporar el disolvente bajo presión reducida en un rotavapor a 40ºC, y eliminar los últimos mililitros mediante una corriente de nitrógeno.
	Evaporate the solvent under reduced pressure in a rotary evaporator at 40°C, and remove the last milliliters by a stream of nitrogen.

	Disolver el residuo en 3 ml de la fase móvil (B.11.2.1) y filtrar la solución inmediatamente a través de un filtro de 0,45 µ de tamaño de poro y adecuado para solventes orgánicos, recoger el filtrado en un matraz. El filtrado debe ser límpido.
	Dissolve the residue in 3 ml of the mobile phase (B.11.2.1) and filter the solution immediately through a 0.45 µ pore size filter and suitable for organic solvents, collect the filtrate in a flask. The filtrate must be clear.

	La solución está lista para la cromatografía.
	The solution is ready for chromatography.

	B.11.5 Cromatografía
	B.11.5 Chromatography



	Condiciones/ conditions:
	
	

	Columnna/ column:
	Spherisorb Sílice, 5 µm, 4,6 X 250 mm
	Spherisorb Silica, 5 µm, 4.6 X 250 mm

	Loop de inyección/ loop injection:
	20 µl
	20 µl

	Fase móvil/ mobile phase:
	1% 2-propanol en n-hexano (34.3.1)
	1% 2-propanol in n- hexane or (34.3.1)

	Cauda/ volume:
	2 ml/min
	2 ml/min

	Detector/ detector: 
	espectrofotómetro, longitud de onda variable, ajustada a 292 nm, 0,2 AUFS
	spectrophotometer, variable wavelength adjusted to 292 nm, 0.2 AUFS 

	either:
	espectrofotómetro, longitud de onda variable, ajustada a 325 nm, 0,2 AUFS, para la vitamina A, en serie con espectrofluorímetro para vitamina E.
	spectrophotometer, variable wavelength, adjusted to 325 nm, 0.2 AUFS, for vitamin A, in series with spectrofluorometer for vitamin E. 

	Ex:
	294 nm, Em: 236 nm.
	294 nm, Em: 236 nm.

	Registrador/ meter:
	10 mm/min
	10 mm/min




	Inyectar primero 20 µl de solución patrón de vitamina E (B.11.3.3) y determinar el tiempo de retención: debe ser aproximadamente 8 min. En seguida inyectar 20 µl de extracto obtenido bajo B.11.3.
	First inject 20 µl of standard solution of vitamin E (B.11.3.3) and determine the retention time: it should be approximately 8 min. Then inject 20 µl of extract obtained under B.1 1.3.

	B.11.6 Cálculo, expresión e interpretación de los resultados
	B.11.6 Calculation, expression and interpretation of the results

	B.11.6.1 Evaluación
	B.11.6.1 Evaluation

	Identificar los picos de las vitaminas A y E en el cromatograma de la muestra mediante el tiempo de retención definido por cromatografía de la solución de la muestra y de la solución patrón correspondiente.
	Identify the peaks of vitamins A and E in the sample chromatogram through the retention time defined by chromatography of the sample solution and the corresponding standard solution.

	El contenido en vitamina A, expresado en Unidades Internacionales por 100 g de producto, y el contenido en vitamina E, expresado en mg por 100 g de producto, es igual a:
	The content in vitamin A, expressed in International Units per 100 g product, and the content in vitamin E, expressed in mg per 100 g of product, is equal to:
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	En donde:
	Where:

	m = toma de ensayo, en g.
	m = take sample, in g.

	hP = altura del pico de la muestra, en mm
	hP = height of the sample peak, in mm

	hS = altura del pico de la solución patrón, en mm
	hS = peak height of the standard solution, in mm

	C = concentración de la solución patrón inyectada, en U.I./ml para la vitamina A, y en mg/ml para la vitamina E
	C = concentration of the injected standard solution, in IU/ml for vitamin A, and in mg/ml for vitamin E

	V = volumen, en ml, en el cual ha sido diluido el residuo antes de la cromatografía (3.3)
	V = volume, in ml, in which the residue has been diluted before chromatography (3.3)

	B.11.6.2 Límite de detección de acuerdo con la sensibilidad del equipo.
	B.11.6.2 Limit of detection according to the sensitivity of the equipment.

	1 mg de D- á - tocoferil acetato es = 1 U.I. de vit. E
	1 mg of D- á-tocopheryl acetate is = 1 U.I. of vitamin E

	1 mg de DL- á - tocoferol = 1,1 U.I. de vit. E
	1 mg of DL-á-tocopherol = 1.1 IU of vitamin E

	Vitamina A: aproximadamente 50 U.I./ 100 g
	Vitamin A: approximately 50 IU/100 g

	Vitamina E: espectrofotometría: aprox. 0,5 mg/100 g
	Vitamin E: spectrophotometry: approx. 0.5 mg/100 g

	fluorimetría: aprox. 0,2 mg/100 g
	fluorometry: approx. 0.2 mg/100 g

	B.11.6.3 Repetibilidad
	B.11.6.3 Repeatability

	La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos con la misma muestra para ensayo, en las mismas condiciones (analista, aparato, laboratorio) en un corto intervalo de tiempo, no debe exceder 10% de la media entre ambos resultados.
	The difference between two individual results obtaine with the same test sample, under the same conditions (analyst, apparatus, laboratory) in a short interval of time, it should not exceed 10% of the average between the two results.

	Cuando las vitaminas han sido añadidas por mezcla en seco, la repetibilidad está fuertemente influida por el grado de homogeneidad del producto.
	When vitamins have been added by dry mixing, repeatability is strongly influenced by the degree of homogeneity of the product.

	NOTA: Para la determinación de vitamina A, en leche seguir la metodología anterior leyendo con el detector de UV a 325 nm.
	NOTE: For the determination of vitamin A, in milk follow the preceding methodology reading with the UV detector at 325 nm. 

	La determinación de vitamina A y vitamina E puede hacerse de manera conjunta contando con un detector de UV programable o con detector de UV y un fluorómetro. Si no se cuenta con detector de UV programable o fluorómetro, inyectar dos veces la muestra para determinar las vitaminas por separado.
	The determination of vitamin A and vitamin E can be done in conjunction with a programmable UV detector or with a UV detector and a fluorometer. If there is no programmable UV detector or fluorometer, inject the sample twice to determine the vitamins separately.

	B.11.6.4 El contenido de tiamina en los productos objeto de esta Norma no debe ser inferior a  100 µg/100 g del producto listo para ser consumido.
	B.11.6.4 The thiamin content in the products object of this standard should be not less than 100 µg/100 g of the product ready to be consumed. 

	Debe decir:
	It should say:

	B.11.6.5 El contenido de tiamina en los productos objeto de esta Norma no debe ser inferior a 100 µg/100 kcal.
	B.11.6.5 The thiamin content in the products covered by this Standard should not be less than 100 µg/100 kcal. 

	B.12 DETERMINACION DE VITAMINA D3 POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION (HPLC)
	B.12 DETERMINATION OF VITAMIN D3 BY HIGH PRESSURE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC)

	B.12.1 Preparación de la muestra
	B.12.1 Preparation of the sample

	En el caso de productos deshidratados reconstituir con agua, de acuerdo con las instrucciones señaladas en la etiqueta o 130 g de producto llevado a 1 l con agua. Disolver y agitar la muestra a fin de homogeneizarla por completo. Medir de preferencia por duplicado una cantidad de muestra que contenga de 0,5 a 1 µg de vitamina D3 (20 a 40 U.I.).
	In the case of dehydrated products, reconstitute them with water, according to the instructions indicated on the label or 130 g of product taken to 1 liter of water. Dissolve and shake the sample in order to homogenize it completely. Measure preferably in duplicate a quantity of sample containing 0.5 to 1 µg of vitamin D3 (20 to 40 IU). 

	B.12.2 Fundamento
	B.12.2 Basis

	Saponificación alcalina de la muestra; extracción con éter de compuestos insaponificables; evaporación del éter; solución del residuo seco en hexano e inyección de una alícuota en columna preparativa de HPLC (fase normal, Sílice). Colección del eluato que contiene la fracción de vitamina D; evaporación de esta fracción a sequedad, disolución en la fase móvil de HPLC (Analítica, Acetonitrilo: Cloruro de metileno: Isopropanol), inyección en HPLC (fase reversa C18) y determinación de la vitamina D con el pico máximo a 264 nm por calibración del estándar externo.
	Alkaline saponification of the dead; ether extraction of unsaponifiable compounds; evaporation of the ether; solution of the dry residue in hexane and injection of an aliquot in HPLC preparative light (normal phase, silica). Collection of the eluate containing the vitamin D section ; evaporation of this action at dry age, dissolution in the mobile phase of HPLC (Analytical, Acetonitrile: methylene chloride: Isopropanol), injection in HPLC (reverse phase C18) and determination of vitamin D with the maximum peak at 264 nm by calibration of the external standard.

	B.12.3 Material
	B.12.3 Material

	Instalación de bomba HPLC
	Installation of HPLC pump

	Uno o dos registradores
	One or two meters

	Balanza analítica, con capacidad de 160 g, lectura 0,1 mg
	Analytical scale, with a capacity of 160 g, reading 0.1 mg

	Balanza de precisión, con capacidad de 1600 g, lectura 0,01 g
	Precision scale, with a capacity of 1600 g, 0.01 grams

	Estufa de laboratorio (para productos con almidón)
	Laboratory stove (for starchy products )

	Baño de agua con agitadores magnéticos, 4 plazas
	Water bath with magnetic stirring, 4 places

	Evaporador rotatorio con elevador rápido y baño
	Rotary evaporator with quick lift and bath

	Matraces aforados, vidrio marrón, tapón de vidrio de 5, 50 y 100 ml
	Volumetric flasks, brown glass, 5, 50 and 100 ml glass stopper

	Matraz de fondo plano, cuello corto, vidrio marrón de 250 ml
	Flat bottom flask, short neck, 250 ml brown glass

	Matraces, en forma de pera, vidrio marrón de 10 y 500 ml
	Pear-shaped flasks, 10 and 500 ml brown glass

	Embudo de separación cónico, vidrio marrón, con llave de 500 ml
	Conical separation funnel, brown glass, with 500 ml key

	Embudo, vidrio marrón, diámetro 12 cm
	Funnel, brown glass, diameter 12 cm

	Tapones huecos hexagonales, vidrio marrón
	Hollow hexagonal plugs , brown glass

	Refrigerante con macho y hembra, manguito 300 mm
	Coolant with male and female, sleeve 300 mm

	Alargadera para introducción de gas
	Extension for introduction of gas

	Filtro plisado mediano con diámetro de 18,5 cm
	Medium pleated filter with 18.5 cm diameter

	Pipeta aforada, con una marca de 2 ml
	Volumetric pipette, with a 2 ml mark

	Jeringuillas de 1 y 5 ml
	1 and 5 ml syringes

	Aguja para jeringuillas
	Syringe needle

	Cilindro para gas comprimido, nitrógeno
	Cylinder for compressed gas , nitrogen

	Monodetentor para gas comprimido, N2
	Mono retainer for compressed gas, N2

	Filtro de 0,45 µ de diámetro
	0.45 µ diameter filter

	2 Columnas de 5 µ, 4,6 X 250
	2 columns of 5 µ, 4.6 X 250

	Aparato de filtración
	Filtration apparatus

	Filtro 0,5 µ
	Filter 0.5 μ

	B.12.4 Reactivos
	B.12.4 Reagents

	Colecalciferol, vitamina D3, cristalizada para fines bioquímicos (C27H44O)
	Cholecalciferol, vitamin D3, crystallized for biochemical purposes (C27H44O)

	Hidróxido de potasio en lentejas para análisis (KOH)
	Potassium hydroxy with lentils for analysis (KOH)

	Alcohol etílico absoluto, para análisis (C2H5OH)
	Absolute ethyl alcohol, for analysis (C2H5OH)

	Hidroquinona (C6H4(OH)2)
	Hydroquinone (C6H4(OH)2)

	Eter de petróleo para análisis intervalo de ebullición 40 -60°C
	Petroleum ether for analysis interval of boiling range 40 -60°C

	Fenolftaleína en solución etanólica al 1%, indicador ((C6H4OH)2C6H4COOC)
	Phenolphthalein in 1% ethanol solution, indicator ((C6H4OH)2C6H4COOC)

	Diastasa (para productos de almidón)
	Diastase (for starch products)

	2-propanol (CH3)2CHOH
	2-propanol (CH3)2CHOH

	n-hexano CH3(CH2)4CH3
	n-hexane CH3(CH2)4CH3

	Acetonitrilo (CH3CN)
	Acetonitrile (CH3CN)

	Diclorometano (CH2C12)
	Oromethane Dicl (CH2C12)

	Sulfato de sodio anhidro para análisis (Na2SO4)
	Anhydrous sodium sulfate for analysis (Na2SO4)

	Nitrógeno (N2)
	Nitrogen (N2)

	Acido ascórbico (C6H8O6)
	Ascorbic acid (C6H8O6)

	B.12.4.1 Fase móvil para HPLC preparativa, 2-propanol al 1% en n-hexano
	B .12.4.1 Mobile phase for preparative HPLC, 1% 2-propanol in n-hexane

	Degasificar el n-hexano bajo presión reducida y pasar sobre un filtro. Mezclar 100 ml de diclorometano con 900 ml de acetonitrilo degasificado.
	Degasify the n-hexane under reduced pressure and pass over a filter. Mix 100 ml of dichloromethane with 900 ml of degasified acetonitrile.

	B.12.4.2 Fase móvil para HPLC analítica
	B.12.4.2 Mobile phase for analytical HPLC

	Degasificar 1 l de acetonitrilo bajo presión reducida y pasar a través de un filtro. Mezclar 100 ml de diclorometano con 890 ml de acetonitrilo degasificado y 10 ml de 2-propanol.
	Degasify 1 liter of acetonitrile under reduced pressure and pass through a filter. Mix 100 ml of dichloromethane with 890 ml of degasified acetonitrile and 10 ml of 2-propanol.

	Nota: La proporción diclorometano/acetonitrilo debe adaptarse de modo que la vitamina D3 dé un tiempo de retención de aproximadamente 8-9 min. Sin embargo, no debería rebasar 20:100.
	Note: The proportion dichloromethane/acetonitrile must be adapted such that the vitamin D3 a retention time of approximately 09.08 min. However, it should not exceed 20:100.

	B.12.4.3 Fase móvil para lavar la columna preparativa, 2-propanol al 10% en n-hexano
	B.12.4.3 Mobile phase for washing the preparative column, 2-propanol to 10% in n-hexane.

	Mezclar 100 ml de 2-propanol con 900 ml de n-hexano degasificado.
	Mix 100 ml of 2-propanol with 900 ml of degasified n-hexane.

	B.12.4.4 Solución patrón de vitamina D3 para HPLC preparativa
	B.12.4.4 Standard solution of vitamin D3 for HPLC preparative. 

	En un matraz aforado de 100 ml, pesar exactamente 50 mg de colecalciferol (D3) cristalizado, disolver en n-hexano y llevar al volumen con el mismo disolvente (= solución de 20,000 U.I./ml).
	In a 100 ml volumetric flask, weigh exactly 50 mg of crystallized cholecalciferol (D3), dissolve in n-hexane and bring to the volume with the same solvent (= 20,000 IU/ml solution).

	Diluir esta solución 1000 veces con el mismo disolvente para obtener una solución de 20 U.I./ml. Esta solución permanece estable de 3 a 4 semanas a + 4°C.
	Dilute this solution 1000 times with the same solvent pair to obtain a solution of 20 IU/ml. This solution remains stable for 3 to 4 weeks at + 4°C.

	B.12.4.5 Solución patrón de vitamina D3 para HPLC analítica
	B.12.4.5 Vitamin D3 standard solution for analytical HPLC

	Evaporar 2 ml de solución patrón de 20 U.I./ml (B.12.4.4) y tomar el residuo en 2 ml de fase móvil (B.12.4.2).
	Evaporate 2 ml of 20 IU/ml standard solution (B.12.4.4) and take the residue in 2 ml of mobile phase (B.12.4.2).

	B.12.5 Procedimiento
	B.12.5 Procedure

	Notas: La vitamina D3 es sensible a la luz. Utilizar material de vidrio marrón o proteger el material corriente con papel aluminio.
	Notes: Vitamin D3 is sensitive to light. Use brown glass material or protect the ordinary material with aluminum foil. 

	Efectuar todas las evaporaciones de disolventes bajo presión reducida a una temperatura máxima de 40°C. No se debe evaporar a sequedad. Romper el vacío introduciendo nitrógeno en el sistema. Evaporar los últimos ml mediante una corriente de nitrógeno.
	Carry out all evaporations of solvents under reduced pressure at a maximum temperature of 40°C. It should not evaporate to dryness. Break the vacuum by introducing nitrogen into the system. Evaporate the last ml through a stream of nitrogen.

	Al final de la jornada, lavar la columna preparativa durante 15 min con 2-propanol al 10% en n-hexano (B.12.4.3) con un caudal de 2 ml/min.
	At the end of the day, wash the preparative column for 15 min with 10% 2-propanol in n-hexane (B.12.4.3) with a flow rate of 2 ml/min.

	B.12.5.1 Toma de ensayo
	B.12.5.1 Sample test

	Mezclar o moler la muestra a fin de homogeneizarla por completo. Pesar, con una precisión de 10 mg, una toma de ensayo que contenga 20 a 40 U.I. de vitamina D3, lo que corresponde en general a 10 g.
	Mix or grind the sample in order to homogenize it completely. Weigh, with an accuracy of 10 mg, a test shot containing 20 to 40 IU. of vitamin D3, which generally corresponds to 10 g.

	B.12.5.1.1 Productos con almidón
	B.12.5.1.1 Starchy products

	En un matraz redondo de fondo plano de 250 ml con cuello esmerilado, mezclar la toma de ensayo con 10% de su peso de diastasa. Añadir máximo 30 ml de agua destilada a 45-50°C. Mezclar bien para obtener una suspensión homogénea. Eliminar el aire del matraz mediante nitrógeno, tapar y colocar el matraz durante 30 min en una estufa a 45°C.
	In a 250 ml flat bottom flask with a frosted neck, mix the test shot with 10% of its diastase weight. Add a maximum of 30 ml of water d styled at 45-50 ° C. Mix well to obtain a homogeneous suspension . Remove the air from the flask using nitrogen, cover and place the flask in an oven for 30 min at 45°C.

	B.12.5.1.2 Productos sin almidón
	B.1 2.5.1.2 Starch-free products

	En un matraz redondo de fondo plano de 250 ml con cuello esmerilado, mezclar la toma de ensayo con máximo 30 ml de agua destilada a 45-50°C.
	In a 250 ml flat bottom round flask with frosted neck, mix the test tube with a maximum of 30 ml of distilled water at 45-50°C.

	B.12.5.2 Saponificación
	B.12.5.2 Saponification

	Añadir 7 g de hidróxido de potasio grado analítico en el matraz (B.12.5.1.1 o B.12.5.1.2), y mezclar para disolver.
	Add 7 g of analytical grade potassium hydroxide in the flask (B.12.5.1.1 or B.12.5.1.2), and mix to dissolve.

	A continuación añadir 60 ml de alcohol absoluto y 0,5 g de ácido ascórbico o hidroquinona.
	Then add 60 ml of absolute alcohol and 0.5 g of ascorbic acid or hydroquinone.

	Montar sobre el matraz una alargadera para introducción de un gas refrigerante. Introducir una ligera corriente de gas nitrógeno, y calentar durante 30 min a 70°C en un baño de agua en ebullición provisto de agitadores magnéticos.
	Mount one on the flask on the flask to introduce a refrigerant gas. Introduce a stream of nitrogen gas, and heat for 30 min at 70°C in a boiling water bath equipped with magnetic stirrers.

	Nota: Durante la saponificación, asegurar una buena agitación del medio de reacción.
	Note: During saponification, ensure good agitation of the reaction medium. 

	B.12.5.3 Extracción del insaponificable
	B.12.5.3 Unsaponifiable Extraction

	Una vez terminada la saponificación, enfriar el matraz a temperatura ambiente y transferir la suspensión a un embudo de separación de 500 ml.
	Once the saponification is finished, cool the flask to room temperature and transfer the suspension to a 500 ml separation funnel. 

	Enjuagar con máximo 30 ml de agua fría en 3 porciones de 10 ml que se añaden al contenido del embudo de separación. Evitar un exceso de agua, ya que favorece la formación de emulsiones.
	Rinse with a maximum of 30 ml of cold water in 3  portions of 10ml that are added to the contents of the separation funnel. Avoid excess water, as it favors the formation of emulsions.

	En seguida enjuagar el matraz con 50 ml de éter de petróleo (rango de 40 a 60°C) en varias porciones que se añaden al embudo de separación.
	Then rinse the flask with 50 ml of petroleum ether (ranges from 40 to 60°C) in several portions which are added to the separation funnel.

	Extraer la vitamina D3 agitando ligeramente.
	Extract the vitamin D3 while stirring lightly.

	Dejar separar las fases.
	Let the phases dry.

	Vaciar la fase acuosa a otro embudo de separación de 500 ml. Recoger la fase orgánica en un tercer embudo de separación de 500 ml.
	Empty the aqueous phase to another separation funnel of 500 ml. Collect the organic phase in a third 500 ml separation funnel.

	Efectuar esta extracción 5 veces en total. Haciendo las agitaciones con mucho cuidado para evitar emulsiones.
	Carry out this extraction 5 times in total. Making the agitations very carefully to avoid emulsions.

	Lavar la solución orgánica con porciones de 100 ml de agua adicionándola por las paredes del embudo, sin agitar, hasta que el agua de lavado ya no dé reacción coloreada con fenolftaleína. Después del último lavado, esperar al menos 15 min antes de vaciar la fase acuosa.
	Wash the organic solution with 100 ml portions of water by adding it through the funnel walls, without stirring until the wash water no longer reacts colored with phenolphthalein. After the last wash, it is necessary to drain at least 15 minutes before the aqueous phase is emptied.

	Filtrar la solución lavada en continuo a través de un filtro que contiene aproximadamente 5 g de sulfato de sodio anhidro o en un papel separador de fases tipo 1 PS, y recoger el filtrado en un matraz en forma de pera de 500 ml, sin dejar secar el filtro. Y al final enjuagar el filtro con 50 ml de éter de petróleo.
	Filter the washed solution continuously through a filter containing approximately 5 g of anhydrous sodium sulfate or in a phase separating paper type 1 PS, and collect the filtrate in a 500 ml pear-shaped flask, without letting the filter dry and finally rinse the filter with 50 ml of petroleum ether.

	Evaporar el disolvente bajo presión reducida en un rotavapor a 40°C, y eliminar los últimos mililitros mediante una corriente de nitrógeno.
	Evaporate the solvent under reduced pressure in a rotary evaporator at 40°C, and remove the last milliliters by a stream of nitrogen.

	Transferir el residuo cuantitativamente a un matraz aforado de 5 ml, mediante pequeñas porciones de fase móvil (B.12.4.1) llevar al volumen y filtrar la solución inmediatamente a través de un filtro de 0,45 de tamaño de poro y adecuado para solventes orgánicos, por ejemplo Acrodisc-CR o equivalente; recoger el filtrado en un matraz en forma de pera. El filtrado debe ser límpido.
	Transfer the residue quantitatively to a 5 ml volumetric flask, using small portions of the mobile phase (B.12.4.1), bring to the volume and filter the solution immediately through a 0. 45 pore size filter and suitable for organic solvents, for example Acrodisc-CR or equivalent; collect the filtrate in a pear-shaped flask. The filtrate must be clear.

	La solución está lista para la cromatografía.
	The solution is ready for chromatography.

	B.12.5.4 Cromatografía preparativa
	B.12.5.4 Preparative chromatography

	Condiciones:
	Conditions:

	Columna: Spherisorb Si, 5 mcm, 4,6 x 250 mm
	Column: Spherisorb Si, 5 mcm, 4.6 x 250 mm

	Loop de inyección: 500 l
	Injection Loop: 500 l

	Fase móvil: 1% 2-propanol en n-hexano (B.12.4.1)
	Mobile phase: 1% 2-propanol in n-hexane (B.12.4.1)

	Caudal: 1-3 ml/min (el tiempo de retención de la vitamina D3 debe ser de aproximadamente 5 min).
	Flow rate: 1-3 ml/min (the retention time of vitamin D3 should be approximately 5 min).

	Detector: espectrofotómetro, longitud de onda variable, ajustada a 264 nm (o eventualmente espectrofotómetro de longitud de onda fija a 254 nm, únicamente utilizable para la etapa preparativa),  0,05 AUFS para el patrón y 0,5 AUFS para el extracto de muestra
	Detector: spectrophotometer, variable wavelength, set at 264 nm (or eventually a spectrophotometer with a fixed wavelength at 254 nm, only usable for the preparative stage), 0.05 AUFS for the pattern and 0.5 AUFS for the extract or sample 

	Registrador: 10 mm/min.
	Meter: 10 mm/min.

	Inyectar primero 500 l de solución patrón de vitamina D3 (B.12.4.4) y determinar el tiempo de retención:
	Inject first 500 l of standard solution of vitamin D3 (B.12.4.4) and determine the retention time: 

	Debe ser aproximadamente 5 min. Inyectar a continuación la solución de la muestra obtenida bajo el numeral (B.12.5.3) y recoger la fracción que contiene la vitamina D3 en un matraz en forma de pera de 10 ml.
	It should be approximately 5 min. Then inject the solution of the sample obtained under number (B.12.5.3) and collect the section containing vitamin D3 in a 10 ml pear - shaped flask. 

	Comenzando a recoger aproximadamente 1 min antes de la elución de la vitamina D3 y parar aproximadamente 1 min después de la elución de la vitamina D3.
	Starting to collect approximately 1 min before elution of vitamin D3 and stop approximately 1 min after elution of vitamin D3.  

	B.12.5.5 Cromatografía analítica
	B. 12.5.5 Analytical chromatography

	Evaporar a seco la fracción recogida bajo (B.12.5.4), mediante una ligera corriente de nitrógeno.
	Dry evaporate the collected fraction under (B.12.5.4), using a light stream of nitrogen.

	Enfriar el matraz a fin de evitar errores de volumen a una evaporación eventual de disolvente; luego tomar el residuo en 300 l de fase móvil (B.12.4.2), agitar ligeramente para disolver bien el residuo. Condiciones:
	Cool the flask to avoid volume errors with an eventual solvent evaporation; then take the residue in 300 µl of mobile phase (B.12.4.2), shake slightly to dissolve the residue well. Conditions: 

	Columna: Spherisorb ODS, 5 mcm, 4,6 x 250 mm
	Column: Spherisorb ODS, 5 mcm, 4.6 x 250 mm

	Loop de inyección: 100 l
	Injection Loop: 100 l

	Fase móvil: 10% diclorometano, 89% acetonitrilo y 1% de 2-propanol
	Mobile phase: 10% dichloromethane, 89% acetonitrile and 1% 2-propanol

	Caudal: 2 ml/min
	Flow rate: 2 ml/min

	Detector: espectrofotómetro, longitud de onda variable, ajustada a 264 nm; 0,01 AUFS
	Detector: spectrophotometer, variable wavelength, set at 264 nm; 0.01 AUFS

	Registrador: 10 mm/min
	Meter: 10 mm/min

	Inyectar primero 100 µl de solución patrón (B.12.4.5) y determinar el tiempo de retención: debe ser aproximadamente 8-9 min (adaptar la proporción de diclorometano/acetonitrilo si es necesario). Luego inyectar 100 l de la fracción obtenida bajo B.12.5.4.
	First inject 100 µl of standard solution (B.12.4.5) and determine the retention time: it should be approximately 8-9 min (adapt the dichloromethane/ acetonitrile ratio if necessary). Then inject 100 l of the fraction obtained under B.12. 5.4.

	B.12.6 Cálculo, expresión e interpretación de los resultados
	B.12.6 Calculation, expression and interpretation of the results

	B.12.6.1 Evaluación
	B.12.6.1 Evaluation

	Identificar el pico de la vitamina D3 en el cromatograma de la muestra mediante el tiempo de retención definido por cromatografía de la solución patrón. Medir la altura de los picos obtenidos durante la cromatografía de la solución patrón y de la solución muestra.
	Identify the peak of vitamin D 3 in the chromate gram of the sample by means of the retention time defined by chromatography of the standard solution. Measure the height of the peaks obtained during the chromatography of the standard solution and the sample solution.

	El contenido en vitamina D3, expresado en Unidades Internacionales por 100 g de producto, es igual a:
	The vitamin D 3 content , expressed in International Units per 100 g of product, is equal to:
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	En donde:
	Where:

	m = toma de ensayo, en g
	m = test sample, in g

	hP = altura del pico de la muestra, en mm
	hP = peak height of the sample, in mm

	hS = altura del pico de la solución patrón, en mm
	hS = peak height of the standard solution, in mm

	C = concentración de la solución patrón inyectada, en U.I./ml
	C = concentration of the injected standard solution, in IU/ml

	V0 = volumen en el cual ha sido diluido el residuo antes de la cromatografía preparativa (B.12.5.3) (en general 5 ml = matraz aforado)
	V0 = volume in which the residue has been diluted before preparative chromatography (B.12.5.3) (in general 5 ml = volumetric flask)

	V1 = volumen del extracto inyectado en la columna preparativa (en general 0,500 ml=volumen del loop de inyección)
	V1 = volume extract injected into the preparative column (in general 0.500 ml = injection loop volume)

	V2 = volumen en el cual ha sido diluida la fracción después de la cromatografía preparativa (en general 0,300 ml)
	V2 = volume in which the section has been diluted after preparative chromatography (in general 0.300 ml)

	Nota: es superfluo un factor de corrección para la isomerización de la vitamina D3, en previtamina D3, ya que este fenómeno es despreciable en las condiciones de saponificación aplicadas.
	Note: a correction factor for the isomerization of vitamin D3, in previtamin D3, is superfluous, since this phenomenon is negligible under the conditions of saponification applied.

	B.12.6.2 Límite de detección de acuerdo con la sensibilidad del equipo.
	B.12.6.2 Detection limit according to the sensitivity of the equipment.

	Aproximadamente: 20 U.I./100 g
	Approximately: 20 IU/100 g

	B.12.6.3 Repetibilidad
	B.12.6.3 Repeatability 

	La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos con la misma muestra para ensayo, en las mismas condiciones (analista, aparato, laboratorio) en un corto intervalo de tiempo, no debe exceder 10% de la media entre ambos resultados.
	The difference between two individual results obtained with the same test sample, under the same conditions (analyst, apparatus, laboratory) in a short time interval, should not exceed 10% of the average between both results.

	Cuando las vitaminas han sido añadidas por mezcla en seco, la repetibilidad está fuertemente influida por el grado de homogeneidad del producto
	When vitamins have been added by dry mixing, repeatability is strongly influenced by the degree of homogeneity of the product.

	B.13 DETERMINACION DE VITAMINA C (ACIDO ASCORBICO)
	B.13 DETERMINATION OF VITAMIN C (ASCORBIC ACID)

	B.13.1 Determinación visual
	B.13.1 Visual determination 

	B.13.1.1 Fundamento
	B.13.1.1 Basis 

	Extracción del ácido ascórbico mediante ácido metafosfórico. Valoración visual oxidométrica del ácido ascórbico en el extracto con una solución de 2,6-diclorofenol-indofenol.
	Extraction of the ascorbic acid by metaphosphoric acid. Visual assessment of the ascorbic acid in the extract with a solution of 2,6-dichlorophenol-indophenol.

	B.13.1.2 Reactivos y materiales
	B.13.1.2 Reagents and materials 

	B.13.1.2.1 Reactivos
	B.13.1.2.1 Reagents

	Acido ascórbico
	To ascorbic acid

	Acido sulfúrico
	Sulfuric acid

	Acido metafosfórico
	Methaphosphoric acid

	Yodo
	Iodine

	Sal sódica de 2,6-diclorofenol-indofenol
	2,6-Dichlorophenol-Indophenol Sodium Salt

	B.13.1.2.2 Materiales
	B.13.1.2.2 Materials

	Pipetas
	Pipettes 

	Matraces aforados
	Volumetric flasks

	Material común de laboratorio
	Common laboratory material 

	B.13.1.3 Aparatos e instrumentos
	B.13.1.3 Devices and instruments 

	Parrilla de calentamiento
	Heating grill

	Estufa
	Stove

	B.13.1.4 Preparación de soluciones
	B.13.1.4 Preparation of solutions 

	B.13.1.4.1 Solución estándar de ácido ascórbico 0,5 mg/ml
	B.13.1.4.1 Standard solution of ascorbic acid 0.5 mg/ml

	Pesar exactamente 50,0 mg de ácido ascórbico, introducirlos en un matraz aforado de 100 ml, si es posible, de vidrio pardo. Disolver con ácido metafosfórico al 2% y llevar a volumen con el mismo ácido. Esta solución debe prepararse inmediatamente antes del empleo.
	Weigh exactly 50.0 mg of ascorbic acid, place it in a 100 ml volumetric flask, if possible, of brown glass. Dissolve with 2% metaphosphoric acid and bring to volume with the same or acid. This solution must be prepared immediately before use.

	B.13.1.4.1.1 Verificación de la pureza del ácido ascórbico
	B.13.1.4.1.1 Verification of the purity of ascorbic acid

	En caso de duda sobre la pureza del ácido ascórbico, pesar aproximadamente 400 mg con una precisión de 1 mg, disolver en una mezcla de 100 ml de agua destilada hervida y enfriada, y 25 ml de ácido sulfúrico al 10%. Valorar rápidamente bajo luz difusa con una solución de yodo, 0,1 N en presencia de una solución de almidón como indicador.
	In case of doubt about the purity of ascorbic acid, weigh approximately 400 mg with a precision of 1 mg, dissolve in a mixture of 100 ml of distilled water, water and cold, and 25 ml of 10% sulfuric acid. Quickly evaluate under diffused light with a solution of iodine, 0.1 N in the presence of a starch solution as an indicator.

	1 ml de yodo 0,1 N corresponde a 8,806 mg de ácido ascórbico.
	1 ml of 0.1N iodine corresponds to 8.806 mg of ascorbic acid.

	B.13.1.4.2 Solución de ácido meta-fosfórico al 2%
	B.13. 1.4.2 Solution of meta-phosphoric acid to 2%

	B.13.1.4.2.1 Preparación de la solución base al 10%
	B.13.1.4.2.1 Preparation of the 10% base solution

	Pesar 60-70 g de ácido meta-fosfórico. Eliminar la capa blanca que se forma generalmente en la superficie, lavando las barritas con agua destilada. Secarlas, con papel filtro y triturarlas en un mortero. Pesar 50 g de este ácido limpio y triturado, y disolverlo sin calentar en 500 ml de agua destilada en un frasco pardo, agitando este último mecánicamente hasta disolución.
	Weigh 60-70 g of meta-phosphoric acid. Eliminate the white layer that is generally formed on the surface, washing the bars with distilled water. Dry them, with filter paper and shred them in a mortar. Weigh 50 g of this clean and ground acid, and dissolve it without heating in 500 µl of distilled water in a brown bottle, stirring the latter mechanically until dissolved.

	Filtrar, si es necesario, sobre un filtro plegado en un frasco de vidrio pardo.
	Filter, if necessary, on a filter folded in a brown glass jar.

	El ácido meta-fosfórico se transforma gradualmente en ácido orto-fosfórico, pero esta solución al 10% puede conservarse en un refrigerador durante tres semanas.
	The meta-phosphoric acid is gradually transformed into ortho-phosphoric acid, but this 10% solution can be stored in a refrigerator for three weeks.

	B.13.1.4.2.2 Preparación de la solución al 2%
	B.13.1.4.2.2 Preparation of the 2% solution

	Preparar la cantidad necesaria en el día de empleo, diluyendo cinco veces con agua destilada un volumen dado de la solución al 10%.
	Prepare the amount necessary on the day of use by diluting five times with distilled water a given volume of the solution.

	B.13.1.4.3 Solución de la sal sódica de 2,6-diclorofenol-indofenol (D.I.) al 0,05%
	B.13.1.4.3 Solution of 2,6-dichlorophenol indophenol-sodium salt (DI) to 0.05%

	Disolver 100 mg de D.I. en un vaso de 50 ml que contenga 20 ml de agua destilada. Llevar rápidamente a ebullición, removiendo con una varilla de vidrio. Enfriar y transferir a un matraz aforado de 200 ml. Llevar  a volumen con agua destilada. Filtrar en un frasco pardo. Esta solución se conserva en un refrigerador durante 8 días.
	Dissolve 100 mg of DI in a 50 ml glass containing 20 ml of distilled water. Bring to a boil quickly, stirring with a glass rod. Cool and transfer to a 200 ml graduated flask. Bring to volume with distilled water. Filter in a brown jar. This solution is preserved in a refrigerator for 8 days. 

	Verificar la concentración antes de cada serie de determinaciones.
	Check the concentration before each series of determinations.

	La solución es azul en un medio alcalino (sal de Na+) y rosa en un medio ácido.
	The solution is blue in an alkaline medium (Na + salt) and pink in an acid medium.

	B.13.1.4.4 Acido acético al 10%
	B.13.1.4.4 Acetic acid at 10% 

	Diluir 100 ml de ácido acético glacial a 1 l con agua destilada.
	Dilute 100 ml of glacial acetic acid to 1 liter with distilled water. 

	B.13.1.4.5 Eventualmente: solución de yodo 0,1 N con factor conocido (determinado con tiosulfato).
	B.13.1.4.5 Eventually: 0.1N iodine solution with known factor (determined with thiosulfate).

	B.13.1.4.6 Eventualmente: solución de ácido sulfúrico al 10%
	B.13.1.4.6 Eventually: 10% sulfuric acid solution

	Añadir cuidadosamente 57 ml de ácido sulfúrico concentrado a 500 ml de agua destilada. Enfriar a la temperatura ambiente y diluir a 1 l con agua destilada.
	Carefully add 57 ml of concentrated sulfuric acid to 500 ml of distilled water. Cool to room temperature and dilute to 1 liter with distilled water.

	B.13.1.4.7 Eventualmente: solución de almidón estabilizada al 1%
	B.13.1.4.7 Eventually: starch solution is 1% diluted

	Disolver 140 g de cloruro de sodio grado purísimo en 375 ml de agua destilada, añadir 5 g de almidón soluble disuelto en 5 ml de agua destilada, calentar a ebullición durante 2 o 3 min, enfriar y filtrar.
	Dissolve 140 g of very pure grade sodium chloride in 375 ml of distilled water, add 5 g of soluble starch dissolved in 5 ml of distilled water, heat to boil for 2 or 3 min, cool and filter.

	B.13.1.5 Procedimiento
	B.13.1.5 Procedure 

	B.13.1.5.1 Determinación del título de la solución de 2,6-diclorofenol-indofenol (D.I.)
	B.13.1.5.1 Determination of the title of the solution of 2,6-dichlorophenolindophenol (DI)

	Pipetear 3 ml de solución estándar de ácido ascórbico (B.13.1.4.2) en un vaso de 100 ml, añadir aproximadamente 30 ml de ácido meta-fosfórico al 2% y 5 ml de ácido acético al 10%. Valorar con la solución D.I. utilizando un agitador mecánico hasta la aparición de una coloración rosa que persista durante 15 seg.
	Pipette 3 ml of standard solution of ascorbic acid (B.13.1.4.2) into a 100 ml glass, add approximately 30 ml of 2% metaphosphoric acid and 5 ml of 10% acetic acid. Assess with the D.I. using a mechanical stirrer until the appearance of a pink color that persists for 15 sec.

	Ejemplo:
	Example:

	Para 2 ml de solución estándar (= 1,5 mg de ácido ascórbico), volumen empleado 5,84 ml de reactivo:
	For 2 ml of standard solution (= 1.5 mg ascorbic acid), volume used 5.84 ml of reagent:
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	es decir, 1 ml de solución D.I. corresponde a 0,257 mg de ácido ascórbico.
	that is, 1 µl of solution D.I. corresponds to 0.257 mg of ascorbic acid.

	B.13.1.5.2 Preparación de la porción para ensayo
	B.13.1.5.2 Preparation of the portion for testing

	B.13.1.5.2.1 Producto sin o con poco almidón. Por ejemplo leche en polvo.
	B.13.1.5.2.1 Product without or with little starch. For example milk powder.

	Pesar con una precisión de 0,1 g una cantidad del producto a analizar que contenga aproximadamente 5 a 10 mg de ácido ascórbico; en la mayoría de los casos se pesan 10 g en un matraz aforado de 100 ml.
	Weigh an amount of the product to be analyzed with an accuracy of 0.1 g that contains approximately 5 to 10 mg of ascorbic acid; in most cases 10 g is weighed into a 100 ml volumetric flask.

	Añadir 20 ml de ácido meta-fosfórico al 10% y 50 ml de agua destilada a 55°C. Sacudir vigorosamente durante 10 min. Enfriar y llevar a volumen con agua destilada.
	Add 20 ml of meta-phosphoric acid at 10% and 50 ml of distilled water at 55°C. Shake vigorously for 10 min. Cool and bring to volume with distilled water.

	Filtrar rápidamente sobre un filtro plegado, al abrigo de la luz. Las soluciones que filtran demasiado lento deben centrifugarse a 3000 rpm durante 10 min, decantarse y filtrarse por un filtro plegado o sobre lana de vidrio.
	Quickly filter on a folded filter, protected from light. Solutions that filter too slowly should be centrifuged at 3000 rpm for 10 min, decanted and filtered through a folded filter or on glass wool.

	B.13.1.5.2.2 Productos con almidón, por ejemplo cereales
	B.13.1.5.2.2 Starchy products, for example cereals

	En un vaso de 100 ml pesar exactamente una porción para ensayo de 10 a 20 g. Añadir 5% (0,5 a 1 g) de diastasa y 20 ml de agua destilada. Mezclar mediante una varilla de vidrio de modo que se obtenga una papilla homogénea e incubar 15 min en una estufa a 40°C. Transferir cuantitativamente a un matraz aforado de 100 ml con 20 ml de solución de ácido meta-fosfórico al 10%; llevar a volumen con agua destilada y agitar vigorosamente. Filtrar sobre un filtro plegado con una velocidad de filtración media.
	In a 100 ml glass, weigh exactly one test portion of 10 to 20 g. Add 5% (0.5 to 1 g) of diastase and 20 ml of distilled water. Mix using a glass rod so that a homogeneous porridge is obtained and incubate 15 min in an oven at 40°C. Quantitatively transfer to a 100 ml volumetric flask with 20 ml of 10% metaphosphoric acid solution; bring to volume with distilled water and shake vigorously. Filter on a folded filter with an average filtration rate.

	B.13.1.5.2.3 Productos heterogéneos, por ejemplo verdura, fruta
	B.13.1.5.2.3 Heterogeneous products, for example, vegetables, fruit

	Homogeneizar una muestra de 50 a 100 g con un volumen de ácido meta-fosfórico de 10% representando 1/5 del volumen total al que será ajustada la mezcla.
	Homogenize a sample of 50 to 100 g with a volume of metaphosphoric acid of 10% representing 1/5 of the total volume to which the mixture will be used.

	Transferir cuantitativamente a un matraz aforado de 250 ml y llevar a volumen con agua destilada.
	Transfer quantitatively to a 250 ml volumetric flask and bring to volume with distilled water.

	Centrifugar o filtrar la solución obtenida sobre un filtro plegado.
	Centrifuge or filter the solution obtained on a folded filter.

	B.13.1.6 Determinación
	B.13.1.6 Determination 

	Tomar una parte alícuota del filtrado correspondiente, de 1-2 mg de ácido ascórbico. Añadir 5 ml de ácido acético al 10% (10 ml para un volumen de filtrado de 30 a 50 ml), valorar luego con D.I. hasta que se obtenga una coloración rosa que persista durante 15 seg.
	Take a separate aliquot of the corresponding filtrate , 1-2 mg of ascorbic acid. Add 5 ml of 10% acetic acid (10 ml for a filtering volume of 30 to 50 ml), then evaluate with DI until a pink color that persists for 15 seconds.

	Generalmente, deben utilizarse 5 a 10 ml de reactivo para la valoración. Un volumen de reactivo que excede 10 ml no es aconsejable, ya que la solución tiene tendencia a volverse grisácea en estas condiciones.
	Generally, 5 to 10 ml of reagent should be used for titration. A reagent volume that exceeds 10 ml is not advisable, since the solution has a tendency to turn gray under these conditions.

	Nota:
	Note:

	Preparar las muestras a medida que se valoran.
	Prepare the samples as they are valued.

	B.13.1.7 Cálculo y expresión de los resultados
	B.13.1.7 Calculation and expression of the results 

	B.13.1.7.1 Cálculo y fórmula
	B. 13.1.7.1 Calculation and formula

	El contenido de ácido ascórbico expresado en mg por 100 g de producto es igual a:
	The content of ascorbic acid expressed in mg per 100 g of product is equal to:
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	En donde:
	Where:

	a = ml de reactivo empleados
	a = ml of reagent used

	T = título del reactivo
	T = reagent title

	v = ml de filtrado empleados
	v = ml of filtrate used

	V = ml de solución de la toma de ensayo
	V = ml of solution of the sample test

	m = toma de ensayo
	m = test sample

	Expresar el valor obtenido con una precisión de 0,1 mg.
	Express the value obtained with a precision of 0.1 mg.

	B.13.2 Valoración con un potenciómetro (medidor de pH)
	B.13.2 Evaluation with a potentiometer (pH meter) 

	B.13.2.1 Preparación de la toma de ensayo
	B.13.2.1 Preparation of the test sample 

	La solución se prepara según las indicaciones dadas para la valoración visual.
	The solution is prepared according to the indications given for visual assessment.

	Tomar una parte alícuota de la solución a valorar que contenga 1 a 2 mg de ácido ascórbico. Añadir 5 ml de ácido acético al 10%.
	Take an aliquot of the solution to be evaluated containing 1 to 2 mg of ascorbic acid. Add 5 ml of 10% acetic acid.

	B.13.2.2 Determinación
	B.13.2.2 DETERMINATION 

	Colocar el recipiente de valoración, que contiene la solución a valorar y una barrita magnética, sobre un agitador magnético.
	Place the valuation container, which contains the solution to be achieved and a magnetic bar, on a magnetic stirrer.

	Sumergir un electrodo de platino combinado en la solución.
	Dip a combined plastic electrode in the solution.

	Ajustar el potenciómetro a una alta sensibilidad y llevar la aguja hacia el punto 0, o a un valor que corresponda a aproximadamente 1/6 de la escala, si el punto 0 se encuentra al comienzo de la misma.
	Set the potentiometer to a high sensitivity and bring the needle to point 0, or to a value that corresponds to approximately 1/6 of the scale, if point 0 is at the beginning of it.

	Añadir, mediante una bureta motorizada, porciones de reactivo de 0,1 ml a intervalos de 5 seg. La aguja del potenciómetro sube ligeramente con cada adición de reactivo, pero baja de nuevo inmediatamente.
	Add, using a motorized burette, 0.1 ml reagent portions at an interval of 5 sec. The potentiometer needle rises slightly with each reagent addition, but drops again immediately.

	El punto alcanzado por la aguja, 5 seg después de cada adición de reactivo comienza por ser cada vez más bajo para subir de nuevo progresivamente.
	The point reached by the needle, 5 seconds after each addition of reagent begins to be lower and lower again progressively.

	Cuando la amplitud de oscilación de la aguja aumente y el punto alcanzado 5 seg después de la adición del reactivo es netamente más alto, añadir el reactivo en porciones de 0,05 ml y esperar antes de cada nueva adición hasta que la aguja baje de nuevo ligeramente.
	When the needle oscillation amplitude increases and the point reached 5 seconds after the reagent is added, add the reagent in 0.05 ml portions and wait before each new addition until the needle lower slightly again.

	Proseguir de esta manera hasta que la aguja baje de nuevo muy poco, añadir luego muy pequeñas porciones de reactivo hasta que la aguja no baje más, sino que permanezca en el punto alcanzado después de la última adición de reactivo.
	Continue in this way until the needle lowers again very little, then add very small portions of reagent until the needle no longer goes down, but remains at the point reached after the last reagent addition.

	Este punto será considerado como el punto de equivalencia. Anotar el número de ml de reactivo utilizados para alcanzar dicho punto.
	This point will be considered as the equivalence point. Write down the number of ml of reagent used to reach that point.

	B.13.2.3 Cálculo y expresión de los resultados
	B.13.2.3 Calculation and expression of results 

	B.13.2.3.1 Cálculo
	B.13.2.3.1 Calculation

	El contenido en ácido ascórbico expresado en mg/100 g de producto es igual a:
	The ascorbic acid content expressed in mg/100 g of product is equal to:
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	En donde:
	Where:

	a = ml de reactivo correspondiente al punto de equivalencia
	a = ml of reagent corresponding to the equivalence point

	T = concentración del reactivo
	T = concentration of the reagent

	v = ml de filtrado empleados
	v = ml of filtrate used

	V = volumen en ml de la solución de la toma de ensayo
	V = volume in ml of the solution of the test sample

	m = toma de ensayo en g
	m = test sample in g

	B.13.2.3.2 Expresar el valor obtenido con una precisión de 0,1 mg.
	B.13.2.3.2 Express the value obtained with an accuracy of 0.1 mg.

	B.13.2.4 Repetibilidad
	B.13.2.4 Repeatability 



	s = 0,24 mg (0 = 10)
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	La diferencia entre los resultados de dos determinaciones, simultáneamente o rápidamente una después de otra por el mismo analista, no debe exceder 0,8 mg para un producto que contenga aproximadamente 50 mg de ácido ascórbico por 100 g.
	The difference between the results of two determinations, simultaneously or quickly after the other by the same analyst, should not exceed 0.8 mg for a product or that contains approximately 50 mg of ascorbic acid per 100g.

	B.14 DETERMINACION DE TIAMINA (VITAMINA B1) Y RIBOFLAVINA (VITAMINA B2) POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)
	B.14 DETERMINATION OF THIAMINE (VITAMIN B1) AND RIBOFLAVIN (VITAMIN B2) BY HIGH RESOLUTION LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC)

	B.14.1 Fundamento
	B.14.1 Basis

	La vitamina B1, es extraída de la muestra por hidrólisis ácida y oxidada a tiocromo, su contenido es determinado por HPLC en fase inversa con detección fluorométrica.
	Vitamin B1 is extracted from the sample by acid hydrolysis and oxidized to thiochrome, its content is determined by reverse phase HPLC with fluorometric detection.

	B.14.2 Reactivos y materiales
	B.14.2 Reagents and materials

	B.14.2.1 Reactivos
	B.14.2.1 Reagents 

	Acido clorhídrico fumante, 37% para análisis (HCl)
	A smoking hydrochloric acid, 37% for analysis (HCl)

	Acetato de sodio trihidratado, para análisis
	Sodium acetate trihydrate, for analysis

	(CH3 x CO2Na x 3H2O)
	(CH3 x CO2Na x 3H2O)

	Acido orto-fosfórico PO4H3 (P2O5 x 3H2O)
	Ortho-phosphoric acid PO4H3 (P2O5 x 3H2O)

	Ferricianuro de potasio, para análisis Fe(CN) 6K4 x 3H2O
	Potassium ferricyanide, for analysis Fe(CN) 6K4 x 3H2O

	Hidróxido de sodio en lentejas, para análisis.
	Sodium hydroxide in lentils, for analysis.

	Monohidrato de tiamina (nitrato de tiamina, Vitamina B1 monohidratada), calidad alimentaria (C12H17N5O4S)
	Thiamine monohydrate (thiamine nitrate, Vitamin B 1 monohydrate), food quality (C12H17N5O4S)

	Papaína soluble.
	Papain soluble .

	Amilasa
	Amylase

	Diastasa
	Diastase

	N,N - Dimetilformamida HCON(CH3) 3
	N, N - Dimethylformamide HCON (CH 3 ) 3 

	fosfato, ácido de potasio, para análisis (K2HPO4 x 3H2O)
	phosphate, potassium acid, for analysis (K2HPO4 x 3H2O)

	B.14.2.2 Materiales
	B.14.2.2 Materials

	Matraces en forma de pera, 100 ml
	Pear shaped flasks, 100 ml

	Tapones huecos hexagonales
	Hexagonal Hollow Plugs

	Matraces aforados, de vidrio de 1000, 100, 50 y 10 ml
	Volumetric flasks, 1000, 100, 50 and 10 ml glass

	Embudos de vidrio de 100 mm de diámetro
	100 mm diameter glass funnels

	Matraces Erlenmeyer, de cuello estrecho, 250 ml
	Erlenmeyer flasks, narrow neck , 250 ml

	Refrigerante, Allihn, manguito 300 mm
	Coolant, Allihn, 300 mm sleeve

	Filtros plisados medianos 185 mm de diámetro
	Medium pleated filters 185 mm in diameter

	Pipetas aforadas con una marca de 2, 3, 5 y 40 ml
	Volumetric pipettes with a 2, 3, 5 and 40 ml mark

	Pipetas graduadas hasta la punta de 1 ml: 0,005
	Pipettes as graduated to the tip of 1 ml: 0.005

	Probetas graduadas, en forma alta, de 50 ml: 0,5; 100 ml: 1,0
	50 ml graduated test tubes in high form: 0.5; 100 ml: 1.0

	1000 ml: 10
	100 0 ml: 10

	Todo el material de vidrio debe ser actínico o forrado con papel aluminio.
	All glassware must be actinic or lined with aluminum foil.

	B.14.2.3 Aparatos e instrumentos
	B.14.2.3 Devices and instruments

	Balanza analítica, 162 g, lectura 0,1 mg
	Analytical scale, 162 g, reading 0.1 mg

	Balanza de precisión electrónica, 2100 g, lectura 0,01 g
	Precision electronic scale, 2100 g, 0.01 g reading

	Baño de agua en línea con soportes, 6 plazas.
	Water bath in line with supports, 6 seats.

	Estufa de laboratorio
	Laboratory stove

	Jeringuilla para HPLC, de un 1 ml
	1 ml HPLC syringe

	Aguja para jeringuilla
	Syringe needle

	Columna ODS o C 18, 5 µm, 250 x 4,6 mm; o equivalente
	ODS or C 18 column, 5 µm, 250 x 4.6 mm; or the equivalent

	Dispositivo de filtración sobre membrana
	Filtration device over membrane

	Membrana para filtro
	Membrane for filter

	B.14.4 Preparación de soluciones
	B.14.4 Solution preparation

	B.14.4.1 Solución de ácido clorhídrico
	B.14.4.1 Hydrochloric acid solution

	En un matraz aforado de 1000 ml que contenga aproximadamente 500 ml de agua destilada, añadir con cuidado 82 ml de ácido clorhídrico al 37% y llevar a volumen con agua destilada. Trabajar en campana de extracción.
	In a 1000 ml volumetric flask containing approximately 500 ml of distilled water, carefully add 82 ml of 37% hydrochloric acid and bring to volume with distilled water. Work under an extraction hood.

	B.14.4.2 Solución de acetato de sodio 2,5 M.
	B.14.4.2 2.5 M sodium acetate solution.

	En un matraz aforado de 1000 ml disolver 340 g de acetato de sodio trihidratado en agua destilada y llevar a volumen.
	In a 1000 ml volumetric flask dissolved see 340 g of sodium acetate trihydrate in distilled water and bring to volume.

	B.14.4.3 Hidróxido de sodio, solución de 150 g/l
	B.14.4.3 Sodium hydroxide, 150 g/l solution

	En un matraz aforado de 1000 ml, disolver 160 g de hidróxido de sodio en lentejas en agua destilada, llevar a volumen.
	In a 1000 ml volumetric flask, dissolve 160 g of sodium hydroxide in lentils in distilled water, bring to volume.

	Conservar en un matraz provisto de un tapón de polietileno.
	Keep in a flask provided with a polyethylene cap.

	B.14.4.4 Solución de oxidación
	B.14.4.4 Oxidation solution

	B.14.4.4.1 Solución de ferricianuro de potasio 1g/100 ml
	B.14.4.4.1 1g/100ml potassium ferricyanide solution

	En un matraz aforado de 100 ml disolver, 1 g de ferricianuro de potasio en agua destilada y llevar a volumen.
	In a 100 ml volumetric flask dissolve, 1 g of potassium ferricyanide in distilled water and bring to volume.

	B.14.4.4.2 Solución a preparar justo antes del uso
	B.14.4.4.2 Solution to prepare just before use

	En un matraz aforado de 50 ml, llevar a volumen 2 ml de solución (B.14.4.4.1) con solución (B.14.4.3).
	In a 50 ml volumetric flask, bring to volume 2 ml of solution (B.14.4.4.1) with solution (B.14.4.3).

	B.14.5 Fase móvil para HPLC
	B.14.5 Mobile phase for HPLC 

	B.14.5.1 Solución de fosfato ácido de-potasio, 10 mM pH 7,2.
	B.14.5.1 Solution of potassium phosphate, 10 mM pH 7.2.

	En un vaso de 1000 ml pesar exactamente 2,28 g de fosfato de potasio, disolver en aproximadamente 800 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 7,2 con ácido clorhídrico 1 N (B.14.4.1). Transferir a un matraz aforado de 1000 ml y llevar a volumen con agua destilada. Degasificar bajo presión reducida y filtrar.
	In a 1000 ml glass, weigh exactly 2.28 g of potassium phosphate, dissolve in approximately 800 ml of distilled water. Adjust the pH to 7.2 with 1 N hydrochloric acid (B.14.4.1). Transfer to a 1000 ml volumetric flask and bring to volume with distilled water. Degasify under reduced pressure and filter.

	B.14.5.2 Solución de dimetilformamida al 15% en fosfato ácido de potasio.
	B.14.5.2 15% dimethylformamide solution in potassium acid phosphate.

	En un matraz aforado de 1000 ml agregar 150 ml de dimetilformamida y llevar a volumen con solución (B.14.5.1).
	In a 1000 ml volumetric flask add 150 ml of dimethylformamide and bring to volume with solution (B.14.5.1).

	B.14.6 Solución patrón de vitamina B1
	B.14.6 Standard solution of vitamin B 1

	B.14.6.1 Solución concentrada
	B.14.6.1 Concentrated solution

	En un matraz aforado de 50 ml de vidrio, pesar exactamente 50,0 mg de monohidrato de tiamina y disolver en agua destilada. Añadir 5 ml de ácido clorhídrico 1 N (B.14.4.1) y llevar a volumen con agua destilada. Esta solución contiene 1 mg/ml.
	In a 50 ml measuring flask glass, weigh accurately 50.0 mg thiamin monohydrate and dissolve in distilled water. Add 5 ml of 1 N hydrochloric acid (B.14.4.1 ) and bring to volume with distilled water. This solution contains 1 mg/ml.

	B.14.6.2 Soluciones diluidas
	B.14.6.2 Diluted solutions

	En un matraz aforado de 50 ml, agregar mediante una pipeta, 5 ml de solución (B.14.6.1) y llevar a volumen con agua destilada. Luego verter mediante una pipeta, 5 ml de esta solución (100 µg/ml) en un matraz aforado de 50 ml y llevar a volumen con agua destilada. Esta solución contiene 10 µg/ml.
	In a volumetric flask of 50 ml, add with a pipette, 5 ml of solution (B.14.6 1) and to volume with distilled water. Then pour 5 ml of this solution (100 µg/ml) into a 50 ml volumetric flask using a pipette and bring to volume with distilled water. This solution contains 10 µg/ml.

	Verter, mediante una pipeta, 5 ml de esta solución en un matraz aforado de 50 ml y llevar a volumen con agua destilada. Esta solución contiene 1 µg/ml.
	Pour r, using a pipette, 5 ml of this solution into a 50 ml volumetric flask and bring to volume with distilled water. This solution contains 1 µg/ml.

	B.14.6.3 Preparar de la misma manera solución concentrada de riboflavina y de manera subsecuente las soluciones diluidas. No es necesario utilizar matraces de vidrio.
	B.14.6.3 Prepare in the same way a concentrated riboflavin solution and subsequently the solution is diluted. It is not necessary to use glass flasks.

	B.14.6.4 Solución patrón oxidada para HPLC
	B.14.6.4 Oxidized standard solution for HPLC

	Mediante una pipeta, verter 5 ml de solución (B.14.6.2) en un matraz aforado de 10 ml de vidrio. Añadir 3 ml de solución de ferricianuro de potasio básico (B.14.4.4.2). Agitar durante 2 min, añadir 0,45 ml de ácido fosfórico concentrado, mezclar, enfriar y llevar a volumen con agua destilada. Cromatografiar esta solución inmediatamente.
	Using a pipette, pour 5 ml of solution (B. 14.6.2) into a volumetric 10 ml glass. Add 3 ml of basic potassium ferricyanide solution (B.14.4.4.2). Stir for 2 min, Add 0.45 ml of concentrated phosphoric acid, mix, cool and bring to volume with distilled water. Chromatograph this solution immediately.

	B.14.7 Procedimiento
	B.14.7 Procedure

	La vitamina B1 no es sensible a la luz; en cambio el producto oxidado, el tiocromo, sí lo es. Durante la etapa de oxidación, utilizar material de vidrio actínico, o material de vidrio corriente protegido con papel aluminio.
	Vitamin B1 is not sensitive to light; on the other hand, the oxidized product, the thiochrome, is. During the oxidation stage, use actinic glass material, or ordinary glass material protected with aluminum foil.

	B.14.7.1 Toma de ensayo
	B.14.7.1 Test sample

	Homogeneizar toda la muestra, mezclando o moliendo y pesar con una aproximación de 10 mg, una toma de ensayo de 5 g.
	Homogenize the entire sample, mixing or grinding and weighing with an approximation of 10 mg, a test sample of 5 g.

	Para la determinación de vitamina B2 adicionar 0,5 g de amilasa y 0,25 g de papaína, independientemente de si el producto contiene almidón o no.
	For the determination of vitamin B2, add 0.5 g of amylase and 0.25g of papain, regardless of whether the product contains starch or not.

	B.14.7.1.1 Productos con almidón
	B.14.7.1.1 Starchy products

	En un matraz en forma de pera de 100 ml de vidrio con cuello esmerilado, mezclar la toma de ensayo con 0,5 g de diastasa y 0,25 g de papaína. Añadir máximo 15 ml de agua destilada de 45 a 50°C. Mezclar bien, a fin de obtener una suspensión homogénea. Tapar el matraz y colocarlo durante 30 min en una estufa a 40°C. Añadir a continuación 30 ml de agua destilada de 45 a 50°C.
	In a pear shaped flask of 100 ml with frosted neck, mix the test sample with 0.5 g of diastase and 0.25 g of papain. Add a maximum of 15 ml of distilled water from 45 to 50°C. Mix well, in order to obtain a homogeneous suspension. Seal the flask and place it for 30 min in an oven at 40°C. Then add 30 ml of distilled water from 45 to 50°C.

	B.14.7.1.2 Productos sin almidón, inclusive polvos para bebidas que contengan cacao
	B.14.7.1.2 Starch-free products, including powders for beverages containing cocoa

	En un matraz en forma de pera de 100 ml de vidrio con cuello esmerilado mezclar la toma de ensayo con 45 ml de agua destilada de 45 a 50°C. Mezclar bien, a fin de obtener una suspensión homogénea.
	In a 100 ml pear-shaped glass flask with a frosted neck, mix the test sample with 45 ml of distilled water at 45 to 50 ° C. Mix well, in order to obtain a homogeneous suspension.

	B.14.7.2 Hidrólisis
	B.14.7.2 Hydrolysis

	B.14.7.2.1 Productos con o sin almidón, excepto polvos para bebidas que contengan cacao
	B.14 .7.2.1 Products with or without starch, except cocoa powder containing beverages

	Añadir 5 ml de ácido clorhídrico 1 N al matraz (B.14.7.1.1 o B.14.7.1.2). Mezclar bien, calentar durante 30 min bajo el reflujo en un baño de agua en ebullición. Al cabo de 15 min, agitar el matraz para deshacer los aglomerados.
	Add 5 ml of hydrochloric acid 1 N to the flask (B.14.7.1.1 or B.14.7.1.2). Mix well, heat for 30 min under reflux in a boiling water bath. After 15 min, shake the flask to loosen the agglomerates.

	Enfriar y añadir 5 ml de acetato de sodio 2,5 M (B.14.4.2). Mezclar bien. Transferir cuantitativamente el contenido del matraz a un matraz aforado de 100 ml y llevar a volumen con agua destilada.
	Cool and add 5 ml of 2.5 M of sodium acetate (B.14.4.2). Mix well. Transfer quantitatively the content of the flask to a volumetric flask of 100 ml and bring to volume with distilled water.

	Filtrar a través de un filtro plisado. La solución está lista para la oxidación.
	Filter through and a pleated filter. The solution is ready for oxidation.

	B.14.7.2.2 Polvos para bebidas que contengan cacao
	B.14.7.2.2 Powder for drinks containing cocoa

	Proceder según (B.14.7.2.1) hasta el enfriamiento después de la hidrólisis. Transferir cuantitativamente el contenido del matraz a un matraz aforado de 100 ml y llevar a volumen con agua destilada.
	Proceed according to (B.14.7.2.1) after cooling to hydrolysis. Quantitatively transfer the contents of the flask to a 100 ml volumetric flask and bring to volume with distilled water.

	Filtrar a través de un filtro plisado. Luego verter, mediante una pipeta, 40 ml de filtrado en un matraz aforado de 50 ml (procedimiento especial para bebidas que contienen cacao por tener polifenoles que interfieren en la reacción de B1). Añadir 5 ml de acetato de sodio 2,5 M (B.14.4.2) y llevar a volumen con agua destilada.
	Filter through a pleated filter. Then pour, through a pipette, 40 ml of filtrate into a 50 ml volumetric flask (special procedure for drinks containing cocoa by having polyphenols that interfere with the reaction of B1). Add 5 ml of 2.5 M sodium acetate (B.14.4.2) and bring to volume with distilled water .

	La solución está lista para la oxidación
	The solution is ready for oxidation

	B.14.7.3 Oxidación
	B.14.7.3 Oxidation

	En un matraz aforado de 10 ml de vidrio verter, mediante una pipeta, 5 ml de solución (B.14.7.2.1 o B.14.7.2.2). Añadir 3 ml de solución de ferricianuro de potasio básico (B.14.4.4.2). Agitar durante 2 min. Añadir 0,45 ml de ácido fosfórico concentrado, mezclar, enfriar y llevar a volumen con agua destilada. Cromatografiar esta solución inmediatamente.
	In a 10 ml volumetric flask of pouring glass, half a pipette, 5 ml of solution (B.14.7.2.1 or B.14.7.2.2). Add 3 ml of potassium ferricyanide solution (B.14.4.4.2). Stir for 2 min. Add 0.45 ml of concentrated phosphoric acid, mix, cool and bring to volume with distilled water. Chromatograph this solution immediately.

	B.14.7.4 HPLC
	B.14.7.4 HPLC



	Condiciones
	

	Columna:
	ODS o C 18, 5 µm; 250 X 4,6 mm o equivalente

	Loop de inyección:
	50 µl

	Fase móvil:
	ver punto 15.5.2

	Caudal:
	1,5 ml/min

	*Detector:
	espectrofluorímetro, excitación: 368 nm
emisión: 440 nm

	Registrador:
	10 mm/min

	*Para la determinación de vitamina B2 se inyecta directamente del filtrado y se modifica la siguiente condición:



	Conditions
	 

	Column:
	ODS or C 18, 5 µm; 250 X 4.6 mm or equivalent

	Loop injection:
	50 µl

	Mobile phase:
	see point 15.5.2

	Flow:
	1.5 ml/min

	*Detector:
	spectrofluorometer, excitation: 368 nm
emission: 440 nm

	Recorder:
	10 mm/min

	* For the determination of vitamin B2, it is injected directly from the filtrate and the following is modified as follows :


 


	Detector:
	espectrofluorímetro; excitación: 450 nm

	
	emisión:	530 nm



	Detector:
	spectrofluorometer; excitation: 450 nm

	 
	emission: 5 30 nm              


 
	Inyectar primero 50 µl de solución patrón oxidada B.14.6.4 y determinar el tiempo de retención: debe ser de aproximadamente 5-6 min. A continuación inyectar 50 µl de la solución obtenida B.14.7.3.
	First inject 50 µl of the standard rust solution to B.14.6.4 and determine the retention time: it should be approximately 5-6 min. Then inject 50 µl of the solution obtained B.14.7.3.

	B.14.8 Cálculo, expresión e interpretación de los resultados
	B.14.8 Calculation, expression and interpretation of the results

	B.14.8.1 Evaluación
	B.14.8.1 Evaluation

	Identificar el pico del tiocromo o de la riboflavina en el cromatograma de la toma de ensayo mediante el tiempo de retención definido por cromatografía de la solución patrón. Medir la altura de los picos obtenidos al cromatografía la toma de ensayo y la solución patrón.
	Identifying the thiochrome peak or riboflavin peak in the chromatogram of the test sample with the retention time defined by chromatography of the  standard solution. Measuring the height of the peaks obtained by chromatography from the test sample  and the standard solution.

	El contenido de vitamina B1, expresado en mg por 100 g de producto, es igual a:
	The content of vitamin B1, expressed in mg per 100 g of product, is equal to:
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	En donde:
	Where:

	m = masa de la toma de ensayo, en g
	m = mass of the test shot, in g

	hP = altura del pico del extracto, en mm
	hP = height d the peak of the extract, in mm

	hS = altura del pico de la solución patrón, en mm
	hS = peak height of the standard solution , in mm

	C = concentración de la solución patrón, en µg/ml
	C = concentration of the standard solution , in µg/ml

	V = volumen, en mililitros, en el cual se ha diluido el extracto antes del análisis por HPLC (250 para polvos para bebidas que contengan aromas, 200 para los demás productos)
	V = volume, in milliliters, in which the extract has been diluted before analysis by HPLC (250 for beverage powders containing aromas, 200 for other products)

	B.14.8.2 Repetibilidad
	B.14.8.2 Repeatability

	La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos con la misma muestra para ensayo, en las mismas condiciones (analista, aparato, laboratorio) en un corto intervalo de tiempo, no debe exceder 10% de la media entre ambos resultados.
	The difference between two individual results obtained with the same test sample, under the same conditions (analyst, apparatus, laboratory) in a short time interval, should not exceed 10% of the average between both results.

	B.15 DETERMINACION DE NIACINA (VITAMINA B3) POR METODO MICROBIOLOGICO
	B.15 DETERMININATION OF NIACIN (VITAMIN B3) BY MICROBIOLOGICAL METHOD

	B.15.1 Fundamento
	B.15.1 Basis

	Este método permite cuantificar concentraciones desconocidas de niacina utilizando Lactobacillus plantarum ATCC 8014, microorganismo que no puede sintetizar esta vitamina, relacionando directamente el crecimiento celular con la concentración de niacina. Para preparar la muestra y la curva estándar se utiliza un medio libre de niacina y el crecimiento celular se cuantifica turbidimétricamente. Por interpolación en la curva se determina la concentración de la muestra.
	This method permits quantifying unknown concentrations of niacin using Lactobacillus plan Tarum ATCC 8014, microorganism that cannot synthesize this vitamin, relating directly the cell growth with the concentration of niacin. To prepare the sample and the standard curve, a niacin free medium is used and the cell growth is quantified turbidimetrically. The concentration of the sample is determined by interpolation in the curve.

	B.15.2 Reactivos y materiales
	B.15.2 Reagents and materials

	B.15.2.1 Reactivos
	B.15.2.1 Reagents

	Acido nicotínico para fines bioquímicos
	A nicotinic acid for biochemical purposes

	Acido clorhídrico fumante 37% para análisis
	A 37% smoking hydrochloric acid for analysis

	Hidróxido de sodio en lentejas para análisis
	Sodium hydroxide in lentils for analysis

	Cristales de cloruro de sodio para análisis
	Sodium chloride crystals for analysis

	B.15.2.2 Materiales
	B.1 5.2.2 Materials

	Micropipeta
	Micropipette

	Vasos de precipitados
	Precipitated glasses

	Pipetas volumétricas
	Volumetric pipettes 

	Matraces Erlenmeyer
	Erlenmeyer flasks

	Matraces volumétricos
	Volumetric Flasks

	Tubos de ensaye
	Test tubes

	B.15.3 Aparatos e instrumentos
	B.15.3 Devices and instruments

	Autoclave
	Autoclave

	Incubadora a 35 ± 1°C
	Incubator at 35 ± 1°C

	Espectrofotómetro
	Spectrophotometer

	Centrífuga
	Centrifugal

	B.15.4 Cepa y medios de cultivo
	B.15.4 Strain and culture media

	Lactobacillus plantarum ATCC 8014
	The ctobacillus plantarum ATCC 8014

	Leche descremada en polvo grado reactivo
	Skim milk in reagent grade powder

	Caldo micro inoculum
	Micro inoculum broth

	Agar bacteriológico
	Bacteriological agar

	Caldo Bacto Lactobacilli
	Lactobacilli Bacto Broth

	Medio de prueba para niacina
	Test medium for niacin

	B.15.4.1 Medio de mantenimiento de la cepa
	B.15. 4.1 Strain maintenance medium

	Bacto Lactobacilli MRS-agar (MRS-agar)
	Bacto Lactobacilli MRS-agar (MRS-agar)

	Preparar 1 l de medio con 55 g de caldo Bacto Lactobacilli MRS + 15 g de agar bacteriológico según las indicaciones de la etiqueta del caldo MRS + 1,5% de leche descremada (reconstituida al 10% en agua destilada). Repartir a razón de 6 ml en tubos (de preferencia con tapón de rosca), esterilizar y enfriar en posición vertical.
	Prepare 1 liter of medium with 55 g of Bacto Lactobacilli MRS broth + 15 g of bacteriological agar according to the indications on the label of the MRS broth + 1.5% skim milk (reconstituted 10% in distilled water). Distribute at a rate of 6 ml in tubes (preferably with screw cap), sterilize and cool in an upright position.

	Conservar en el refrigerador a 4°C.
	Store in the refrigerator at 4°C. 

	B.15.4.2 Mantenimiento de la cepa
	B.15.4.2 Maintenance of the strain

	Inocular por punción Lactobacillus plantarum en profundidad en el medio (B.15.4.1) cada cuatro semanas, efectuar un cultivo intermedio de 18 h en el medio líquido (B.15.4.3). Preparar el número de tubos necesarios para el análisis y guardar por lo menos dos tubos para el mantenimiento de la cepa.
	Inoculate by puncturing Lactobacillus plantarum at a depth in the medium (B.15.4.1) every four weeks, carry out an intermediate culture of 18 h in the liquid medium (B.15.4.3). Prepare the number of tubes necessary for the analysis and save at least two tubes for the maintenance of the strain.

	Incubar durante 18 h a 35°C.
	Incubate for 18 h at 35°C.

	B.15.4.3 Medio de cultivo para el desarrollo del microorganismo
	B.15.4.3 Culture medium for microorganism development

	Caldo Micro Inoculum
	Micro Inoculum broth

	Preparar 1 l de solución según las indicaciones de la etiqueta y repartir a razón de 10 ml en tubos. Tapar los tubos con capuchones y esterilizar según las indicaciones del fabricante.
	Prep plow 1 liter of solution according to label directions and spread at a rate of 10 ml tubes. Cover the tubes with caps and sterilize according to the manufacturer's instructions.

	Conservar en el refrigerador a 4°C.
	Store in the refrigerator at 4°C .

	B.15.5 Preparación de soluciones
	B.15.5 Solution preparation

	B.15.5.1 Solución fisiológica
	B.15.5.1 Physiological Solution 

	Disolver 9 g de cloruro de sodio en 1000 ml de agua destilada. Repartir a razón de 10 ml en tubos, taparlos con capuchones y esterilizar durante 15 min a 121°C.
	Dissolve 9 g of sodium chloride in 1000 ml of distilled water. Distribute at a rate of 10 ml in tubes, cover with caps and sterilize for 15 min at 121°C.

	Conservar en el refrigerador a 4°C.
	Store in the refrigerator at 4°C.

	B.15.5.2 Solución de ácido clorhídrico aproximadamente 1 N
	B.15.5.2 Hydrochloric acid solution approximately 1 N

	Bajo una campana de extracción diluir 82 ml de ácido clorhídrico al 37% llevándolos a un volumen de 1000 ml con agua destilada. Para ello verter el ácido en el matraz aforado que ya contiene agua.
	Under an extraction hood dilute 82 ml of 37% hydrochloric acid by bringing them to a volume of 1000 ml with distilled water. To do this, pour the acid into the volumetric flask that already contains water.

	B.15.5.3 Solución de hidróxido de sodio 15 N.
	B.15.5.3 Sodium hydroxide solution 15 N.

	Disolver 300 g de hidróxido de sodio en agua destilada, enfriando bajo agua del grifo. Completar a 500 ml en una probeta graduada. Conservar en un frasco con tapón de polietileno o de goma.
	Dissolve 300 g of sodium hydroxide in distilled water, cooling under tap water. Complete 500 ml in a graduated cylinder. Conserve it in a flask with a stoppered polyethylene or rubber.

	B.15.5.4 Solución de Hidróxido de sodio aproximadamente 1 N
	B.15.5.4 Sodium hydroxide solution of about 1 N

	Disolver 20 g de hidróxido de sodio en agua destilada y llevar a volumen en un matraz aforado de 500 ml con tapón de polietileno.
	Dissolve 2.0g of sodium hydroxide in distilled water and bring to volume in a 500 ml volumetric flask with a polyethylene cap.

	B.15.5.5 Solución patrón
	B.15.5.5 Standard solution 

	Justo antes del uso, pesar exactamente 50,0 mg de ácido nicotínico; disolver en agua destilada y llevar a volumen en un matraz aforado de 500 ml.
	Just before use, weigh exactly 50.0 mg of nicotinic acid; dissolve in distilled water and bring to volume in a 500 ml volumetric flask.

	B.15.6 Procedimiento
	B.15.6 Procedure

	B.15.6.1 Desarrollo del microorganismo
	B.15.6.1 Development of the microorganism

	Un día antes subcultivar en 10 ml de caldo Micro Inoculum.
	A day before subculturing in 10 ml of the Micro Inoculum broth.

	Incubar durante 18 h a 35°C.
	Incubate for 18 h at 35°C.

	Seis horas antes de la inoculación del ensayo, inocular 2 gotas (aproximadamente 0,1 ml) del último cultivo de 18 h en otro tubo de 10 ml de caldo Micro Inoculum.
	Six hours before the inoculation of the test, inoculate 2 drops (approximately 0.1 ml) of the last 18 h culture in another 10 ml tube of Micro Inoculum broth.

	Incubar durante 6 h a 35°C.
	In cover for 6 h at 35°C.

	B.15.6.2 Preparación de la toma de ensayo
	B.15.6.2 Preparation of the test sample

	En un matraz Erlenmeyer de 150 ml, pesar de 1 a 3 g de muestra homogénea, que contenga aproximadamente 200 µg de vitamina, añadir 50 ml de solución de ácido clorhídrico 1N en pequeñas cantidades pasando el matraz Erlenmeyer bajo el grifo de agua corriente después de cada adición.
	In a 150 Erlenmeyer flask, weigh 1 to 3 g of a homogeneous sample, with approximately 200 µg of vitamin, add 50 ml of 1N hydrochloric acid solution in small quantities by passing the Erlenmeyer flask under the tap of running water after each addition.

	Cubrir el matraz con papel de aluminio y colocarlo en el autoclave durante 15 min a 120°C. Enfriar.
	Cover the flask with aluminum foil and place it in the autoclave for 15 min at 120°C. Cool.

	Ajustar el pH a 4,6 añadiendo primero aproximadamente 3 ml de hidróxido de sodio de 60 g/100 ml mientras se enfría el matraz Erlenmeyer, y luego hidróxido de sodio 1 N. Transferir cuantitativamente a un matraz aforado de 100 ml y llevar a volumen con agua destilada. Filtrar a través de un filtro plisado con velocidad de filtración media.
	Adjust the pH to 4.6 by first adding approximately 3 ml of 60 g/100 ml of sodium hydroxide while the Erlenmeyer flask is cooled, and then 1 N sodium hydroxide is then quantitatively transferred to a volumetric 100ml flask and bring to volume with distilled water. Filter through a pleated filter with medium filtration speed.

	Diluir el filtrado de modo que se obtenga una solución de aproximadamente 0,05 µg de vitamina por ml.
	Dilute the filtered material in a way that a solution is obtained about 0.05 ug of vitamin per ml.

	B.15.6.3 Solución patrón, 0,05 µg/ml
	B.15.6.3 Standard solution, 0.05 µg/ml

	Justo antes del uso diluir la solución 16.5.5 como sigue:
	Just before using, dilute the solution 16.5.5 as follows:



	5 ml a 100 ml



	5 ml to 100 ml



	10 ml a 100 ml



	10 ml to 100 ml




	10 ml a 100 ml = 0,05 µg/ml



	10 ml to 100 ml = 0.05 µg/ml



	B.15.6.4 Medio de cultivo para el ensayo
	B.15.6.4 culture medium for the test

	Medio de prueba para niacina
	Type of test for niacin

	Preparar el volumen necesario en un matraz Erlenmeyer de vidrio actínico de 100 ml. Proceder según las indicaciones de la etiqueta, calentando la solución en una parrilla con agitación magnética.
	Prepare the necessary volume in an Erlenmeyer 100 ml actinic glass flask. Proceed according to the instructions on the label, heating the solution on a grill with magnetic stirring.

	Cálculo del volumen necesario:
	Calculation of the necessary volume:



	patrón:
	30 tubos 30 x 5 ml = 150 ml

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

	+ 50 a 100 ml de exceso



	Pattern:
	30 tubes 30 x 5 ml = 150 ml

	each product:
	10 tubes 10 x 5 ml = 50 ml

	+ 50 to 100 ml of excess



	B.15.6.5 Preparación del ensayo
	B.15.6.5 Test preparation

	B.15.6.5.1 Serie patrón
	B.15.6.5.1 Standard series

	En un soporte metálico para tubos de ensaye, colocar tres filas de 10 tubos (180 x 18 mm), numerados:  bl, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8.
	On a metal support for test tubes, place three rows of 10 tubes (180 x 18 mm), numbered: bl, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 and 8. 

	Mediante una pipeta verter en triplicado en las tres series de tubos, volúmenes crecientes de la última dilución de la solución patrón, completar a 5 ml con agua destilada y mediante una bureta o una jeringa automática, añadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo según la tabla siguiente:
	With a pipette pour in triplicate in the three series of tubes, increasing volumes of the last dilution of the standard solution, complete to 5 ml with distilled water and using a burette or automatic syringe, add 5 ml of medium culture for the test according to the following table:



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

	Solución patrón: (ml)
	0,00
	0,00
	0,25
	0,50
	0,75
	1,00
	1,50
	2,00
	2,50
	3,00

	Agua: (ml)
	5,00
	5,00
	4,75
	4,50
	4,25
	4,00
	3,50
	3,00
	2,50
	2,00

	Medio de cultivo: 5 ml en cada tubo



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

	Standard solution: (ml)
	0.00
	0.00
	0.25
	0.50
	0.75
	1.00
	1.50
	2.00
	2.50
	3.00

	Water: (ml)
	5.00
	5.00
	4.75
	4.50
	4.25
	4.00
	3.50
	3.00
	2.50
	2.00

	Culture medium: 5 ml in each tube


 
	Los tubos del ensayo en blanco (bl) no se inoculan.
	The blank test tubes (bl) are not inoculated.

	B.15.6.5.2 Serie producto
	B.15 .6.5.2 Serie product

	En otro soporte colocar dos filas de 10 tubos (180 x 18 mm). Los primeros cinco tubos de ambas filas van destinados a un producto, los otros cinco de ambas filas, a otro producto. Numerar de 9 a 13 y de 14 a 18, y así sucesivamente para todos los productos analizados.
	In another support place two rows of 10 tubes (180 x 18 mm). The first five tubes of both rows are designated for a product, the other five of both rows, to another product. Number from 9 to 13 and from 14 to 18, and so on for all the products analyzed.

	Mediante un pipeta verter en duplicado en ambas series de cinco tubos, volúmenes crecientes de la última dilución de la solución de la muestra, completar a 5 ml con agua destilada y añadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo.
	Using a pipette pour in duplicate in both series of five tubes, v increasing volumes of the last dilution of the sample solution, complete to 5 ml with distilled water and add 5 ml of culture medium for assay.



	Tubo No.:
	9
	10
	11
	12
	13

	Solución de la muestra:
	0,25
	0,50
	0,75
	1,0
	1,50 ml

	Agua:
	4,75
	4,50
	4,25
	4,0
	3,50 ml

	Medio de cultivo:
	5
	ml
	en
	cada
	tubo



	Tube No:
	9
	10
	11
	12
	13

	Sample solution:
	0.25
	0.50
	0.75
	1.0
	1.50 ml

	Water:
	4.75
	4.50
	4.25
	4.0
	3.50 ml

	Culture medium :
	5
	ml
	in
	each
	tube



	Tapar los tubos con capuchones o mediante una tapa adecuada que cubra ambas filas de tubos en el soporte.
	Cover the tubes with caps or with a suitable cover that covers both rows of tubes in the support.

	B.15.6.6 Esterilización del ensayo
	B.15.6. 6 Test sterilization

	Esterilizar los tubos durante 10 min a 121°C, luego enfriarlos en un baño de agua fría.
	Sterilize the tubes for 10 min at 121°C, then cool them in a cold water bath.

	B.15.6.7 Inoculación
	B .15.6.7 inoculation

	B.15.6.7.1 Preparación y estandarización del inóculo
	B.15.6.7.1 Preparation and standardization of inoculum

	Justo antes de inocular el ensayo, transferir una cantidad suficiente del cultivo preparado bajo (B.15.6.1) a un tubo de centrífuga estéril, centrifugar a 2600 rpm durante 5 min, decantar y resuspender el paquete celular en 10 ml de solución salina. Hacer dos lavados más. Transferir a una cubeta de 1 cm y efectuar la lectura en el espectrofotómetro a 575 nm. Estandarizar el cultivo a fin de obtener siempre aproximadamente la misma extinción. No debe olvidarse sustraer de la extinción del cultivo la del medio de ensayo, que es un medio coloreado.
	Just before inoculating the test, transfer a sufficient amount of the culture prepared under (B.15.6.1) to a sterile centrifuge tube, centrifuge at 2600 rpm for 5 min, decant and resuspend the cell packet in 10 ml of saline solution. Do two more washes. Transfer to a 1 cm container and read on the spectrophotometer at 575 nm. Standardize the culture in order to always obtain approximately the same extinction. It should not be forgotten to subtract from the extinction of the culture that of the test medium, which is a colored medium.

	Según la extinción, diluir "n" gotas del cultivo (B.15.6.1) en un tubo que contenga 10 ml de medio (B.15.6.4). Este tubo es el inóculo.
	According to the extinction, dilute "n" drops of the culture (B.15.6.1) in a tube containing 10 ml of medium (B.15.6.4). This tube is the inoculum.

	Así pues, para una extinción del cultivo (B.15.6.1) entre 0,2 y 0,4 (después de sustraer la extinción propia del medio), introducir de 4 a 8 gotas de cultivo en el tubo que contiene 10 ml de medio (B.15.6.4). Si la extinción no se encuentra en la zona arriba mencionada, adaptar la dilución como sigue:
	Thus, for an end of the culture (B.15.6.1) between 0.2 and 0.4 (after subtracting the extinction of the medium itself), introduce 4 to 8 drops of culture into the tube that contains 10 ml of medium (B.15.6.4). If the extinction in the aforementioned zone, adapt the dilution as follows: 



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

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



	-extinction less than 0.2: introduce proportionally more drops into the tube (no more than 10 drops).

	-extinction greater than 0.4: introduce fewer drops or dilute proportionally with the medium ( B.15.6.4).


 
	B.15.6.7.2 Inoculación
	B.15.6.7. 2 Inoculation

	Mediante una micropipeta con punta estéril, inocular 0,1 ml del inóculo en cada tubo de las series patrón y producto. Los tubos del blanco (bl) no se inoculan.
	I had a micropipette with a sterile tip, inoculating 0.1 ml of the inoculum in each tube of the standard series and product. The white tubes (bl) are not inoculated.

	Después de inocular, agitar los tubos ligeramente a fin de repartir el microorganismo uniformemente en el medio.
	After inoculating, shaking the tubes slightly to distribute the microorganism uniformly in the medium.

	B.15.6.8 Incubación
	B.15.6.8 Incubation

	Incubar los tubos inoculados durante aproximadamente 18 a 24 h a 35°C. Observar los tubos con regularidad al cabo de las 16 h. Verificar si la diferencia de desarrollo del microorganismo es suficiente entre la primera y la última dilución de la solución patrón.
	Incubate the inoculated tubes for approximately 18 to 24 hours at 35°C. Observe the tubes with regularity after 16 h. Check if the difference in the development of the microorganism is between 1 and 1 at the last dilution of the standard solution.

	Si es necesario, prolongar la incubación hasta que se obtenga un crecimiento óptimo del microorganismo.
	If necessary, prolong the incubation until optimal growth of the microorganism is obtained.

	Después de la incubación se recomienda interrumpir el crecimiento del microorganismo simultáneamente en todos los tubos, colocándolos en un baño de agua fría.
	After the incubation it is recommended to interrupt the growth of the microorganism simultaneously in all the tubes, placing them in a cold water bath.

	B.15.6.9 Lecturas
	B.15.6.9 Readings

	Mediante un agitador para tubos de ensaye, poner en suspensión el depósito formado por el desarrollo del microorganismo. Transferir la suspensión a un tubo o una cubeta óptica, según el fotómetro. Medir la transmitancia o absorbancia a 575 nm ajustando el 100% de T o a 0% de A del aparato con el blanco (bl).*
	Using an agitator for test tubes, suspend the deposit formed by the development of the microorganisms. Transfer the suspension to a tube or an optical container, according to the photometer. Measure the transmittance or absorbance at 575 nm by adjusting 100% T or 0% A of the apparatus with the blank (bl).*

	Agitar y leer un tubo después de otro, a fin de evitar la sedimentación del microorganismo.
	Shake and read one tube after another, in order to avoid sedimentation of the microorganism.

	* Nota: Si la determinación se hace en absorbancia buscar el equivalente de los valores de los ejemplos, dados en transferencia.
	* Note: If the determination is made in absentia, look for the equivalent of the values ​​of the examples, given in transfer.

	B.15.7 Cálculos
	B.15.7 Calculations

	B.15.7.1 Curva de calibración
	B.15.7.1 Calibration curve

	Trazar la curva de calibración en papel milimétrico, o utilizar una calculadora con regresión lineal, llevando la lectura media de cada grupo de tres tubos a la ordenada y los µg de vitamina a la abscisa.
	Draw the calibration curve on millimeter paper, or use a calculator with linear regression, bringing the average reading of each group of three tubes to the ordinate and µg of vitamin to the abscissa.


Ejemplo:
	Tubo No.
	ml
	µg
	lecturas
	media

	
	
	
	1
	2
	3
	

	0
	0,00
	0,0000
	88,7
	88,6
	88,2
	88,5

	1
	0,25
	0,0125
	73,4
	72,6
	71,1
	72,4

	2
	0,50
	0,0250
	62,1
	61,5
	62,6
	62,1

	3
	0,75
	0,0375
	53,3
	53,2
	55,5
	54,0

	4
	1,00
	0,0500
	47,3
	48,0
	49,1
	48,1

	5
	1,50
	0,0750
	36,8
	37,7
	40,5
	38,3

	6
	2,00
	0,1000
	31,0
	(45,6)
	39,5
	35,3

	7
	2,50
	0,1250
	30,5
	27,2
	27,2
	28,3

	8
	3,00
	0,1500
	29,0
	24,8
	24,0
	25,9



Example:
	Tube No.
	ml
	µg
	readings
	medium

	
	
	
	1
	2
	3
	

	0
	0.00
	0.0000
	88.7
	88.6
	88.2
	88.5

	1
	0.25
	0.0125
	73.4
	72.6
	71.1
	72.4

	2
	0.50
	0.0 250
	62.1
	61.5
	62.6
	62.1

	3
	0.75
	0.0375
	53.3
	53.2
	55.5
	54.0

	4
	1.00
	0.0500
	47.3
	48.0
	49.1
	48.1

	5
	1.50
	0.0750
	36.8
	37.7
	40.5
	38.3

	6
	2.00
	0.1000
	31.0
	(45.6)
	39.5
	35.3

	7
	2.50
	0.1250
	30.5
	27.2
	27.2
	28.3

	8
	3.00
	0.1500
	29.0
	24.8
	24.0
	25.9



	( )= valor aberrante
	() = Aberrant Value 

	Observaciones:
	Observations:

	La curva de calibración es característica de cada vitamina. Es mejor cuanto mayor sea la parte que ocupa la escala de transmisión.
	The calibration curve is characteristic of each vitamin. The larger part that occupies the transmission scale is better.

	Repetir el ensayo cuando la curva de crecimiento esté mal desarrollada, esto puede deberse a la cepa o al medio de cultivo para el ensayo; que deben verificarse por separado.
	Repeat the test when the growth curve is poorly developed, this may be due to the strain or the culture medium for the test; which must be checked separately.

	B.15.7.2 Contenido de vitamina en el producto
	B.15.7.2 Vitamin content in the product

	La media de las lecturas de cada par de tubos permite leer en la curva de calibración la cantidad de vitamina y calcular su concentración en la última dilución de la muestra.
	The average of the readings of each pair of tubes permits reading the amount of vitamin on the calibration curve and calculate its concentration in the last dilution of the sample.


Ejemplo:
	Tubo No.
	ml
	lecturas
	media
	µg*
	µg/ml

	
	
	1
	2
	
	
	

	9
	0,25
	(88,0)
	79,0
	79,0
	0,0070
	0,028

	10
	0,50
	59,2
	58,2
	58,7
	0,0300
	0,060

	11
	0,75
	52,0
	52,2
	52,1
	0,0413
	0,055

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

	13
	1,50
	35,1
	35,5
	35,3
	0,1000
	0,067

	
	
	
	
	
	Media 0,0503 = (C) 



Example:
	Tube #
	ml
	readings
	half
	µg *
	µg/ml

	
	
	1
	2
	
	
	

	9
	0.25
	(88.0)
	79.0
	79.0
	0.0070
	0.028

	10
	0.50
	59.2
	58.2
	58.7
	0.0300
	0.060

	11
	0.7 5
	52.0
	52.2
	52.1
	0.0413
	0.055

	12
	1.00
	43.8
	45.8
	44.8
	0.0580
	0.058

	13
	1 , 50
	35.1
	35.5
	35.3
	0.1000
	0.067

	 
	 
	 
	 
	 
	Medium 0.0503= (C)



	( ) = valor aberrante
	() = aberrant value

	* = valores leídos en la curva de calibración
	* = values ​​read in the calibration curve

	Observación:
	Observation:

	Fluctuaciones pequeñas en los valores de la última columna son prueba de un buen ensayo.
	Small fluctuations in the values ​​of the last column are proof of a good test.

	Calcular el contenido de vitamina en mg/100 g de producto, teniendo en cuenta las diluciones sucesivas y la concentración en la muestra diluida.
	Calculate the content of vitamin in mg/100 grams of product, taking into account the successive dilutions and the concentration in the diluted sample.

	El contenido de vitamina, expresado en mg de ácido nicotínico por 100 g de producto es igual a:
	The vitamin content, expressed in mg of nicotinic acid per 100 g of product is equal to:
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	En donde:
	Where:

	C = media de las concentraciones leídas en la curva de calibración, en µg/ml
	C = medium of the concentrations read in the calibration curve, in µg/ml

	V1 = volumen en el que se ha disuelto la toma de ensayo, en ml
	V1 = volume n in which the test sample has been dissolved, in ml

	V2 = parte alícuota de V1 en ml
	V2 = aliquot part of V1 in ml

	V3 = volumen al que se ha diluido la parte alícuota V2, en ml
	V3 = volume to which the aliquot part V2 has been diluted, in ml

	m = toma de ensayo, en g
	m = sample test, in g

	Ejemplo:
	Example:

	272 g (m) de producto se han pesado en un matraz aforado de 100 ml (V1). Se ha tomado una parte alícuota de 2 ml (V2), que se ha diluido en un matraz aforado de 100 ml (V3).
	272 g (m) of product have been weighed in a 100 ml volumetric flask (V1). A2 ml aliquot (V2) has been taken, which has been diluted to a volumetric flask of 100 ml (V3).

	La media de las concentraciones de niacina leídas en la curva de calibración es 0,0576 µg/ml (C).
	The average number of niacin concentrations read in the calibration curve is 0.0576 µg/ml (C).

	El contenido de vitamina es:
	The vitamin content is:
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	B.16 DETERMINACION DE PIRIDOXINA (VITAMINA B6) POR METODO MICROBIOLOGICO
	B.16 DETERMINATION OF PYRIDOXINE (VITAMIN B6) BY MICROBIOLOGICAL METHOD

	B.16.1 Fundamento
	B.16.1 Basis

	Este método permite cuantificar concentraciones desconocidas de vitamina B6 utilizando Saccharomyces carlsbergensis ATCC 9080, microorganismo que no puede sintetizar esta vitamina, relacionando directamente el crecimiento celular con la concentración de Piridoxina. Para preparar la muestra y la curva estándar se utiliza un medio libre de Piridoxina y el crecimiento celular se cuantifica turbidimétricamente. Por interpolación en la curva se determina la concentración de la muestra.
	This method allows quantifying hidden concentrations of vitamin B6 using Saccharo myces carlsbergensis ATCC 9080, a microorganism that cannot detect this vitamin, directly relating cell growth with the concentration of Pyridoxine. To prepare the sample and the standard curve, a medium free of Pyridoxine is used and the cell growth is measured turbidimetrically. By interpolation in the curve the concentration of the sample is determined.

	B.16.2 Reactivos y materiales
	B.16.2 Reagents and materials

	B.16.2.1 Reactivos
	B.16.2.1 Reagents

	Clorhidrato de Piridoxina para fines bioquímicos
	Pyridoxine Hydrochloride for biochemical purposes

	Acido clorhídrico fumante al 37% para análisis
	A 37% smoking hydrochloric acid for analysis

	Hidróxido de sodio en lentejas para análisis
	Sodium hydroxide in lentils for analysis

	Cristales de cloruro de sodio para análisis
	Sodium Chloride Crystals for analysis

	Acetato de sodio trihidratado para análisis
	Sodium acetate trihydrate for analysis

	B.16.2.2 Materiales
	B.16.2.2 Materials

	Micropipeta
	Micropipette

	Matraz Erlenmeyer de vidrio de 250 ml
	250 ml glass Erlenmeyer flask

	Matraz aforado de vidrio de 100, 250 y 500 ml
	Graduated glass flask of 100, 250 and 500 ml

	Tapón de vidrio
	Glass stopper

	Frascos con cápsula de polietileno a presión
	Bottles with polyethylene pressure capsule

	Material común de laboratorio
	Common Laboratory Materials

	Todo el material de vidrio debe ser actínico o forrado con aluminio.
	All glassware must be actinic or lined with aluminum.

	B.16.3 Aparatos e instrumentos
	B.16.3 Devices and instruments

	Autoclave
	Autoclave

	Incubadora a 30 ± 1°C
	Incubator at 30 ± 1 ° C

	Espectrofotómetro
	Spectrophotometer

	Centrífuga
	Centrifugal

	B.16.4 Cepa y medios de cultivo
	B.16.4 Strain and culture media

	Saccharomyces carlsbergensis ATCC 9080
	Saccharomyces carlsbergensis ATCC 9080

	Agar de micro ensayo
	Micro test agar

	Medio de prueba para Piridoxina
	Test medium for Pyridoxine

	B.16.4.1 Medio de mantenimiento de la cepa
	B.16.4.1 Maintenance medium of the strain

	Agar de microensayo
	Micro sample agar

	Preparar 1 l de medio según las indicaciones de la etiqueta. Repartir a razón de 6 ml en tubos  (de preferencia con tapón de rosca), esterilizar y enfriar en posición inclinada, a fin de obtener una pendiente lo más larga posible (agar inclinado).
	Prepare 1 lister of dry medium according to the label instructions. Distribute at a rate of 6 ml in tubes (preferably with a thread), sterilize and cool in an inclined position, in order to obtain the longest possible slope (inclined agar). 

	Conservar en el refrigerador de 2 a 8°C.
	Store in the refrigerator for 2 to 8°C.

	B.16.4.2 Mantenimiento de la cepa
	B.16.4.2 Maintenance of the strain

	Inocular por estría Saccharomyces carlsbergensis ATCC 9080 en superficie en el medio (B.16.4.1) cada dos semanas. Preparar el número de tubos necesarios para el análisis y guardar por lo menos dos tubos para el mantenimiento de la cepa.
	Inoculate by striae Saccharomyces carlsbergensis A TCC 9080 on the surface in the medium (B.16.4.1) every two weeks. Prepare the number of tubes necessary for the analysis and store for at least two tubes for the maintenance of the strain.

	Incubar durante 24 h a 30°C.
	Incubate for 24 h at 30°C.

	B.16.4.3 Medio de cultivo para el desarrollo del microorganismo
	B.16.4.3 Culture medium for the development of the microorganism

	Piridoxina y medio para prueba, solución 1:1, enriquecida con 1 ng de vitamina B6/ml.
	Pyridoxine and medium for testing, 1:1 solution, enriched with 1 ng of vitamin B6/ml .

	Diluir 1 ml de solución patrón B.16.5.7 a 100 ml. Añadir 1 ml de esta dilución a 500 ml de medio de cultivo B.16.6.4 y completar a 1 l con agua destilada. Repartir a razón de 10 ml en tubos. Tapar los tubos con capuchones y esterilizar según las indicaciones del fabricante.
	Dilute 1 ml of standard solution B.16.5.7 to 100 ml. Add 1 ml of this dilution to 500 ml of culture medium B.16.6.4 and complete 1 liter with distilled water. Distribute at a rate of 10 ml in tubes. Cover the tubes with caps and sterilize according to the manufacturer's instructions.

	Conservar en el refrigerador de 2 a 8°C.
	Store in the refrigerator for 2 to 8°C.

	B.16.5 Preparación de soluciones
	B.16.5 Solution preparation 

	B.16.5.1 Solución fisiológica
	B.16.5.1 Physiological solution

	Disolver 9 g de cloruro de sodio en 1000 ml de agua destilada. Repartir a razón de 10 ml en tubos, taparlos con capuchones y esterilizar durante 15 min a 121°C.
	Dissolve 9 g of sodium chloride in 1000 ml of distilled water. Distribute 10 ml tubes, cover them with caps and sterilize for 15 min at 121°C.

	Conservar en el refrigerador de 2 a 8°C.
	Keep the refrigerator at 2 to 8°C.

	B.16.5.2 Solución de ácido clorhídrico aproximadamente 0,44 N
	B.16.5.2 Hydrochloric acid solution approximately 0.44 N

	Bajo una campana de extracción diluir 36,5 ml de ácido clorhídrico al 37% a 100 ml con agua destilada. Para ello verter el ácido en el matraz aforado que ya contiene agua.
	Under an extraction hood, dilute 36.5 ml of 37% acid or hydrochloric acid to 100 ml with distilled water. To do this, pour the acid into the volumetric flask that already contains water.

	B.16.5.3 Solución de ácido clorhídrico aproximadamente 0,055 N
	B.16.5.3 Hydrochloric acid solution approximately 0.055 N

	Bajo una campana de extracción diluir 4,5 ml de ácido clorhídrico al 37% a 1000 ml con agua destilada. Para ello verter el ácido en el matraz aforado que ya contiene agua.
	Under an extraction hood dilute 4.5 ml of 37% hydrochloric acid at 1000 ml with distilled water. To this pour the acid in the volumetric flask already containing water.

	B.16.5.4 Solución de hidróxido de sodio, 60 g/100 ml
	B.16.5.4 Sodium hydroxide solution, 60 g/100 ml

	Disolver 300 g de hidróxido de sodio en agua destilada, enfriando bajo agua del grifo. Completar a 500 ml en una probeta graduada. Conservar en un frasco con tapón de polietileno o de goma.
	Dissolve 300 g of sodium hydroxide in distilled water, cooling under running tap water. Complete 500 ml in a graduated cylinder. Store in a stoppered bottle with a polyethylene or rubber stopper.

	B.16.5.5 Solución de hidróxido de sodio aproximadamente 1 N
	B.16.5.5 Sodium hydroxide solution at approximately 1 N

	Disolver 20 g de hidróxido de sodio en agua destilada y llevar a volumen en un matraz aforado de 500 ml con tapón de polietileno.
	Dissolve 20 g of sodium hydroxide in distilled water and bring to volume in a 500 ml volumetric flask with a polyethylene stopper.

	B.16.5.6 Solución de acetato de sodio aproximadamente 2,5 M
	B.16.5.6 Sodium acetate solution approximately 2.5 M.

	En un matraz aforado de 500 ml disolver 170 g de acetato de sodio trihidratado en agua destilada y llevar a volumen.
	In a 500 ml volumetric flask, dissolve 170 g of sodium acetate trihydrate in distilled water and bring to volume.

	B.16.5.7 Solución patrón
	B.16.5.7 Standard solution

	Pesar exactamente 50,0 mg de piridoxina; disolver en agua destilada y llevar a volumen en un matraz aforado de 500 ml. Conservar esta solución congelada en fracciones de 5 ml durante máximo 6 meses.
	Weigh exactly 50.0 mg of pyridoxine; dissolve in distilled water and bring to volume in a 500 ml flask. Keep this solution frozen in 5 ml portions for a maximum of 6 months.

	B.16.6 Procedimiento
	B.16.6 Procedure 

	La vitamina B6 es fotosensible. Por lo tanto, para todas las soluciones que contienen dicha vitamina se debe utilizar material actínico o cubrir el material de vidrio corriente con papel de aluminio o paño negro.
	Vitamin B6 is photosensitive. Therefore, for all the solutions containing the vitamin should use actinic material or cover the material glass stream with aluminum foil or black cloth.

	B.16.6.1 Desarrollo del microorganismo
	B.16.6.1 Development of the microorganism

	Tres días antes de la inoculación del ensayo, efectuar dos cultivos sucesivos de 24 h en superficies de agar. Un día antes del ensayo, subcultivar el microorganismo tomado del último cultivo sobre agar, en un tubo del medio líquido B.16.4.3.
	Three days before the inoculation of the test, carry out two successive cultures of 24 h on agar surfaces. One day before the test, subculture the microorganism taken from the last culture in agar, in a tube of liquid medium B.16.4.3.

	Incubar durante 24 h a 30°C.
	Incubate for 24 h at 30 ° C.

	B.16.6.2 Preparación de la toma de ensayo
	B.16.6.2 Preparation of test taking

	En un matraz Erlenmeyer de 250 ml, pesar de 1 a 2 g de muestra homogénea, que contenga por lo menos 2 µg de vitamina. Poner en suspensión en 180 ml de:
	In a 250 ml Erlenmeyer flask, weigh 1 to 2 g of a homogeneous sample, containing at least 2 µg of vitamin. Put in suspension in 180 ml of:

	Solución de ácido clorhídrico 0,44 N si el producto contiene almidón.
	0.44 N hydrochloric acid solution if the product contains starch.

	Solución de ácido clorhídrico 0,055 N si el producto no contiene almidón.
	Citric Acid solution gone hydrochloric 0.055 N if the product does not contain starch.

	Cubrir el matraz con papel de aluminio y colocarlo en el autoclave durante 1 h a 125°C. Enfriar.
	Cover the flask with aluminum foil and place it in the autoclave for 1 h at 125 ° C. Cool.

	Después de enfriar añadir:
	After cooling add:

	3 ml de solución de hidróxido de sodio (B.16.5.4) si el producto contiene almidón.
	3 ml of sodium hydroxide solution (B.16.5.4) if the product contains starch.

	8 ml de solución de acetato de sodio (B.16.5.6) si el producto no contiene almidón.
	8 ml of sodium acetate solution (B.16.5.6) if the product does not contain starch.

	Ajustar el pH a 4,6 con solución de hidróxido de sodio 1 N. Transferir cuantitativamente a un matraz aforado de 250 ml y llevar a volumen con agua destilada. Filtrar a través de un filtro plisado con velocidad de filtración media.
	Adjust the pH to 4.6 with 1 N sodium hydroxide solution. Transfer quantitatively to a 250 ml volumetric flask and bring to volume with distilled water. Filter through a pleated filter with filtration media speed. 

	Diluir el filtrado de modo que se obtenga una solución de aproximadamente 5 ng de vitamina por ml.
	Dilute the filtered material so that a solution of approximately 5 ng of vitamin per ml is obtained.

	B.16.6.3 Solución patrón, 5 ng/ml
	B.16.6.3 Standard solution, 5 ng/ml

	Justo antes del uso diluir la solución B.10.5.7 como sigue:
	Just before use dilute the solution B.10.5.7 as follows:



	5 ml a 100 ml



	5 ml to 100 ml



	5 ml a 100 ml



	5 ml to 100 ml



	5 ml a 250 ml = 5 ng/ml



	5 ml to 250 ml = 5 ng/ml

	B.16.6.4 Medio de cultivo para el ensayo
	B.16.6.4 Culture medium for the test

	Medio Y para prueba de piridoxina
	Medium Y for pyridoxine test

	Preparar el volumen necesario en un matraz Erlenmeyer de vidrio de 1000 ml. Proceder según las indicaciones de la etiqueta, calentando la solución en una parrilla con agitación magnética.
	Prepare the necessary volume in a 1000 ml Erlenmeyer glass flask. Proceed according to the indications of the label, heating the solution on a grill with magnetic stirring.

	Cálculo del volumen necesario:
	Calculation of the necessary volume:



	patrón:
	30 tubos 30 x 5 ml = 150 ml

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

	+ 50 a 100 ml de exceso



	Master:
	30 tubes 30 x 5 ml = 150 ml

	Each product:
	10 tubes 10 x 5 ml = 50 ml

	+ 50 to 100 ml excess




	B.16.6.5 Preparación del ensayo
	B.16.6.5 Test preparation

	B.16.6.5.1 Serie patrón
	B.16.6.5.1 Master series

	En un soporte metálico para tubos de ensayo, colocar tres filas de 10 tubos (180 x 18 mm), numerados bl, 0, ..., 8; el primero corresponde al blanco (bl).
	On a metal support for test tubes, place three rows of 10 tubes (180 x 18 mm), numbered s bl, 0, ..., 8; the first corresponds to the blank (bl).

	Mediante una pipeta verter en triplicado en las tres series de tubos, volúmenes crecientes de la última dilución de la solución patrón, completar a 5 ml con agua destilada y mediante una bureta o una jeringa automática, añadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo según la tabla siguiente:
	Using a pipette pour in triplicate in three series of tubes, increasing volumes of the last dilution of the Standard solution, complete to 5 ml with distilled water and using a burette or automatic syringe, add 5 ml of medium of culture for the test according to the following table:



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

	Solución patrón: 0,0
	0,0
	0,25
	0,50
	0,75
	1,0
	1,5
	2
	2,5
	3,0 ml

	Agua: 5 
	5
	4,75
	4,5
	4,25
	4,0
	3,5
	3,0
	2,5
	2 ml

	Medio de cultivo: 	5 ml en cada tubo 



	Tube #.: bl 
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Standard solution: 0.0
	0.0
	0.25
	0.50
	0.75
	1.0
	1.5
	2
	2.5
	3.0 ml

	Water: 5 
	5
	4.75
	4.5
	4.25
	4.0
	3.5
	3.0
	2.5
	2 ml

	Culture medium: 5 ml in each tube              


 

	Los tubos del ensayo en blanco (bl) no se inoculan.
	The test tubes in blank (bl) are not inoculated.

	B.16.6.5.2 Serie producto
	B.16.6.5.2 Product series

	En otro soporte colocar dos filas de 10 tubos (180 x 18 mm). Los primeros cinco tubos de ambas filas van destinados a un producto, los otros cinco de ambas filas, a otro producto. Numerar de 9 a 13 y de 14 a 18 y así sucesivamente para todos los productos analizados.
	On another support place two rows of 10 tubes (180 x 18 mm). The first five tubes of both rows are intended for one product, the other five of both rows  for another product. Number from 9 to 13 and from 14 to 18 and so on for all the products analyzed.

	Mediante una pipeta verter en duplicado en ambas series de cinco tubos, volúmenes crecientes de la última dilución de la solución de la muestra, completar a 5 ml con agua destilada y añadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo.
	Using a pipette, pour in duplicate in both series of five tubes, increasing volumes of the last dilution of the sample solution, complete with 5 ml with distilled water and add 5 ml of culture medium for the test.



	Tubo No.: 9
	10
	11
	12
	13

	Solución de la muestra: 0,25
	0,50
	0,75
	1,0
	1,50 ml

	Agua: 4,75
	4,50
	4,25
	4,0
	3,50 ml

	Medio de cultivo: 5 ml en cada tubo



	Tube # .: 9
	10
	11
	12
	13

	Sample solution: 0.25
	0.50
	0.75
	1.0
	1.50 ml

	Water: 4.75
	4.50
	4.25
	4.0
	3.50 ml

	Culture medium: 5 ml in each tube


 
	Tapar los tubos con capuchones o mediante una tapa adecuada que cubra ambas filas de tubos en  el soporte.
	Cover the tubes with caps or with a suitable cover that covers both rows of tubes in the support. 

	B.16.6.6 Esterilización del ensayo
	B.16.6.6 Test sterilization

	Esterilizar los tubos durante 10 min a 115°C, luego enfriarlos en un baño de agua fría.
	Sterilize the tubes for 10 min at 115°C, then cool them in a cold water bath.

	B.16.6.7 Inoculación
	B.16.6.7 Inoculation

	B.16.6.7.1 Preparación y estandarización del inóculo
	B.16.6.7.1 Preparation and standardization of inoculum

	Justo antes de inocular el ensayo, transferir una cantidad suficiente del cultivo preparado bajo (B.16.4.1) a un tubo de centrífuga estéril, centrifugar a 1000 rpm durante 2 min. Decantar la solución y lavar el sedimento 3 veces con 10 ml de solución fisiológica estéril, centrifugando y decantando la solución después de cada lavado.
	Just before the test is done, transfer a sufficient quantity of the prepared low culture (B.16.4.1) to a sterile centrifuge tube, centrifuge at 1000 rpm for 2 min. Decant the solution and wash the sediment 3 times with 10 ml of sterile physiological solution, centrifuging and decanting the solution after each wash.

	Suspender el sedimento en 5 ml de solución fisiológica. Diluir de 3 a 4 gotas de esta suspensión en un tubo que contenga 10 ml de solución fisiológica. Este tubo es el inóculo.
	Suspend the sediment in 5 ml of physiological solution. Say 3 to 4 drops of this suspension in a tube containing 10 ml of physiological solution. This tube is the inoculum.

	B.16.6.7.2 Inoculación
	B.16.6.7.2 Inoculation

	Mediante una micropipeta con punta estéril, inocular 0,1 ml del inóculo en cada tubo de las series patrón y producto. Los tubos del blanco (bl) no se inoculan.
	Using a micropipette with a sterile tip, inoculate 0.1 ml of the inoculum in each tube of the master series and product series. The blank tubes (bl) are not inoculated.

	Después de inocular, agitar los tubos ligeramente a fin de repartir el microorganismo uniformemente en el medio.
	After inoculation, shake the tubes lightly to distribute the microorganism uniformly in the medium.

	B.16.6.8 Incubación
	B.16.6.8 Incubation

	Incubar los tubos inoculados durante aproximadamente 19 h a 30°C. Dado que Saccharomyces carlsbergensis es aerobio, inclinar los tubos al máximo a fin de que la superficie de contacto entre el líquido y el aire sea la mayor posible.
	Incubate the inoculated tubes for approximately 19 h at 30°C. Since Saccharomyces carlsbergensis is aerobic, tilt the tubes to the maximum so that the contact surface between the liquid and the air is as large as possible.

	Verificar si la diferencia de desarrollo del microorganismo es suficiente entre la primera y la última dilución de la solución patrón.
	Check if the difference in the development of the microorganism is sufficient between the first and the last dilution of the standard solution.

	Si es necesario, prolongar la incubación hasta que se obtenga un crecimiento óptimo del microorganismo.
	If necessary, prolong the incubation until optimal growth of the microorganism is obtained .

	Después de la incubación se recomienda interrumpir el crecimiento del microorganismo simultáneamente en todos los tubos, colocándolos en un baño de agua fría.
	After incubation it is recommended to interrupt the growth of the microorganism simultaneously in all the tubes, placing them in a cold water bath.

	B.16.6.9 Lecturas
	B.16.6.9 Readings

	Mediante un agitador para tubos de ensaye, poner en suspensión el depósito formado por el desarrollo del microorganismo. Transferir la suspensión a un tubo o una cubeta óptica, según el fotómetro. Medir la transmitancia o absorbancia a 575 nm ajustando el 100% de T o a 0% de A del aparato con el blanco (bl).*
	Using a stirrer for test tubes, suspend the deposit formed by the development of the microorganism. Transfer the suspension to a tube or an optical container, depending on the photometer. Measure the transmittance or absorbance at 575 nm by adjusting 100% T or 0% of A of the device with the blank (bl). *

	Agitar y leer un tubo después de otro, a fin de evitar la sedimentación del microorganismo.
	Shake and read a tub or after another, in order to avoid sedimentation of the microorganism.

	*Nota: Si la determinación se hace en absorbancia buscar el equivalente de los valores de los ejemplos, dados en transmitancia.
	*Note: If the determination is made in absorbance, look for the equivalent of the values ​​of the examples, given in transmittance.

	B.16.7 Cálculos
	B.16.7 Calculations

	B.16.7.1 Curva de calibración
	B.16.7.1 Calibration curve

	Trazar la curva de calibración en papel milimétrico o utilizar una calculadora con regresión lineal, llevando la lectura media de cada grupo de tres tubos a la ordenada y los µg de vitamina a la abscisa.
	Draw the calibration curve on millimeter paper or use a calculator with linear regression, bringing the average reading of each group of three tubes to the orer and µg of vitamin to the abscissa.



Ejemplo:
	Tubo No.
	ml
	µg
	lecturas
	media

	
	
	
	1
	2
	3
	

	0
	0,0
	0,0
	91,2
	90,6
	90,5
	90,7

	1
	0,25
	1,25
	70,4
	70,0
	70,2
	70,2

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

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

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

	5
	1,5
	7,5
	23,2
	24,3
	26,0
	24,5

	6
	2
	10
	20,0
	18,5
	19,2
	19,2

	7
	2,5
	12,5
	15,1
	15,2
	15,7
	15,3

	8
	3,0
	15,0
	14,2
	13,2
	13,2
	13,5



Example:
	Tube #.
	ml
	µg
	readings
	medium

	
	
	
	1
	2
	3
	

	0
	0.0
	0.0
	91.2
	90.6
	90.5
	90.7

	1
	0.25
	1.25
	70.4
	70.0
	70.2
	70.2

	2
	0.50
	2.5
	51.5
	54.6
	55.5
	53.9

	3
	0.75
	3.75
	42.2
	44.4
	44.5
	43.7

	4
	1.0
	5.0
	33.8
	33.2
	34.5
	3 3.8

	5
	1.5
	7.5
	23.2
	24.3
	26.0
	24.5

	6
	2
	10
	20.0
	18.5
	19.2
	19.2

	7
	2.5
	12.5
	15.1
	15.2
	15.7
	15.3

	8
	3.0
	15.0
	14.2
	13.2
	13.2
	13.5




	Observaciones:
	Observations:

	La curva de calibración es característica de cada vitamina. Es mejor cuanto mayor sea la parte que ocupa de la escala de transmisión.
	The calibration curve is characteristic of each vitamin. It is better when the part that occupies the transmission scale is greater. 

	Repetir el ensayo cuando la curva de crecimiento esté mal desarrollada, esto puede deberse a la cepa o al medio de cultivo para el ensayo; que deben verificarse por separado.
	Repeat the test when the growth curve is poorly developed, this may be due to the strain or culture medium for the test; which must be verified separately.

	B.16.7.2 Contenido de vitamina en el producto
	B.16.7.2 Vitamin content in the product

	La media de las lecturas de cada par de tubos permite leer en la curva de calibración la cantidad de vitamina y calcular su concentración en la última dilución de la muestra.
	The average of the readings of each pair of tubes allows reading in the calibration curve the amount of vitamin and calculate its concentration at the last dilution of the sample.





Ejemplo:
	Tubo No.
	ml
	lecturas
	media
	µg*
	µg/ml

	
	
	1
	2
	
	
	

	9
	0,25
	(80)
	68,3
	68,3
	1,20
	4,78

	10
	0,50
	51,5
	54,5
	53,0
	2,435
	4,85

	11
	0,75
	43,5
	41,1
	42,3
	3,615
	4,81

	12
	1
	34,9
	33,7
	34,3
	4,95
	4,95

	13
	1,5
	23,9
	25,1
	24,5
	7,47
	4,987


Media 4,87 =(C)
Example:
	Tube #.
	ml
	Readings
	Medium
	µg *
	µg/ml

	
	
	1
	2
	
	
	

	9
	0.25
	(80)
	68.3
	68.3
	1.20
	4.78

	10
	0.50
	51.5
	54.5
	53.0
	2.435
	4.85

	11
	0.75
	43.5
	41.1
	42.3
	3.615
	4.81

	12
	1
	34.9
	33.7
	34.3
	4.95
	4.95

	13
	1.5
	23.9
	25.1
	24.5
	7.47
	4.987


              Medium 4.87 = (C)
		( ) = valor aberrante
	() = aberrant value

	* = valores leídos en la curva de calibración
	* = values ​​read in the calibration curve

	Observación:
	Observation:

	Fluctuaciones pequeñas en los valores de la última columna son prueba de un buen ensayo.
	Small fluctuations in the values ​​of the last column are proof of a good test.

	Calcular el contenido de vitamina en mg/100 g de producto, teniendo en cuenta las diluciones sucesivas y la concentración en la muestra diluida.
	Calculate the vitamin content in mg/100 g of product, taking into account the successive dilutions and the concentration in the diluted sample.

	El contenido de vitamina, expresado en mg de clorhidrato de piridoxina por 100 g de producto es igual a:
	The vitamin content, expressed in mg of pyridoxine chlorhydrate per 100 g of product is equal to:
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	En donde:
	Where:

	C = media de las concentraciones leídas en la curva de calibración, en ng/ml
	C = average of the concentrations read in the calibration curve, in ng/ml

	V1 = volumen en el que se ha disuelto la toma de ensayo, en ml
	V1 = volume in which the test sample has been dissolved, in ml 

	V2 = parte alícuota de V1 en ml
	V2 = aliquot of V1 in ml 

	V3 = volumen al que se ha diluido la parte alícuota V2, en ml
	V3 = volume to which the aliquot part V2 has been diluted, in ml 

	m = toma de ensayo, en g
	m = test sample, in g

	Ejemplo:
	Example:

	232 g (m) de producto se han pesado en un matraz aforado de 250 ml (V1). Se ha tomado una parte alícuota de 10 ml (V2), que se ha diluido en un matraz aforado de 100 ml (V3).
	232 g (m) of product have been weighed in a 250 ml volumetric matrix (V1). A 10 ml aliquot (V2), which has been diluted in a 100 ml volumetric flask (V3), has been taken.

	La media de las concentraciones de piridoxina leídas en la curva de calibración es 4,87 ng/ml (C).
	The average of the concentrations of pyridoxine read in the calimbration curve is 4.87 ng/ml (C).

	El contenido de vitamina es:
	The vitamin content is:
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	B.17 DETERMINACION DE ACIDO FOLICO (VITAMINA B9) POR METODO MICROBIOLOGICO
	B.17 DETERMINATION OF THE FOLIC ACID (VITAMIN B9) BY THE MICROBIOLOGICAL METHOD

	B.17.1 Fundamento
	B.17.1 Basis

	Este método permite cuantificar ácido fólico utilizando Lactobacillus casei ATCC 7469, microorganismo que no puede sintetizar esta vitamina, relacionando directamente el crecimiento celular con la concentración de folato presente. Para preparar la muestra y la curva estándar se utiliza un medio comercial libre de folato. El crecimiento celular se mide turbidimétricamente y por interpolación en la curva se determina la concentración en la muestra.
	This method allows to quantify folic acid using Lactobacillus casei ATCC 7469, a microorganism that cannot synthesize this vitamin, directly relating cell growth with the concentration of the folate present. A folate-free commercial medium is used to prepare the sample and the standard curve. Cell growth is measured turbidimetrically and the concentration in the sample is determined by interpolation in the curve.

	B.17.2 Reactivos y materiales
	B.17.2 Reagents and materials

	B.17.2.1 Reactivos
	B.17.2.1 Reagents

	Cloruro de calcio fundido o granulado para análisis
	Melted or granulated calcium chloride for analysis

	Fosfato diácido de potasio anhidro
	Anhydrous potassium diacid phosphate

	Fosfato ácido di-potásico anhidro
	Anhydrous di-potassium acid phosphate

	Hidróxido de sodio en lentejas para análisis
	Sodium hydroxide in lentils for analysis

	Cristales de cloruro de sodio para análisis
	Sodium chloride crystals for analysis

	Alcohol etílico absoluto
	Absolute ethyl alcohol

	-amilasa
	-amylase

	Lactosa
	Lactose

	B.17.2.2 Materiales
	B.17.2.2 Materials

	Matraz Erlenmeyer de vidrio de 250 ml
	250 ml Erlenmeyer glass flask

	Matraz aforado de vidrio de 100, 250 y 500 ml
	100, 250 and 500 ml glass volumetric flask

	Tapones de vidrio
	Glass stoppers

	Micropipetas
	Micropipettes 

	Material común de laboratorio
	Common laboratory materials

	Todo el material de vidrio debe ser actínico o forrado con papel aluminio.
	All glassware must be actinic or lined with aluminum foil.

	B.17.3 Aparatos e instrumentos
	B.17.3 Devices and instruments

	Autoclave
	Autoclave 

	Incubadora a 35 ± 1°C
	Incubator at 35 ± 1°C

	Espectrofotómetro
	Spectrophotometer

	Centrífuga
	Centrifugal

	B.17.4 Cepa y medios de cultivo
	B.17.4 Strain and culture media

	Lactobacillus casei ATCC 7469
	Lactobacillus casei ATCC 7469

	Leche descremada en polvo grado reactivo
	Skim milk in powder grade reagent

	Caldo Micro Inoculum
	Micro Inoculum Broth

	Agar bacteriológico
	Bacteriological agar

	Caldo Bacto Lactobacilli MRS
	Lactobacilli Bacto MRS Broth

	Medio de prueba para ácido fólico
	Test medium for folic acid

	B.17.4.1 Medio de mantenimiento de la cepa
	B.17.4.1 Strain maintenance medium

	Bacto Lactobacilli MRS-agar (MRS-agar)
	Bacto Lactobacilli MRS-agar (MRS-agar)

	Preparar 1 l de medio con 55 g de caldo Bacto Lactobacilli MRS + 15 g de agar bacteriológico, según las indicaciones de la etiqueta del caldo MRS + 1,5% de leche descremada (reconstituida al 10% en agua destilada). Repartir a razón de 6 ml en tubos (de preferencia con tapón de rosca), esterilizar y enfriar en posición vertical.
	Prepare 1 liter of medium with 55 g of Bacto Lactobacilli MRS broth + 15 g of bacteriological agar, according to the indications of the label of the MRS broth + 1.5% of the milk described (reconstituted in 10% in distilled water). Distribute at a rate of 6 ml in tubes (preferably with screw cap), sterilize and cool in an upright position.

	Conservar en el refrigerador a 4°C.
	Store in the refrigerator at 4°C.

	B.17.4.2 Mantenimiento de la cepa
	B.17.4.2 Maintenance of the strain

	Inocular por punción Lactobacillus casei en profundidad en el medio (B.17.4.1) cada cuatro semanas, efectuando un cultivo intermedio de 18 h en el medio líquido (B.17.4.3). Preparar el número de tubos necesarios para el análisis y guardar por lo menos dos tubos para el mantenimiento de la cepa.
	Inoculate by puncture the ctobacillus casei in depth in the medium (B.17.4.1) every four weeks, making an intermediate culture of 18 h in the liquid medium (B.17.4.3). Prepare the number of tubes necessary for the analysis and store at least two tubes for the maintenance of the strain.

	Incubar durante 18 h a 35°C.
	Incubate for 18 h at 35°C.

	B.17.4.3 Medio de cultivo para el desarrollo del microorganismo
	B.17.4.3 Culture medium for the development of the microorganism

	Caldo Micro Inoculum
	Micro Inocula broth

	Preparar 1 l de solución según las indicaciones de la etiqueta y repartir a razón de 10 ml en tubos. Tapar los tubos con capuchones y esterilizar según las indicaciones del fabricante.
	Prepare 1 liter of solution according to label directions and distribute at a rate of 10 ml in tubes. Cover the tubes with hoods and sterilize according to the manufacturer's instructions.

	Conservar en el refrigerador a 4°C.
	Conserve in the refrigerator at 4°C.

	B.17.5 Preparación de soluciones
	B.17.5 Preparation of solutions

	B.17.5.1 Solución fisiológica
	B.17.5.1 Physiological solution

	Disolver 9 g de cloruro de sodio en 1 000 ml de agua destilada. Repartir a razón de 10 ml en tubos, taparlos con capuchones y esterilizar durante 15 min a 121°C.
	Dissolve 9 g of sodium chloride in 1,000 ml of distilled water. Distribute at a rate of 10 ml in tubes, cover with caps and sterilize for 15 min at 121°C.

	Conservar en el refrigerador de 2 a 8°C.
	Store in the refrigerator at 2 to 8°C.

	B.17.5.2 Solución tampón pH 6,1
	B.17. 5.2 pH buffer solution 6.1

	Disolver 2 g de hidróxido de sodio en agua destilada y llevar a volumen en un matraz aforado de 500 ml con tapón de polietileno.
	Dissolve 2 g of sodium hydroxide in distilled water and bring to volume in a 500 ml volumetric flask with a polyethylene cap.

	B.17.5.3 Solución de cloruro de calcio, CaCl2, al 2%
	B.17.5.3 Calcium chloride solution, CaCl2, at 2%

	Disolver 2 g de cloruro de calcio en agua destilada y completar a 100 ml en un matraz aforado.
	Dissolve 2 g of calcium chloride in distilled water and complete 100 ml in a volumetric flask.

	B.17.5.4 Solución patrón
	B.17.5.4 Standard solution

	Pesar exactamente 50,0 mg de ácido fólico (ácido pteroilglutámico), disolver en agua destilada en un matraz aforado de vidrio de 500 ml, añadir 50 ml de NaOH 0,1 N, 100 ml de alcohol y llevar a volumen con agua destilada.
	Weigh exactly 50.0 mg of folic acid (pteroylglutanic acid), dissolve in distilled water in a 500 ml volumetric flask, add 50 ml of 0.1 N NaOH, 100 ml of alcohol and bring to volume with distilled water.

	Conservar esta solución a 4°C durante máximo 6 meses.
	Store this solution at 4°C for a maximum of 6 months.

	B.17.6 Procedimiento
	B.17.6 Procedure

	El ácido fólico es fotosensible. Por lo tanto, para todas las soluciones que contienen dicha vitamina se debe utilizar material de vidrio actínico o cubrir el material de vidrio corriente con papel de aluminio o un paño negro.
	Folic acid is photosensitive. Therefore, for all solutions containing this vitamin, actinic glass material should be used or ordinary glass material should be covered with aluminum foil or a black cloth.

	B.17.6.1 Desarrollo del microorganismo
	B.17.6.1 Development of the microorganism

	Un día antes, subcultivar en 10 ml de caldo Micro Inoculum (B.17.4.3).
	One day before, subculture in 10 ml of Micro Inoculum broth (B.17.4.3).

	Incubar durante 18 h a 35°C.
	Incubate for 18 h at 35 ° C.

	Seis horas antes de la inoculación del ensayo, inocular 2 gotas (aproximadamente 0,1 ml) del último cultivo de 18 h en otro tubo de 10 ml de caldo Micro Inoculum.
	Six hours before the inoculation of the test, inoculate 2 drops (approximately 0.1 ml) of the last 18 h culture in another 10 ml tube of the Micro Inoculum broth.

	Incubar durante 6 h a 35°C.
	Incubate for 6 hours at 35°C.

	B.17.6.2 Preparación de la toma de ensayo
	B.17.6.2 Preparation of the test sample

	B.17.6.2.1 Productos sin almidón
	B.17.6.2.1 Non starch products

	En un matraz Erlenmeyer de 250 ml, pesar de 1 a 3 g de muestra homogénea, que contenga aproximadamente 1 µg de ácido fólico. Disolver en 30 ml de solución tampón pH 6,1 (B.17.5.2). A fin de evitar la formación de grumos, añadir la solución tampón en pequeñas cantidades pasando el matraz Erlenmeyer bajo el grifo de agua caliente.
	In a 250 ml Erlenmeyer flask, weigh 1 to 3 g of a homogeneous sample, containing approximately 1 µg of folic acid. Dissolve in 30 ml of buffer solution pH 6.1 (B.17.5.2). In order to avoid the formation of lumps, add the buffer solution in small quantities by passing the Erlenmeyer flask under the hot water tap.

	Cubrir el matraz con papel de aluminio y colocar en el autoclave durante 20 min a 102°C. Enfriar.
	Cover the flask with aluminum foil and place in the autoclave for 20 min at 102°C. Cool.

	Transferir cuantitativamente a un matraz aforado de vidrio de 100 ml. Añadir al contenido del matraz 0,8 ml de solución de cloruro de calcio al 2% y agitar. Dejar reposar durante 15 min, luego llevar a volumen con agua destilada. Filtrar a través de un filtro plisado con velocidad de filtración media.
	Transfer quantitatively to a 10.0 ml volumetric glass flask. Add 0.8 ml of 2% calcium chloride solution to the flask and stir. Let stand for 15 min, then bring to volume with distilled water. Filter through a pleated filter with medium filtration speed.

	Diluir el filtrado de modo que se obtenga una solución de aproximadamente 0,2 ng de ácido fólico por ml.
	Dilute the filtrate so that a solution of approximately 0.2 ng of folic acid per ml is obtained.

	B.17.6.2.2 Productos con almidón
	B.17.6.2.2 Starchy products

	Proceder según el primer apartado bajo (B.17.6.2.1).
	Proceed according to the first section under (B.17.6.2.1).

	Antes de colocar la solución en el autoclave, añadir una cantidad de mezcla al 6% de -amilasa pancreática en lactosa, correspondiente a 1% de la toma de ensayo.
	Before placing the solution in the autoclave, add a quantity of 6% mixture of pancreatic a- amylase in lactose, corresponding to 1% of the test sample.

	Incubar durante 30 min a 42°C. Cubrir el matraz con papel de aluminio y colocar en el autoclave durante 20 min a 102°C. Enfriar. A continuación transferir cuantitativamente a un matraz aforado de vidrio de 100 ml y proseguir como se describe en (B.17.6.2.1)
	Incubate for 30 min at 42°C. Cover the flask with aluminum foil and place in the autoclave for 20 min at 102°C. Cool. Then transfer quantitatively to a 100 ml glass flask and proceed as described in (B.17.6.2.1)

	Nota: Con cada nuevo lote de diastasa efectuar un ensayo en blanco.
	Note: With each new batch of diastase, carry out a blank test.

	Mediante una pipeta tomar 10 ml de solución patrón (B.17.6.3) dilución d. Añadir 30 ml de agua. Añadir 100 mg de mezcla al 6% de -amilasa pancreática en lactosa. Incubar durante 30 min a 42°C. Transferir cuantitativamente a un matraz aforado de 100 ml. Llevar a volumen y filtrar.
	Using a pipette take 10 ml of standard solution (B.17.6.3) dilution d. Add 30 ml of water. Add 100 mg of 6% mixture of pancreatic a- amylase in lactose. Incubate for 30 min at 42°C. Transfer quantitatively to a 100 ml volumetric flask. Bring to volume and filter.

	La curva de calibración obtenida con esta solución debe ser comparable a aquella obtenida con la solución patrón no tratada.
	The calibration curve obtained with this solution must be comparable to that obtained with the standard untreated solution.

	B.17.6.3 Solución patrón 0,2 ng/ml
	B.17.6.3 Standard solution 0.2 ng/ml

	Justo antes del uso diluir la solución 18.5.4 como sigue:
	Just before using dilute the solution 18.5.4 as follows:



	10 ml a 100 ml



	10 ml a 100 ml



	2 ml a 100 ml



	10 ml a 100 ml



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



	B.17.6.4 Medio de cultivo para el ensayo
	B.17.6.4 Quantitative medium for the test

	Medio para prueba de ácido fólico.
	Folic acid test medium.

	Preparar el volumen necesario en un matraz Erlenmeyer de vidrio de 1000 ml. Proceder según las indicaciones de la etiqueta, calentando la solución en una parrilla con agitación magnética.
	Prepare the necessary volume in a 1000 ml Erlenmeyer glass flask. Proceed according to the instructions on the label, heating the solution on a grill with magnetic stirring.

	Cálculo del volumen necesario:
	Calculation of the necessary volume:



	patrón:
	30 tubos 30 x 5 ml = 150 ml

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

	+ 50 ml a 100 ml de exceso



	Master:
	30 tubes 30 x 5 ml = 150 ml

	each product:
	10 tubes 10 x 5 ml = 50 ml

	+ 50 ml to 100 ml of excess



	B.17.6.5 Preparación del ensayo
	B.1 7.6.5 Test preparation

	B.17.6.5.1 Serie patrón
	B.17.6.5.1 Standard series

	En un soporte metálico para tubos de ensaye, colocar 3 filas de 10 tubos (180 x 18 mm), numerados bl, 0,..., 8; el primero corresponde al blanco.
	In a metal support for test tubes, place 3 rows of 10 tubes (180 x 18 mm), numbered bl, 0, ..., 8; the first corresponds to the blank.

	Mediante una pipeta vertir en triplicado en las tres series de tubos, volúmenes crecientes de la última dilución de la solución patrón, completar a 5 ml con agua destilada y mediante una bureta o una jeringa automática, añadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo según la tabla siguiente:
	Using a pipette pour in triplicate or in the three series of tubes, increasing volumes of the last dilution of the standard solution, complete 5 ml with distilled water and using a burette or an automatic syringe, add 5 ml of culture medium for the test according to the following table:




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

	Solución
patrón: 0,0
	0,0
	0,25
	0,50
	0,75
	1,0
	1,5
	2
	2,5
	3,0 ml

	Agua: 5
	5
	4,75
	4,5
	4,25
	4,0
	3,5
	3,0
	2,5
	2 ml

	Medio de cultivo: 5 ml en cada tubo



	Tube # .: bl
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Standard Solution: 0.0
	0.0
	0.25
	0.50
	0.75
	1.0
	1.5
	2
	2.5
	3.0 ml

	Water: 5
	5
	4.75
	4,5
	4.25
	4.0
	3.5
	3.0
	2.5
	2 ml

	Culture medium : 5 ml in each tube


 
 


	Los tubos del ensayo en blanco (bl) no se inoculan.
	Blank test tubes (bl) are not inoculated.

	B.17.6.5.2 Serie producto
	B.17.6.5.2 Product Series 

	En otro soporte colocar dos filas de 10 tubos (180 x 18 mm). Los primeros cinco tubos de ambas filas van destinados a un producto, los otros cinco de ambas filas, a otro producto. Numerar de 9 a 13 y de 14 a 18 y así sucesivamente para todos los productos analizados.
	On another support place two rows of 10 tubes (180 x 18 mm). The first five tubes of both rows are intended for one product, the other five of both rows, for another product. Number from 9 to 13 and from 14 to 18 and so on for all the products analyzed .

	Mediante una pipeta verter en duplicado en ambas series de cinco tubos, volúmenes crecientes de la última dilución de la solución de la muestra, completar a 5 ml con agua destilada y añadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo.
	Using a pipette pour in duplicate in both series of five tubes, volume is increasing from the last dilution of the sample solution, complete to 5 ml with distilled water and add 5 ml of culture medium for the salad .



	Tubo No.: 9
	10
	11
	12
	13

	Solución de la muestra: 0,25
	0,50
	0,75
	1,0
	1,50 ml

	Agua: 4,75
	4,50
	4,25
	4,0
	3,50 ml

	Medio de cultivo: 5 ml en cada tubo



	Tube #.: 9
	10
	11
	12
	13

	Sample solution : 0.25
	0.50
	0.75
	1.0
	1.50 ml

	Water: 4.75
	4.50
	4.25
	4.0
	3.50 ml

	Culture medium: 5 ml in each tube 


 
	Tapar los tubos con capuchones o mediante una tapa adecuada que cubra ambas filas de tubos en el soporte.
	Cover the tubes with caps or with a suitable cover that covers both rows of tubes in the holder.

	B.17.6.6 Esterilización del ensayo
	B.17.6.6 Sterilization of the sample

	Esterilizar los tubos durante 10 min a 121°C, luego enfriarlos en un baño de agua fría.
	Sterilize the tubes for 10 min at 121°C, then cool them in a cold water bath.

	B.17.6.7 Inoculación
	B.17.6.7 Inoculation

	B.17.6.7.1 Preparación y estandarización del inóculo
	B.17.6.7.1 Preparation and standardization of inoculum

	Justo antes de inocular el ensayo, transferir una cantidad suficiente del cultivo preparado bajo (B.17.6.1) a un tubo de centrífuga estéril, centrifugar a 2600 rpm durante 5 min, decantar y resuspender el paquete celular en 10 ml de solución salina. Hacer dos lavados más. Transferir a una cubeta de 1 cm y efectuar la lectura en el espectrofotómetro a 575 nm. Estandarizar el cultivo a fin de obtener siempre aproximadamente la misma extinción. No debe olvidarse sustraer de la extinción del cultivo la del medio de ensayo, que es un medio coloreado.
	Just before inoculating the sample, transfer a sufficient amount of the culture prepared under (B.17.6.1) to a sterile centrifuge tube, centrifuge at 2600 rpm for 5 min, decant and resuspend the cell packet in 10 ml of saline solution. Do two more washes. Transfer to a 1 cm container and read on the spectrophotometer at 575 nm. Standardize the culture in order to always obtain approximately the same extinction. It should not be forgotten to subtract from the extinction of the culture that of the test medium, which is a colored medium.

	Según la extinción, diluir "n" gotas del cultivo (B.17.6.1) en un tubo que contenga 10 ml de medio (B.17.6.4). Este tubo es el inóculo.
	According to the extinction, dilute "n" drops of the culture (B.17.6.1) in a tube containing 10 ml of medium (B.17.6.4). This tube is the inoculum.

	Así pues, para una extinción del cultivo (B.17.6.1) entre 0,40 y 0,60 (después de sustraer la extinción propia del medio), introducir 5 gotas de cultivo en el tubo que contiene 10 ml de medio (B.17.6.4). Si la extinción no se encuentra en la zona arriba mencionada, adaptar la dilución como sigue:
	Thus, for an extinction of the culture (B.17.6.1) between 0.40 and 0.60 (after subtracting the extinction of the medium itself), introduce 5 drops of culture into the tube containing 10 ml of medium (B.17.6.4). If the extinction is not found in the area mentioned above, adapt the dilution as follows:



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

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



	- extinction less than 0.40: insert proportionally more drops into the tube (no more than 10 drops)

	- extinction greater than 0.60: introduce fewer drops or dilute proportionally with the medium (B.17.6.4 ).


 
	B.17.6.7.2 Inoculación  
	B.17.6.7.2 Inoculation

	Mediante una micropipeta de punta estéril, inocular 0,1 ml del inóculo en cada tubo de las series patrón y producto. Los tubos del blanco (bl) no se inoculan.
	Using a sterile micropipette, inoculate 0.1 ml of the inoculum in each tube of the standard series and product. The white tubes (bl) are not inoculated.

	Después de inocular, agitar los tubos ligeramente a fin de repartir el microorganismo uniformemente  en el medio.
	After inoculating, shake the tubes slightly in order to spread the microorganism evenly in the middle. 

	B.17.6.8 Incubación
	B.17.6.8 Incubation

	Incubar los tubos inoculados durante aproximadamente 19 h a 35°C. Observar los tubos con regularidad al cabo de las 19 h. Verificar si la diferencia de desarrollo del microorganismo es suficiente entre la primera y la última dilución de la solución patrón.
	Incubate the inoculated tubes for approximately 19 h at 35°C. Observe the tubes regularly after 7 pm. Verify if the difference in the development of the microorganism is sufficient between the first and the last dilution of the standard solution.

	Si es necesario, prolongar la incubación hasta que se obtenga un crecimiento óptimo del microorganismo.
	If necessary, prolong incubation until optimal growth of the microorganism is achieved.

	Después de la incubación se recomienda interrumpir el crecimiento del microorganismo simultáneamente en todos los tubos, colocándolos en un baño de agua fría.
	After incubation it is recommended to stop the growth of the microorganism simultaneously in all the tubes placing them in a cold water bath.

	B.17.6.9 Lecturas
	B.17.6.9 Readings

	Mediante un agitador para tubos de ensaye, poner en suspensión el depósito formado por el desarrollo del microorganismo. Transferir la suspensión a un tubo o una cubeta óptica, según el fotómetro. Medir la transmitancia o absorbancia a 575 nm ajustando el 100% de T o a 0% de A del aparato con el blanco (bl).
	Using a stirrer for test tubes, suspend the tank formed by the development of the microorganism. Transfer the suspension to a tube or an optical container, depending on the photometer. Measure the transmittance or absorbance at 575 nm by adjusting 100% of T or 0% of A of the device with the blank (bl).

	Agitar y leer un tubo después de otro, a fin de evitar la sedimentación del microorganismo.
	Shake and read one tube after another, in order to avoid sedimentation of the microorganism.

	B.17.7 Cálculos
	B.17.7 Calculations

	B.17.7.1 Curva de calibración
	B.17.7.1 Calibration curve

	Trazar la curva de calibración en papel milimétrico o mediante una calculadora con regresión lineal, llevando la lectura media de cada grupo de tres tubos a la ordenada y los µg de ácido fólico a la abscisa.
	Draw the calibration curve on millimeter paper or using a calculator with linear regression, taking the average reading of each group of three tubes to the ordinate and µg of folic acid to the abscissa.

	*Nota: Si la determinación se hace en absorbancia buscar el equivalente de los valores de los ejemplos, dados en transmitancia.
	* Note: If the determination is made in absorbance, find the equivalent of the values ​​in the examples, given in transmittance.


Ejemplo:
	Tubo No.
	ml
	µg
	lecturas
	media

	
	
	
	1
	2
	3
	

	0
	0,0
	0,0
	88,1
	87,6
	87,5
	87,7

	1
	0,25
	0,05
	78,4
	78,5
	79,5
	78,8

	2
	0,50
	0,1
	70,5
	70,4
	71,3
	70,7

	3
	0,75
	0,15
	64,1
	64,6
	64,6
	64,4

	4
	1,0
	0,20
	58,9
	59,6
	59,3
	59,3

	5
	1,5
	0,30
	50,8
	51,3
	51,4
	51,2

	6
	2
	0,40
	44,7
	44,1
	45,5
	44,8

	7
	2,5
	0,50
	39,7
	39,7
	38,2
	39,2

	8
	3,0
	0,60
	35,6
	36,1
	35,2
	35,6


Example:
	Tube #.
	ml
	µg
	readings
	medium

	
	
	
	1
	2
	3
	

	0
	0.0
	0.0
	88.1
	8 7.6
	87.5
	87.7

	1
	0.25
	0.05
	78.4
	78.5
	79.5
	78.8

	2
	0.50
	0.1
	70.5
	70.4
	71.3
	70.7

	3
	0.75
	0.15
	64.1
	64.6
	64.6
	64.4

	4
	1.0
	0.20
	58.9
	59.6
	59.3
	59.3

	5
	1.5
	0.30
	50.8
	51.3
	51.4
	51.2

	6
	2
	0.40
	44.7
	44.1
	45.5
	44.8

	7
	2.5
	0.50
	39.7
	39.7
	38.2
	39.2

	8
	3.0
	0.60
	35.6
	3 6.1
	35.2
	35.6

	Observaciones:
	Observations:

	La curva de calibración es característica de cada vitamina. Es tanto mejor cuanto mayor sea la parte que ocupa de la escala de transmisión.
	The calibration curve is characteristic of each vitamin. It better when the larger the part that occupies the transmission scale.

	Repetir el ensayo cuando la curva de crecimiento esté mal desarrollada, esto puede deberse a la cepa o al medio de cultivo para el ensayo; que deben verificarse por separado.
	Repeat the test when the growth curve is poorly developed, this may be based on the strain or the culture medium for the test; which must be verified separately.

	B.17.7.2 Contenido de vitamina en el producto
	B.17.7.2 Vitamin content in the product

	La media de las lecturas de cada par de tubos permite leer en la curva de calibración la cantidad de vitamina y calcular su concentración en la última dilución de la muestra.
	The average of the readings of each pair of tubes allows to read in the calibration curve the quantity of vitamin and calculate its concentration in the last dilution of the sample.


Ejemplo:
	Tubo No.
	ml
	lecturas
	media
	µg*
	µg/ml

	
	
	1
	2
	
	
	

	9
	0,25
	80,2
	79,4
	79,8
	0,045
	0,18

	10
	0,50
	71,6
	73,7
	72,6
	0,095
	0,19

	11
	0,75
	66,1
	67,7
	66,9
	0,135
	0,18

	12
	1
	61,4
	(56,5)
	61,4
	0,185
	0,185

	13
	1,5
	53,7
	52,1
	52,9
	0,280
	0,187


	Media 0,184 (=C)
Example:
	Tube No.
	ml
	readings
	medium
	µg *
	µg/ml

	
	
	1
	2
	
	
	

	9
	0.25
	80.2
	79.4
	79.8
	0.045
	0.18

	10
	0.50
	71.6
	73.7
	72.6
	0.095
	0, 19

	11
	0.75
	66.1
	67.7
	66.9
	0.135
	0.18

	12
	1
	61.4
	(56.5 )
	61.4
	0.185
	0.185

	13
	1.5
	53.7
	52.1
	5 2.9
	0.280
	0.187


              Medium 0.184 (= C)
	 ( ) = valor aberrante
	() = aberrant value

	* = valores leídos en la curva de calibración
	* = values read in the calibration curve

	Observación:
	Observation:

	Fluctuaciones pequeñas en los valores de la última columna son prueba de un buen ensayo.
	Small fluctuations in the values ​​of the last column are proof of a good test.

	Calcular el contenido de vitamina en µg/100 g de producto, teniendo en cuenta las diluciones sucesivas y la concentración en la muestra diluida.
	Calculate the content of vitamin in µg/100g of product, taking into account the successive dilutions and the concentration in the diluted sample.

	El contenido de ácido fólico, expresado en µg/100 g de producto es igual a:
	The folic acid content, expressed in µg/100 g of product is equal to:
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	En donde:
	Where:

	C = media de las concentraciones leídas en la curva de calibración, en ng/ml
	C = average of the concentrations read in the calibration curve, in ng/ml

	V1 = volumen en el que se ha disuelto la toma de ensayo, en ml
	V1 = volume in which the test sample has been dissolved, in ml 

	V2 = parte alícuota de V1, en ml
	V2 = aliquot of V1, in ml 

	V3 = volumen al que se ha diluido la parte alícuota V2, en ml
	V3 = volume to which the aliquot part V2 has been diluted, in ml 

	m = toma de ensayo, en g
	m = test take, in g

	Ejemplo:
	Example:

	1 g (m) de producto se han pesado en un matraz aforado de 100 ml(V1). Se ha tomado una parte alícuota de 10 ml (V2), que se ha diluido en un matraz aforado de 250 ml (V3).
	1 g (m) of product has been weighed in a 100 ml forage flask (V1). A 10 ml aliquot (V2) has been taken, which has been diluted in a 250 ml volumetric flask (V3).

	La media de las concentraciones en ácido fólico leídas en la curva de calibración es 0,184 ng/ml (C).
	The average of the folic acid concentrations read in the calibration curve is 0.184 ng/ml (C).

	El contenido en ácido fólico es:
	The folic acid content is :
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	B.18 DETERMINACION DE PANTOTENATO DE CALCIO POR METODO MICROBIOLOGICO
	B.18 DETERMINATION OF CALCIUM PANTOTHENATE WITH THE MICBROBIOLOGICAL METHOD

	B.18.1 Fundamento
	B.18.1 Basis

	Este método permite cuantificar pantotenato de calcio utilizando un microorganismo que no es capaz de sintetizarlo (Lactobacillus plantarum ATCC 8014); el crecimiento celular se relaciona directamente con la concentración de pantotenato presente.
	This method allows quantification of calcium pantothenate using a microorganism is not capable of synthesizing (Lactobacillus plantaru ATCC 8014); The cell growth is directly related to the concentration of pantothenate present.

	Para preparar la muestra y la curva estándar se utiliza un medio basal libre de pantotenato. El crecimiento celular se mide turbidimétricamente y por interpolación en la curva se determina la concentración de  la muestra.
	To prepare the sample and the standard a free basal medium pantothenate is used. Cell growth is measured turbidimetrically and the concentration of the sample is determined by interpolation in the curve.  

	B.18.2 Reactivos y materiales
	B.18.2 Reagents and materials

	B.18.2.1 Reactivos
	B.1 8.2.1 Reagents

	Leche descremada en polvo grado reactivo
	Skim milk powder grade reagent

	Calcio D(+) pantotenato para fines bioquímicos
	Calcium D(+) pantothenate for biochemical purposes

	Acido acético glacial 100% para análisis
	A 100% glacial acetic acid for analysis

	Hidróxido de sodio en lentejas para análisis
	Sodium hydroxide in lentils for analysis

	Cristales de cloruro de sodio para análisis
	Sodium chloride crystals for analysis

	Papaína
	Papain

	Diastasa
	Diastase

	B.18.2.2 Materiales
	B.18. 2.2 Materials

	Mortero de porcelana, interior esmaltado, diámetro 80 mm.
	Porcelain mortar, enameled interior, diameter 80 mm.

	Pistilo de porcelana, cabeza esmaltada, longitud 75-80 mm (serruchado, si es demasiado largo)
	Porcelain piston, enameled head, length 75-80 mm (sawn, if too long)

	Probeta graduada de 100 ml
	Test tube 100 ml graduated

	Material común de laboratorio
	Common laboratory materials

	B.18.3 Aparatos e instrumentos
	B.18.3 Devices and instruments

	Autoclave
	Autoclave 

	Incubadora a 35 ± 1°C
	Incubator at 35 ± 1°C

	Espectrofotómetro
	Spectrophotometer 

	Micropipeta
	Micropipette

	Centrífuga
	Centrifuge

	B.18.4 Cepa y medios de cultivo
	B.18.4 Strain and culture media

	Lactobacillus plantarum, ATCC 8014
	Lactobacillus plantarum, ATCC 8014

	Caldo Micro Inoculum
	Micro Inoculum Broth

	Agar bacteriológico
	Bacteriological agar

	Caldo Bacto Lactobacilli MRS
	Lactobacilli MRS Bacto Broth

	Medio de prueba para pantotenato
	Test medium for pantothenate

	B.18.4.1 Medio de mantenimiento de la cepa
	B.18.4.1 Medium for maintenance of the strain

	Bacto Lactobacilli MRS-agar (MRS-agar)
	Bacto Lactobacilli MRS-agar (MRS-agar)

	Preparar 1 l de medio de agar bacteriológico con 55 g de caldo Bacto Lactobacilli MRS + 15 g agar bacteriológico, según las indicaciones de la etiqueta del caldo MRS+1,5% de leche descremada (reconstituida al 10% en agua destilada). Repartir a razón de 6 ml en tubos (de preferencia con tapón de rosca), esterilizar y enfriar en posición vertical.
	Prepare 1 liter of bacteriological agar medium with 55 g of Bacto Lactobacilli MRS broth + 15g bacteriological agar, as indicated by the label of the MRS broth + 1.5% skim milk (10% reconstituted in distilled water). Distribute at a rate of 6 ml in tubes (preferably with screw cap), sterilize and cool in an upright position.

	Conservar en el refrigerador a 4°C.
	Store in the refrigerator at 4°C.

	B.18.4.2 Mantenimiento de la cepa
	B.18.4.2 Maintenance of the strain

	Inocular por punción Lactobacillus plantarum en profundidad en el medio (B.18.4.1) cada cuatro semanas, efectuando un cultivo intermedio de 18 h en el medio líquido B.18.4.3. Preparar el número de tubos necesarios para el análisis y guardar por lo menos dos tubos para el mantenimiento de la cepa.
	Inoculate by puncture Lacto bacillus plantarum in depth in the middle (B.18.4.1) every four weeks, carrying out an intermediate culture of 18 h in the liquid medium B.18.4.3. Prepare the number of tubes needed for the analysis and save at least two tubes for the maintenance of the strain.

	Incubar durante 18 h a 35°C.
	Incubate for 18 h at 35°C.

	B.18.4.3 Medio de cultivo para el desarrollo del microorganismo
	B.18.4.3 Culture medium for the development of the microorganism

	Caldo micro Inoculum
	Inoculum micro broth

	Preparar 1 l de solución según las indicaciones de la etiqueta y repartir a razón de 10 ml en tubos. Tapar los tubos con capuchones y esterilizar según las indicaciones del fabricante.
	Prepare 1 liter of solution according to the indications of the label and distribute at a rate of 10 ml in tubes. Cover the tubes with hoods and sterilize according to the manufacturer's instructions .

	Conservar en el refrigerador a 4°C.
	Store in the refrigerator at 4°C.

	B.18.5 Preparación de soluciones
	B.18.5 Solution preparation

	B.18.5.1 Solución fisiológica
	B.18.5.1 Physiological solution

	Disolver 9 g de cloruro de sodio en 1000 ml de agua destilada. Repartir a razón de 10 ml en tubos, taparlos con capuchones y esterilizar durante 15 min a 121°C.
	Dissolve 9 g of sodium chloride in 1000 ml of distilled water. Distribute at a rate of 10 ml in tubes, cover with caps and sterilize for 15 min at 121°C.

	Conservar en el refrigerador a 4°C.
	Store in the refrigerator at 4°C.

	B.18.5.2 Solución de ácido acético aproximadamente 1 N
	B.18.5.2 Acetic acid solution approximately 1 N

	Diluir 29 ml de ácido acético glacial en 500 ml con agua destilada.
	Dilute 29 ml of glacial acetic acid in 500 ml with distilled water.

	B.18.5.3 Solución de hidróxido de sodio, aproximadamente 1 N
	B.18.5.3 Sodium hydroxide solution, approximately 1 N

	Disolver 20 g de hidróxido de sodio en agua destilada y llevar a volumen en un matraz aforado de 500 ml con tapón de polietileno.
	Dissolve 20 g of sodium hydroxide in distilled water and bring to volume in a 500 ml volumetric flask with a polyethylene cap.

	B.18.5.4 Solución tampón pH 4,6
	B.18.5.4 Buffer solution pH 4, 6

	En un matraz aforado de 500 ml, mezclar 100 ml de ácido acético 1 N con 50 ml de hidróxido de sodio (B.17.5.3) y llevar a volumen con agua destilada.
	In a 500 ml volumetric flask, mix 100 ml of 1 N acetic acid with 50 ml of sodium hydroxide (B.17.5. 3) and carry the volume with distilled water.

	B.18.5.5 Solución patrón
	B.18.5.5 Standard solution

	Justo antes del uso, pesar exactamente 50,0 mg de pantotenato de calcio; disolver en agua destilada y llevar a volumen en un matraz aforado de 500 ml.
	Just before use, weigh exactly 50.0 mg of calcium pantothenate; dissolve in distilled water and bring to volume in a 500 ml volumetric flask.

	B.18.6 Procedimiento
	B.18.6 Procedure

	B.18.6.1 Desarrollo del microorganismo
	B.18.6.1 Development of microorganism 

	Un día antes, subcultivar en 10 ml de caldo Micro Inoculum (B.18.4.3).
	One day before, subculture in 10 ml of Micro Inoculum broth (B.18.4.3).

	Incubar durante 18 a 24 h a 35°C.
	Incubate for 18 to 24 hours at 35°C.

	Seis horas antes de la inoculación del ensayo, inocular 2 gotas (aproximadamente 0,1 ml) del último cultivo de 18 h en otro tubo de 10 ml de caldo Micro Inoculum.
	Six hours before the inoculation of the sample, inoculate 2 drops (approximately 0.1 ml) of the last culture for 18 h in another 10 ml tube of Micro Inoculum broth.

	Incubar durante 6 h a 35°C.
	Incubate for 6 h at 35°C.

	B.18.6.2 Preparación de la toma de ensayo
	B.18.6.2 Preparation of test taking

	Próximo a la determinación, pesar en pequeños morteros de porcelana de 1-2 g de muestra homogénea, que contenga aproximadamente 50 µg de pantotenato de calcio. Añadir 100 mg de papaína y 50 mg de diastasa. Moler todo cuidadosamente mediante el pistilo.
	Next to the determination, weigh in small porcelain mortars 1-2 g of homogeneous sample, containing approximately 50 µg of calcium pantothenate. Add 100 mg of papain and 50 mg of diastase. Grind everything carefully using the pistil.

	Mojar la mezcla con 10 ml de solución tampón pH 4,6 (B.18.5.4). Cubrir los morteros y los pistilos con papel de aluminio y a continuación colocarlos en una estufa.
	Wet the mixture with 10 ml of buffer solution pH 4, 6 (B.18.5.4). Cover the mortars and pistils with aluminum foil and then place them on a stove.

	Incubar una noche a 42°C.
	Incubate for one night at 42°C.

	Después de la incubación, verificar el pH y ajustarlo a 4,6 si es necesario. Transferir cuantitativamente a un matraz aforado de 100 ml y llevar a volumen con agua destilada. Filtrar a través de un filtro plisado con velocidad de filtración media.
	After incubation, check the pH and adjust it to 4.6 if necessary. Transfer quantitatively to a volumetric flask of 100 ml graduated and carry to a volume with distilled water. Filter through a pleated filter with medium filtration speed.

	Diluir el filtrado de modo que se obtenga una solución de aproximadamente 0,05 µg de pantotenato de calcio por ml.
	Dilute the filtered material so that a solution of approximately 0.05 µg of calcium pantothenate or ml is obtained.

	Observación: Con cada nuevo lote de diastasa y de papaína, efectuar un ensayo en blanco:
	Observation: With each new batch of diastase and papain, make a blank statement:

	Tratar 5 g de papaína o de diastasa como la toma de ensayo. Sin diluir, proceder según (B.18.6.5.2). El contenido de pantotenato de calcio de la enzima no debe rebasar 1 mg/100 g.
	Treat 5 g of papain od e diastase as the test sample. Without diluting, proceed according to (B.18.6.5.2). The calcium pantothenate content of the enzyme does not exceed 1 mg/100 g.

	B.18.6.3 Solución patrón, 0,05 µg/ml
	B.18.6.3 Standard solution, 0.05 µg/ml

	Justo antes del uso diluir la solución 17.5.5 como sigue:
	Just before use dilute solution 17.5.5 as follows:

	5 ml a 100 ml



	10 ml a 100 ml



	10 ml a 100 ml = 0,05 µg/ml

	5 ml to 100 ml



	10 ml to 100 ml



	10 ml to 100 ml = 0.05 µg/ml



	B.18.6.4 Medio de cultivo para el ensayo
	B.18.6.4 Culture medium for the test

	Medio de prueba para pantotenato.
	Test médium for pantothenate 

	Preparar el volumen necesario en un matraz Erlenmeyer de vidrio de 1000 ml. Proceder según las indicaciones de la etiqueta, calentando la solución en una parrilla con agitación magnética.
	Prepare the necessary volume in a 1000 ml glass Erlenmeyer flask. Proceed according to the instructions on the label, heating the solution on a grill with magnetic stirring.

	Cálculo del volumen necesario:
	Calculation of the necessary volume:





	patrón:
	30 tubos 30 x 5 ml = 150 ml

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

	+ 50 a 100 ml de exceso



	Pattern:
	30 tubes 30 x 5 ml = 1 50 ml

	each product:
	10 tubes 10 x 5 ml = 50 ml

	+ 50 to 100 ml excess



	B.18.6.5 Preparación del ensayo
	B.18.6.5 Preparation of the test

	B.18.6.5.1 Serie patrón
	B.18.6.5.1 Standard series

	En un soporte metálico para tubos de ensaye, colocar tres filas de 10 tubos (180 x 18 mm), numerados bl, 0, ..., 8; el primero corresponde al blanco (bl).
	In a metal support for test tubes, place three rows of 10 tubes (180 x 18 mm), numbered bl, 0, ..., 8; the first one corresponds to the blank (bl).

	Mediante una pipeta verter en triplicado en las tres series de tubos, volúmenes crecientes de la última dilución de la solución patrón, completar a 5 ml con agua destilada y mediante una bureta o una jeringa automática añadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo según la tabla siguiente:
	Using a pipette pour in triplicate into the three series of tubes, increasing volumes of the last dilution of the standard solution, complete 5 ml with distilled water and using a burette or an automatic syringe add 5 ml of culture medium to the test according to the following table:



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

	Solución Patrón: 0,0
	0,0
	0,25
	0,50
	0,75
	1,0
	1,5
	2
	2,5
	3,0 ml

	Agua: 5
	5
	4,75
	4,5
	4,25
	4,0
	3,5
	3,0
	2,5
	2 ml

	Medio de cultivo: 	5 ml en cada tubo



	Tube # .: bl
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Standard Solution: 0.0
	0.0
	0.25
	0.5 0
	0.75
	1.0
	1.5
	2
	2.5
	3.0 ml

	Water: 5
	5
	4.75
	4.5
	4.25
	4.0
	3.5
	3.0
	2.5
	2 ml

	Culture medium: 5 ml in each tube              


 
	Los tubos del ensayo en blanco (bl) no se inoculan.
	The test tubes that are blank (bl) are not inoculated.

	B.18.6.5.2 Serie producto
	B.18.6.5.2 Product series

	En otro soporte colocar dos filas de 10 tubos (180 x 18 mm). Los primeros cinco tubos de ambas filas van destinados a un producto, los otros cinco de ambas filas, a otro producto. Numerar de 9 a 13 y de 14 a 18 y así sucesivamente para todos los productos analizados.
	In another support place two rows of 10 tubes (180 x 18 mm). The first five tubes of both rows are designated for a product, the other five in two rows, another product. Number from 9 to 13 and from 14 to 18 and so on for all the products analyzed.

	Mediante una pipeta verter en duplicado en ambas series de cinco tubos, volúmenes crecientes de la última dilución de la solución de la muestra, completar a 5 ml con agua destilada y añadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo.
	Using a pipette pour in duplicate in both series of five tubes, increasing volumes of the last dilution of the sample solution, complete to 5 μl with distilled water and add 5 ml of culture medium for the test.



	Tubo No.: 9
	10
	11
	12
	13

	Solución de
la muestra: 	0,25
	0,50
	4,75
	1,0
	1,50 ml

	Agua: 	4,75
	4,50
	4,25
	4,0
	3,50 ml

	Medio de cultivo: 5 ml en cada tubo



	Tube #.: 9
	10
	11
	12
	13

	Sample solution: 0.25              
	0.50
	4.75
	1.0
	1.50 ml

	Water: 4.75              
	4.5 0
	4.25
	4.0
	3.50 ml

	Culture medium: 5 ml in each tube



	Tapar los tubos con capuchones o mediante una tapa adecuada que cubra ambas filas de tubos en el soporte.
	Cover the tubes with caps or by means of a suitable cover that covers both rows of tubes in the support.

	Esterilizar los tubos durante 15 min a 115°C, luego enfriarlos en un baño de agua fría.
	Sterilize the tubes for 15 min at 115°C, then cool them in a cold water bath.

	B.18.6.6 Inoculación
	B.18 .6.6 Inoculation

	B.18.6.6.1 Preparación y estandarización del inóculo
	B.18.6.6.1 Preparation and standardization of inoculum

	Justo antes de inocular el ensayo, transferir una cantidad suficiente del cultivo preparado bajo (B.18.6.1) a un tubo de centrífuga estéril, centrifugar a 2600 rpm durante 5 min, decantar y resuspender el paquete celular en 10 ml de solución salina. Hacer dos lavados más. Transferir a una cubeta de 1 cm y efectuar la lectura en el espectrofotómetro a 575 nm. Estandarizar el cultivo a fin de obtener siempre aproximadamente la misma extinción. No debe olvidarse sustraer de la extinción del cultivo la del medio de ensayo, que es un medio coloreado.
	Just before inoculating the sample, transfer a sufficient quantity of the low-prepared culture (B.18.6.1) to a sterile centrifuge bottle, centrifuge at 2600 rpm for 5 min, decant and resuspend the cell packet in 10 ml of saline solution. Do two more washes. Transfer to a container of 1 cm and take a  reading in the spectrophotometer at 575 nm. Standardize the culture in order to always obtain approximately the same extinction. It should not be forgotten to subtract from the extinction of the culture that of the test medium, which is a colored medium.

	Según la extinción, diluir "n" gotas del cultivo (B.18.6.1) en un tubo que contenga 10 ml de medio (B.18.6.4). Este tubo es el inóculo.
	According to extinction, dilute "n" drops of the culture (B.18.6.1) in a tube containing 10 ml of medium (B.18.6.4). This tube is the inoculum.

	Así pues, para una extinción del cultivo (B.18.6.1) entre 0,2 y 0,4 (después de sustraer la extinción propia del medio), introducir de 4 a 8 gotas de cultivo en el tubo que contiene 10 ml de medio (B.18.6.4). Si la extinción no se encuentra en la zona arriba mencionada, adaptar la dilución como sigue:
	Thus, for an extinction of the culture (B.18.6.1) between 0.2 and 0.4 (after subtracting the extinction of the medium itself), insert 4 to 8 drops of culture into the tube containing 10 ml of medium (B.18.6.4). If the extinction is not in the above mentioned area, adapt the dilution as follows: 



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

	- extinción superior a 0,4: introducir menos gotas o diluir proporcionalmente con el medio (B.18.6.4).



	- extinction below 0.2: enter proportionally more drops in the tube (no more than 10 grams ).

	- extinction greater than 0.4: introduce less drops or dilute optionally with the medium (B.18.6.4).


 
	B.18.6.6.2 Inoculación
	B.18.6.6.2 Inoculation

	Mediante una micropipeta de punta estéril, inocular 0,1 ml del inóculo en cada tubo de las series patrón y producto. Los tubos del blanco (bl) no se inoculan.
	Using a sterile tip micropipette, inoculate 0.1 µl of the inoculum in each tube or the standard series and product. The white tubes (bl) are not inoculated.

	Después de inocular, agitar los tubos ligeramente a fin de repartir el microorganismo uniformemente en el medio.
	After inoculating, shake the tubes slightly in order to distribute the microorganism uniformly in the medium.

	B.18.6.7 Incubación
	B.18.6.7 Incubation

	Incubar los tubos inoculados durante aproximadamente 16 h a 35°C. Observar los tubos con regularidad al cabo de las 16 h. Verificar si la diferencia de desarrollo del microorganismo es suficiente entre la primera y la última dilución de la solución patrón.
	Incubate the inoculated tubes for approximately 16 h at 35°C. Observe the tubes regularly after 16 h. Check if the difference in the development of the microorganism is sufficient between the first and the last dilution of the standard solution.

	Si es necesario, prolongar la incubación hasta que se obtenga un crecimiento óptimo del microorganismo.
	If necessary, prolong incubation until optimal growth of the microorganism is obtained.

	Después de la incubación se recomienda interrumpir el crecimiento del microorganismo simultáneamente en todos los tubos, colocándolos en un baño de agua fría.
	After incubation it is recommended to interrupt the growth of the microorganism simultaneously in all the tubes, placing them in a cold water bath.

	B.18.6.8 Lecturas
	B.18.6.8 Readings

	Mediante un agitador para tubos de ensaye, poner en suspensión el depósito formado por el desarrollo del microorganismo. Transferir la suspensión a un tubo o una cubeta óptica, según el fotómetro. Medir la transmitancia o absorbancia a 575 nm ajustando el 100% T o a 0% de A del aparato con el blanco (bl). *
	Using a stirrer for test tubes, suspend the deposit formed by the development of the microorganism. Transfer the suspension to a tube or an optical cuvette, according to the photometer. Measure the transmittance or absorbance at 575 nm by adjusting 100% T or 0% of A of the device with the blank (bl). *

	Agitar y leer un tubo después de otro, a fin de evitar la sedimentación del microorganismo.
	Shake and read one tube after another, in order to avoid sedimentation of the microorganism.

	* Nota: Si la determinación se hace en absorbancia, buscar el equivalente de los valores de los ejemplos, dados en transmitancia.
	* Note: If the determination is made in absorbance, look for the equivalent of the values in the examples, given in transmittance.

	B.18.7 Cálculos
	B .18.7 Calculations

	B.18.7.1 Curva de calibración
	B.18.7.1 Calibration curve

	Trazar la curva de calibración en papel milimétrico, o mediante una calculadora con regresión lineal llevando la lectura media de cada grupo de tres tubos a la ordenada y los µg de pantotenato de calcio a  la abscisa.
	Draw the calibration curve on millimeter paper, or by means of a calculator with linear regression, taking the average reading of each group of three tubes to the ordinate and the µg of calcium pantothenate to the abscissa. 


Ejemplo:
	Tubo No.
	ml
	µg
	lecturas
	media

	
	
	
	1
	2
	3
	

	0
	0,0
	0,0
	99,0
	98,9
	99,7
	99,2

	1
	0,25
	0,0125
	93,0
	92,2
	91,0
	92

	2
	0,50
	0,025
	82,8
	83,3
	82,9
	83,0

	3
	0,75
	0,0375
	72,3
	70,2
	73,0
	71,8

	4
	1,0
	0,050
	57,4
	58,9
	64,2
	60,1

	5
	1,5
	0,075
	39,8
	36,5
	39,8
	38,7

	6
	2
	0,100
	26,9
	27,0
	27,2
	27,0

	7
	2,5
	0,125
	22,4
	20,2
	21,0
	21,2

	8
	3,0
	0,150
	18,9
	17,1
	18,9
	18,3


Example:
	Tube #.
	ml
	µg
	readings
	medium

	
	
	
	1
	2
	3
	

	0
	0.0
	0.0
	99.0
	98.9
	99.7
	99.2

	1
	0.25
	0.0125
	93.0
	92.2
	91.0
	92

	2
	0.50
	0.025
	82.8
	83.3
	82.9
	83.0

	3
	0.75
	0.0375
	72.3
	70.2
	73.0
	71.8

	4
	1.0
	0.050
	57.4
	58.9
	64.2
	60.1

	5
	1.5
	0.075
	39.8
	36.5
	39.8
	38.7

	6
	2
	0,100
	26.9
	27.0
	27.2
	27.0

	7
	2.5
	0.125
	22.4
	20.2
	21.0
	21.2

	8
	3.0
	0,150
	18.9
	17.1
	18.9
	18.3


 
	Observaciones:
	Observations:

	La curva de calibración es característica de cada vitamina. Es tanto mejor cuanto mayor sea la parte que ocupa de la escala de transmisión.
	The calibration curve is characteristic of each vitamin. It is much better when the part that occupies of the transmission scale is larger.

	Repetir el ensayo cuando la curva de crecimiento esté mal desarrollada, esto puede deberse a la cepa o al medio de cultivo para el ensayo; que deben verificarse por separado.
	Repeat the test when the growth curve is poorly developed, this may be due to strain or to the medium culture for the sample; that must be verified separately.

	B.18.7.2 Contenido de vitamina en el producto
	B.18.7.2 Vitamin content in the product

	La media de las lecturas de cada par de tubos permite leer en la curva de calibración la cantidad de vitamina y calcular su concentración en la última dilución de la muestra.
	The average of the readings of each pair of the tubes allows to read the quantity of vitamin in the calibration curve and calculate its concentration in the last dilution of the sample.


Ejemplo:
	Tubo No.
	ml
	lecturas
	media
	µg*
	µg/ml

	
	
	1
	2
	
	
	

	9
	0,25
	(81)
	92,1
	92,1
	0,0119
	0,0476

	10
	0,50
	82,7
	81,7
	82,2
	0,0252
	0,0504

	11
	0,75
	71,4
	72,2
	71,8
	0,038
	0,0507

	12
	1
	57,2
	58,8
	58,0
	0,050
	0,0500

	13
	1,5
	37,9
	39,1
	38,5
	0,076
	0,0507


Media 0,0498(=C)
Example:
	Tube #.
	ml
	Readings 
	Medium
	µg *
	µg/ml

	
	
	1
	2
	
	
	

	9
	0.25
	(81)
	92.1
	92.1
	0.0119
	0.0476

	10
	0.50
	82.7
	81.7
	82.2
	0.0252
	0.0504

	11
	0.75
	71.4
	72.2
	71.8
	0.038
	0.0507

	12
	1
	57.2
	58.8
	58.0
	0.050
	0.0500

	13
	1.5
	37.9
	39.1
	38.5
	0.076
	0.0507


              Medium 0.0498 (= C)
	 ( ) = valor aberrante
	() = aberrant value

	* = valores leídos en la curva de calibración
	* = values ​​read in the calibration curve

	Observación:
	Observation:

	Fluctuaciones pequeñas en los valores de la última columna son prueba de un buen ensayo.
	Small fluctuations in the values of the last column are proof of a good test.

	Calcular el contenido de vitamina en mg/100 g de producto, teniendo en cuenta las diluciones sucesivas y la concentración en la muestra diluida.
	Calculate the vitamin content in mg/100g of product, taking into account the successive dilutions and the concentration in the diluted sample.

	El contenido de pantotenato de calcio expresado en mg/100 g de producto es igual a:
	The content of calcium pantothenate expressed in mg/100 g of product is equal to:
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	En donde:
	Where:

	C = media de las concentraciones leídas en la curva de calibración, en µg/ml
	C = average of the concentrations read in the calibration curve, in µg/ml

	V1 = volumen en el que se ha disuelto la toma de ensayo, en ml
	V1 = volume in which the test sample has been dissolved, in ml

	V2 = parte alícuota de V1, en ml
	V2 = aliquot of V1, in ml

	V3 = volumen al que se ha diluido la parte alícuota V2, en ml
	V3 = volume to which the aliquot part has been diluted to the V2, in ml

	m = toma de ensayo, en g
	m = test sample, in g

	Ejemplo:
	Example:

	1,127 g (m) de producto se han pesado en un matraz aforado de 100 ml(V1). Se ha tomado una parte alícuota de 10 ml (V2), que se ha diluido en un matraz aforado de 100 ml (V3).
	1.127 g (m) of product has been weighed into a 100 ml aforementioned flask (V1). An aliquot part has been taken of 10 ml (V2) which has been diluted in a volumetric flask of 100 ml (V3).

	La media de las concentraciones de pantotenato de calcio leídas en la curva de calibración es  0,0498 µg/ml (C).
	The medium of the calcium pantothenate  concentrations read in the calibration curve is 0.0498 µg/ml (C). 

	El contenido de pantotenato de calcio es:
	The content of calcium pantothenate is: 
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	B.19 DETERMINACION DE CIANOCOBALAMINA (VITAMINA B12) POR METODO MICROBIOLOGICO
	B.19 DETERMINATION OF CYANOCOBALAMINE (VITAMIN B12) BY MICROBIOLOGICAL METHOD

	B.19.1 Fundamento
	B.19.1 Basis

	Este método permite cuantificar cianocobalamina utilizando Lactobacillus leichmannii ATCC 7830, microorganismo que no puede sintetizar esta vitamina, relacionando directamente el crecimiento celular con la concentración de cianocobalamina presente. Para preparar la muestra y la curva estándar se utiliza un medio comercial libre de cianocobalamina. El crecimiento celular se mide turbimétricamente y por interpolación en la curva se determina la concentración de la muestra. El análisis debe realizarse con baja intensidad de luz porque la vitamina B12 es fotosensible.
	This method allows cyanocobalamin to be quantified using Lactobacillus leichmannii ATCC 7830, a microorganism that cannot synthesize this vitamin, directly relating cell growth with the concentration of cyanocobalamin present. To prepare the sample and the standard curve, a cyanocobalamin free commercial medium is used. The cell growth is measured turbimetrically and the concentration of the sample is determined by interpolation in the curve. The analysis should be performed with low light intensity because vitamin B12 is photosensitive.

	B.19.2 Reactivos y materiales
	B.19.2 Reagents and materials

	B.19.2.1 Reactivos
	B.19.2.1 Reagents

	Vitamina B12 para fines bioquímicos
	Vitamin B 12 for biochemical purposes

	Acido clorhídrico fumante al 37% para análisis
	37% smoking hydrochloric acid for analysis

	Cianuro de sodio (CN) para análisis
	Sodium cyanide (CN) for analysis

	Cristales de cloruro de sodio para análisis
	Sodium chloride crystals for analysis

	Hipoclorito de sodio
	Sodium hypochlorite

	Diastasa
	Diastase

	B.19.2.2 Materiales
	B.19.2.2 Materials

	Micropipetas
	Micropipettes

	Centrífuga
	Centrifuge

	Matraz en forma de pera de vidrio de 100 ml
	100 ml glass pear shaped flask

	Matraz aforado de vidrio de 100 y 500 ml
	Volumetric glass flask of 100 and 500 ml

	Matraz Erlenmeyer de vidrio de 250 ml
	Glass Erlenmeyer Flask 250 ml 

	Baño de agua
	Water bath

	Refrigerante Allihn
	Allihn refrigerant

	Frascos con cápsula de polietileno a presión de 8 ml
	8 ml pressure polyethylene capsule bottles

	Tapón de vidrio
	Glass cap

	Pera de goma, propipeta
	Rubber pear, propipette

	Material común de laboratorio
	Common laboratory material

	Todo el material de vidrio debe ser actínico o forrado con papel aluminio.
	All glassware must be actinic or lined with aluminum foil.

	B.19.3 Aparatos e instrumentos
	B.19.3 Devices and instruments

	Autoclave
	Autoclave

	Incubadora a 35 ± 1°C
	Incubator at 35 ± 1 ° C

	Espectrofotómetro
	Spectrophotometer

	B.19.4 Cepa y medios de cultivo
	B.19.4 Strain and culture media

	Lactobacillus leichmannii ATCC 7830
	Lactobacillus leichmannii ATCC 7830 

	Leche descremada en polvo grado reactivo
	Skim milk powder reagent grade

	Caldo micro inoculum
	Micro inoculum broth

	Agar bacteriológico
	Bacteriological agar

	Caldo Bacto Lactobacilli MRS
	Bacto Lactobacilli MRS Broth

	Medio de prueba para vitamina B12
	Test medium for vitamin B12

	B.19.4.1 Medio de mantenimiento de la cepa
	B.19.4.1 Maintenance medium for the strain

	Bacto Lactobacilli MRS-agar (MRS-agar)
	Bacto Lactobacilli MRS-agar (MRS-agar)

	Preparar 1 l de medio con 55 g de caldo Bacto Lactobacilli MRS + 15 g de agar bacteriológico, según las indicaciones de la etiqueta del caldo MRS + 1,5% de leche descremada (reconstituida al 10% en agua destilada). Repartir a razón de 6 ml en tubos (de preferencia con tapón de rosca), esterilizar y enfriar en posición vertical.
	Prepare 1 l of medium with 55 g of Bacto Lactobacilli MRS broth + 15 g of bacteriological agar, as indicated by the label of the MRS broth + 1.5% skim milk (reconstituted 10% in distilled water). Distribute at a rate of 6 ml in tubes (preferably with screw cap), sterilize and cool in an upright position.

	Conservar en el refrigerador de 2 a 8°C.
	Store in the refrigerator 2 to 8°C.

	B.19.4.2 Mantenimiento de la cepa
	B.19.4.2 Maintenance of the strain

	Inocular por punción Lactobacillus leichmannii en profundidad en el medio (B.19.4.1) cada cuatro semanas, efectuando un cultivo intermedio de 18 h en el medio líquido (B.19.4.3). Preparar el número de tubos necesarios para el análisis y guardar por lo menos dos tubos para el mantenimiento de la cepa.
	Inoculate by puncturing Lactobacillus leichmannii in depth in the medium (B.19.4.1) falls four weeks, performing an intermediate culture of 18 h in the liquid medium (B.19.4.3). Prepare the number of tubes necessary for the analysis and store at least two tubes for the maintenance of the strain.

	Incubar durante 18 h a 35°C.
	Incubate for 18 h at 35°C.

	B.19.4.3 Medio de cultivo para el desarrollo del microorganismo
	B.19.4.3 Culture medium for the development of the microorganism.

	Caldo Micro Inoculum
	Micro Inoculum Broth

	Preparar 1 l de solución según las indicaciones de la etiqueta y repartir a razón de 10 ml en tubos. Tapar los tubos con capuchones y esterilizar según las indicaciones del fabricante.
	Prepare 1 liter of solution according to label directions and distribute at a rate of 10 ml in tubes. Cover the tubes with caps and sterilize according to the manufacturer's instructions.

	Conservar en el refrigerador de 2 a 8°C.
	Store in the refrigerator 2 to 8 ° C.

	B.19.5 Preparación de soluciones
	B.19.5 Solution preparation

	B.19.5.1 Solución fisiológica
	B.19.5.1 Physiological solution

	Disolver 9 g de cloruro de sodio en 1000 ml de agua destilada. Repartir a razón de 10 ml en tubos, taparlos con capuchones y esterilizar durante 15 min a 121°C.
	Dissolve 9g of sodium chloride in 1000 ml of distilled water. Distribute at a rate of 10 ml in tubes, cover them with caps and sterilize for 15 minutes at 121°C.

	Conservar en el refrigerador 2 a 8°C.
	Store in the refrigerator 2 at 8°C.

	B.19.5.2 Solución de ácido clorhídrico aproximadamente 1 N
	B.19. 5.2 Hydrochloric acid solution approximately 1N

	Bajo una campana de extracción diluir 82 ml de ácido clorhídrico al 37% llevándolos a un volumen de  1000 ml con agua destilada, para ello vertir el ácido en el matraz aforado que ya contiene agua.
	Under an extraction hood dilute 82 ml of 37% hydrochloric acid by bringing them to a volume of 1000 ml with distilled water, for this purpose pour the acid into the aforementioned flask that already contains water. 

	B.19.5.3 Solución de cianuro de sodio, 10 g /100 ml
	B.19.5.3 Sodium cyanide solution, 10 g/100 ml

	CUIDADO: VENENO. UTILIZAR GUANTES.
	CAUTION: POISON. USE GLOVES.

	En un matraz aforado de 100 ml disolver 10 g de cianuro de sodio en agua destilada y llevar a volumen.
	In a 100 ml volumetric flask dissolve 10 g of sodium cyanide in distilled water and bring to volume.

	Conservar en el refrigerador 2 a 8°C.
	Store in the refrigerator 2 to 8°C.

	B.19.5.4 Solución de cianuro de sodio al 1%
	B.1 9.5.4 Sodium cyanide solution at 1%

	Justo antes del uso, tomar mediante una pipeta y una pera de goma, 1/ml de solución de cianuro de sodio (B.19.5.3) y diluir a 10 ml con agua destilada en un matraz aforado de 10 ml.
	Just before use, take 1/ml of sodium cyanide solution (B.19.5.3) using a pipe and a rubber pear and dilute to 10 ml with distilled water in a 10 ml volumetric flask.

	Nota: La solución sobrante de cianuro de sodio al 1% debe destruirse mediante adición de solución de hipoclorito de sodio al 15% (aproximadamente 1 ml por 10 ml de solución de cianuro de sodio). Dejar reaccionar durante 2 días bajo una campana de extracción.
	Note: The remaining sodium cyanide solution at 1% should be destroyed by the addition of hypochlorite solution sodium 15% (about 1 ml per 10 ml of solution of sodium cyanide). Allow to react for 2 days under an extraction hood.

	B.19.5.5 Solución patrón
	B.19.5.5 Standard solution

	Pesar exactamente 50,0 mg de vitamina B12; disolver en agua destilada y llevar a volumen en un matraz aforado de vidrio de 500 ml. Verificar la concentración de la solución como sigue:
	Weigh exactly 50.0 mg of vitamin B12; dissolve in distilled water and bring to volume in a 500 ml volumetric glass flask. Verify the concentration of the solution as follows:

	Diluir 1 ml de solución con 3 ml de agua destilada. Medir la extinción de dicha solución en una cubeta de  1 cm a 360 nm.
	Dilute 1 ml of solution with 3 ml of distilled water. Measure the absorbance of said solution in a container of 1 cm at 360 nm. 
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	En donde:
	Where:

	f = contenido de vitamina B12, en %
	f = content of vitamin B12, in%

	E = extinción leída
	E = extinction read

	Corregir la concentración de la solución proporcionalmente según el ejemplo:
	Correct the concentration of the solution proportionally according to the example:
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	para f = 76
	for f = 76

	Eliminar la solución si el valor de f es inferior a 70%
	Eliminate the solution if the value of f is less than 70%

	Conservar esta solución congelada en porciones de 5 ml en matraces actínicos durante máximo 6 meses.
	Keep this frozen solution in 5 ml portions in actinic flasks for a maximum of 6 months.

	B.19.6 Procedimiento
	B.19.6 THE PROCEDURE to

	La vitamina B12 es fotosensible. Por lo tanto, para todas las soluciones que contienen dicha vitamina se debe utilizar material de vidrio actínico o cubrir el material de vidrio corriente con papel de aluminio o un  paño negro.
	Vitamin B12 is photosensitive. Therefore, for all solutions containing this vitamin, actinic glass material should be used or the ordinary glass material should be covered with aluminum foil or a black cloth. 

	B.19.6.1 Desarrollo del microorganismo
	B.19.6.1 Development of the micro-organism

	Un día antes, subcultivar en 10 ml de caldo Micro Inoculum (B.19.4.3).
	One day before, subculture in 10 ml of Micro Inoculum broth (B.19.4.3).

	Incubar durante 18 h a 35°C.
	Incubate for 18 h at 35 ° C.

	Seis horas antes de la inoculación del ensayo, inocular 2 gotas (aproximadamente 0,1 ml) del último cultivo de 18 h en otro tubo de 10 ml de caldo Micro Inoculum.
	Six hours before the inoculation of the test, inoculate 2 drops (approximately 0.1 ml) of the last 18-hour tube in another 10 ml tube of micro inoculum.

	Incubar durante 18 a 24 h a 35°C.
	Incubate for 18 to 24 h at 35 ° C.

	B.19.6.2 Preparación de la toma de ensayo
	B.19.6.2 Preparation of the test sample

	En un matraz de 100 ml con esmerilado normalizado, pesar de 3 a 4 g de muestra homogénea, que contenga aproximadamente 100 ng de vitamina B12.
	In a standardized frosted flask of 100 ml, weigh 3 to 4 g homogeneous sample containing about 100 ng of vitamin B12.

	Disolver la toma de ensayo en 25 ml de agua destilada a 50°C. A fin de evitar la formación de grumos, añadir el agua destilada en pequeñas cantidades agitando cada vez.
	Dissolve the test sample in 2.5 ml of distilled water at 50°C. In order to avoid the formation of lumps, add distilled water in small quantities while stirring occasionally.

	Añadir 0,2 ml de solución de cianuro de sodio (B.19.5.4) recién preparada (CUIDADO: VENENO) y agitar.
	Add 0.2 ml of freshly prepared sodium cyanide solution (B.19.5.4) (CAUTION: POISON) and stir.

	Dejar la solución durante 30 min a temperatura ambiente, al abrigo de la luz y agitar de vez en cuando.  Al cabo de este tiempo, ajustar el pH de 4,8 - 5 con solución de ácido clorhídrico 1 N. A continuación calentar  el matraz durante 35 min en un baño de agua en ebullición. Enfriar (*). Ajustar el pH a 4,6. Transferir cuantitativamente a un matraz aforado de 100 ml y llevar a volumen con agua destilada. Filtrar a través de un filtro plisado con velocidad de filtración media.
	Leave the solution for 30 min at room temperature protected from the light and shake once occasionally. After this time, adjust the pH of 4.8-5 with 1 N hydrochloric acid solution. Then heat the flask for 35 min in a boiling water bath. Cool (*). Adjust the pH to 4.6. Transfer quantitatively to a 1,000 ml volumetric flask and bring to volume with distilled water. Filter through a pleated filter with medium filtration speed. 

	* Para productos con almidón se recomienda aplicar un tratamiento enzimático a fin de obtener un filtrado límpido. Añadir a la solución la cantidad de diastasa equivalente al 10% de la toma de ensayo. Incubar durante 30 min a 42°C.
	* For products with starch it is recommended to apply an enzymatic treatment in order to obtain a clear filtrate. Add to the solution the amount of diastase equivalent to 1.0% of the test sample. Incubate for 30 min at 42°C.

	Diluir el filtrado de modo que se obtenga una solución de aproximadamente 0,05 ng de vitamina B12/ml.
	Dilute the filtered material in a way that a solution of approximately 0.05 ng of vitamin B12/ml is obtained.

	Nota: con cada nuevo lote de diastasa efectuar un ensayo en blanco.
	Note: with each new batch of diastase, carry out a blank test.

	Tratar 3 g de diastasa como la toma de ensayo. El contenido de vitamina B12 de la diastasa no debe rebasar 0,5 µg/100 g.
	Treat 3g of diastase as the test sample. The vitamin B12 content of diastase should not exceed 0.5 µg/100 g.

	B.19.6.3 Solución patrón 0,05 ng/ml
	B.19.6.3 Standard solution 0.05 ng/ml

	Justo antes del uso diluir la solución (B.19.5.5) como sigue:
	Just before using, dilute the solution (B.19.5.5) as follows:

	10 ml a 100 ml



	5 ml a 100 ml



	5 ml to 100 ml



	2 ml* to 100 ml = 0.05 ng/ml

	* + 0,2 ml de cianuro de sodio (CUIDADO VENENO)
	* + 0.2 ml of sodium cyanide (CAUTION POISON)

	B.19.6.4 Medio de cultivo para el ensayo
	B.19.6.4 Medium of culture for the test

	Medio para prueba de vitamina B12
	Vitamin B12 test medium

	Preparar el volumen necesario en un matraz Erlenmeyer de vidrio de 1000 ml. Proceder según las indicaciones de la etiqueta, calentando la solución en una parrilla con agitación magnética.
	Prepare the necessary volume in a 1000 ml Erlenmeyer glass flask. Proceed according to the indications on the label, heating the solution on a grill with magnetic stirring.

	Cálculo del volumen necesario:
	Calculation of the necessary volume:



	patrón:
	30 tubos 30 x 5 ml = 150 ml 

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

	+ 50 ml a 100 ml de exceso



	Standard:
	30 tubes 30 x 5 ml = 150 ml

	each product:
	10 tubes 10 x 5 ml = 50 ml

	+ 50 ml to 100 ml excess


 
	B.19.6.5 Preparación del ensayo
	B.19.6.5 Preparation of the test

	B.19.6.5.1 Serie patrón
	B.1 9.6.5.1 Standard series

	En un soporte metálico para tubos de ensaye, colocar 3 filas de 10 tubos (180 x 18 mm), numerados bl, 0,..., 8; el primero corresponde al blanco.
	On a metal support for test tubes, place 3 rows of 10 tubes (180 x 18 mm), numbered bl, 0 , ..., 8; the first corresponds to the target.

	Mediante una pipeta verter en triplicado en las tres series de tubos, volúmenes crecientes de la última dilución de la solución patrón, completar a 5 ml con agua destilada y mediante una bureta o una jeringa automática, añadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo según la tabla siguiente:
	Using a pipette pour in triplicate in the three series of tubes, increasing volumes of the last dilution of the standard solution, complete 5 ml with distilled water and using a burette or an automatic syringe, add 5 ml of medium of culture for the test according to the following table:



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

	Solución patrón: 0,0
	0,0
	0,25
	0,50
	0,75
	1,0
	1,5
	2
	2,5
	3,0 ml

	Agua: 5
	5
	4,75
	4,5
	4,25
	4,0
	3,5
	3,0
	2,5
	2 ml

	Medio de cultivo: 5 ml en cada tubo



	Tube #.: bl
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Standard solution: 0.0
	0.0
	0.25
	0.50
	0.75
	1.0
	1.5
	2
	2.5
	3.0 ml

	Water: 5
	5
	4.75
	4,5
	4.25
	4.0
	3.5
	3.0
	2.5
	2 ml

	Culture medium: 5 ml in each tube


 
	Los tubos del ensayo en blanco (bl) no se inoculan.
	Blank test tubes (bl) are not inoculated.

	B.19.6.5.2 Serie producto
	B.19. 6.5.2 Product series

	En otro soporte colocar dos filas de 10 tubos (180 x 18 mm). Los primeros cinco tubos de ambas filas van destinados a un producto, los otros cinco de ambas filas, a otro producto. Numerar de 9 a 13 y de 14 a 18, y así sucesivamente para todos los productos analizados.
	On another support place two rows of 10 tubes (180 x 18 mm). The first five tubes of both rows are designated for a product, the other five of both rows, for another product. Number from 9 to 13 and from 14 to 18, and so on for all the products analyzed.

	Mediante una pipeta verter en duplicado en ambas series de cinco tubos, volúmenes crecientes de la última dilución de la solución de la muestra, completar a 5 ml con agua destilada y añadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo.
	Using a pipette, pour into two series of two tubes in duplicate, increasing volumes of the last dilution of the sample solution, complete 5 ml with distilled water and add 5 ml of culture medium for the test. .



	Tubo No.: 9
	10
	11
	12
	13

	Solución de la muestra: 0,25
	0,50
	0,75
	1,0
	1,50 ml

	Agua: 4,75
	4,50
	4,25
	4,0
	3,50 ml

	Medio de cultivo: 5 ml en cada tubo



	Tube #.: 9
	10
	11
	12
	13

	Sample solution : 0.25
	0.50
	0.75
	1.0
	1.50 ml

	Water: 4.75
	4.50
	4.25
	4.0
	3.50 ml

	Culture medium: 5 ml in each tube



	Tapar los tubos con capuchones o mediante una tapa adecuada que cubra ambas filas de tubos en el soporte.
	Cover the tubes with caps or with a suitable cover that covers both rows of tubes in the support.

	B.19.6.6 Esterilización del ensayo
	B.19.6.6 Test sterilization

	Esterilizar los tubos durante 10 min a 115°C, luego enfriarlos en un baño de agua fría.
	Sterilize the tubes for 10 min at 115°C, then cool them in a cold water bath.

	B.19.6.7 Inoculación
	B.19.6.7 Inoculation

	B.19.6.7.1 Preparación y estandarización del inóculo
	B.19.6.7.1 Preparation and standardization of inoculum

	Justo antes de inocular el ensayo, transferir una cantidad suficiente del cultivo preparado bajo (B.19.6.1) a un tubo de centrífuga estéril, centrifugar a 2600 rpm durante 5 min, decantar y resuspender el paquete celular en 10 ml de solución salina. Hacer dos lavados más. Transferir a una cubeta de 1 cm y efectuar la lectura en el espectrofotómetro a 575 nm. Estandarizar el cultivo a fin de obtener siempre aproximadamente la misma extinción. No debe olvidarse sustraer de la extinción del cultivo la del medio de ensayo, que es un medio coloreado.
	Just before inoculating the sample, transfer a sufficient amount of the culture prepared according to (B.19.6.1) to a sterile centrifuge tube, centrifuge at 2600 rpm for 5 min, decant and resuspend the cell packet in 10 ml of saline solution. Do two more washes. Transfer to a 1 cm container and read the spectrophotometer at 575 nm. Standardize the culture in order to always obtain approximately the same extinction. It should not be forgotten to subtract from the extinction of the culture that of the test medium, which is a colored medium.

	Según la extinción, diluir "n" gotas del cultivo (B.19.6.1) en un tubo que contenga 10 ml de medio (B.19.6.4). Este tubo es el inóculo.
	Depending on the extinction, dilute "n" drops of the culture (B.19.6.1) in a tube containing 10 ml of medium (B.19.6.4). This tube is the inoculum.

	Así pues, para una extinción del cultivo (B.19.6.1) entre 1,10 y 1,25 (después de sustraer la extinción propia del medio), introducir 2 gotas de cultivo en el tubo que contiene 10 ml de medio (B.19.6.4). Si la extinción no se encuentra en la zona arriba mencionada, adaptar la dilución como sigue:
	Thus, for an extinction of the culture (B.19.6.1) between 1.10 and 1.25 (after subtracting the proper extinction of the medium), introduce 2 drops of culture into the tube containing 10 ml of medium (B.19.6.4). If the extinction is not in the area mentioned above, adapt the dilution as follows:



	-extinción inferior a 1,10: introducir proporcionalmente más gotas en el tubo (no más de 3 gotas)

	-extinción superior a 1,25: diluir proporcionalmente con el medio (B.19.6.4).



	-extinction less than 1.10: provide proportionally more drops in the tube (no more than 3 drops)

	-extinction greater than 1.25: dilute proportionally with the medium (B.19.6.4) .



	B.19.6.7.2 Inoculación
	B.19.6.7.2 Inoculation

	Mediante una micropipeta de punta estéril, inocular 0,1 ml del inóculo en cada tubo de las series patrón y producto. Los tubos del blanco (bl) no se inoculan.
	Using a sterile-tip micropipette, inoculate 0.1 ml of the inoculum in each tube of the P-series and product series. The blank tubes (bl) are not inoculated.

	Después de inocular, agitar los tubos ligeramente a fin de repartir el microorganismo uniformemente en el medio.
	After inoculating, shake the tubes slightly so as to distribute the microorganism evenly in the middle.

	B.19.6.8 Incubación
	B.19.6.8 Incubation

	Incubar los tubos inoculados durante aproximadamente 18 a 24 h a 35°C. Observar los tubos con regularidad al cabo de las 14 h. Verificar si la diferencia de desarrollo del microorganismo es suficiente entre la primera y la última dilución de la solución patrón.
	Incubate the inoculated tubes for approximately 18 to 24 hours at 35°C. Check the tubes regularly after 14 hours. Check whether the difference in the development of microorganism is sufficient between the first and the last dilution of the standard solution.

	Si es necesario, prolongar la incubación hasta que se obtenga un crecimiento óptimo del microorganismo.
	If necessary, prolong the incubation until an optimal growth of the microorganism is obtained.

	Después de la incubación se recomienda interrumpir el crecimiento del microorganismo simultáneamente en todos los tubos, colocándolos en un baño de agua fría.
	After incubation it is recommended to interfere with the growth of the microorganism or simultaneously in all the tubes, placing them in a cold water bath .

	B.19.6.9 Lecturas
	B.19.6.9 Readings

	Mediante un agitador para tubos de ensaye, poner en suspensión el depósito formado por el desarrollo del microorganismo. Transferir la suspensión a un tubo o una cubeta óptica, según el fotómetro. Medir la transmitancia o absorbancia a 575 nm ajustando el 100% T o a 0% de A del aparato con el blanco (bl). *
	Using a stirrer for test tubes, suspend the tank formed by the development of the microorganism. Transfer the suspension to a tube or an optical container, depending on the photometer. Measure the transmittance or absorbance at 575 nm by adjusting 100% T or 0% A of the device with the blank (bl). *

	Agitar y leer un tubo después de otro, a fin de evitar la sedimentación del microorganismo.
	Shake and read one tube after another, in order to avoid sedimentation of the microorganism.

	* Nota: Si la determinación se hace en absorbancia buscar el equivalente de los valores de los ejemplos, dados en transmitancia.
	* Note: If the determination is made in absorbance look for the equivalent of the values of the examples, given in transmittance.

	B.19.7 Cálculos
	B.19.7 Calculations

	B.19.7.1 Curva de calibración
	B.19.7.1 Calibration curve

	Trazar la curva de calibración en papel milimétrico o mediante una calculadora con regresión lineal, llevando la lectura media de cada grupo de tres tubos a la ordenada y los ng de vitamina B12 a la abscisa.
	Draw the calibration curve on millimeter paper or using a calculator with line lineal regression, taking the average reading of each group of three tubes to in order and the ng of vitamin B12 to the abscissa.


Ejemplo:
	Tubo No.
	ml
	µg
	lecturas
	media

	
	
	
	1
	2
	3
	

	0
	0,0
	0,0
	95,1
	95,0
	95,1
	95,0

	1
	0,25
	0,0125
	82,2
	80,9
	82,4
	81,8

	2
	0,50
	0,025
	67,5
	67,0
	66,1
	66,9

	3
	0,75
	0,0375
	55,0
	56,5
	57,5
	56,3

	4
	1,0
	0,050
	48,5
	48,9
	47,2
	48,2

	5
	1,5
	0,075
	37,1
	37,8
	36,8
	37,2

	6
	2
	0,100
	30,5
	30,5
	30,3
	30,4

	7
	2,5
	0,125
	25,4
	23,2
	24,4
	24,3

	8
	3,0
	0,150
	20,2
	21,2
	20,0
	20,5


Example:
	Tube #.
	ml
	µg
	readings
	medium

	
	
	
	1
	2
	3
	

	0
	0.0
	0.0
	95.1
	95.0
	95.1
	95.0

	1
	0.25
	0.0125
	82.2
	80.9
	82.4
	81.8

	2
	0.50
	0.025
	67.5
	67.0
	66.1
	66.9

	3
	0.75
	0.0375
	55.0
	56.5
	57.5
	56.3

	4
	1.0
	0.050
	48.5
	48.9
	47.2
	48.2

	5
	1.5
	0.075
	37.1
	37.8
	36.8
	37.2

	6
	2
	0.100
	30.5
	30.5
	30.3
	30.4

	7
	2.5
	0.125
	25.4
	23.2
	24.4
	24.3

	8
	3.0
	0.150
	20.2
	21.2
	20.0
	20.5


 
	Observaciones:
	Observations:

	La curva de calibración es característica de cada vitamina. Es tanto mejor cuanto mayor sea la parte que ocupa de la escala de transmisión.
	The calibration curve is characteristic of each vitamin. It is all the better the larger the part that occupies the transmission scale.

	Repetir el ensayo cuando la curva de crecimiento esté mal desarrollada, esto puede deberse a la cepa o al medio de cultivo para el ensayo; que deben verificarse por separado.
	Repeat the test when the growth curve is poorly developed, this may be due to the strain or to the culture medium for the test; which must be verified separately.

	B.19.7.2 Contenido de vitamina en el producto
	B.19.7.2 Vitamin content in the product

	La media de las lecturas de cada par de tubos permite leer en la curva de calibración la cantidad de vitamina y calcular su concentración en la última dilución de la muestra.
	The average of the readings of each pair of tubes allows reading the amount of vitamin in the calibration curve and calculating its concentration in the last dilution of the sample.


Ejemplo:
	Tubo No.
	ml
	lecturas
	media
	µg*
	µg/ml

	
	
	1
	2
	
	
	

	9
	0,25
	(93)
	81,8
	81,8
	0,0131
	0,0524

	10
	0,50
	66,1
	65,3
	65,7
	0,0263
	0,0526

	11
	0,75
	54,8
	56,8
	55,8
	0,038
	0,0507

	12
	1
	48,5
	48,1
	48,3
	0,049
	0,0490

	13
	1,5
	37
	38
	37,5
	0,077
	0,0513


	Media 0,0512(=C)
Example:
	Tube #.
	ml
	readings
	Medium
	µg *
	µg/ml

	
	
	1
	2
	
	
	

	9
	0.25
	(93)
	81.8
	81.8
	0.013 1
	0.0524

	10
	0.50
	66.1
	65.3
	65.7
	0.0263
	0.0526

	11
	0.75
	54.8
	56.8
	55.8
	0.038
	0.0507

	12
	one
	48.5
	48.1
	48.3
	0.049
	0.0490

	13
	1.5
	37
	38
	37.5
	0.077
	0.051 3


              Medium 0.0512 (= C)
	 ( ) = valor aberrante
	() = aberrant value 

	* = valores leídos en la curva de calibración
	* = values ​​read in the calibration curve

	Observación:
	Observation:

	Fluctuaciones pequeñas en los valores de la última columna son prueba de un buen ensayo.
	Small fluctuations in the values of the last column are proof of a good test.

	Calcular el contenido de vitamina en µg/100 g de producto, teniendo en cuenta las diluciones sucesivas y la concentración en la muestra diluida.
	Calculate the vitamin content in µg/100 g of product, taking into account the dilutions are successive and the concentration in the diluted sample.

	El contenido de vitamina B12, expresado en µg/100 g de producto es igual a:
	The content of vitamin B12, expressed in µg/100 g of product is equal to:

	[bookmark: _Hlk33102858][image: ]
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	En donde:
	Where: 

	C = media de las concentraciones leídas en la curva de calibración, en ng/ml
	C = average of the concentrations read in the calibration curve, in ng/ml

	V1 = volumen en el que se ha disuelto la toma de ensayo, en ml
	V1 = volume n in which the test was taken or distilled , in ml 

	V2 = parte alícuota de V1, en ml
	V2 = aliquot of V1, in ml 

	V3 = volumen al que se ha diluido la parte alícuota V2, en ml
	V3 = volume to which the aliquot part V2 has been diluted, in ml

	m = toma de ensayo, en g
	m = test sample, in g

	Ejemplo:
	Example:

	246 g (m) de producto se han pesado en un matraz aforado de 100 ml (V1). Se ha tomado una parte alícuota de 20 ml (V2), que se ha diluido en un matraz aforado de 100 ml (V3).
	246 g (m) of product have been weighed in a 100 ml volumetric flask (V1). A 20 ml aliquot (V2) has been taken, which has been diluted in a 100 ml volumetric flask (V3).

	La media de las concentraciones en vitamina B12 leídas en la curva de calibración es 0,0512 ng/ml (C).
	The average of the concentrations in vitamin B12 read in the calibration curve is 0.0512 ng/ml (C).

	El contenido en vitamina B12 es:
	The vitamin B 12 content is:

	[bookmark: _Hlk33103081][image: ]
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	B.20 DETERMINACION DE VITAMINA K1 POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)
	B.20 DETERMINATION OF VITAMIN K1 BY HIGH RESOLUTION LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC)

	B.20.1 Fundamento
	B.20.1 Basis 

	Se extrae la fracción liposoluble de una muestra en un tubo de centrífuga o mediante una columna de tierra de infusorios. Se separan las grasas en una columna HPLC preparativa y se recoge la fracción que contiene la vitamina K1. Se inyecta esta fracción en una columna HPLC analítica y se determina el contenido de vitamina K1 mediante un detector espectrofotométrico.
	The fat-soluble fraction of a sample is extracted in a centrifuge tube or through a column of diatomite. The fats are separated in a preparative HPLC column and the fraction containing vitamin K1 is collected. This fraction is injected into an analytical HPLC column and the vitamin K1 content is determined by a spectrophotometric detector.

	B.20.2 Reactivos y materiales
	B.20.2 Reagents and materials

	B.20.2.1
	B.20.2.1

	Dimetilsulfóxido (DNSO) para síntesis
	Dimethylsulfoxide (DNSO) for synthesis

	Alcohol etílico absoluto para análisis
	Absolute Ethyl Alcohol for analysis

	n-Hexano grado purísimo
	n-hexane pure grade

	Isooctano para análisis
	Isooctane for analysis

	Acetonitrilo para cromatografía
	Acetonitrile for chromatography

	Vitamina K1
	Vitamin K1

	Pirogalol para análisis
	Pyrogallol for analysis

	Diclorometano para cromatografía
	Dichloromethane for chromatography

	Papaína soluble
	Soluble papain

	Tetrahidrofurano para análisis
	Tetrahydrofuran for analysis

	20 columnas preparadas para extracción de sustancias lipófilas de soluciones acuosas
	20 columns prepared for extraction of lipophilic substances from aqueous solutions

	Envase de repuesto para 50 rellenos de la columna
	Replacement container for 50 column fillings

	Diastasa
	Diastase

	B.20.2.2 Materiales
	B.20.2 .2 Materials

	Tubos para centrífuga de vidrio de 40 ml
	Tubes for 40 ml glass centrifuge

	Tapones huecos hexagonales de diferentes medidas
	Hexagonal hollow caps of different sizes

	Matraces en forma de pera de 10 ml
	10 ml pear-shaped flasks

	Matraces en forma de pera de vidrio de 25 y 250 ml
	Flasks is in the form of a glass pear of 25 and 250 ml

	Pipetas graduadas hasta la punta de 1 ml: 0,005; 5 ml: 0,05; 10 ml: 0,10 y 20 ml: 0,10
	Pipettes graduated to 1 ml tip: 0.005; 5 ml: 0.05; 10 ml: 0.10 and 20 ml: 0.10

	Micromatraz aforado de precisión de 2 ml
	Precision volumetric micro-flask 2ml

	Matraces aforados de vidrio de 10, 50 y 100 ml
	Volumetric flasks of 10, 50 and 100 ml glass

	Filtro con poro de 0,45 µm
	0.45 µm pore filter

	Nota: Utilizar material de vidrio actínico cuidadosamente lavado, con el fin de evitar que sea fuente de contaminación.
	Note: Use materials of actinic glass carefully washed, in order to prevent a source of contamination.

	B.20.3 Aparatos e instrumentos
	B.20.3 Devices and instruments

	Jeringuilla para HPLC de 1 ml y de aguja intercambiable
	Small syringe for HPLC 1 ml and interchangeable needle

	Aguja para jeringuilla de HPLC
	HPLC syringe needle

	Cilindro para gas comprimido, N2
	Cylinder of compressed gas, N2

	Manodentor para gas comprimido, N2
	Mano retainer for compressed gas, N2

	Agitador para tubos de ensaye
	Stirrer for test tubes

	Estufa de laboratorio
	Laboratory stove

	Instalación de HPLC que consta de:
	HPL C installation consisting of :

	Para cromatografía preparativa: una bomba, un inyector (loop de 500 µl), una columna preparativa, un detector de longitud de onda variable, un registrador para cromatografía analítica: una bomba, un inyector (loop de 100 µl), una columna analítica, un detector de longitud de onda variable, un registrador.
	For preparative chromatography: a pump, an injector (500 µl loop), a preparative column, a variable wavelength detector, a recorder for analytical chromatography: a pump, an injector (100 µl loop), an analytical column, a variable wavelength detector, a recorder.

	Para una determinación por día, basta con un detector de longitud de onda variable y un solo registrador para ambos sistemas.
	For one determination per day, a variable wavelength detector and a single recorder for both systems are sufficient.

	Balanza de precisión
	Precision scale

	Balanza analítica, 162 g; 0,1 mg
	Analytical scale, 162 g; 0.1 mg

	Centrífuga
	Centrifuge

	Placa con pinzas para tubos de centrífuga
	Plate with tongs for centrifuge tubes

	Mesa vibrante, movimiento alternante
	Vibrating table, alternating movement

	Baño ultrasónico
	Ultrasonic bath

	B.20.4 Preparación de soluciones
	B.20.4 Preparation of solutions

	B.20.4.1 Solución de pirogalol de 1 g/100 ml
	B.20.4.1 Pyrogallol solution of 1 g/100 ml

	El día de la determinación disolver en un matraz aforado de 25 ml, 250 mg de pirogalol en alcohol etílico.
	On the day of the determination, dissolve in a 25 ml volumetric flask, 250 mg of pyrogallol in ethyl alcohol.

	B.20.4.2 Fase móvil para HPLC preparativa: 1% de acetato de etilo en isooctano.
	B.20.4.2 Mobile phase for preparative HPLC: 1% ethyl acetate in isooctane.

	En un matraz aforado de 1 000 ml, mezclar 10 ml de acetato de etilo con isooctano previamente degasificado bajo presión reducida y filtrado. Llevar a volumen.
	In a 1000 ml volumetric flask, mix 10 ml of ethyl acetate with previously degasified isooctane under reduced and filtered pressure. Bring to volume.

	B.20.4.3 Fase móvil para purificar la columna preparativa: 10% de acetato de etilo en isooctano.
	B.20.4.3 Mobile phase to purify the preparative column: 10% ethyl acetate in isooctane.

	En un matraz aforado de 500 ml, mezclar 50 ml de acetato de etilo con isooctano previamente degasificado bajo presión reducida y filtrado. Llevar a volumen.
	In a 500 ml volumetric mixture, mix 50 ml of ethyl acetate with previously degassed isooctane under reduced and filtered pressure. Bring to volume.

	B.20.4.4 Fase móvil para HPLC analítica: acetonitrilo-diclorometano-propanol-2 89:10:1 v/v/v
	B.20.4.4 Mobile phase for analytical HPLC: acetonitrile-dichloromethane-propanol-2 89:10:1 v/v/v

	Degasificar 1 litro de acetonitrilo bajo presión reducida y filtrar sobre una membrana.
	Degasify 1 liter of acetonitrile under reduced pressure and filter through a membrane.

	En un matraz aforado de 1 000 ml, mezclar 100 ml de diclorometano y 10 ml de propanol-2 con acetonitrilo y llevar a volumen.
	In a 1000 ml volumetric flask, mix 100 ml of dichloromethane and 10 ml of propanol-2 with acetonitrile and bring to volume.

	B.20.4.5 Soluciones patrón de vitamina K1
	B.20.4.5 Standard solutions of vitamin K1

	En un matraz aforado de 100 ml, pesar exactamente 40 mg de vitamina K1 (fitomenadiona). Disolver y llevar a volumen con n-hexano. Esta es la solución 1 de 0,40 mg/ml. Se conserva una semana a 4°C.
	In a volumetric flask of 100 ml, weigh exactly 40 mg vitamin K1 (phytonadione). Dissolve and bring to volume with n-hexane. This is the solution 1 of 0.40 mg/ml. It is conserved for a week at 4°C.

	Justo antes de la determinación, efectuar las diluciones siguientes con n-hexano:
	Just before the determination, perform the following dilutions with n-hexane:

	Solución 2: diluir 5 ml de solución 1 en un matraz aforado de 50 ml (40 µg/ml).
	Solution 2: dilute 5 ml of solution 1 in a 50 ml volumetric flask (40 µg/ml).

	Solución 3: diluir 5 ml de solución 2 en un matraz aforado de 50 ml (4 µg/ml). Determinar la concentración exacta de vitamina K1 midiendo la extinción (E) a 248 nm.
	Solution 3: Dilute 5 ml of solution 2 in a 50 ml volumetric flask (4 µg/ml). Determine the exact concentration of vitamin K1 by measuring the extinction (E) at 248 nm. 



	E1% en n-hexano = 435

	1 cm

	E 1 % in n-hexane = 435

	1 cm


 
	Solución 4: diluir 5 ml de solución 3 en un matraz aforado de 50 ml (0,4 µg/ml). Utilizar esta solución como patrón en la cromatografía preparativa para determinar el tiempo de retención.
	Solution 4: Dilute 5 ml of solution 3 in a flask 50 ml graduated (0. 4 µg/ml). Use this solution as a standard in preparative chromatography to determine retention time. 

	Solución 5: Mediante una pipeta, vertir 1 ml de solución 3 en un matraz aforado de 10 ml; evaporar a sequedad el disolvente bajo una ligera corriente de nitrógeno. Disolver y llevar a volumen con la fase móvil (B.23.4.4). Utilizar esta solución (0,4 µg/ml) como patrón en la cromatografía analítica.
	Solution 5: Using a pipette, pour 1 ml of solution 3 into a 10 ml volumetric flask; evaporate the solvent to dryness under a slight stream of nitrogen. Dissolve and bring to volume with the mobile phase (B.23.4.4). Use this solution (0.4 µg/ml) as a standard in analytical chromatography .

	B.20.5 Procedimiento
	B.20.5 Procedure

	B.20.5.1 Preparación de la toma de ensayo
	B.20.5.1 Preparation of the test sample

	B.20.5.1.1 Extracción en tubos de centrífuga
	B.20.5.1.1 Extraction in centrifuge tubes

	B.20.5.1.1.1 Productos sólidos
	B.20.5.1.1.1 Solid products

	Pesar 20 g de producto en un matraz aforado de 100 ml. Añadir 50 ml de agua a 45°C, luego 0,1 g de diastasa; a continuación, incubar durante 20 min a 40°C. Introducir 0,1 g de papaína e incubar de nuevo durante 20 min a 40°C. Llevar a volumen con agua a temperatura ambiente. La suspensión debe ser homogénea; si no, colocar el matraz en un baño ultrasónico durante unos 5 min. Tomar 5 ml de suspensión e introducir en un tubo de centrífuga de vidrio provisto de un esmerilado. Añadir 10 ml de dimetilsulfóxido y mezclar. Introducir 5 ml de solución de pirogalol y agitar. Luego añadir 10 ml de n-hexano y agitar el tubo vigorosamente durante 10 min mediante una mesa vibrante. Centrifugar el tubo, a fin de separar las dos fases líquidas.
	Weigh 20 grams of product in a 100 ml volumetric flask. Add 50 ml of water at 45°C, then 0.1 g of diastase; then incubate for 20 min at 40°C. Introduce 0.1 g of papain and incubate again for 20 minutes at 40°C. Bring to volume with water at room temperature. The suspension must be homogeneous; if not, place the flask in an ultrasonic bath for about 5 min. Take 5 ml of suspension and place in a glass centrifuge tube with grinding. Add 10 ml of dimethylsulfoxide and mix. Introduce 5 ml of pyrogallol solution and stir. Then add 10 ml of n-hexane and shake the tube vigorously for 10 min using a vibrating table. Centrifuge the tube, in order to separate the two liquid phases.

	Transferir la fase superior a otro tubo de centrífuga.
	Transfer the upper phase to another centrifuge tube .

	Añadir 10 ml de n-hexano al primer tubo y agitar, luego centrifugar igual que arriba. Tomar la fase superior y añadir a la que ya se ha recuperado.
	Add 10 ml of n-hexane to the first tube and stir, then centrifuge as above. Take the upper phase and add to the one that has already been recovered.

	B.20.5.1.1.2 Productos líquidos
	B.20.5.1.1.2 Liquid products

	Pesar 5 g de producto homogéneo en un tubo de centrífuga de vidrio provisto de un esmerilado. Añadir 10 ml de dimetilsulfóxido y mezclar bien. Añadir 5 ml de solución de pirogalol y agitar. Luego añadir 10 ml de n-hexano y agitar el tubo vigorosamente durante 5 min mediante una mesa vibrante. Centrifugar el tubo, a fin de separar las dos fases líquidas.
	Weigh 5 g of homogeneous product in a glass centrifuge tube equipped with grinding. Add 10 ml of dimethylsulfox and mix well. Add 5 ml of pyrogallol solution and stir. Then add 10 ml of n-hexane and shake the tube vigorously for 5 min using a vibrating table. Centrifuge the tube, in order to separate the two liquid phases. 

	Transferir la fase superior a otro tubo de centrífuga.
	Transfer the superior phase to another centrifuge tube.

	Añadir 10 ml de n-hexano al primer tubo y agitar, luego centrifugar igual que arriba. Tomar la fase superior y añadir a la que ya se ha recuperado.
	Add 10 ml of n-hexane to the first one and stir, then centrifuge as above. Take the superior phase and add it to the one that has already been recovered.

	B.20.5.1.1.3 Lavado del extracto
	B.20.5.1.1.3 washing the extract

	En el tubo de centrífuga que contiene la fase orgánica, añadir 10 ml de agua destilada. Agitar vigorosamente durante 5 min mediante la mesa vibrante y centrifugar.
	In the centrifuge tube containing the organic phase, add 10 ml of distilled water. Shake vigorously for 5 minutes using the vibrating table and centrifuge.

	Mediante una pipeta Pasteur tomar lo mejor posible la fase orgánica, que debe ser límpida y transferirla a un matraz en forma de pera de vidrio de 50 ml. Añadir 2 ml de n-hexano en la superficie de la fase acuosa, tomar de nuevo la fase orgánica e introducir en el matraz.
	Using a Pasteur pipette, take the best possible organic phase, which must be clear and then transfer it to a 50 ml glass pear-shaped flask. Add 2 ml of n-hexane on the surface of the water and water, take the organic phase again and introduce into the flask.

	B.20.5.1.2 Extracción mediante la columna de tierra de infusorios.
	B.20.5.1.2 Extraction by means of the infusorial column.

	B.20.5.1.2.1 Productos sólidos
	B.20.5.1.2.1 Solid products

	En un matraz aforado de 100 ml de vidrio, pesar 2 g de producto. Añadir 0,200 g de papaína, luego 25 ml de agua a 45°C. Mezclar bien, utilizar un baño ultrasónico si es necesario para deshacer los grumos. Incubar durante 30 min en la estufa a 40°C. Añadir 10 ml de dimetilsulfóxido y agitar el matraz durante 5 min mediante una mesa vibrante. Enfriar el matraz si es necesario y añadir 40 ml de tetrahidrofurano. Agitar el matraz vigorosamente durante 10 min. Llevar a volumen con agua y mezclar bien.
	In a 100 ml glass volumetric flask, weigh 2 g of product. Add 0.200 g of papain, then 25 ml of water at 45°C. Mix well, use an ultrasonic bath if necessary to remove the lumps. Incubate for 30 min in the oven at 40°C. Add 10 ml of dimethylsulfoxide and shake the flask for 5 min using a vibrating table. Cool the flask if necessary and add 40 ml of tetrahydrofuran. Shake the flask vigorously for 10 min. Bring to volume with water and mix well.

	B.20.5.1.2.2 Productos líquidos
	B.20.5.1.2.2 Liquid products 

	En un matraz aforado de 10 ml de vidrio, pesar 10 g de producto. Añadir 0,200 g de papaína y mezclar bien. Incubar durante 30 min en la estufa a 40°C. A continuación añadir 20 ml de agua y 10 ml de dimetilsulfóxido y agitar el matraz durante 5 min mediante una mesa vibrante. Enfriar el matraz si es necesario y añadir 40 ml de tetrahidrofurano. Agitar el matraz vigorosamente durante 10 min. Llevar a volumen con agua y mezclar bien.
	In a 10 ml volumetric glass flask, weigh 10 g of product. Add 0.200 g of papain and mix well. Incubate for 30 min in the oven at 40°C. Then add 20 ml of water and 10 ml of dimethylsulfoxide and shake the flask for 5 min using a vibrating table. Cool the flask if necessary and add 40 ml of tetrahydrofuran. Shake the flask vigorously for 10 min. Bring to volume with water and mix well.

	B.20.5.1.2.3 Preparación de la columna de extracción
	B.20.5.1.2.3 Preparation of the extraction column

	Colocar el filtro circular de 10 mm en el portafiltro inferior e introducir éste en el cuerpo de la columna. Rellenar la columna con el contenido de un sobre y agitar de 10 a 20 seg mediante un vibrador de reactivos.
	Place the 10 mm circular filter in the lower filter holder and insert it into the column body. Fill the column with the contents of an envelope and shout for 10 to 20 seconds using a reagent vibrator .

	Presionar el filtro circular de 24 mm en el anillo con borde reforzado del recambio y deslizar éste dentro del cuerpo de la columna hasta que el filtro se encuentre sobre la superficie del relleno.
	Press the 24 mm circular filter on the ring with reinforced edge of the spare part and slide it into the body of the column until the filter is on the surface of the filling.

	Fijar una aguja a la conexión Luer, situada en el extremo inferior de la columna; sujetar ésta mediante  una pinza.
	Secure a needle to the Luer connection, located at the lower end of the column; hold this one with a clamp. 

	B.20.5.1.2.4 Llenado de la columna y elución
	B.20.5.1.2.4 Filling the column and elution

	Mediante una pipeta aforada transferir 20 ml del contenido del matraz aforado (B.20.5.1.2.1 o B.20.5.1.2.2) a la columna de extracción B.20.5.1.2.3. Evitar arrastrar sedimento durante esta operación. Al cabo de 15 min eluir lentamente con 100 ml de n-hexano. La fase acuosa debe permanecer absorbida en la columna. Recoger el eluato en un matraz en forma de pera de 250 ml de vidrio. Interrumpir la operación a más tardar 30 min después que todo el n-hexano haya penetrado en la columna.
	Using a volumetric pipette transfer 20 ml of the volumetric flask contents (B.20.5.1.2.1 or B.2 0.5.1.2.2) to the extraction column B.2 0.5.1.2.3. Avoid dragging sediment to this operation. After 15 min, slowly elute with 100 ml of n-hexane. The aqueous phase must remain absorbed in the column. Collect the eluate in a 250 ml glass pear shaped flask. Interrupt the operation no later than 30 min after all the n-hexane has penetrated the column.

	B.20.5.2 Evaporación del extracto y preparación del extracto final de la toma de ensayo.
	B.20.5.2 Evaporation of the extract and preparation of the final extract of the test sample. 

	Evaporar la solución (B.20.5.1.1.3 o B.20.5.1.2.4) bajo presión reducida y eliminar las últimas trazas de disolvente mediante una ligera corriente de nitrógeno. Recuperar el residuo cuantitativamente con la fase móvil y transferir a un matraz aforado de 5 ml para la extracción en tubos de centrífuga o de 2 ml para la extracción en columnas. Filtrar sobre una membrana antes de inyectar en la columna HPLC.
	Evaporate the solution (B.20.5.1.1.3 or B.20.5.1.2.4) under reduced pressure and remove the last traces of solvent by a gentle stream of nitrogen. Recover the residue quantitatively with the mobile phase and transfer to a 5 ml volumetric flask for extraction in centrifuge tubes or 2 ml for column extraction. Filter over a membrane before injecting into the HPLC column.

	B.20.5.3 Cromatografía preparativa
	B.20.5.3 Chromatography preparative

	Mantener el sistema HPLC preparativo con las características siguientes:
	Maintain the system at HPLC preparative with the following characteristics:



	Columna:
	Lichrosorb-Si 60, 5 µm, 8 x 120 mm, o equivalente.

	Loop:
	500 µl

	Fase móvil:
	ver punto 23.4.2

	Caudal:
	3 ml/min

	Detector:
	Espectrofotómetro 254 nm, 0,05 AUFS

	Registrador:
	10 mm/min



	Column:
	Lichrosorb-Si 60, 5 µm, 8 x 120 mm, or equivalent.

	Loop:
	500 µl

	Mobile phase :
	see point 23.4.2

	Flow:
	3 ml/min

	Detector:
	Spectrophotometer 254 nm, 0.05 AUFS

	Register :
	10 mm/min



	Inyectar primero 0,500 ml de solución patrón 4 y determinar el tiempo de retención aproximado debe ser de 5 a 7 min. A continuación inyectar 0,500 ml de solución de extracto y recoger la fracción que contiene la vitamina K1 en un matraz en forma de pera de 10 ml de vidrio, comenzando unos 30 seg antes de que se eluya la vitamina K1; interrumpir la operación unos 30 seg después de que haya sido eluida la vitamina K1.
	Inject first 0.500 ml of standard solution 4 and determine the approximate retention time, it should be 5 to 7 min. Then inject 0.500 ml of solution of extract and collect the fraction containing vitamin K1 in a glass pear shaped flask 10 mL, starting about 30 seconds before the vitamin K1; interrupt the operation about 30 sec after it has been eluted from vitamin K1.

	B.20.5.4 Limpieza de la columna preparativa
	B.20.5.4 Cleaning the preparative column

	A fin de eliminar rápidamente todas las impurezas retenidas por la columna durante la cromatografía preparativa, aumentar la polaridad de la fase móvil utilizando una mezcla al 10% de acetato de etilo en isooctano (B.20.4.3). Esta operación dura aproximadamente de 10 a 15 min.
	In order to quickly remove all impurities retained by the column during preparative chromatography, increase the polarity of the mobile phase using a 10% mixture of ethyl acetate in isooctane (B.20.4.3). This operation takes approximately 10 to 15 min.

	Volver a introducir la fase móvil (B.20.4.2) y eluir hasta obtener una línea de base estable (aproximadamente 10 min). La columna está lista para otra inyección preparativa.
	Introduce again the mobile phase (B.20.4.2) and elute until a stable baseline (approximately 10 mi ) is obtained. The column is ready for another preparative injection.

	B.20.5.5 Cromatografía analítica
	B.20.5.5 Analytical chromatography.

	Evaporar a sequedad bajo una ligera corriente de nitrógeno la fracción recogida bajo (B.20.5.3). Recuperar el residuo con 250 µl de fase móvil (B.20.4.4); agitar suavemente para disolver bien el residuo.
	Evaporate to dryness under a light stream of nitrogen the section collected under (B.20.5.3). Recover the residue with 250 µl of mobile phase (B.20.4.4); Shake lightly to dissolve the residue well.

	Montar el sistema HPLC analítico con las características siguientes:
	Mount the HPLC analytical system with the following characteristics:



	Columna:
	Spherisorb ODS, 5 µm, 4,6 x 250 mm, o equivalente.

	Loop:
	100 µl

	Fase móvil:
	ver punto 23.4.4

	Caudal:
	2 ml/min

	Detector:
	espectofotómetro 248 nm, 0,01 AUFS

	Registrador:
	10 mm/min



	Column:
	Spherisorb ODS, 5 µm, 4.6 x 25 0 mm, or equivalent.

	Loop:
	100 µl

	Mobile phase:
	see point 23.4.4

	Flow:
	2 ml/min

	Detector:
	spectrophotometer 248 nm, 0.01 AUFS

	Recorder:
	10 mm/min




	Inyectar primero 0,100 ml de solución patrón 5 y determinar el tiempo de retención aproximado: debe ser aproximadamente de 5 min. A continuación inyectar 0,100 ml de la fracción obtenida más arriba.
	First inject 0.100 ml of standard solution 5 and determine the approximate retention time: it must be approximately 5 minutes. Then inject 0.100 ml of the section obtained above.

	Medir la altura de los picos correspondientes a la vitamina K1 en el patrón así como en el extracto.
	Measure the height of the corresponding peaks for vitamin K1 in standard as well as the extract.

	Nota: El grado de silanización de la columna en fase inversa puede variar. Si es necesario, ajustar el porcentaje de diclorometano contenido en la fase móvil B.20.4.4 a fin de obtener un tiempo de retención de unos 5 min. Si el tiempo de retención es demasiado largo o demasiado corto, aumentar o disminuir respectivamente la cantidad de diclorometano.
	Note: The degree of silanization of the inverted column may vary. If necessary, adjust the percentage of dichloromethane contained in mobile phase B.20.4.4 in order to obtain a retention time of about 5 million. If the retention time is too long or too short, respectively increase or decrease the amount of dichloromethane.

	B.20.6 Cálculo y expresión de resultados.
	B.20.6 Calculation and expression of results . 

	El contenido de vitamina K1 (fitomenadiona), en µg/100 g de producto, es igual a:
	The content of vitamin K1 (phytomenadione), in µg/100 g of product, is equal to:

	Productos líquidos, con tratamiento de extracción en tubos de centrífuga:
	Liquid products, with extraction treatment in centrifuge tubes:
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	Productos sólidos, con tratamiento de extracción en tubos de centrífuga; productos sólidos y líquidos con tratamiento de extracción en columnas:
	Solid products, with extrusion treatment in centrifuge tubes; solid and liquid products with extrusion treatment in columns:
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	En donde:
	Where:

	h2 = altura del pico del extracto, en mm
	h2 = height of the extract peak , in mm 

	C = concentración de la solución patrón, en µg/ml (en general 0,4 µg/ml)
	C = concentration of the standard solution, in µg/ml (in general 0.4 µg/ml)

	V0 = volumen de extracto obtenido bajo B.20.5.2 (en general 5 ó 2 ml)
	V0 = volume of extract obtained under B.20.5.2 (in general 5 or 2 ml) 

	V2 = volumen en el cual ha sido diluida la fracción después de la cromatografía preparativa (en general 0,250 ml)
	V2 = volume in which the section has been diluted after preparative chromatography (in general 0.250 ml)

	V = volumen en el cual ha sido disuelta la toma de ensayo, en ml (en general 100 ml)
	V = volume in which the test sample has been dissolved, in ml (generally in 100 ml)

	h1 = altura del pico del patrón, en mm
	h1 = height of the peak of the solution, in mm

	V3 = parte alícuota de V vertida en la columna de extracción en ml (en general 20 ml), o parte alícuota de V introducida en el tubo de extracción, en ml (para productos sólidos, en general 5 ml)
	V3 = aliquot of V poured into the extraction column in ml (generally 20 μl), or aliquot of V introduced into the extraction tube, in ml (for solid products, in general 5 ml)

	V1 = volumen del extracto (V0) inyectado en la columna preparativa (en general 0,500 ml)
	V1 = volume n of the extract (V0) injected into the preparative column (in general 0.500 ml)

	m = masa de la toma de ensayo, en g
	m = mass of the test shot, in g

	B.20.7 Sensibilidad del método
	B.20.7 Sensitivity of the method 

	El límite de detección es de aproximadamente 3 µg/100 g de producto; así pues, es posible medir con precisión aceptable contenidos de vitamina K1 a partir de una concentración de 5 µg/100 g.
	The limit of detection is approximately 3 µg/100 g of product; thus, it is possible to accurately measure the contents of vitamin K1 from a concentration of 5 µg/100 g.

	B.20.8 Repetibilidad
	B.20.8 Repeatability 

	La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos con la misma muestra para ensayo, en las mismas condiciones en un corto intervalo de tiempo, no debe exceder 10% de la media de los resultados.
	The difference between two individual results obtained with the same test sample, under the same conditions in a short period of time, must not exceed 10% of the average of the results.

	B.21 DETERMINACION DE BIOTINA (VITAMINA H) POR METODO MICROBIOLOGICO
	B.21 DETERMINATION OF BIOTINE (VITAMIN H) BY MICROBIOLOGICAL METHOD

	B.21.1 Fundamento
	B.21.1 Foundation

	Este método permite cuantificar concentraciones desconocidas de biotina utilizando Lactobacillus plantarum ATCC 8014, microorganismo que no puede sintetizar esta vitamina, relacionando directamente el crecimiento celular con la concentración de biotina presente. Para preparar la muestra y la curva estándar se utiliza un medio libre de biotina y el crecimiento celular se cuantifica turbidimétricamente. Por interpolación en la curva se determina la concentración de la muestra.
	This method allows quantifying the concentrations of unknown biotin using Lactobacillus plantarum ATCC 8014, microorganism that cannot synthetize this vitamin, directly relating to the cell growth with the concentration of biotin present. In order to prepare the sample and the standard curve  a free medium of biotin and the cell growth is quantified turbidimetrically. The concentration of the sample is determined by interpolation in the curve.

	B.21.2 Reactivos y materiales
	B.21.2 Reagents and materials

	B.21.2.1 Reactivos
	B.21.2.1 Reagents

	D (+) - Biotina para fines bioquímicos
	D (+) - Biotin for biochemical purposes 

	Acido sulfúrico 95-97% para análisis
	A sulfuric acid 95-97% for analysis

	Hidróxido de sodio en lentejas para análisis
	Sodium hydroxide in lentils for analysis

	Cristales de cloruro de sodio para análisis
	Sodium chloride crystals for analysis

	Alcohol etílico absoluto
	Absolute ethyl alcohol

	B.21.2.2 Material
	B.21.2.2 Material

	Micropipeta
	Micro pipette

	Material común de laboratorio
	Common laboratory equipment

	B.21.3 Aparatos e instrumentos
	B.21.3 Devices and instruments

	Centrífuga
	Centrifuge

	Autoclave
	Autoclave

	Incubadora a 35 ± 1°C
	Incubator at 35 ± 1 ° C

	Espectrofotómetro
	Spectrophotometer

	B.21.4 Cepa y medios de cultivo
	B.21.4 Strain and culture media

	Lactobacillus plantarum ATCC 8014
	Lactobacillus plantarum ATCC 8014

	Leche descremada en polvo grado reactivo
	Skim milk powder reagent grade

	Caldo micro inoculum
	Micro inoculum broth

	Agar bacteriológico
	Bacteriological agar

	Caldo Bacto Lactobacilli MRS (MRS-agar)
	Bacto Lactobacilli MRS Broth (MRS-agar)

	Medio de prueba para biotina
	Test medium for biotin

	B.21.4.1 Medio de mantenimiento de la cepa
	B.21.4.1 Strain maintenance medium

	Bacto Lactobacilli MRS-agar (MRS-agar)
	Bacto Lactobacilli MRS-agar (MRS-agar)

	Preparar 1 l de medio con 55 g de caldo Bacto Lactobacilli MRS + 15 g de agar bacteriológico, según las indicaciones de la etiqueta del caldo MRS + 1,5% de leche descremada (reconstituida al 10% en agua destilada). Repartir a razón de 6 ml en tubos (de preferencia con tapón de rosca), esterilizar y enfriar en posición vertical.
	Prepare 1 liter of medium with 55 g of Bacto Lactobacilli MRS broth + 15 g of bacteriological agar, as indicated by the label of the MRS broth + 1.5% skim milk (reconstituted 10% in distilled water). Distribute at a rate of 6 ml in tubes (preferably with screw cap), sterilize and cool in an upright position.

	Conservar en el refrigerador 2 a 8°C.
	Store in the refrigerator 2 to 8°C.

	B.21.4.2 Mantenimiento de la cepa
	B.21.4.2 Maintenance of the strain

	Inocular por punción Lactobacillus plantarum en profundidad en el medio (B.21.4.1) cada cuatro semanas, efectuar un cultivo intermedio de 18 h en el medio líquido B.21.4.3. Preparar el número de tubos necesarios para el análisis y guardar por lo menos dos tubos para el mantenimiento de la cepa.
	Inoculate by puncture Lactobacillus plantarum in depth in the medium (B.21.4.1) each four weeks prepare an intermediate culture of 18 h in liquid medium B.21.4.3. Prepare the number of tubes necessary for the analysis and at least give two tubes for the maintenance of the strain.

	Incubar durante 18 a 24 h a 35°C.
	Incubate for 18 to 24 h at 35 ° C.

	B.21.4.3 Medio de cultivo para el desarrollo del microorganismo
	B.21.4.3 Culture medium for the development of the microorganism

	Caldo Micro Inoculum
	Micro Inoculum broth

	Preparar 1 l de solución según las indicaciones de la etiqueta y repartir a razón de 10 ml en tubos. Tapar los tubos con capuchones y esterilizar según las indicaciones del fabricante.
	Prepare 1liter of solution according to label directions and distribute at a rate of 10 ml in tubes. Cover the tubes with caps and sterilize according to the manufacturer's instructions.

	Conservar en el refrigerador de 2 a 8°C.
	Store in the refrigerator 2 to 8 ° C.

	B.21.5 Preparación de soluciones
	B.21.5 Preparation of solutions

	B.21.5.1. Solución fisiológica
	B.21.5.1. Physiological solution

	Disolver 9 g de cloruro de sodio en 1000 ml de agua destilada. Repartir a razón de 10 ml en tubos, taparlos con capuchones y esterilizar durante 15 min a 121°C.
	Dissolve 9 g of sodium chloride in 1000 ml of distilled water. Distribute at a rate of 10 ml in tubes, cover with caps and sterilize for 15 m at 121°C.

	Conservar en el refrigerador de 2 a 8°C.
	Store in the refrigerator 2 to 8°C.

	B.21.5.2 Solución de ácido sulfúrico aproximadamente 3 N
	B.21.5.2 Sulfuric acid solution approximately 3 N

	Disolver 85 ml de ácido sulfúrico 95 - 97% a 1000 ml con agua destilada. Para ello verter al ácido con PRECAUCION en el matraz aforado que ya contiene agua. Enfriar el matraz durante la operación. Llevar a volumen.
	Dissolve 85 ml of 95 - 97% sulfuric acid at 1000 ml with distilled water. For this, pour this acid with CAUTION in the volumetric flask already containing water. Cool the flask during the operation. Bring to volume.

	B.21.5.3 Solución de Hidróxido de sodio, 60 g/100 ml
	B.21.5.3 Sodium hydroxide solution, 60 g/100 ml

	Disolver 300 g de hidróxido de sodio en agua destilada, enfriando bajo el agua del grifo. Completar a  500 ml en una probeta graduada. Conservar en un frasco con tapón de polietileno o de goma.
	Dissolve 300 g of sodium hydroxide in distilled water, cool under tap water. Complete 500 ml in a graduated cylinder. Conserved in a flask with a polyethylene or rubber cap.

	B.21.5.4 Solución de Hidróxido de sodio aproximadamente 1 N
	B.21.5.4 Sodium hydroxide solution approximately 1 N

	Disolver 20 g de hidróxido de sodio en agua destilada y llevar a volumen en un matraz aforado de 500 ml con tapón de polietileno.
	Dissolve 20 g of sodium hydroxide in distilled water and bring to volume in a 500 ml volumetric flask with polyethylene cap.

	B.21.5.5 Solución patrón
	B.21.5.5 Standard solution

	Pesar exactamente 50,0 mg de biotina; disolver en una mezcla 1:1 agua destilada/alcohol etílico y llevar a volumen en un matraz aforado de 500 ml. Conservar esta solución en un frasco actínico a 4°C durante máximo 6 meses.
	Weigh exactly 50.0 mg of biotin; dissolve in a 1:1 mixture distilled water/ethyl alcohol and bring to volume in a 500 ml volumetric flask. Store this solution in an actinic bottle at 4°C for a maximum of 6 months.

	B.21.6 Procedimiento
	B.21.6 Procedure

	B.21.6.1 Desarrollo del microorganismo
	B.21.6.1 Development of the microorganism

	Un día antes, subcultivar en 10 ml de caldo Micro Inoculum.
	One day before, subculture in 10 ml of Micro Inoculum broth.

	Incubar durante 18 a 24 h a 35°C.
	Incubate for 18 to 24 h at 35ºC.

	Seis horas antes de la inoculación del ensayo, inocular 2 gotas (aproximadamente 0,1 ml) del último cultivo de 18 h en otro tubo de 10 ml de caldo Micro Inoculum.
	Six hours before the test is inoculated or, inoculate 2 drops (approximately 0.1 ml) of the last 18 h culture in another 10 ml tube of Micro I noculum broth .

	Incubar durante 6 h a 35ºC.
	Incubate for 6 h at 35ºC.

	B.21.6.2 Preparación de la toma de ensayo
	B.21.6.2 Preparation of test sample

	En un matraz Erlenmeyer de 150 ml, pesar de 1 a 2 g de muestra homogénea, que contenga aproximadamente 1 µg de vitamina, añadir 50 ml de ácido sulfúrico 3 N y dispersar bien el producto. A fin de evitar la formación de grumos, añadir el ácido en pequeñas cantidades pasando el matraz Erlenmeyer bajo el grifo de agua caliente después de cada adición.
	In an Erlenmeyer flask 150 m l, weigh 1 to 2 grams of homogeneous sample, containing about 1 mg of vitamin, add 50 ml sulfuric acid 3N and disperse well the product. In order to avoid the formation of lumps, add the acid in small quantities by passing the Erlenmeyer flask under the hot tap after each addition. 

	Cubrir el matraz con papel de aluminio y colocarlo en el autoclave durante 1 h a 120ºC. Enfriar.
	Cover the flask with aluminum foil and place it in the autoclave during 1 h at 120ºC. Cool.

	Ajustar el pH a 4,6 añadiendo primero aproximadamente 3 ml de hidróxido de sodio de 60 g/100 ml mientras se enfría el matraz Erlenmeyer, y luego hidróxido de sodio 1 N. Transferir cuantitativamente a un matraz aforado de 250 o 300 ml y llevar a volumen con agua destilada. Filtrar a través de un filtro plisado con velocidad de filtración media.
	Adjust pH to 4.6 by first adding about 3 ml of sodium hydroxide 60 g/100 ml while the Erlenmeyer flask is cooling, and then 1 N sodium hydroxide Quantitatively transfer to a volumetric flask of 250 or 300 ml and bring to volume with distilled water. Filter through a pleated filter with medium filtration speed.

	Diluir el filtrado de modo que se obtenga una solución de aproximadamente 0,2 ng de vitamina por ml.
	Dilute the filtered material so that a solution of approximately 0.2 ng of vitamin per ml is obtained.

	B.21.6.3 Solución patrón, 0,2 ng/ml
	B.21.6.3 Standard solution, 0.2 ng/ml

	Justo antes del uso diluir la solución (B.21.5.5) como sigue:
	Just before using, dilute the solution according to  (B.21.5.5) as follows:

	1 ml a 100 ml

	1 ml a 100 ml

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



	1 ml to 100 ml

	1 ml to 100 ml

	2 ml to 100 ml = 0.2 ng/ml



	B.21.6.4 Medio de cultivo para el ensayo
	B.21.6.4 Medium culture for the test

	Medio de prueba para biotina
	Test medium for biotin

	Preparar el volumen necesario en un matraz Erlenmeyer de vidrio de material actínico de 1000 ml. Proceder según las indicaciones de la etiqueta, calentando la solución en una parrilla con agitación magnética.
	Prepare the necessary volume in an Erlenmeyer glass flask of 1000 ml actinic material. Proceed according to the instructions on the label, heating the solution on a heating plate with magnetic agitation.

	Cálculo del volumen necesario:
	Calculation of the necessary volume :



	patrón:
	30 tubos 30 x 5 ml = 150 ml

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

	+ 50 a 100 ml de exceso



	Solution:
	30 tubes 30 x 5 ml = 150 ml

	Each product :
	10 tubes 10 x 5 ml = 50 ml

	+ 50 to 100 ml of excess



	B.21.6.5 Preparación del ensayo
	B.21.6.5 Test preparation

	B.21.6.5.1 Serie patrón
	B.21.6.5.1 Standard series

	En un soporte metálico para tubos de ensaye, colocar tres filas de 10 tubos (180 x 18 mm), numerados bl, 0, ..., 8; el primero corresponde al blanco (bl).
	On a metal support for test tubes, place three rows of 10 tubes (18 0 x 18 mm), numbered bl, 0, ..., 8; the first one sponges the target (b l). 

	Mediante una pipeta verter en triplicado en las tres series de tubos, volúmenes crecientes de la última dilución de la solución patrón, completar a 5 ml con agua destilada y mediante una bureta o una jeringa automática, añadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo según la tabla siguiente:
	Using a pipette, pour in triplicate in the three series of tubes, increasing volumes of the last dilution of the standard solution, complete 5 ml with distilled water and using a burette or an automatic syringe, add 5 ml of medium culture for the test according to the following table:



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

	Solución patrón: 0,0
	0,0
	0,25
	0,50
	0,75
	1,0
	1,5
	2
	2,5
	3,0 ml

	Agua: 5
	5
	4,75
	4,5
	4,25
	4,0
	3,5
	3,5
	2
	2 ml

	Medio de cultivo: 	5 ml en cada tubo



	Tube #.: bl
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Standard solution: 0.0
	0.0
	0.25
	0.50
	0.75
	1.0
	1.5
	2
	2.5
	3.0 ml

	Water: 5
	5
	4.75
	4.5
	4.25
	4.0
	3.5
	3.5
	2
	2 ml

	Culture medium : 5 ml in each tube              



	Los tubos del ensayo en blanco (bl) no se inoculan.
	Blank test tubes (bl) are not inoculated.

	B.21.6.5.2 Serie producto
	B.21.6.5.2 Series product 

	En otro soporte colocar dos filas de 10 tubos (180 x 18 mm). Los primeros cinco tubos de ambas filas van destinados a un producto, los otros cinco de ambas filas, a otro producto. Numerar de 9 a 13 y de 14 a 18, y así sucesivamente para todos los productos analizados.
	In another support place two rows of 10 tubes (180 x 18 mm). The first five tubes of both rows are destined for a product, the other five of both rows, for another product. Number from 9 to 13 and from 14 to 18, and so on for all the products analyzed.

	Mediante una pipeta verter en duplicado en ambas series de cinco tubos, volúmenes crecientes de la última dilución de la solución de la muestra, completar a 5 ml con agua destilada y añadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo.
	Using a pipette, pour in duplicate in both series of five tubes, increasing volumes of the last dilution of the sample solution, complete to 5 ml with distilled water and add 5 ml of culture medium for the test.



	Tubo No.: 9
	10
	11
	12
	13

	Solución de la muestra: 0,25
	0,50
	0,75
	1,0
	1,50 ml

	Agua: 4,75
	4,50
	4,25
	4,0
	3,50 ml

	Medio de cultivo: 	5 ml en cada tubo



	Tube #.: bl
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Standard solution: 0.0
	0.0
	0.25
	0.50
	0.75
	1.0
	1.5
	2
	2.5
	3.0 ml

	Water: 5
	5
	4.75
	4.5
	4.25
	4.0
	3.5
	3.5
	2
	2 ml

	Culture medium : 5 ml in each tube              




	Tapar los tubos con capuchones o mediante una tapa adecuada que cubra ambas filas de tubos en el soporte.
	Cover the tubes with caps or with a suitable cover that covers both rows of tubes in the holder.

	B.21.6.6 Esterilización del ensayo
	B.21.6.6 Sterilization of the test

	Esterilizar los tubos durante 15 min a 115ºC, luego enfriarlos en un baño de agua fría.
	Sterilize the tubes for 15 min at 115ºC, then cool them in a cold water bath.

	B.21.6.7 Inoculación
	B.21.6.7 Inoculation

	B.21.6.7.1 Preparación y estandarización del inóculo
	B.21.6.7.1 Preparation and standardization of inoculum

	Justo antes de inocular el ensayo, transferir una cantidad suficiente del cultivo preparado bajo (B.21.6.1) a un tubo de centrífuga estéril, centrifugar a 2600 rpm durante 5 min, decantar y resuspender el paquete celular en 10 ml de solución salina. Hacer dos lavados más. Transferir a una cubeta de 1 cm y efectuar la lectura en el espectrofotómetro a 575 nm. Estandarizar el cultivo a fin de obtener siempre aproximadamente la misma extinción. No debe olvidarse sustraer de la extinción del cultivo la del medio de ensayo, que es un medio coloreado.
	Just before inoculating the test sample, transfer a sufficient quantity of the culture prepared according to (B.21.6.1) to a sterile centrifuge tube, centrifuge at 2600 rpm for 5 min, decant and resuspend the cell packet in 10 ml of saline solution. Do two more washings. Transfer to a 1 cm container and carry out the reading in the spectrophotometer at 575 nm. Standardize the culture in order to always obtain approximately the same and then continue. Do not forget to subtract from the extinction of the culture that of the test medium, which is a colored medium.

	Según la extinción, diluir "n" gotas del cultivo B.21.6.1 en un tubo que contenga 10 ml de medio (B.21.6.4). Este tubo es el inóculo.
	According to extinction, dilute "n" drops of culture B.21.6.1 in a tube containing 10 ml of medium (B .21.6.4). This tube is the inoculum.

	Así pues, para una extinción del cultivo (B.21.6.1) entre 0.2 y 0,4 (después de sustraer la extinción propia del medio), introducir de 4 a 8 gotas de cultivo en el tubo que contiene 10 ml de medio (B.21.6.4). Si la extinción no se encuentra en la zona arriba mencionada, adaptar la dilución como sigue:
	Thus it is, for a culture extinction (B.21.6.1) between 0.2 and 0.4 (after subtracting the extinction from the medium itself), introduce 4 to 8 drops of the final c into the tube containing 10 ml of medium (B.21.6.4). If the extinction is not in the above mentioned area, adapt the dilution as follows:



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

	- extinción superior a 0,4: introducir menos gotas o diluir proporcionalmente con el medio (B.21.6.4)



	- extinction below 0.2: insert proportionally more drops into the tube (no more than 10 drops).

	- Extinction greater than 0.4: introduce fewer drops or dilute proportionally with the medium (B.21.6.4)



	B.21.6.7.2 Inoculación
	B.21.6.7.2 Inoculation

	Mediante una micropipeta con punta estéril, inocular 0,1 ml del inóculo en cada tubo de las series patrón y producto. Los tubos del blanco (bl) no se inoculan.
	With a micropipette with a sterile tip, inoculate 0.1 ml of the inoculum in each tube of the standard and product series. The blank tubes (bl) are not inoculated.

	Después de inocular, agitar los tubos ligeramente a fin de repartir el microorganismo uniformemente en el medio.
	After inoculation, shake the tubes lightly to distribute the microorganism evenly in the medium.

	B.21.6.8 Incubación
	B.21. 6.8 Incubation

	Incubar los tubos inoculados durante aproximadamente 18 a 24 h a 35ºC. Observar los tubos con regularidad al cabo del final del tiempo de incubación. Verificar si la diferencia de desarrollo del microorganismo es suficiente entre la primera y la última dilución de la solución patrón.
	Incubate the inoculated tubes for approximately 18 to 24 h at 35ºC. Observe the tubes regularly after the end of the incubation time. Verify if the difference in microorganism development is sufficient between the first and last dilution of the standard solution.

	Si es necesario, prolongar la incubación hasta que se obtenga un crecimiento óptimo del microorganismo.
	If necessary, prolong incubation until an optimal growth of the microorganism is obtained.

	Después de la incubación se recomienda interrumpir el crecimiento del microorganismo simultáneamente en todos los tubos, colocándolos en un baño de agua fría.
	After incubation it is recommended to interrupt the growth of the microorganism simultaneously in all the tubes, placing them in a cold water bath.

	B.21.6.9 Lecturas
	B.21.6.9 Readings

	Mediante un agitador para tubos de ensaye, poner en suspensión el depósito formado por el desarrollo del microorganismo. Transferir la suspensión a un tubo o una cubeta óptica, según el fotómetro. Medir la transmitancia o absorbancia a 575 nm ajustando el 100% de T o a 0% de A del aparato con el blanco (bl).*
	Using a stirrer for test tubes, suspend the deposit formed by the development of the microorganism. Transfer the suspension to a tube or an optical container, depending on the photometer. Measure the transmittance or absorbance at 575 nm by adjusting 100% T or 0% A of the device with the blank (bl).*

	Agitar y leer un tubo después de otro, a fin de evitar la sedimentación del microorganismo.
	Shake and read one tube after another, in order to avoid sedimentation of the microorganism.

	* Nota: Si la determinación se hace en absorbancia buscar el equivalente de los valores de los ejemplos, dados en transmitancia.
	* Note: If the determination is made in absorbance look for the equivalent of the values ​​of the examples, given in transmittance.

	B.21.7 Cálculos
	B.21.7 Calculations

	B.21.7.1 Curva de calibración
	B.21.7.1 Calibration curve

	Trazar la curva de calibración en papel milimétrico o utilizar una calculadora con regresión lineal, llevando la lectura media de cada grupo de tres tubos a la ordenada y los µg de vitamina a la abscisa.
	Tracing the calibration curve in milimetric paper or use a calculator with lineal regression, taking the reading with each set of three tubes in order and the ug’s of vitamin to the abscissa.


Ejemplo:
	Tubo No.
	ml
	µg
	lecturas
	media

	
	
	
	1
	2
	3
	

	0
	0,0
	0,0
	96,6
	96,5
	96,8
	96,6

	1
	0,25
	0,05
	89,9
	89,1
	90,1
	89,7

	2
	0,50
	0,10
	80,9
	82
	82,1
	81,7

	3
	0,75
	0,15
	75,1
	74,8
	74,9
	74,9

	4
	1,0
	0,20
	69,0
	68,1
	68,9
	68,7

	5
	1,5
	0,30
	59,9
	59,0
	58,9
	59,3

	6
	2
	0,40
	51,8
	51,8
	51,2
	51,6

	7
	2,5
	0,50
	46,0
	45,7
	45,1
	45,6

	8
	3,0
	0,60
	41,5
	40,5
	40,0
	40,7


Example:
	Tube #.
	ml
	µg
	Readings
	Médium

	
	
	
	1
	2
	3
	

	0
	0.0
	0.0
	96.6
	96.5
	96.8
	96.6

	1
	0.25
	0.05
	89.9
	89.1
	90.1
	89.7

	2
	0.50
	0.10
	80.9
	82
	82.1
	81.7

	3
	0.75
	0.15
	75.1
	74.8
	74.9
	74.9

	4
	1.0
	0.20
	69.0
	68.1
	68.9
	68.7

	5
	1.5
	0.30
	59.9
	59.0
	58.9
	59.3

	6
	2
	0.40
	51.8
	51.8
	51.2
	51.6

	7
	2.5
	0.50
	46.0
	45.7
	45.1
	45.6

	8
	3.0
	0.60
	41.5
	40.5
	40.0
	40.7


 
	Observaciones:
	Observations:

	La curva de calibración es característica de cada vitamina. Es mejor cuanto mayor sea la parte que ocupa de la escala de transmisión.
	The calibration curve is characteristic of each vitamin. It is better if the part it occupies on the transmission scale is greater.

	Repetir el ensayo cuando la curva de crecimiento esté mal desarrollada; esto puede deberse a la cepa o al medio de cultivo para el ensayo; que deben verificarse por separado.
	Repeat the test when the growth curve is poorly developed; This may be due to the strain or the culture medium for the assay; which must be verified separately.

	B.21.7.2 Contenido de vitamina en el producto
	B.21.7.2 Vitamin content in the product

	La media de las lecturas de cada par de tubos permite leer en la curva de calibración la cantidad de vitamina y calcular su concentración en la última dilución de la muestra.
	The average of the readings of each pair of tubes allows to read the quantity of vitamin in the calibration curve and calculate its concentration in the last dilution of the sample.


Ejemplo:
	Tubo No.
	ml
	lecturas
	media
	µg*
	µg/ml

	
	
	1
	2
	
	
	

	9
	0,25
	(82)
	87,5
	87,5
	0,065
	0,26

	10
	0,50
	80,2
	78,2
	79,2
	0,120
	0,24

	11
	0,75
	71,8
	72,6
	72,2
	0,175
	0,23

	12
	1
	64,7
	66,1
	65,4
	0,235
	0,24

	13
	1,5
	54,1
	53,8
	53,9
	0,37
	0,25


	Media 0,244 =(C)
Example:
	Tube #.
	ml
	Readings
	Medium 
	µg *
	µg/ml

	
	
	1
	2
	
	
	

	9
	0.25
	(82)
	87.5
	87.5
	0.065
	0.26

	10
	0.50
	80.2
	78.2
	79.2
	0.120
	0.24

	11
	0.75
	71.8
	72.6
	72.2
	0.175
	0.23

	12
	1
	64.7
	66.1
	65.4
	0.235
	0.24

	13
	1.5
	54.1
	53.8
	53.9
	0.37
	0.25


              Medium 0.244 = (C)
	( ) = valor aberrante
	() = aberrant value

	* = valores leídos en la curva de calibración
	* = Values read on the calibration curve

	Observación:
	Observation: 

	Fluctuaciones pequeñas de los valores de la última columna son prueba de un buen ensayo.
	Small fluctuations of the values ​​in the last column are proof of a good test.

	Calcular el contenido de vitamina en µg/100 g de producto, teniendo en cuenta las diluciones sucesivas y la concentración en la muestra diluida.
	Calculate the content of vitamin in g/100 g of product, taking into account the successive dilution and concentration in the diluted sample. 

	El contenido en vitamina, expresado en µg de biotina/100 g de producto es igual a:
	The vitamin content, expressed in µg of biotin/100 g of product is equal to:
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	En donde:
	Where:

	C= media de las concentraciones leídas en la curva de calibración, en ng/ml
	C = average of the concentrations read in the calibration curve, in ng/ml

	V1= volumen en el que se ha disuelto la toma de ensayo, en ml
	V1 = volume in which the test sample has been dissolved, in ml

	V2= parte alícuota de V1, en ml
	V2 = aliquot of V1, in ml

	V3= volumen al que se ha diluido la parte alícuota V2, en ml
	V3 = volume to which the aliquot part V2 has been diluted, in ml

	m = toma de ensayo, en g
	m = test sample, in g

	Ejemplo:
	Example:

	1,032 g (m) de producto se han pesado en un matraz aforado de 250 ml (V1). Se ha tomado una parte alícuota de 20 ml (V2), que se ha diluido en un matraz aforado de 100 ml (V3).
	1.032 g (m) of the product has been weighed in a 250 ml volumetric flask (V1). A 20 ml aliquot (V2) has been taken, which has been diluted in a 100 ml volumetric flask (V3).

	La media de las concentraciones de biotina leídas en la curva de calibración es 0,244 ng/ml (C).
	The average of the biotin concentrations read in the calibration interval is 0.244 ng/ml (C).

	El contenido en vitamina es:
	The vitamin content is:
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	B.22 DETERMINACION DE SODIO (NA) POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA CON ADITAMENTO DE FLAMA
	B.22 DETERMINATION OF SODIUM (NA) BY ATOMIC ABSORPTION SPECTROPHOTOMETRY WITH FLAME ATTACHMENT

	B.22.1 Método de espectrofotometría de absorción atómica con aditamento de flama
	B.22.1 Atomic absorption spectrophotometry method with flame attachment

	B.22.2.1 Fundamento
	B.22.2.1 Basis

	La muestra se somete a una digestión ácida con ácido nítrico concentrado para que el analito liberado sea cuantificado por espectrofotometría de absorción atómica.
	The sample is subjected to acid digestion with concentrated nitric acid so that the released analyte has been quantified by spectrophotometry of atomic abscission.

	B.22.2.2 Reactivos y materiales
	B.22.2.2 Reagents and materials

	B.22.2.2.1 Reactivos
	B.22.2.2.1 Reagents

	Acido nítrico (HNO3) concentrado grado suprapuro
	A nitric acid (HNO3) concentrated super pure grade

	Acido nítrico (HNO3) concentrado G.R.
	A nitric acid or (HNO3) concentrated GR

	Estándar certificado de Na de 1000 g/ml
	Certified standard of Na of 1000  g/ml

	Agua deionizada
	Deionized water

	B.22.2.2.2 Materiales
	B.22.2.2.2 Materials

	Sistema de reflujo
	Reflux system

	Material común de laboratorio
	Common laboratory materials

	Papel filtro No. 1
	Filter paper No. 1

	B.22.2.3 Aparatos e instrumentos
	B.22.2.3 Devices and instruments

	Balanza analítica con una sensibilidad de 0,1 mg
	Analytical scale with a sensitivity of 0.1 mg

	Espectrofotómetro de absorción atómica con aditamento de flama
	Atomic absorption spectrophotometer with flame attachment

	Parrilla de calentamiento
	Heating plate

	Lámpara de cátodo hueco de sodio
	Hollow Sodium Cathode Lamp

	B.22.2.3 Preparación de la muestra para ensayo
	B.22.2.3 Preparation of the test sample

	B.22.2.3.1 Productos sólidos
	B.22.2.3.1 Solid products

	Tomar una cantidad representativa de la muestra a analizar. Si es necesario moler el producto mediante un molino o un mortero. Evitar cualquier contaminación durante esta manipulación. Mezclar bien.
	Take a representative amount of the sample to be analyzed. If necessary, grind the product using a mill or mortar. Avoid contamination during this handling. Mix well.

	B.22.2.3.2 Productos líquidos
	B.22.2.3.2 Liquid Products

	Mezclar bien el producto antes de abrir el recipiente. A continuación transferir a un recipiente de vidrio o de plástico descontaminado. Guardar en el refrigerador (4ºC). Mezclar bien antes del uso.
	Mix the product well before opening the container. Then transfer to a decontaminated glass or plastic container. Store in the refrigerator (4ºC). Mix well before use.

	B.22.2.4 Descontaminación del material
	B.22.2.4 Decontamination of the material

	En una cubeta de polietileno (volumen aproximado de 15 l) introducir 10 l de mezcla ácido nítrico/ agua (1:1).
	In a polyethylene container (approximate volume of 15 liters), introduce 10 liters of nitric acid/water mixture (1:1). 

	En este baño descontaminar durante una noche todos los matraces aforados, tapones, recipientes de polietileno o de polipropileno, así como todo el material de vidrio necesario. Enjuagar con agua destilada.
	In this bath, decontaminate during one night all the volumetric flasks, plugs, containers of polyethylene or polypropylene, as well as all the necessary glassware. Rinse with distilled water.

	Secar.
	Dry.

	B.22.2.5 Procedimiento
	B.22.2.5 Procedure

	Se pesa de 1 a 2 g de muestra en un matraz de fondo plano de 250 ml con boca esmerilada, se le añaden 10 ml de HNO3 grado suprapuro y se digieren por calentamiento en un sistema de reflujo durante 2 h o hasta digestión completa.
	1 to 2 g of sample is weighed in a 250 ml flat bottom flask with frosted mouth, 10 ml of HNO 3 super pure grade is added and digested by heating in a reflux system for 2 hours until complete digestion

	La muestra se enfría y se filtra a través de papel filtro No. 1 y se recibe en un matraz aforado de 100 ml.
	The sample is cooled and filtered through filter paper No. 1 and received in a 100 ml volumetric flask.

	Se lava tres veces el matraz de la digestión con tres porciones de 10 ml de agua deionizada y los lavados se filtran y se reciben en el matraz aforado, se lleva a volumen con agua deionizada.
	The digestion flask is washed three times with three 10 ml portions of deionized water and the washes are filtered and received in the volumetric flask, volume is taken with deionized water.

	Ajustar el espectrofotómetro de acuerdo con las recomendaciones del fabricante usando un estándar certificado. Se leen las muestras y se anotan los resultados obtenidos en g/ml.
	Adjust the spectrophotometer according to the manufacturer's recommendations using a certified standard. The samples are read and the results obtained in g/ml are recorded .

	Longitud de onda: 589,6 nm
	Wavelength: 589.6 nm

	Llama: aire-acetileno, oxidante
	Flame: air-acetylene, oxidizer

	Nota: Se recomienda meter una muestra añadida para valorarla y hacer un blanco de reactivos para cada serie de digestiones.
	Note: It is recommended to place an added sample  to value it and make a blank of reagents for each series of digestions.

	B.22.2.6 Cálculo
	B.22.2.6 Calculation
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	En donde:
	Where:

	A = g/ml de Na+ en la muestra
	A = g/ml of Na + in the sample

	B = g/ml de Na+ en el blanco
	B = g/ml of Na + in the blank

	C = ml de aforo de la muestra
	C = ml of sample capacity

	D = peso de la muestra en g tomada para el análisis
	D = weight of the sample in g to taken for analysis

	B.22.2.7 Sensibilidad del método
	B.22.2.7 Method sensitivity

	0,15 g/ml para 1% de absorción
	0.15  g/ml for 1% absorption

	B.23 DETERMINACION DE POTASIO (K) POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA
	B.23 DETERMINATION OF POTASSIUM (K) BY ATOMIC ABSORPTION SPECTROPHOTOMETRY

	B.23.1 Fundamento
	B.23.1 Basis 

	Hidrólisis parcial del producto con ácido clorhídrico. Filtración. Dilución y determinación por emisión de llama.
	Partial hydrolysis of the product with hydrochloric acid. Filtration. Dilution and determination by flame emission.

	B.23.2 Reactivos y materiales
	B.23.2 Reagents and materials 

	B.23.2.1 Reactivos
	B.23.2.1 Reagents

	Acido nítrico mínimo 65% para análisis
	At least 65% nitric acid for analysis

	Acido clorhídrico fumante 37%
	Smoking hydrochloric acid 37%

	Solución patrón de potasio mínimo para análisis
	Minimum potassium standard solution for analysis

	Solución patrón de potasio lista para el uso, 1000 mg/l
	Potassium standard solution ready for use, 1000 mg/l

	B.23.2.2 Materiales
	B.23.2.2 Materials

	Matraces aforados 50, 100 y 1000 ml
	Volumetric flasks 50, 100 and 1000 ml

	Micropipetas de 50 - 200 µl y 200 - 1000 l
	micropipettes 50 - 200 µl and 200 - 1000 l

	Pipetas ajustables 5 ml
	Adjustable pipettes 5 ml

	Puntas amarillas de 50 a 200 µl
	Yellow tips from 50 to 200 µl

	Puntas azules de 200 a 1000 µl
	Blue tips from 200 to 1000 µl

	Puntas blancas
	White tips

	Probetas graduadas forma alta 10, 25 y 500 ml
	High from graduated test tubes 10, 25 and 500 ml 

	Matraces Erlenmeyer cuello estrecho 100 ml
	Erlenmeyer flasks narrow neck 100 ml

	Embudos
	Funnels

	Filtros redondos (< 0,007% de cenizas)
	Round filters (<0.007% ash)

	Frascos de polietileno flexible cuello estrecho de 100 y 1000 ml
	Bottles of flexible length polyethene with a narrow neck of 100 and 1000 ml

	Cubeta de polietileno 15 l
	15 liter polyethylene pail

	Descontaminación del material: En una cubeta de polietileno introducir 10 l se mezcla de ácido nítrico/agua (1:1)
	Decontamination of the material: In a polyethylene bowl or introduce 10 liters, it is mixed with nitric acid/water mixture (1:1)

	En este baño descontaminar durante una noche todos los matraces aforados, tapones, recipientes de polietileno o de polipropileno, así como todo el material de vidrio necesario. Enjuagar con agua destilada y secar.
	In this bath decontaminate overnight all the volumetric  flasks, plugs, receptacles of polyethylene or polypropylene, as well as all glassware necessary. Rinse with distilled water and dry.

	B.23.3 Aparatos e instrumentos
	B.23.3 Devices and instruments 

	Balanza de precisión capacidad 4100/600g: 0,1/0,001
	Precision scale capacity 4100/600g:0.1/0.001

	Lámpara de potasio de tipo cátodo hueco
	Hollow cathode potassium lamp

	Espectrofotómetro de absorción atómica
	Atomic absorption spectrophotometer 

	Destilador de agua
	Water distiller

	Baño de agua
	Water bath

	B.23.4 Preparación de soluciones
	B.23.4 Preparation of solutions 

	B.23.4.1 Solución de ácido clorhídrico 1,2 N
	B.23.4.1 hydrochloric acid solution 1.2 N

	En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 500 ml de agua destilada y 100 ml de ácido clorhídrico concentrado. Enfriar. Llevar a volumen con agua destilada.
	In a 1000 ml volumetric flask, introduce approximately 500 ml of distilled water and 100 ml of concentrated hydrochloric acid. Cool. Bring to volume with distilled water.

	B.23.4.2 Solución de ácido clorhídrico, 4 N
	B.23.4.2 Hydrochloric acid solution, 4 N

	En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 500 ml de agua destilada y 330 ml de ácido clorhídrico concentrado. Enfriar. Llevar al volumen con agua destilada.
	On a volumetric flask of 1000 ml, introduce approximately 500 ml of distilled water and 330 ml of concentrated hydrochloric acid. Cool. Bring to volume with distilled water.

	B.23.4.3 Solución de ácido clorhídrico, 6 N
	B.23.4.3 Hydrochloric acid solution, 6 N

	En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 300 ml de agua destilada y 500 ml de ácido clorhídrico concentrado. Enfriar. Llevar al volumen con agua destilada.
	In a 1000 ml volumetric flask, add approximately 300 ml of distilled water and 500 ml of concentrated hydrochloric acid. Cool. Bring to volume with distilled water.

	B.23.4.4 Solución patrón de potasio, 1000 mg/l
	B.23.4.4 Standard solution of potassium, 1000 mg/l

	En un matraz aforado de 1000 ml introducir el contenido de una ampolleta de cloruro de potasio. Enjuagar la ampolleta y llevar al volumen con agua destilada.
	In a 1000 ml flask, introduce the contents of a chlorine or potassium ampoule. Rinse the ampoule and bring to volume with distilled water.

	Conservada en un frasco de polietileno o polipropileno descontaminado, esta solución es estable durante aproximadamente un año a temperatura ambiente.
	Conserved in a decontaminated polyethylene or polypropylene flask, this solution is stable for approximately one year at room temperature.

	También puede utilizarse una solución patrón de potasio de 1000 mg/l lista para el uso.
	A 1000 mg/l potassium standard solution ready for use can also be used .

	B.23.4.5 Soluciones patrón diluidas de potasio
	B.23.4.5 Standard diluted potassium solutions 

	En matraces aforados de 100 ml vertir mediante una pipeta 0 - 100 - 200, 500 y 1000 ml de  solución B.23.4.4. Y llevar al volumen con solución B.23.4.1. Estas soluciones contienen respectivamente  0 - 1,0 - 2 - 5,0 y 10 µg de potasio/ml. Transferir inmediatamente a frascos de polietileno o polipropileno descontaminados.
	In 100 ml volumetric flasks, pour a pipette 0 - 100 - 200, 500 and 1000 ml of solution B.23.4.4. And bring to the volume with solution B.23.4.1. These solutions contain respectively 0 - 1.0 - 2 - 5.0 and 10 µg of potassium/ml. Transfer immediately to polyethylene or polypropylene flasks. 

	Estas soluciones deben prepararse cada semana. Se recomienda comparar las nuevas soluciones con otras preparadas anteriormente a fin de detectar cualquier error grave de preparación.
	These solutions should be prepared every week. It is recommended to compare new solutions with others previously prepared in order to detect any serious preparation errors.

	B.23.5 Preparación de la muestra para ensayo
	B.23.5 Preparation of the test sample 

	B.23.5.1 Productos sólidos
	B.23.5.1 Solid products

	Tomar una cantidad representativa de la muestra a analizar. Si es necesario moler el producto mediante un molino o un mortero. Evitar cualquier contaminación durante esta manipulación. Mezclar bien.
	Take a representative amount of the sample to be analyzed. If it is necessary to grind the product through a mill or mortar. Avoid any contamination during this handling. Mix well.

	B.23.5.2 Productos líquidos
	B.23.5.2 Liquid products

	Mezclar bien el producto antes de abrir el recipiente. A continuación transferir a un recipiente de vidrio o de plástico descontaminado. Guardar en el refrigerador (4ºC). Mezclar bien antes de su uso.
	Mix the product thoroughly before opening the container. Then transfer to a glass container or decontaminated plastic container. Store in the refrigerator (4ºC). Mix well before your use.

	B.23.6 Procedimiento
	B.23.6 Procedure 

	B.23.6.1 Toma de ensayo
	B.23.6.1 Test sample

	En un matraz aforado de 50 ml pesar, con una precisión de 0,01 g; 1g de producto en polvo o 10g de producto líquido. Añadir agua destilada hasta un volumen de aproximadamente 15 ml. Añadir 10 ml  de solución de ácido clorhídrico 6 N (B.23.4.3). Calentar en un baño maría en ebullición durante 30 min. Dejar enfriar a temperatura ambiente. Llevar al volumen con agua destilada. Filtrar a través de un filtro exento de cenizas, eliminar los primeros 5 ml. Recolectar el resto del filtrado.
	In a volumetric flask of 50 ml weigh, with an accuracy of 0.01 g; 1g of powdered product or 10g of liquid product. Add distilled water to a volume of approximately 15 ml. Add 10 ml of 6N hydrochloric acid solution (B.23.4.3). Heat in a tub of boiling water for 30 min. Let cool at room temperature. Bring to volume with distilled water. Filter through an ash free filter, discarding the first 5 ml. Collect the rest of the filtered material.  

	B.23.6.2 Dilución
	B.23.6.2 Dilution

	En matraz aforado de 100 ml verter mediante una pipeta un volumen de la solución de toma de ensayo (B.23.6.1), tal que la concentración final esté comprendida entre 1 y 10 µg/ml. Llevar al volumen con solución de ácido clorhídrico 1,2 N.
	In a volumetric flask of 100 ml pour with a pipette a volume of the test sample solution (B.23. 6.1), such that the final concentration is between 1 and 10 µg/ml. Bring to volume with 1.2 N hydrochloric acid solution. 

	B.23.6.3 Determinación
	B.23.6.3 Determination 

	Ajustar el aparato de absorción atómica según las indicaciones del fabricante. Se recomienda utilizar mejor un quemador provisto de un nebulizador de hélice, que un nebulizador con bola de impacto. Deben respetarse las siguientes condiciones:
	Adjust the atomic absorption device according to the  manufacturer’s indications. It is recommended that a burner provided with a helical nebulizer with an impact ball. The following conditions must be repeated:

	Longitud de onda: 766,5 nm
	Wavelength: 766.5 nm

	Llama: aire-acetileno, oxidante
	Flame: air-acetylene, oxidizer

	Encender la llama y esperar unos 15 min a que alcance el equilibrio. Colocar el quemador y ajustar el fotomultiplicador de manera óptima; para ello aspírese el patrón más concentrado.
	Light the flame and wait about 15 minutes for it to reach equilibrium. Place the burner and adjust the photomultiplier optimally; to do this, vacuum the most concentrated solution.

	Aspirar las soluciones patrón (B.23.4.5), luego las soluciones de la toma de ensayo (B.23.6.2). Después de cada medida, aspirar un poco de solución (B.23.4.2), luego agua destilada a fin de evitar que el capilar se obstruya. Después de aspirar diez soluciones de tomas de ensayo, verificar la calibración aspirando una solución patrón y efectuando un "reslope".
	Vacuum the standard solutions (B.2 3.4.5), then the solutions of the test sample (B.23.6.2). After each measurement, aspirate a small amount of solution (B.23.4.2), then distilled water to prevent the capillary from clogging. After vacuuming 10 solutions of test sample,  verify the calibration by vacuuming a standard solution and making a "reslope".

	Trabajar de preferencia con la opción "integración"; la duración de las medidas debe ser de por lo menos  5 seg. Efectuar cada medida por lo menos tres veces. Ninguna solución de toma de ensayo no debe rebasar la concentración del patrón más concentrado. Efectuar una nueva dilución si es necesario (B.23.6.2).
	Work as a preference with the "integration" option; The duration of the measures must be at least 5 seconds. Perform each measure at least three times. No test taking solution or should not exceed the concentration of the most concentrated standard. Make a new dilution if necessary (B.23.6.2). 

	B.23.7 Cálculo y expresión de resultados
	B.2 3.7 Calculation and expression of results 

	B.23.7.1 Modo de cálculo
	B.23.7.1 Calculation mode

	Calcular o trazar la curva de calibración llevando la absorbancia a la ordenada y la concentración de las soluciones patrón diluidas, en µg/ml, a la abscisa. Determinar la concentración de las soluciones de las tomas de ensayo (C). Restar el valor del blanco (B) de aquellos de los productos.
	Calculate or trace the calibration curve carrying the absorbance the order and the concentration of the standard solutions diluted in ug/ml, the abscissa. Determine the concentration of the solutions in the test sockets (C). Subtract the value of the target (B) from those of the products.

	El contenido de potasio en el producto, en mg/100 g, es igual a:
	The content of potassium in the product, in mg/100 g, is equal to:

	[image: ]
	[image: ]

	En donde:
	Where:

	C = concentración de potasio en las soluciones de las tomas de ensayo, en µg/ml
	C = concentration of potassium in the solutions of the intakes and in µg/ml

	B = concentración de potasio en el blanco (solución patrón de 0 µg de potasio por ml)
	B = concentration of potassium in the blank (standard solution of 0 µg of potassium per ml)

	V = volumen inicial en las soluciones de las tomas de ensayo, en ml
	V = initial volume in the solutions of the test samples, in ml

	D = factor de dilución
	D = dilution factor

	m = masa de la toma de ensayo, en g
	m = mass of the test sample, in g

	B.23.7.2 Expresión de los resultados
	B.23.7.2 Expression of results

	Contenidos inferiores a 100 mg/100 g: expresar los resultados con dos cifras significativas.
	Contents less than 100 mg/100 g: express the results with two significant figures .

	Contenidos superiores a 100 mg/100 g: expresar los resultados con tres cifras significativas.
	Contents greater than 100 mg/100 g: express the results with three significant figures.

	B.23.8 Repetibilidad
	B.23.8 Repeatability 

	La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos con la misma muestra, en las mismas condiciones, en un corto intervalo de tiempo, no debe exceder el 5% de su valor medio.
	The difference between two individual results obtained with the same sample, under the same conditions, in a short time interval, should not exceed 5% of its average value.

	B.24 DETERMINACION DE CLORURO (Cl) POR VALORACION
	B.24 DETERMINATION OF CHLORIDE (CL) BY VALUATION

	B.24.1 Fundamento
	B.24.1 Basis 

	Haciendo una solución o suspensión del producto en ácido nítrico, se valora por potenciometría directa mediante un electrodo de vidrio y una solución valorada de nitrato de plata hasta un potencial final previamente establecido.
	Making a solution or suspension of the product in nitric acid, it is assessed by direct potentiometry by means of a glass electrode and a solution valued from silver nitrate to a previously established final potential.

	B.24.2 Reactivos y materiales
	B.24.2 Reagents and materials 

	B.24.2.1 Reactivos
	B.24.2.1 Reagents

	Solución de nitrato de plata de 0,1 mol o nitrato de plata para análisis
	0.1 mol of silver nitrate solution or silver nitrate for analysis

	Solución de cloruro de sodio 0,1 mol o cloruro de sodio para análisis
	0.1 mol of sodium chloride solution or sodium chloride for analysis

	Gelatina en polvo
	Gelatin powder

	Acido nítrico mínimo 65% para análisis
	Nitric acid minimum of 65 % for analysis

	B.24.2.2 Materiales
	B.24.2.2 Materials

	Vasos de forma alta de 150 ml
	150 ml tall glasses

	Pipetas automáticas de báscula de 1 ml
	1 ml automatic scale pipette

	Material común de laboratorio
	Common laboratory materials

	Bureta de 20 o 25 ml
	20 or 25 ml burette

	Agitador magnético
	Magnetic stirrer

	B.24.3 Aparatos e instrumentos
	B.24.3 Devices and instruments 

	Los aparatos de medidas descritos se refieren al método más utilizado, es decir, la determinación semiautomática.
	The measuring devices described refer to the most commonly used method, that is, semi-automatic determination.

	Desecadores
	Desiccated beef

	Pesafiltros de forma alta con tapón esmerilado de 10 ml
	High-profile weighing bottles with 10 ml frosted cap

	Soportes para desecadores
	Supports for desiccators

	Estufa de laboratorio
	Laboratory stove

	Electrodo anular de plata
	Silver ring electrode

	La valoración potenciométrica puede efectuarse de tres maneras y el equipo para cada una de ellas es el siguiente:
	Potentiometric assessment can be done in three ways and the equipment for each of them is as follows:

	B.24.3.1 Determinación manual
	B.24.3.1 Manual determination

	Medidor de pH/milivoltímetro con escala de lectura de ± 700 mV
	pH/millivoltmeter with reading scale of ± 700 mV

	Electrodo de plata con superficie tan grande como sea posible (para mayor estabilidad), y electrodo de referencia. O bien un solo electrodo anular de plata combinado.
	The silver electrode with as large a surface as possible (for greater stability), and reference electrode. Or a single combined silver ring electrode.

	B.24.3.2 Determinación semiautomática
	B.2 4.3.2 Semiautomatic determination

	Puesto de valoración automático, compuesto de: aparato de medida (milivoltímetro); aparato de mando programable (valorador, generador de impulsos) y bureta de pistón motorizada.
	An automatic valuation positioned, composed of: measuring device (millivoltmeter); programmable control device (valuator, pulse generator) and motorized piston burette.

	Imprimente o trazador de curvas (facultativo)
	Primer or curve plotter (optional)

	Electrodo ver (B.24.3.1)
	Electrode see (B.24.3. 1)

	B.24.3.3 Determinación automática
	B.24.3.3 Automatic determination

	Además de los aparatos citados en (B.24.3.2):
	In addition to the devices mentioned in (B.24.3.2):

	Cambiador de muestras automático con unidad de mando y puesto de valoración
	Automatic sample changer with control unit and valuation post

	Valorador según (B.24.3.2) con bureta de pistón motorizada, pero con distribución y llenado a control remoto, así como trasmisión de datos a la imprimente.
	Titrator according to (B.24.3.2) with motorized piston burette, but with remote control distribution and filling, as well as data transmission to the printer.

	Nota: Según los instrumentos disponibles se puede optar por una solución intermedia.
	Note: Depending on the available instruments, an intermediate solution can be chosen. 

	B.24.4 Preparación de soluciones
	B.24.4 Preparation solutions 

	B.24.4.1 Solución de nitrato de plata 0,1 N
	B.24.4.1 0.1 N silver nitrate solution

	En un matraz aforado de 1000 ml diluir el contenido de una ampolleta de solución 0,1 N lista para el uso,  o bien: si no se dispone de solución valorada lista para el uso, pesar, con una aproximación de 0,5 mg; 16,9890 g de nitrato de plata previamente secado durante 2 h a 102 ± 2ºC. Disolver en agua destilada y llevar a volumen en un matraz aforado de 1000 ml. Comprobar el título, por valoración según (B.24.5.3), de 20 ml de solución exactamente 0,1 N de cloruro de sodio.
	In a 1000 ml volumetric flask, dilute the contents of a 0.1 N solution vial ready for use, or: if a solution ready for use is not available, weigh, with an approximation of 0.5 mg; 16.9890 g of silver nitrate previously dried for 2 hours at 102 ± 2°C. Dissolve in distilled water and bring to volume in a 1000 ml volumetric flask. Check the title, by titration according to (B.24.5.3), of 20 ml of exactly 0.1 N solution of sodium chloride.

	B.24.4.2 Solución de cloruro de sodio 0,1 N
	B.24.4.2 0.1 N sodium chloride solution

	En un matraz aforado de 1000 ml diluir el contenido de una ampolleta de solución 0,1 N lista para uso, o bien: si no se dispone de solución valorada lista para el uso, pesar, con una aproximación de 0,5 mg; 5,8440 g de cloruro de sodio previamente secado durante 2 h a 102 ± 2ºC. Disolver en agua destilada y llevar a volumen en un matraz aforado de 1000 ml.
	In a 1000 ml volumetric flask dilute the contents of a 0.1 N solution ampoule ready for use, or if: no ready solution is available ready for use, weigh, with an approximation of 0.5 mg; 5.8440 g of sodium chloride previously dried for 2 hours at 102 ± 2ºC. Dissolve in distilled water and bring to volume in a volumetric flask of 1000 ml.

	B.24.4.3 Solución de gelatina aproximadamente 5g/100 ml (volumen aproximado de 15 ml), justo antes del uso, disolver, calentando 1 g de gelatina en 20 ml de agua destilada. Enfriar.
	B.24. 4.3 Jelly solution approximately 5g/100 ml (approximately 15 ml volume), just before use, dissolve, heating 1 g of gelatin in 20 ml of distilled water. Cool.

	B.24.5 Procedimiento
	B.24.5 Procedure 

	La preparación de la muestra, la toma de ensayo y la disolución son idénticas para las tres variantes. No es preciso clarificar la solución a valorar, ya que ni el color del producto ni su contenido en sustancias insolubles influyen en el potencial final. En general, una adición de ácido nítrico elimina las interferencias.
	The repair of the sample, the test taking and the dissolution are identical for the three variants. It is not necessary to clarify the solution to be valued, since neither the color of the product nor its content in insoluble substitutes influences the final potential. In general, an addition of nitric acid eliminates interferences.

	B.24.5.1 Toma de ensayo y disolución
	B.24.5.1 Test sample and dissolution

	En un recipiente de valoración o en un vaso pesar con una aproximación de 0,1 mg, entre 1 y 5 g de producto, según el contenido supuesto en cloruro y la homogeneidad del producto. Para productos líquidos, añadir mediante una pipeta un volumen exacto correspondiente a los mismos criterios. La toma de ensayo debe consumir entre 1 y 15 ml de nitrato de plata. Añadir agua destilada para obtener un volumen final de unos 50 ml, así como un imán mezclador. Colocar sobre un agitador magnético y agitar hasta obtener una solución o una suspensión fina, sin grumos. La duración varía entre 1 y 30 min, según la naturaleza del producto. Mediante una pipeta automática añadir 1 ml de ácido nítrico concentrado y mezclar. El pH de la solución debe ser inferior a 1,5. En caso de duda, verificarlo mediante un medidor de pH y, si es necesario añadir más ácido nítrico.
	In a titration vessel or in a vessel weigh with an approximation of 0.1 mg, between 1 and 5 g of product, according to the supposed content in chloride and the homogeneity of the product. For liquid products, add an exact volume corresponding to the same criteria by pipette. The test shot should consume between 1 and 15 ml of plat nitrate . Add distilled water to obtain a final volume of about 50 ml, as well as a mixing magnet. Place on a magnetic stirrer and stir until a solution or a fine suspension is obtained, without lumps. The duration varies between 1 and 30 min, depending on the nature of the product. Using an automatic pipette add 1 ml of concentrated nitric acid and mix. The pH of the solution should be less than 1.5. E n doubt, verify with a pH meter and if necessary add more nitric acid.

	B.24.5.2 Determinación manual
	B.24.5.2 Manual determination

	B.24.5.2.1 Preparación del aparato
	B.2 4.5.2.1 Preparation of the device

	Conectar los electrodos al aparato de medida y, si es necesario, precalentar el mismo según las instrucciones del fabricante. Sumergir el o los electrodos, pero nunca la punta de la bureta, en una mezcla de 50 ml de agua destilada y 1 ml de ácido nítrico concentrado (solución de calibración) y colocar sobre un agitador magnético. Ajustarlo de modo que mezcle bien sin salpicar durante las valoraciones ulteriores. Consultar el manual del aparato para ajustar la escala de los milivoltios mediante una contratensión a fin de obtener un potencial cercano al medio de la escala de lectura (ese será el potencial final). Después de esta calibración no se deben efectuar más ajustes en el milivoltímetro.
	Connect the electrodes to the measuring device and, if necessary, preheat it according to the manufacturer's instructions. Dip the electrode or electrodes but never the tip of the burette, in a mixture of 50 ml of distilled water and 1 ml of concentrated nitric acid (calibration solution) and place on a magnetic stirrer. Adjust it so that it mixes well without splashing during subsequent assessments. Consult the manual of the device to adjust the scale of the millivolts by means of a counter voltage in order to obtain a potential close to the middle of the reading scale (that will be the final potential). After this calibration, no further adjustments must be made to the millivoltmeter.

	Ver notas B.24.8.
	See notes B.24.8.

	B.24.5.2.2 Valoración
	B.24.5.2.2 Valuation

	Sumergir los electrodos en la solución acidificada de la toma de ensayo. Si se utiliza un agitador magnético y una bureta de pistón, sumergir asimismo la punta de la bureta a media altura del electrodo  de plata, o a la altura del anillo de plata si se utiliza un electrodo combinado, a aproximadamente 1 cm delante de éste (en el sentido de rotación del líquido). Así es posible valorar con la mayor precisión, ya que el electrodo señala inmediatamente un exceso de reactivo.
	Immerse the electrodes in the acidified solution of the test sample. If a magnetic stirrer and a piston burette are used, also immerse the tip of the burette at the half height of the silver electrode, or at the height of the silver ring if a combined electrode is used, approximately 1 cm in front of this (in the sense of rotation of the liquid). Thus it is possible to assess the highest accuracy, since the electrode immediately signals an excess of reagent. 

	Agitando continuamente, sin tocar los electrodos, valorar mediante la solución de nitrato de plata 0,1 N, primero rápidamente hasta unos 100 mV antes del potencial final, luego lentamente con porciones cada vez más pequeñas hasta el potencial final, que debe permanecer estable durante al menos 10 seg. Una ejecución minuciosa con bureta de pistón permite determinar el punto final con una precisión de 0,01 ml.
	Stirring continuously, without touching the electrodes, evaluate using the 0.1 N silver nitrate solution, first quickly up to about 100 mV before the final potential, then slowly with smaller and smaller portions to the final potential, which should remain stable for at least 10 sec A thorough execution with a piston burette allows the end point to be determined with an accuracy of 0.01 ml.

	Variante: Para determinaciones aún más precisas, sobre todo para determinar contenidos muy bajos en cloruro, la valoración a "potencial final" puede reemplazarse ventajosamente por la valoración  "en incrementos" o porciones. El volumen de reactivo correspondiente al punto de equivalencia puede encontrarse ya sea gráficamente, o por cálculo.
	Variant: For even more precise determinations, especially to determine very low chloride content , the "final potential" rating can be advantageously replaced by the "incremental" or portion rating. The volume of reagent corresponding to the point of equivalence can be found either graphically, or by calculation. 

	B.24.5.2.3 Enjuague de los electrodos
	B.24.5.2.3 Rinse the electrodes

	Enjuagar los electrodos con agua destilada inmediatamente después de cada valoración. Si se pega materia grasa a los electrodos, eliminarla sumergiéndolos brevemente en acetona.
	Rinse the electrodes with distilled water immediately after each titration. If fatty matter sticks to the electrodes, remove it by emersing them briefly in acetone.

	B.24.5.2.4 Verificación del potencial de fin de reacción
	B.24.5.2.4 Verification of the end of reaction potential

	Al efectuar grandes series de valoraciones hasta potencial final, debe verificarse la concordancia entre el potencial final fijado y aquel medido por los electrodos sumergidos en la mezcla agua/ácido nítrico. Para ello, después de 30 a 60 min de valoración y después de apartar la punta de la bureta, sumergir los electrodos en el vaso que contiene la mezcla agua/ácido nítrico y agitar. Si es necesario, corregir el potencial.  (Una diferencia de más de 10 mV indica que los electrodos están sucios)
	When making large series of assessments up to final potential, the concordance between the final potential set and that measured by the electrodes submerged in the water/nitric acid mixture must be verified. To do this, after 30 to 60 min of evaluation and after removing the tip of the burette, immerse the electrodes in the vessel containing the water/nitric acid mixture and stir. If necessary, correct the potential. (A difference of more than 10 mV indicates that the electrodes are dirty)

	B.24.5.2.5 Verificación del método
	B.24.5.2.5 Method verification

	Periódicamente valorar según el punto (B.24.5.2.2); 20 ml de solución 0,1 N de cloruro de sodio.
	Periodically evaluate according to the point (B.24.5.2.2); 20 ml of 0.1 N solution of sodium chloride .

	Al valorar soluciones puras de cloro, el cloruro de plata precipitado tiende a adherirse a la superficie activa del electrodo de plata o al anillo de plata del electrodo combinado, lo cual impide el buen funcionamiento. Para evitar este inconveniente, se recomienda añadir antes de comenzar la valoración unos mililitros de solución de aproximadamente 5g/100 ml de gelatina recién preparada. Corregir mediante un ensayo en blanco si la gelatina contiene cloruro.
	When assessing pure chlorine solutions, the exact silver chloride tends to adhere to the active surface of the silver electrode or to the plating ring of the combined electrode, which prevents proper functioning. To avoid this inconvenience, it is recommended to add about milliliters of approximately 5 g/100 ml of freshly prepared gelatin before starting the titration. Correct using a blank blanket or if the gelatin contains chloride.

	B.24.5.3 Determinación semiautomática
	B.24.5.3 Semiautomatic determination 

	B.24.5.3.1 Preparación del aparato
	B.24.5.3.1 Preparation of the device

	Montar el aparato, efectuar las manipulaciones y verificar el funcionamiento del valorador según las instrucciones del fabricante.
	Mount the device, making the manipulations and verify the operation of the titrator according to the instruction ones of the manufacturer.

	La disposición de los electrodos y de la punta de la bureta en el recipiente de valoración debe ser exactamente la misma como para la valoración manual.
	The disposition of the electrodes and the tip of the burette in the titration vessel must be exactly the same as for the manual titration.

	Antes de cada valoración comprobar:
	Before each assessment check:

	El llenado del sistema de la bureta y, si es necesario, la posición de la llave.
	The filling of the burette system and, if necessary , the position of the key.

	La puesta a cero de la bureta y, si es necesario, del registrador.
	The zeroing burette and, if necessary, of the recorder.

	La posición de la punta de la bureta
	The position of the burette tip

	La velocidad del motor de la bureta si es manual. La velocidad mínima ofrece mayor precisión.
	The speed of the burette motor is manual. The minimum speed offers greater precision.

	La velocidad del agitador
	The speed of the agitator

	La velocidad del papel y la escala deseada en el registrador.
	The paper speed and the desired scale in the recorder.

	B.24.5.3.2 Valoración
	B.24.5.3.2 Assessment

	Dado que la valoración es automática se necesita vigilar el aparato cuando menos la primera vez después del ajuste. El valorador se para automáticamente en caso de valoración a potencial final; en cambio, si la valoración se registra gráficamente, debe interrumpírsele cuando el milivoltímetro indica unos 120 mV más allá del punto final.
	Since the evaluation is automatic, it is necessary to monitor the device at least the first time after adjustment. The appraiser automatically stops in case of valuation at final potential; on the other hand, if the evaluation is recorded graphically, it should be interrupted when the millivoltmeter indicates about 120 mV beyond the end point.

	Al efectuar grandes series de valoraciones hasta potencial final, debe verificarse la concordancia entre el potencial final fijado y aquel medido por los electrodos sumergidos en la mezcla agua/ácido nítrico. Apartar la punta de la bureta. Ver punto (B.24.5.2.4).
	When carrying out large series of assessments up to final potential, the concordance between the final fixed potential and that measured by the electrodes submerged in the water/nitric acid mixture must be verified . Remove the tip of the burrette. See point (B.24.5.2.4).

	Para la limpieza de los electrodos después de cada valoración, ver (B.24.5.2.3) y (B.24.8).
	For the cleaning of the electrodes after each evaluation, see ( B.24.5.2.3 ) and (B.24.8).

	B.24.5.4 Determinación automática
	B.24.5.4 Automatic determination

	Montar y utilizar la instalación siguiendo estrictamente las instrucciones del fabricante.
	Assemble and use the installation strictly following the manufacturer's instructions.

	Normalmente ajustar el valorador como para la determinación semiautomática. Sólo pueden efectuarse valoraciones a potencial final.
	Normally adjust the value like a semi-automatic determination. Only valuations to the final potential can be made. 

	Deben observarse estrictamente todos los detalles indicados más arriba: disposición de los electrodos en el recipiente de valoración, tratamiento de los electrodos, etc.; si es necesario puede adaptarse el volumen de la solución a valorar a la capacidad del recipiente de valoración. La cantidad de ácido nítrico debe ser de al menos 1 ml por 50 ml de solución a valorar.
	All the details indicated above must be strictly observed: arrangement of the electrodes in the titration vessel, treatment of the electrodes, etc.; if necessary, the volume of the solution to be assessed can be adapted to the capacity of the valuation container. The amount of nitric acid must be at least 1 ml per 50 ml of the solution to be titrated.

	Antes de comenzar la valoración, además de los controles indicados bajo (B.24.5.3.1), ajustar el programador del cambiador de muestras y comprobar los puntos siguientes:
	Before starting the assessment, other than the controls are indicated under (B.24.5.3.1), adjust the program of the sample changer and check the following points:

	Posición correcta de los recipientes de valoración en el cambiador de muestras.
	Correct position of the titration vessels in the exchange of samples.

	Cantidad suficiente de reactivo, de agua de enjuague y de papel en el registrador.
	Sufficient amount of reagent, rinse water and paper in the recorder.

	Comprobar el buen funcionamiento del aparato durante la primera valoración. Basta con verificar de vez en cuando la reserva de reactivo, de agua de enjuague y de papel en el registrador, así como el funcionamiento correcto de la valoración y de la impresión.
	Check the correct functioning of the device during the first evaluation. It is enough to check the reagent, rinse water and paper in the register from time to time, as well as the correct functioning of the titration and printing.

	B.24.6 Cálculo y expresión de resultados
	B.24.6 Calculation and expression of results 

	B.24.6.1 Cálculo
	B.24.6.1 Calculation

	El contenido de cloruro en el producto, expresado en porcentaje de masa, es igual a:
	The chloride content in the product, expressed as a percentage of mass, is equal to:
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	En donde:
	Where:

	A = número de ml de solución de nitrato de plata 0,1 N utilizados para la valoración (lectura en la bureta o determinados gráficamente o por cálculo)
	A = number of ml of 0.1 N silver nitrate solution used for the evaluation (reading on the burette or determined graphically or by calculation ) 

	35,45 = peso atómico del cloro
	35.45 = chlorine atomic weight

	N = normalidad exacta de la solución de nitrato de plata (0,1)
	N = exact normality of the silver nitrate solution (0.1)

	m = masa de la toma de ensayo, en g; o volumen en ml
	m = mass of the test sample, in g; or volume in ml

	B.24.6.2 Expresión de resultados
	B.24.6.2 Expression results

	Expresar los resultados en g de cloruro/100 g o 100 ml.
	Express the results in grams of chloride/100g or 100ml.

	Para expresar el resultado en mg de cloruro/100 g, multiplicar el porcentaje por 100.
	To express the result in mg of chloride/100 g, multiply the percentage by 100.

	Si es necesario, también se puede dar el resultado en cloruro de sodio, reemplazando en la fórmula de cálculo, el peso atómico del cloro (35,45) por el del cloruro de sodio (58,44)
	If necessary, the result can also be given in sodium chloride, replacing in the calculation formula, the atomic value of chlorine or (35.45) with that of sodium chloride (58.44)

	B.24.7 Repetibilidad
	B.24.7 Repeatability 

	La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos con la misma muestra para ensayo, en las mismas condiciones en un corto intervalo de tiempo, no debe exceder 1% de su valor medio.
	The difference between two individual results obtained with the same test sample, and under the same conditions in a short time interval, should not exceed 1% of its average value.

	La heterogeneidad de una muestra puede influir desfavorablemente en la repetibilidad y la reproducibilidad.
	The heterogeneity of a sample can influence unfavorably in the repeatability and reproducibility.

	B.24.8 Notas
	B.24.8 Notes 

	B.24.8.1 Agua destilada
	B.24.8.1 Distilled water

	Utilizar agua destilada totalmente exenta de cloruro.
	Use distilled water totally free of chloride.

	B.24.8.2 Mantenimiento de los electrodos
	B. 24.8.2 Maintenance of the electrodes

	B.24.8.2.1 Electrodo de plata
	B.24.8.2.1 Silver electrode

	- Normalmente: enjuagar con agua destilada y secar.
	- Normally: rinse with distilled water and dry.

	- Electrodo grasiento: sumergir en acetona, enjuagar con agua destilada y secar.
	- Greasy electrode: immerse in acetone, rinse with distilled water and dry.

	- Electrodo manchado, sucio u oscuro (violeta): frotar con un paño mojado y detergente para vajilla, enjuagar con agua destilada y secar.
	- Stained Electrode, dirty or dark (purple): rub a wet cloth and with detergent for the container, rinse with distilled water and dry.

	- Conservar en un lugar seco, en una caja u otro recipiente hermético, a fin de retrasar la oxidación  de la plata.
	- Store in a dry place, in a box or other airtight container, in order to delay the oxidation of silver. 

	B.24.8.2.2 Electrodo de referencia
	B.24.8.2.2 Electrode of Reference

	- Enjuagar con agua destilada y secar.
	- Rinse with distilled water and dry. 

	- Para el mantenimiento, sírvase consultar las instrucciones del fabricante. En general debe renovarse periódicamente el electrolito.
	- For maintenance, please consult the manufacturer's instructions. Generally the electrolyte must be periodically renewed 

	- Conservar en un lugar seco o en agua.
	- Store in a dry place or in water.

	B.24.8.2.3 Electrodo anular de plata combinado
	B.24.8.2.3 Combined silver ring electrode

	- Enjuagar con agua destilada y secar.
	- Rinse with distilled water and dry. 

	- Tratar la parte de plata como un electrodo de plata.
	- Treat the silver part as a silver electrode.

	- Para el mantenimiento, sírvase consultar las instrucciones del fabricante. En general debe renovarse periódicamente el electrolito.
	- For maintenance, please consult the manufacturer’s instructions. In general, the electrolyte should be periodically renewed.

	- Conservar en un lugar seco o en agua.
	- Store in a dry place or in water.

	B.24.8.2.4 Enjuague de los electrodos
	B.24. 8.2.4 Rinse the electrodes

	Cuidado: Enjuagar los electrodos previamente con agua destilada y apartar la punta de la bureta, ya que incluso trazas de iones Ag+ o C1- pueden interferir en la calibración y acarrear errores en toda la serie de análisis. Esta observación también es válida para las calibraciones de control, que deben efectuarse aproximadamente cada 60 min durante las series de análisis. Un desvío importante en estas calibraciones indica que los electrodos están sucios.
	Caution: Rinse the electrodes beforehand with distilled water and remove the tip of the burette, since even traces of Ag + or C1- ions can interfere with the calibration and lead to errors throughout the entire series of analyses. This observation is also valid for control calibrations, which should be performed approximately every 60 min during the analysis series. An important deviation in these calibrations indicates that the electrodes are dirty.

	B.24.9 Cálculos para la valoración con adiciones constantes
	B.24.9 Calculations for the assessment with constant additions. 

	Después de cada adición, leer el potencial cuando se haya estabilizado. Calcular la diferencia de potencial entre las adiciones. El punto de equivalencia se sitúa entre los dos volúmenes con la mayor diferencia de potencial.
	After each addition, read the potential when it has stabilized. Calculate the difference of potentials between additions. The equivalence point is between the two volumes with the greatest difference in potential.

	Sean V1, V2, V3, V4 los volúmenes cuyos potenciales son P1, P2, P3, P4; las diferencias de potencial son P2 - P1, P3 - P2, P4 - P3, y P3 - P2 es la diferencia mayor. V2 = V1 + V; V3 = V2 + V; V4 = V3 + V; V = volumen de la adición.
	Let V1, V2, V3, V4 be the volumes whose potentials are P1, P2, P3, P4; the potential differences are P2 - P1, P3 - P2, P4 - P3, and P3 - P2 is the biggest difference. V2 = V1 + V; V3 = V2 + V; V4 = V3 + V; V = volume of the addition.

	El punto de equivalencia exacto se sitúa en:
	The point of exact equivalence is at:
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Ejemplo numérico:
	AgNO3
	Lectura
	diferencia

	[ml]
	[mV]
	[mV]

	9,0
	58,0
	

	9,1
	59,6
	1,6 para 0,1 ml AgNo3

	9,2
	62,5
	2,9

	9,3
	64,6
	2,1

	9,4
	68,1
	3,5

	9,5
	70,9
	2,8

	9,6
	73,9
	3,0

	9,7
	79,3
	5,4

	9,8
	83,9
	4,6

	9,9
	92,4
	8,5

	10
	102,7 P1
	10,3

	10,1
	114,9 P2
	12,2

	10,2
	155,7 P3
	40,8 mayor

	10,3
	196,0 P4
	40,3

	10,4
	218,5
	22,5

	10,5
	227,3
	8,8

	10,6
	234,2
	6,9


	V2 = 10,1 ml	V = 0,1 ml
Numerical example:
	AgNO 3
	Reading
	difference

	[ml]
	[mV]
	[mV]

	9.0
	58.0
	 

	9.1
	5 9.6
	1.6 for 0.1 ml AgNo 3

	9.2
	62.5
	2, 9

	9.3
	64.6
	2.1

	9.4
	68.1
	3.5

	9.5
	70.9
	2.8

	9.6
	73.9
	3.0

	9.7
	79.3
	5, 4

	9.8
	83.9
	4.6

	9.9
	92.4
	8.5

	10
	102.7 P 1
	10.3

	10.1
	11 4.9 P 2
	12.2

	10.2
	15 5.7 P 3
	40.8 higher

	10.3
	196.0 P 4
	40.3

	10.4
	218.5
	22.5

	10.5
	227.3
	8.8

	10.6
	234.2
	6.9


              V 2 = 10.1 ml V = 0.1 ml              
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	B.25. DETERMINACION DE CALCIO (Ca) POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA
	B.25. DETERMINATION OF CALCIUM (Ca) BY ATOMIC ABSORPTION SPECTROPHOTOMETER 

	B.25.1 Fundamento
	B.25.1 Basis 

	Hidrólisis parcial del producto con ácido clorhídrico. Filtración. Dilución y determinación por espectroscopia de absorción atómica.
	Partial hydrolysis of the product with hydrochloric acid. Filtration. Dilution and determination atomic absorption spectroscopy 

	B.25.2 Reactivos y materiales
	B.25.2 Reagents and materials 

	B.25.2.1 Reactivos
	B.25.2.1 Reagents

	Acido nítrico mínimo 65% para análisis
	At least 65% nitric acid for analysis

	Oxido de lantano (III) (máximo 0,0005% Ca) para espectroscopía de absorción atómica
	Lanthanon oxide (III) (maximum 0.0005% Ca) for atomic absorption spectroscopy

	Acido clorhídrico fumante mínimo 37% para análisis
	A minimum 37% smoking hydrochloric acid for analysis

	Solución patrón de calcio
	Standard calcium solution

	Solución patrón de calcio lista para el uso, 1000 mg/l
	Ready-to-use standard calcium solution, 1000 mg / l

	B.25.2.2 Materiales
	B.25.2.2 Materials

	Matraces aforados 50, 100 y 1000 ml
	Volumetric flasks 50, 100 and 1000 ml

	Micropipetas de 50 - 200 µl y 200 - 1000 µl
	Micropipettes of 50 - 200 µl and 200 - 1000 µl

	Pipetas ajustables 5 ml
	Adjustable pipettes s 5 ml

	Puntas amarillas de 50 a 200 µl
	Yellow tips 50 to 200 µl

	Puntas azules de 200 a 1000 µl
	Blue tips from 200 to 1000 µl

	Puntas blancas
	White points

	Probetas graduadas forma alta 10, 25 y 500 ml
	Tall type graduated probes 10, 25 and 500 ml 

	Matraces Erlenmeyer cuello estrecho de 100 ml
	100 ml narrow neck Erlenmeyer flasks

	Embudos
	Funnels 

	Filtros redondos (< 0,007% de cenizas)
	Round filters (<0.007% of ashes)

	Frascos de polietileno flexible cuello estrecho de 100 ml y 1000 ml
	100 ml and 1000 ml narrow neck flexible polyethylene bottles

	Cubeta de polietileno 15 l
	15 liter polyethylene pail 

	Descontaminación del material: En una cubeta de polietileno introducir 10 l de mezcla de ácido nítrico/agua (1:1).
	Material decontamination: In a polyethylene container, introduce 10 liters of nitric acid/water mixture (1:1).

	En este baño descontaminar una noche todos los matraces aforados, tapones, recipientes de polietileno  o de polipropileno, así como todo el material de vidrio necesario. Enjuagar con agua destilada y secar.
	In this bathroom, decontaminate one night all the volumetric flasks, caps, containers made of polyethylene or polypropylene, as well as all the necessary glassware. Rinse with distilled water and dry . 

	B.25.3 Aparatos e instrumentos
	B.25.3 Devices and instruments 

	Balanza de precisión capacidad 4100/600g: 0,1/0,001
	Precision scale 4100/600g capacity: 0.1/0.001

	Lámpara de calcio de tipo cátodo hueco
	Tip or hollow cathode calcium lamp

	Espectrofotómetro de absorción atómica
	Atomic absorption spectroscopy

	Destilador de agua
	Water distiller

	Baño de agua
	Water bath

	B.25.4 Preparación de soluciones
	B.25.4 Preparation of solutions 

	B.25.4.1 Solución de lantano 5 g/100 ml
	B.25.4.1 Solution of lanthanum 5 g/100 ml

	En un matraz aforado de 1000 ml pesar 58,6 g de óxido de lantano. Añadir aproximadamente 200 ml de agua destilada, agitar hasta que todo el óxido esté bien mojado. Añadir lentamente 250 ml de ácido clorhídrico concentrado (mínimo 37%). Enfriar y llevar al volumen con agua destilada.
	In a volumetric flask of 1000 ml weigh 58.6 g of lanthanum oxide. Add approximately 200 ml of distilled water, stir until all the oxide is well wet. Slowly add 250 ml of conc hydrochloric acid entered (minimum 37%). Cool and bring to volume with distilled water.

	Debe verificarse el contenido de calcio de cada nuevo lote de óxido de lantano preparando una solución de lantano de 1 g/100 ml y comparando su contenido en calcio con aquél de una solución patrón de calcio de 0 µg/ ml procedente de un lote anterior.
	The calcium content of each new batch of lanthanum oxide should be checked by preparing a 1 g/100 ml lanthanum solution and comparing its calcium content with that of a 0 µg/ml standard calcium solution from a previous batch

	B.25.4.2 Solución de ácido clorhídrico 4 N
	B.25.4.2 Solution of 4N hydrochloric acid

	En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 500 ml de agua destilada y 330 ml de ácido clorhídrico concentrado. Enfriar. Llevar al volumen con agua destilada.
	In a 1000 ml volumetric flask, introduce approximately 500 ml of distilled water and 330 ml of concentrated hydrochloric acid. Cool. Bring to volume with distilled water.

	B.25.4.3 Solución de ácido clorhídrico 6 N
	B.25.4.3 Hydrochloric acid 6N Solution

	En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 300 ml de agua destilada y 500 ml de ácido clorhídrico concentrado. Enfriar. Llevar al volumen con agua destilada.
	In a 1000 ml volumetric flask, introduce approximately 300 ml of distilled water and 500 ml of concentrated hydrochloric acid. Cool. Bring to volume with distilled water.

	B.25.4.4 Solución patrón de calcio 1000 mg/l
	B.25.4.4 Standard solution of calcium 1000 mg/liter

	En un matraz aforado de 1000 ml introducir el contenido de una ampolleta de cloruro de calcio. Enjuagar la ampolleta y llevar al volumen con agua destilada.
	In a 1000 ml volumetric flask, introduce the content of a calcium chloride ampoule. Rinse the vial and bring to volume with distilled water.

	Conservar en un frasco de polietileno o polipropileno descontaminado, esta solución es estable durante aproximadamente un año a temperatura ambiente.
	Store in a bottle of polyethylene or decontaminated polypropylene, this solution is stable for approximately one year at room temperature.

	También puede utilizarse una solución patrón de calcio de 1000 mg/l lista para el uso.
	A standard calcium solution of 1000 mg/liter ready for use can also be used.

	B.25.4.5 Soluciones patrón diluidas de calcio
	B.25.4.5 Dilute standard calcium solutions

	En matraces aforados de 100 ml verter mediante una pipeta 0, 100, 200, 300, 500 y 1000 µl de solución patrón de calcio, 1000 mg/l. Añadir 20 ml de solución de lantano (B.25.4.1) y llevar al volumen con agua destilada. Estas soluciones contienen respectivamente 0 - 1 - 2 - 3 - 5 y 10µg de calcio/ml. Transferir inmediatamente a frascos de polietileno o polipropileno descontaminados.
	In 100 ml volumetric flasks, pour 0, 100, 200, 300, 500 and 1000 µl of standard calcium solution, 1000 mg/l. Add 20 ml of lanthanum solution (B.25.4.1) and bring to volume with distilled water. These solutions contain respectively 0 - 1 - 2 - 3 - 5 and 10 µg of calcium/ml. Transfer immediately to decontaminated polyethylene or polypropylene bottles.

	Estas soluciones deben prepararse cada semana. Se recomienda comparar las nuevas soluciones con otras preparadas anteriormente a fin de detectar cualquier error grave de preparación.
	These solutions should be prepared every week. It is recommended to compare the new solutions with others previously prepared in order to detect any serious errors in the preparation.

	B.25.5 Preparación de la muestra para ensayo
	B.25.5 Preparation of the test sample 

	B.25.5.1 Productos sólidos
	B.25.5.1 Solid products

	Tomar una cantidad representativa de la muestra a analizar. Si es necesario moler el producto mediante un molino o un mortero. Evitar cualquier contaminación durante esta manipulación. Mezclar bien.
	Take a representative amount of the sample to be analyzed. If necessary, grind the product using a mill or mortar. Avoid any contamination during handling. Mix well.

	B.25.5.2 Productos líquidos
	B.25.5.2 Liquid products

	Mezclar bien el producto antes de abrir el recipiente. A continuación transferir a un recipiente de vidrio o de plástico descontaminado. Guardar en el refrigerador (4ºC). Mezclar bien antes de su uso.
	Mix the product well before opening the container. Then transfer to a glass container or decontaminated plastic container. Store in the refrigerator at (4ºC). MIx well before use.

	B.25.6 Procedimiento
	B.25.6 Pro ce dure 

	B.25.6.1 Toma de ensayo
	B.25.6.1 Test sample

	En un matraz aforado de 50 ml pesar, con una precisión de 0,01 g, 1 g de producto en polvo o 10 g de producto líquido. Añadir agua destilada hasta un volumen de aproximadamente 15 ml. Añadir 10 ml  de solución de ácido clorhídrico 6 N. Calentar en un baño maría en ebullición durante 30 min. Dejar enfriar a temperatura ambiente. Llevar al volumen con agua destilada. Filtrar a través de un filtro exento de cenizas, eliminar los primeros 5 ml. Recolectar el resto del filtrado.
	In a 50 ml volumetric flask weigh, with an accuracy of 0.01 grams, 1 g of powdered product or 10 g of liquid product. Add distilled water to a volume of approximately 15 ml. Add 10 ml of 6 N hydrochloric acid solution. Heat in a boiling water bath for 30 min. Let cool to room temperature. Bring to volume with distilled water. Filter through an ash-free filter, remove the first 5 ml. Collect the rest of the filtrate.

	B.25.6.2 Dilución
	B.25.6.2 Dilution

	En matraz aforado de 100 ml verter mediante una pipeta un volumen de la solución de toma de ensayo, que la concentración final esté comprendida entre 1 y 10 µg/ml. Añadir 20 ml de solución de lantano. Llevar al volumen con agua destilada. Esta solución contiene 1 g de lantano/100 ml.
	In a 100 ml volumetric flask, pour a volume of the test solution using a pipette, with the final concentration between 1 and 10 µg/ml. Add 20 ml of lanthanum solution. Bring to the volume with distilled water. This solution contains 1 g of lanthanum/100 ml.

	B.25.6.3 Determinación
	B.25.6.3 Determination

	Ajustar el aparato de absorción atómica según las indicaciones del fabricante. Se recomienda utilizar mejor un quemador provisto de un nebulizador de hélice, que un nebulizador con bola de impacto. Deben respetarse las siguientes condiciones:
	Adjust the atomic absorption device according to the manufacturer's instructions. It is recommended to use a burner provided with a propeller nebulizer better than an impact ball nebulizer. The following conditions must be respected:

	Lámpara de calcio de tipo cátodo hueco
	Hollow cathode type calcium lamp

	Longitud de onda: 422,7 nm
	Wavelength: 422.7 nm

	Llama: aire-acetileno, reductora
	Flame: air-acetylene, reducer

	Dejar calentar la lámpara durante 15 - 20 min. Encender la llama y esperar unos 15 min a que alcance el equilibrio. Colocar el quemador de manera óptima.
	Let the lamp heat for 15-20 min. Turn on the flame and wait for about 15 minutes to reach equilibrium. Place the burner optimally.

	Aspirar las soluciones patrón (B.25.4.5), luego las soluciones de la toma de ensayo (B.25.6.2). Después de cada medida, aspirar un poco de solución (B.25.4.2), luego agua destilada a fin de evitar que el capilar  se obstruya. Después de aspirar diez soluciones de tomas de ensayo, verificar la calibración aspirando una solución patrón y efectuando un "reslope".
	Aspirate the standard solutions (B.25.4.5), then the solutions of the test sample (B.25. 6.2). After each measurement, aspirate some solution (B.25.4.2), then distilled water to prevent the capillary from clogging. After aspirating ten solutions from test samples, verify the calibration by drawing a standard solution and performing a "reslope." 

	Trabajar de preferencia con la opción "integración"; la duración de las medidas debe ser de por lo menos  5 seg. Efectuar cada medida por lo menos tres veces. Ninguna solución de toma de ensayo no debe rebasar la concentración del patrón más concentrado. Efectuar una nueva dilución si es necesario (B.25.6.2)
	Work preferably with the "integration" option; the duration of the measurements must be for at least 5 seconds. Perform each measurement at least three times. No solution of test sample should not exceed the concentration of the most concentrated solution. Make a new dilution if necessary (B.25.6.2) 

	B.25.7 Cálculo y expresión de resultados
	B .25.7 Calculation and expression of results 

	B.25.7.1 Modo de cálculo
	B.25.7.1 Calculation mode

	Calcular o trazar la curva de calibración llevando la absorbancia a la ordenada y la concentración de las soluciones patrón diluidas, en µg/ml, a la abscisa. Determinar la concentración de las soluciones de las tomas de ensayo (C). Restar el valor del blanco (B) de aquellos de los productos.
	Calculate or plot the calibration curve by raising the absorbance to the ordinate and the concentration of the diluted standard solutions, in µg/ml, to the abscissa. Determine the concentration of the solution is from the test shots (C ). Subtract the value of the target (B) from those of the products.

	El contenido de calcio en el producto, en mg/100 g, es igual a:
	The content of calcium in the product, in mg/100 g, is equal to :
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	En donde:
	Where:

	C = concentración de calcio en las soluciones de las tomas de ensayo en µg/ml
	C = calcium concentration in the solutions of the test shots in µg/ml

	B = concentración de calcio en el blanco (solución patrón de 0 µg de calcio/ml)
	B = concentration of calcium in the white (standard solution of 0 µg calcium/ml)

	V = volumen inicial en las soluciones de las tomas de ensayo en ml
	V = initial volume in the solutions of the test shots in ml

	D = factor de dilución (B.25.6.2)
	D = dilution factor (B.25.6.2)

	m = masa de la toma de ensayo en g
	m = mass of the test shot in g

	B.25.7.2 Expresión de los resultados
	B.25.7.2 Expression of the results

	Contenidos inferiores a 100 mg/100 g: expresar los resultados con dos cifras significativas.
	With contents below 100 mg/100 g: express the results with two significant figures.

	Contenidos superiores a 100 mg/100 g: expresar los resultados con tres cifras significativas.
	Contents greater than 100 mg/100 g: express the results with three significant figures.

	B.25.8 Repetibilidad
	B.25.8 Repeatability 

	La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos con la misma muestra, en las mismas condiciones, en un corto intervalo de tiempo, no debe exceder el 5% de su valor medio.
	The difference between two individual results obtained with the same sample , under the same conditions, in a short time interval, should not exceed 5% of its average value.

	B.26 DETERMINACION DE FOSFORO (P) POR COLORIMETRIA CON AZUL DE MOLIBDENO
	B.26 DETERMINATION OF PHOSPHORUS (P ) BY MOLYBDENUM BLUE COLORMETRY  

	B.26.1 Fundamento
	B.26.1 Basis 

	Calcinación de la muestra. Reacción del fósforo con molibdato de sodio y sulfato de hidracinio como reductor. Medir espectrofotométricamente a 700 nm la absorbancia del complejo de azul de molibdeno que se ha formado.
	Calcination of the sample. Reaction of phosphorus with molybdate or sodium and hydrazinium sulfate as a reducer. Measure spectrophotometrically at 700 nm the absorbance of the molybdenum blue complex that has formed.

	B.26.2 Reactivos y materiales
	B.26.2 Reagents and materials 

	B.26.2.1 Reactivos
	B.26.2.1 Reagents

	Acido clorhídrico fumante 37% para análisis
	A 37% smoking hydrochloric acid for analysis

	Acido nítrico 65% para análisis
	Nitric acid 65% for analysis

	Acido sulfúrico 95 - 97% para análisis
	A sulfuric acid 95 - 97% for analysis

	Sulfato de hidracinio para análisis
	Hydrazine sulfate for analysis

	Fosfato diácido de potasio para análisis
	Potassium acid phosphate for analysis

	Carbonato de sodio anhidro para análisis
	Sodium carbonate anhydrous for analysis

	Molibdato de sodio dihidratado para análisis
	Molybdate to sodium dihydrate for analysis

	B.26.2.2 Materiales
	B.26.2.2 Materials

	Vasos de forma alta de 1000 ml
	Tall form glasses 1000 ml

	Varillas de vidrio de extremos redondeados de 4 mm de diámetro y 100 mm de longitud
	Glass rods with rounded ends 4 mm in diameter and 100 mm in length

	Embudos 60º de 120 mm de diámetro
	Funnels 60º  of 20 mm diameter

	Recipiente para guardar líquidos de 20 l
	20 liter liquid storage container

	Pipetas graduadas hasta la punta de 10, 20 y 25 ml
	Pipettes graduated to the tip of 10, 20 and 25 ml

	Pipetas ajustables de 5 ml
	5 ml adjustable pipettes

	Puntas blancas de polipropileno
	Polypropylene White tips

	Filtros redondos rápidos de 125 mm de diámetro
	Quick round filters 125 mm in diameter

	Baño de agua redondo y su tapa
	Round water bath and its lid

	Cubeta de polietileno de 15 l
	15 liter polyethylene container

	Nota: Evite utilizar detergentes a base de polifosfatos para lavar el material. Toda la vajilla debe enjuagarse abundantemente con agua destilada antes del uso.
	Note: Avoid using polyphosphate based detergents to wash the material. All the containers should be rinsed with abundant distilled water before use.

	B.26.3 Aparatos e instrumentos
	B.26.3 Devices and instruments 

	Cubetas ópticas de vidrio de 10 x 10 mm
	Optical glass containers of 10 x 10 mm

	Balanza analítica electrónica
	Electronic analytical scale

	Cronómetro de mesa
	Table chronometer

	Placa calefactora
	Heating plate

	Espectrofotómetro con accesorios
	Spectrophotometer with accessories

	Cápsulas de porcelana o platino
	Porcelain or platinum capsules

	Si es necesario, descontaminar durante una noche, en una cubeta de polietileno que contenga 15 l de mezcla de ácido nítrico/agua (1:1), todos los matraces aforados, tapones, recipientes de plástico, así como las cápsulas. Enjuagar con agua destilada. Secar en estufa a 80ºC.
	If necessary, decontaminate overnight in a polyethylene cuvette containing 15 l of nitric acid/water mixture at (1: 1), all volumetric flasks, caps, plastic containers, as well as capsules. Rinse with distilled water. Dry in an oven at 80ºC.

	B.26.4 Preparación de soluciones
	B.26.4 Preparation of solutions

	B.26.4.1 Solución de ácido clorhídrico 6 N
	B.26.4.1 6N hydrochloric acid solution

	En un matraz aforado de 1000 ml vertir 400 ml de agua destilada y 500 ml de ácido clorhídrico. Enfriar y llevar a volumen con agua destilada.
	In a 1000 ml volumetric flask pour 400 ml of distilled water and 500 ml of hydrochloric acid. Cool and bring to volume with distilled water.

	B.26.4.2 Solución de ácido sulfúrico aproximadamente 10 N
	B.26.4.2 Sulfuric acid solution or approximately 10 N

	En un vaso de 1000 ml que contenga 500 ml de agua destilada, añadir con cuidado 270 ml de ácido sulfúrico. Mezclar bien y enfriar a temperatura ambiente. Transferir a un matraz aforado de 1000 ml, enjuagar el vaso y llevar a volumen con agua destilada.
	In a 1000 ml beaker containing 500 ml of distilled water, carefully add 270 ml of sulfuric acid. Mix well and cool at room temperature. Transfer to a 1000 ml volumetric flask, rinse the glass and bring to volume with distilled water.

	B.26.4.3 Solución de molibdato de sodio 2,5 g/100 ml
	B.26.4.3 Sodium molybdate solution 2.5 g/100 ml

	En un matraz aforado de 500 ml, disolver 12,5 g de molibdato de sodio, en 200 ml de ácido sulfúrico 10 N. Dejar enfriar a temperatura ambiente, transferir a un matraz aforado de 500 ml y llevar a volumen con (B.26.4.2).
	In a 500 ml volumetric flask, dissolve 12.5 g of sodium molybdate, in 200 ml of 10 N sulfuric acid. Allow to cool to room temperature, transfer to a 500 ml volumetric flask and bring to volume with (B.26.4.2).

	B.26.4.4 Solución de sulfato de hidracinio, 0,15 g/100 ml
	B.26.4.4 Hydrazinium sulfate solution, 0.15 g/100 ml

	CUIDADO: El sulfato de hidracinio es tóxico.
	CAUTION: Hydrazinium sulfate is toxic..

	En un matraz aforado de 200 ml introducir 0,30 g de sulfato de hidracinio. Disolver y llevar a volumen con agua destilada.
	In a 200 ml volumetric flask, introduce 0.30 g of hydrazinium sulfate. Dissolve and bring to volume with distilled water.

	B.26.4.5 Reactivo de molibdato de sodio y sulfato de hidracinio
	B.26.4.5 Sodium molybdate and hydrazinium sulfate reagent


	Justo antes del uso, mezclar 125 ml de solución (B.26.4.3) y 50 ml de solución (B.26.4.4) en un matraz aforado de 500 ml. Llevar a volumen con agua destilada.
	Just before use, mix 125 ml of solution (B.26.4.3) and 50 ml of solution (B.26.4.4) in a 500 ml volumetric flask. Bring to volume with distilled water.

	Nota: Esta solución no se conserva.
	Note: This solution is not conserved.

	B.26.4.6 Solución patrón de fósforo, 1000 mg/l
	B.26.4.6 Phosphorus standard solution, 1000 mg/l

	Secar 5 g de fosfato diácido de potasio, durante 2 h a 105ºC.
	Drying 5 g of dihydrogen phosphate, potassium for 2 has 105ºC.

	En un matraz aforado 500 ml agregar 2,197 g de fosfato diácido de potasio seco. Disolver con agua destilada y añadir 15 ml de solución 25.4.1. Llevar a volumen con agua destilada y mezclar bien.
	In a small volumetric 500 ml add 2.197 g of dry potassium diacid phosphate. Dissolve with stylized water and add 15 ml of solution 25.4.1. Bring to volume with distilled water and mix well.

	En un recipiente de polietileno o de polipropileno, esta solución se conserva durante un mes.
	In a polyethylene or polypropylene container, this solution is stored for one month.

	B.26.4.7 Solución patrón de fósforo, 10 µg/ml
	B.26.4.7 Phosphorus standard solution, 10 µg/ml

	El día del uso, verter mediante una pipeta, en un matraz aforado de 100 ml; 1,0 ml de solución (B.26.4.6). Llevar a volumen con agua destilada y mezclar bien.
	On the day of use, pour through a pipette into a 100 ml forage flask; 1.0 ml solution (B.26.4.6). Bring to volume with distilled water and mix well.

	B.26.4.8 Solución de carbonato de sodio e hidróxido de sodio
	B.26.4.8 Sodium carbonate solution and sodium hydroxide

	En un matraz aforado de 200 ml, introducir 10 g de carbonato de sodio y 1,2 g de hidróxido de sodio. Disolver en agua destilada. Enfriar a temperatura ambiente y llevar a volumen con agua destilada.
	In a 200 ml volumetric flask, introduce 10 g of sodium carb and 1.2 g of sodium hydroxide. Dissolve in distilled water. Cool to room temperature and bring to volume with distilled water.

	B.26.5 Preparación de la muestra para ensayo
	B.26.5 Preparation of the test sample 

	B.26.5.1 Productos sólidos
	B.26.5.1 Solid products

	Tomar una cantidad representativa de la muestra a analizar. Si es necesario, moler el producto mediante un molino o mortero.
	Take a representative amount of the sample to analyze. If necessary, move the product using a mill or mortar.

	B.26.5.2 Productos semi-líquidos
	B.26.5.2 Semi-liquid products

	Transferir el contenido del bote a un vaso de capacidad suficiente. Homogenizar mediante una batidora. Mezclar bien.
	Transfer the contents of the boat to a glass of sufficient capacity. Homogenize using a blender. Mix well.

	B.26.5.3 Productos líquidos
	B.26.5.3 Liquid Products 

	Mezclar bien el producto antes de abrir el recipiente. A continuación transferir a un recipiente de vidrio o de polipropileno. Guardar en el refrigerador (4ºC). Deje alcanzar la temperatura ambiente antes de pesar.
	Mix the product well before opening the container. Then transfer to a glass or polypropylene container. Store in the refrigerator (4ºC). Allow to reach room temperature before weighing.

	B.26.6 Procedimiento
	B.26.6 Procedure 

	Efectuar cada determinación por duplicado.
	Make each determination in duplicate .

	B.26.6.1 Calcinación
	B.26.6.1 Calcination 

	B.26.6.1.1 Productos no acidificados
	B.26.6.1.1 Non-acidified products

	Calcinar a una temperatura máxima de 550ºC.
	Calcinate at a maximum temperature of 550ºC.

	Mojar las cenizas con un poco de agua destilada, luego añadir 10 ml de ácido clorhídrico 6 N. Calentar sobre un baño maría en ebullición hasta disolución completa de las cenizas. Dejar enfriar a temperatura ambiente. Filtrar la solución a través de un filtro exento de cenizas y recoger el filtrado en un matraz aforado de 100 ml. Enjuagar la cápsula y el filtro con agua destilada. Llevar a volumen con agua destilada.
	Soak the ashes with a little distilled water, then add 10 ml of 6 N hydrochloric acid. Heat in a boiling water bath until complete dissolution of the ashes. Let cool to room temperature. Filter the solution through an ash-free filter and collect the filtrate in a 100 ml volumetric matrix . Rinse the capsule and filter with distilled water. Bring to volume with distilled water.

	B.26.6.1.2 Productos acidificados
	B.26.6.1.2 Acidified products

	A fin de evitar pérdida de fósforo, proceder como sigue:
	In order to avoid loss of phosphorus, proceed as follows:

	En una cápsula de platino o equivalente, pesar con una aproximación de 0,1 mg de 2 a 5 g de muestra para ensayo. Añadir 10 ml de solución. Mezclar bien con una varilla de vidrio. Enjuagar la varilla con un poco de agua destilada. En una campana, evaporar a sequedad la toma de ensayo sobre una placa calefactora. Luego calcinar el producto y disolver las cenizas como se describe arriba.
	In a silver capsule or the equivalent weigh with an approximation of 0.1 mg of 2 to 5 g of test sample. Add 10 ml of solution. Mix well with a glass rod. Rinse the rod with a little distilled water. In a hood, evaporate the test sample on a heating plate. Then calcinate the product and dissolve the ashes as described above.

	B.26.6.2 Dilución
	B.26.6.2 Dilution

	Si la concentración de fósforo en la solución de la toma de ensayo rebasa 90 µg/l, diluir con agua destilada. La solución a analizar debe contener entre 10 y 90 µg de fósforo/ml.
	If the phosphorus concentration in the test solution exceeds 90 µg/l, dilute with distilled water. The standard solution should contain between 10 and 90 µg of phosphorus/ml.

	B.26.6.3 Determinación
	B.26.6.3 Determination

	En matraces aforados de 50 ml, verter mediante una pipeta, según el esquema siguiente:
	In 50 ml volumetric flasks, pour by pipette, according to the following scheme:



	Solución
	Patrones (1) (ml)
	Toma de ensayo (ml)
	Blanco (ml)

	De la toma de ensayo
Agua destilada
B.33.4.7
B.33.4.5
	
	24	23	20	15
	1	2	5	10
	20	20	20	20
	1,0 (2)
24 (3)
20
	
25
20

	(1) Estas soluciones contienen 10 - 20 - 50 y 100 µg de fósforo.
(2) Verter más si el contenido en fósforo es muy bajo.
(3) Ajustar el volumen de agua según el volumen de solución de la toma de ensayo, a fin de obtener un volumen total de aproximadamente 25 ml.



	Solution
	Solutions (1) (ml)
	Test sample (ml)
	White (ml)

	From the test sample
Distilled water
B.33.4.7
B. 33.4.5
	 
 24    	23	     20	15
1	       2	        5	10
20    20	    20	  20
	1.0 (2)
24 (3)
20
	 
25
20

	(1) These solutions contain 10 - 20 - 50 and 100 µg of phosphorus .
(2) Pour more if the phosphorus content is very low.
(3) Adjust the volume of water according to the solution volume of the test outlet, in order to obtain a total volume of approximately 25 ml.


 


	Mezclar bien, llevar a volumen con agua destilada. Tapar los matraces. Mezclar bien y dejar reaccionar durante 15 min en un baño de agua en ebullición para el revelado del color. Enfriar a temperatura ambiente.
	Mix well, evaporate by volume with stylized water. Cover the flasks. Mix well and allow to react for 15 min in a boiling water bath to reveal the color. Cool to room temperatura. 

	B.26.6.4 Medida espectrofotométrica
	B.26.6.4 Spectrophotometric measurement

	Medir la extinción de las soluciones arriba indicadas en cubetas de vidrio de 10 mm a la longitud de onda de 700 nm contra el blanco (B).
	Measure the extinction of the solutions indicated above in 10 mm glass cuvettes at a wavelength of 7 00 nm against the target (B).

	Notas:
	Notes:

	Todas las medidas, tanto las soluciones patrón como las tomas de ensayo, deben efectuarse en el intervalo de una hora después del final de la reacción, debido a la inestabilidad de la coloración.
	All measurements, both standard solutions and test samples should be carried out within one hour after the end of the reaction, due to the instability of the color.

	El complejo de azul de molibdeno presenta el máximo de absorción a 830 nm, no obstante, la sensibilidad aún es buena a 700 nm. Así pues, es posible utilizar una gama más amplia de espectrofotómetros.
	The molybdenum blue complex has the maximum absorption rate at 830 nm, however, the sensitivity is still good at 700 nm. Thus, it is possible to use a wider range of spectrophotometers.

	B.26.7 Cálculo y expresión de resultados
	B.26.7 Calculation and expression of results 

	B.26.7.1 Cálculo
	B.26.7.1 Calculation

	Trazar la curva de calibración llevando a la abscisa el contenido en fósforo (en µg) y a la ordenada la extinción leída en el espectrofotómetro.
	Draw the calibration curve leading to the abscissa phosphorus content (in µg) and to the ordinate the extinction read on the spectrophotometer.

	Leer en la curva de calibración el valor en µg de fósforo correspondiente a la extinción media (C).
	Read the value in µg of phosphorus corresponding to the average extinction (C) in the calibration curve.

	El contenido de fósforo en mg/100 g de producto, es igual a:
	The phosphorus content in mg/100 g of product is equal to: 
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	En donde:
	Where:

	C = contenido de fósforo en la solución de la toma de ensayo leído en la curva de calibración, en µg
	C = phosphorus content in the test sample solution read in the calibration curve, in µg

	D = factor de dilución, si es necesario
	D = dilution factor, if necessary

	m = masa de la toma de ensayo, en g
	m = mass of the test outlet, in g

	V = total de la solución de la toma de ensayo en 100 ml
	V = total of the solution of the test sample in 100 ml

	A = parte alícuota de la solución de la toma de ensayo para la determinación
	A = aliquot part of the test sample solution for determination

	B.26.7.2 Expresión de los resultados
	B.26.7.2 Expression of results

	Expresar los resultados en mg/100 g con tres cifras significativas.
	Express the results in mg/100 g with three significant figures.

	B.26.8 Repetibilidad
	B.26.8 Repeatability 

	La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos por el mismo método con la misma materia sometida al ensayo, en las mismas condiciones y corto intervalo de tiempo, no debe exceder 2% del valor medio.
	The difference between two individual results obtained by the same method with the same material under test or, in the same conditions and with a short time interval, must not exceed 2% of the average value.

	B.27 DETERMINACION DE MAGNESIO (Mg) POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA
	B.27 DETERMINATION OF MAGNESIUM (Mg) BY ATOMIC ABSORPTION SPECTROPHOTOMETRY

	B.27.1 Fundamento
	B.27.1 Basis 

	Hidrólisis parcial del producto con ácido clorhídrico. Filtración. Dilución y determinación por espectroscopía de absorción atómica.
	Partial hydrolysis of the product with hydrochloric acid . Filtration. Dilution and determination by atomic absorption spectroscopy.

	B.27.2 Reactivos y materiales
	B.27.2 Reagents and materials 

	B.27.2.1 Reactivos
	B.27.2.1 Reagents

	Acido nítrico mínimo 65% para análisis
	Minimum nitric acid 65% for analysis

	Oxido de lantano (III) (máximo 0,0005% Ca) para espectroscopía de absorción atómica.
	Lanthanum oxide (III) (maximum 0.0005% Ca) for atomic absorption spectroscopy.

	Acido clorhídrico fumante mínimo 37% para análisis
	At least 37% smoking hydrochloric acid for analysis

	Solución patrón de magnesio
	Standard Magnesium Solution

	Solución patrón de magnesio lista para el uso 1000 mg/l
	Ready-to-use standard magnesium solution 1000 mg/liter

	B.27.2.2 Materiales
	B.27.2.2 Materials 

	Matraces aforados, 50, 100 y 1000 ml
	Volumetric flasks, 50, 100 and 1000 ml

	Micropipetas de 50 - 200 µl y 200 - 1000 µl
	Micropipettes of 50 - 2 00 µl and 200 - 1000 µl

	Pipetas ajustables, 5 ml
	Adjustable pipettes, 5 ml

	Puntas amarillas de 50 a 200 µl
	Yellow tips from 50 to 200 µl

	Puntas azules de 200 a 1000 µl
	Blue tips from 200 to 1000 µl

	Puntas blancas
	White tips

	Probetas graduadas forma alta 10, 25 y 500 ml
	Test tubes form a high 10, 25 and 500 ml

	Matraces Erlenmeyer cuello estrecho 100 ml
	Erlenmeyer narrow neck flask 100 ml

	Embudos
	Funnels

	Filtros redondos (< 0,007% de cenizas)
	Round filters (<0.007% of ashes )

	Frascos de polietileno flexible cuello estrecho de 100, 1000 ml
	Flexible polyethylene jars the narrow 100, 1000 ml

	Cubeta de polietileno de 15 l
	15 liter polyethylene container

	Descontaminación del material: En una cubeta de polietileno introducir 10 l de mezcla de ácido nítrico/agua (1:1).
	Decontamination of the material: In a basin polyethylene container introduce 10 liters of mixture of nitric acid/water (1:1).

	En este baño descontaminar una noche todos los matraces aforados, tapones, recipientes de polietileno, así como todo el material de vidrio necesario. Enjuagar con agua destilada y secar.
	In this bath, decontaminate one night all the volumetric flasks, caps, polyethyl ene containers , as well as all the necessary glassware. Rinse with distilled water and dry.

	B.27.3 Aparatos e instrumentos
	B.27.3 Devices and instruments 

	Balanza de precisión, capacidad 4100/600g: 0,1/0,001
	Precision scale, capacity 4100/600g: 0.1/0.001

	Lámpara de calcio de tipo cátodo hueco
	Type C calcium lamp hollow anode

	Espectrofotómetro de absorción atómica
	Atomic absorption spectrophotometer

	Destilador de agua
	Distiller of water

	Baño de agua
	Water bath

	B.27.4 Preparación de soluciones
	B.27.4 Preparation of solutions 

	B.27.4.1 Solución de lantano 5 g/100 ml
	B.27.4.1 Lanthanum solution 5 g/100 ml

	En un matraz aforado de 1000 ml pesar 58,6 g de óxido de lantano. Añadir aproximadamente 200 ml de agua destilada, agitar hasta que todo el óxido esté bien mojado. Añadir lentamente 250 ml de ácido clorhídrico concentrado (mínimo 37%). Enfriar y llevar al volumen con agua destilada.
	In a 1000 ml capacity flask weigh 58.6 g of lanthanum oxide. Add approximately 200 ml of distilled water, stir until all the oxide is well wet. Slowly add 250 ml of concentrated hydrochloric acid (minimum 37%). Cool and evaporate to volume with distilled water.

	Debe verificarse el contenido de magnesio de cada nuevo lote de óxido de lantano preparando una solución de lantano de 1 g/100 ml y comparando su contenido en magnesio con aquel de una solución patrón de magnesio de 0 µg/ml procedente de un lote anterior.
	The magnesium content of each new batch of lanthanum oxide must be verified by preparing a lanthanum solution of 1 g/100 μl and comparing its magnesium content with that of a standard magnesium solution of 0 μg/ml from a previous batch

	B.27.4.2 Solución de ácido clorhídrico 4 N
	B.27.4.2 4 N hydrochloric acid solution

	En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 500 ml de agua destilada y 330 ml de ácido clorhídrico concentrado. Enfriar. Llevar al volumen con agua destilada.
	In a 1000 ml volumetric flask, introduce approximately 500 ml of distilled water and 330 ml of concentrated hydrochloric acid. Cool. Bring to volume with distilled water.

	B.27.4.3 Solución de ácido clorhídrico 6 N
	B.2 7.4.3 6 N hydrochloric acid solution

	En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 300 ml de agua destilada y 500 ml de ácido clorhídrico concentrado. Enfriar. Llevar al volumen con agua destilada.
	In a 1000 ml volumetric flask, introduce approximately 300 ml of distilled water and 500 ml of concentrated hydrochloric acid. Cool. Bring to volume with distilled water.

	B.27.4.4 Solución patrón de magnesio 1000 mg/l
	B.27.4.4 Standard magnesium solution 1000 mg / l

	En un matraz aforado de 1000 ml introducir el contenido de una ampolleta de cloruro de magnesio. Enjuagar la ampolleta y llevar al volumen con agua destilada.
	In a 1000 ml volumetric flask, enter the contents of a magnesium chloride ampoule. Rinse the ampoule and bring to volume with distilled water.

	Conservada en un frasco de polietileno o polipropileno descontaminado, esta solución es estable durante aproximadamente un año a temperatura ambiente.
	Conserved in a decontaminated polyethylene or polypropylene flask, this solution is stable for approximately one year at room temperature.

	También puede utilizarse una solución patrón de magnesio de 1000 mg/l lista para el uso.
	A 1000 mg/liter standard magnesium solution ready for use can also be used .

	B.27.4.5 Solución patrón de magnesio de 100 mg/l
	B.27.4.5 Standard magnesium solution 100 mg /liters

	En un matraz aforado de 100 ml verter mediante una pipeta 10 ml de solución (B.27.4.4). Llevar a volumen con agua destilada.
	In a 100 ml volumetric flask, pour 100 ml of solution using a pipette (B.27.4. 4). Bring to volume with distilled water.

	Conservada en un frasco de polietileno o polipropileno descontaminado, esta solución es estable durante aproximadamente un mes a temperatura ambiente.
	Preserved in a decontaminated polyethylene or polypropylene flask, this solution is stable for approximately one month at room temperature.

	B.27.4.6 Soluciones patrón diluidas de magnesio
	B.27.4.6 Dilute standard magnesium solutions

	En matraces aforados de 100 ml verter mediante una pipeta 0 - 0,2 - 0,5 - 1,0 y 1,5 ml de solución (B.27.4.5). Añadir 20 ml de solución de lantano (B.27.4.1) y llevar al volumen con agua destilada. Estas soluciones contienen respectivamente 0- 0,2 - 0,5 - 1,0 y 1,5 µg de magnesio/ml. Transferir inmediatamente a frascos de polietileno o polipropileno descontaminados.
	In 100 ml volumetric flasks, pour 0 - 0.2 - 0.5 - 1.0 and 1.5 ml of solution using a pipette (B.27.4.5). Add 20 ml of lanthanum solution (B.27.4.1) and bring to volume with distilled water. These solutions respectively contain 0-0.2-0.5-1.0 and 1.5 µg of magnesium/ml. Transfer immediately to decontaminated polyethylene or polypropylene flasks.

	Estas soluciones deben prepararse cada semana. Se recomienda comparar las nuevas soluciones con otras preparadas anteriormente a fin de detectar cualquier error grave de preparación.
	These solutions should be prepared every week. It is recommended to match the new solutions with others prepared previously in order to detect any serious error of preparation.

	B.27.5 Preparación de la muestra para ensayo
	B.27.5 Preparation of the test sample 

	B.27.5.1 Productos sólidos
	B.27.5.1 Solid products

	Tomar una cantidad representativa de la muestra a analizar. Si es necesario moler el producto mediante un molino o un mortero. Evitar cualquier contaminación durante esta manipulación. Mezclar bien.
	Take a representative amount of the sample to be analyzed. If necessary grind the product using a mill or mortar. Avoid any contamination during this handling. Mix well.

	B.27.5.2 Productos líquidos
	B.27.5.2 Liquid products

	Mezclar bien el producto antes de abrir el recipiente. A continuación transferir a un recipiente de vidrio o de plástico descontaminado. Guardar en el refrigerador (4ºC). Mezclar bien antes de su uso.
	Mix the product well before opening the container. Then transfer to a decontaminated glass or plastic container. Store in the refrigerator (4ºC). Mix well before use.

	B.27.6 Procedimiento
	B.27.6 Procedure 

	B.27.6.1 Toma de ensayo
	B.27.6.1 Sample test

	En un matraz aforado de 50 ml pesar, con una precisión de 0,01 g, 1g de producto en polvo o 10g de producto líquido. Añadir agua destilada hasta un volumen de aproximadamente 15 ml. Añadir 10 ml de solución de ácido clorhídrico 6 N (B.27.4.3). Calentar en un baño maría en ebullición durante 30 min. Dejar enfriar a temperatura ambiente. Llevar al volumen con agua destilada. Filtrar a través de un filtro exento de cenizas, eliminar los primeros 5 ml. Recolectar el resto del filtrado.
	In a 50 ml volumetric flask weigh, with an accuracy of 0.01 g, 1 g of product in powder or 10 g of liquid product. Add distilled water to a volume of approximately 15 ml. Add 10 ml of Citric Acid solution of 6N hydrochloric (B.27.4.3). Heat in a boiling water bath for 30 min. Let cool to room temperature. Bring to volume with distilled water. Filter through an ash-free filter, remove the first 5 ml. Retrieve the rest of the filter. 

	B.27.6.2 Dilución
	B.27.6.2 Dilution

	En un matraz aforado de 100 ml verter mediante una pipeta un volumen de la solución de toma de ensayo (B.27.6.1), tal que la concentración final esté comprendida entre 0,2 y 1,5 µg/ml. Añadir 20 ml de solución de lantano. Llevar al volumen con agua destilada. Esta solución contiene 1 g de lantano/100 ml.
	In a 100 ml volumetric flask, see a volume of the test solution (B.27.6 .1) using a pipette, such that the final concentration is between 0.2 and 1.5 µg/ml. Add 20 ml of lanthanum solution. Bring to volume with distilled water. This solution contains 1 g of lanthanum/100 ml.

	B.27.6.3 Determinación
	B.27.6.3 Determination

	Ajustar el aparato de absorción atómica según las indicaciones del fabricante. Se recomienda utilizar mejor un quemador provisto de un nebulizador de hélice, que un nebulizador con bola de impacto. Deben respetarse las siguientes condiciones:
	Adjust the atomic absorption device according to the manufacturer's instructions. It is recommended to use a burner provided with a propeller nebulizer better than an impact ball nebulizer. The following conditions must be respected:

	Lámpara de magnesio de tipo cátodo hueco
	Type hollow cathode magnesium lamp

	Longitud de onda: 282,2 nm
	Wavelength: 282.2 nm

	Llama: aire-acetileno, reductora
	Flame: air-acetylene, reducer

	Dejar calentar la lámpara durante 15 a 20 min. Encender la llama y esperar unos 15 min a que alcance el equilibrio. Colocar el quemador de manera óptima.
	Let the lamp heat for 15 to 20 min . Light the flame and wait about 15 minutes for it to reach equilibrium. Place the burner optimally.

	Aspirar las soluciones patrón (B.27.4.6), luego las soluciones de la toma de ensayo (B.27.6.2). Después de cada medida, aspirar un poco de solución (B.14.4.2), luego agua destilada a fin de evitar que el capilar se obstruya. Después de aspirar diez soluciones de tomas de ensayo, verificar la calibración aspirando una solución patrón y efectuando un "reslope".
	Aspirate the standard solutions (B.27.4.6 ), then the solutions of the test sample (B.27.6.2). After each measurement, add a little solution (B.14.4.2), then distilled water to prevent the capillary from clogging. After aspirating ten solutions from test shots , check the calibration by spreading a standard solution and performing a "reslope."

	Trabajar de preferencia con la opción "integración"; la duración de las medidas debe ser de por lo menos 5 seg. Efectuar cada medida por lo menos tres veces. Ninguna solución de toma de ensayo no debe rebasar la concentración del patrón más concentrado. Efectuar una nueva dilución si es necesario (B.27.6.2).
	Work preferably with the "integration" option; The duration of the measurements must be at least 5 sec. Perform custom CAD at least three times. No solution of the test sample should exceed the concentration of the concentrated pattern. Make a new dilution if necessary (B.27.6.2).

	27.7 Cálculo y expresión de resultados
	27.7 Calculation and expression of results 

	B.27.7.1 Modo de cálculo
	B.27.7.1 Calculation mode

	Calcular o trazar la curva de calibración llevando la absorbancia a la ordenada y la concentración de las soluciones patrón diluidas, en µg/ml, a la abscisa. Determinar la concentración de las soluciones de las tomas de ensayo (C). Restar el valor del blanco (B) de aquellos de los productos.
	Calculate or plot the calibration curve bringing the absorbance to the ordinate and  the concentration of standard solutions diluted in ug/ml, the absciss. Determine the concentration of the solutions in the test sockets (C). Subtract the value of the target (B) from those of the products.

	El contenido de magnesio en el producto, en mg/100 g, es igual a:
	The magnesium content in the product, in m g/100 g, is equal to: 
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	En donde:
	Where:

	C = concentración de magnesio en las soluciones de las tomas de ensayo en µg/ml
	C = concentration of magnesium in the solutions of the test shots in µg/ml

	B = concentración de magnesio en el blanco (solución patrón de 0 µg de magnesio/ml)
	B = concentration of magnesium in the blank (standard solution of 0 µg of magnesium/ml)

	V = volumen inicial en las soluciones de las tomas de ensayo en ml
	V = initial volume in the solutions of the test samples in ml

	D = factor de dilución (B.14.6.2).
	D = dilution factor (B.14.6.2).

	m = masa de la toma de ensayo en g
	m = mass of the test shot in g

	B.27.7.2 Expresión de los resultados
	B.27.7.2 Expression of the results

	Contenidos inferiores a 100 mg/100 g: expresar los resultados con dos cifras significativas.
	Contents below 100 mg/100 g: express the results with two significant figures.

	Contenidos superiores a 100 mg/100 g: expresar los resultados con tres cifras significativas.
	Content superior to 100 mg/100 g: Express the results with three significant figures.

	B.27.8 Repetibilidad
	B.27.8 Repeatability 

	La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos con la misma muestra, en las mismas condiciones, en un corto intervalo de tiempo, no debe exceder el 5% de su valor medio.
	The difference between two individual results obtained with the same sample, under the same conditions, in a short period of time, must not exceed 5% of its average value.

	B.28 DETERMINACION DE HIERRO (Fe) POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA
	B.28 DETERMINATION OF IRON (Fe) BY ATOMIC ABSORPTION SPECTROPHOTOMETRY 

	B.28.1 Fundamento
	B.28.1 Basis 

	Hidrólisis parcial del producto con ácido clorhídrico. Filtración. Dilución y determinación por espectroscopía de absorción atómica.
	Partial hydrolysis of the product with hydrochloric acid. Filtration. Dilution and determination by atomic absorption spectroscopy.

	B.28.2 Reactivos y materiales
	B.28.2 Reagents and materials 

	B.28.2.1 Reactivos
	B.28. 2.1 Reagents

	Acido nítrico mínimo 65% para análisis
	At least 65% nitric acid for analysis

	Acido clorhídrico fumante mínimo 37% para análisis
	A smoking hydrochloric acid minimum 37% for analysis

	Solución patrón de hierro
	Standard iron solution

	Solución patrón de hierro lista para el uso, 1000 mg/l
	Ready-to-use iron standard solution, 1000 mg / l

	28.2.2 Materiales
	28.2.2 Materials 

	Matraces aforados 50, 100 y 1000 ml
	Volumetric flasks 50, 100 and 1000 ml

	Micropipetas de 50 a 200 µl y 200 a 1000 µl
	Micropipettes 5 0 to 200 µl and 200 to 1000 µl

	Pipetas ajustables 5 ml
	Adjustable pipettes 5 ml

	Puntas amarillas de 50 a 200 µl
	Yellow tips from 5 0 to 200 µl

	Puntas azules de 200 a 1000 µl
	Blue tips from 200 to 1000 µl

	Puntas blancas
	White tips

	Probetas graduadas forma alta 10, 25 y 500 ml
	10, 25 and 500 ml high form graduated probes

	Matraces Erlenmeyer cuello estrecho 100 ml
	Erlenmeyer narrow neck flasks 100 ml

	Embudos
	Funnels

	Filtros redondos (< 0,007% de cenizas)
	Round filters (<0.007% of ashes)

	Frascos de polietileno flexible cuello estrecho de 100 y 1000 ml
	Flexible polyethylene narrow neck flasks of 100 and 1000 ml

	Cubeta de polietileno 15 l
	15 liters polyethylene container

	Descontaminación del material: En una cubeta de polietileno introducir 10 l se mezcla de ácido nítrico/agua (1:1)
	Material decontamination: In a 10 liter polyethylene container, mix nitric acid/water (1: 1)

	En este baño descontaminar durante una noche todos los matraces aforados, tapones, recipientes de polietileno o de polipropileno, así como todo el material de vidrio necesario. Enjuagar con agua destilada  y secar.
	In this bath decontaminate for one night all the  volumetric flasks, caps, polyethylene or polypropylene containers, as well as all the necessary glass material for  one night. Rinse with distilled water and dry. 

	B.28.3 Aparatos e instrumentos
	B.28.3 Devices and instruments 

	Balanza de precisión, capacidad 4100/600g: 0,1/0,001
	Precision scale, capacity 4100/600g: 0.1/0.00 1

	Lámpara de hierro de tipo cátodo hueco
	Hollow cathode type iron lamp

	Espectrofotómetro de absorción atómica
	Atomic absorption spectrophotometer

	Destilador de agua
	Water distiller

	Baño de agua
	Water bath

	B.28.4 Preparación de soluciones
	B.28.4 Preparation of solutions 

	B.28.4.1 Solución de ácido clorhídrico 1,2 N
	B.2 8.4.1 1.2 N hydrochloric acid solution

	En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 500 ml de agua destilada y 100 ml de ácido clorhídrico concentrado. Enfriar. Llevar a volumen con agua destilada.
	In a volumetric flask of 1000 ml introduce approximately 500 ml of distilled water and 100 ml of concentrated hydrochloric acid. Cool. Bring to volume with distilled water. 

	B.28.4.2 Solución de ácido clorhídrico 4 N
	B.2 8.4.2 Hydrochloric acid solution or 4 N

	En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 500 ml de agua destilada y 330 ml de ácido clorhídrico concentrado. Enfriar. Llevar al volumen con agua destilada.
	In a 1000 ml volumetric flask, introduce approximately 500 ml of distilled water and 330 ml of concentrated hydrochloric acid. Cool. Bring to volume with distilled water.

	B.28.4.3 Solución de ácido clorhídrico 6 N
	B.28.4.3 Hydrochloric acid solution 6N

	En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 300 ml de agua destilada y 500 ml de ácido clorhídrico concentrado. Enfriar. Llevar al volumen con agua destilada.
	In a 100 ml volumetric flask, introduce approximately 300 ml of distilled water and 500 ml of concentrated hydrochloric acid. Cool. Bring to volume with distilled water.

	B.28.4.4 Solución patrón de hierro 1000 mg/l
	B.28.4.4 Iron standard solution 1000 mg/l

	En un matraz aforado de 1000 ml introducir el contenido de una ampolleta de cloruro de hierro. Enjuagar la ampolleta y llevar al volumen con agua destilada.
	In a 1000 ml volumetric flask, enter the content of an iron chloride vial. Rinse the vial and bring to volume with stylized water.

	Conservada en un frasco de polietileno o polipropileno descontaminado, esta solución es estable durante aproximadamente un año a temperatura ambiente.
	Conserved in a decontaminated polyethylene or polypropylene flask, this solution is stable for approximately one year at room temperature.

	También puede utilizarse una solución patrón de hierro de 1000 mg/l lista para el uso.
	A standard iron solution can also be used of 1000 mg/l ready for use.

	B.28.4.5 Soluciones patrón diluidas de hierro
	B.28.4.5 Standard diluted iron solutions

	En matraces aforados de 100 ml verter mediante una pipeta 0 - 100 - 200 - 500 y 1000 µl de solución (B.28.4.4). Añadir 20 ml de solución de ácido clorhídrico 6 N y llevar al volumen con agua destilada. Estas soluciones contienen respectivamente 0 - 1,0 - 2 - 5,0 y 10 µg de hierro/ml. Transferir inmediatamente a frascos de polietileno o polipropileno descontaminados.
	In 100 ml graduated flasks, pour through a 0 - 100 - 2 - 500 - 500 pipette and 1000 µl of solution (B.28.4 .4). Add 20 μl of 6 N hydrochloric acid solution and bring to the volume with distilled water. These solutions contain 0 - 1.0 - 2 - 5.0 and 10 µg of iron/ml. Transfer immediately to decontaminated polyethylene or polypropylene flasks.

	Estas soluciones deben prepararse cada semana. Se recomienda comparar las nuevas soluciones con otras preparadas anteriormente a fin de detectar cualquier error grave de preparación.
	These solutions should be prepared every week. It is recommended to compare the new solutions with others prepared beforehand in order to detect any serious preparation error.

	B.28.5 Preparación de la muestra para ensayo
	B.28.5 Preparation of the test sample

	B.28.5.1 Productos sólidos
	B.28.5.1 Solid products 

	Tomar una cantidad representativa de la muestra a analizar. Si es necesario moler el producto mediante un molino o un mortero. Evitar cualquier contaminación durante esta manipulación. Mezclar bien.
	Take a representative amount of the sample. If necessary, grind the product using a mill or a mortar . Avoid any contamination during this handling. Mix well.

	B.28.5.2 Productos líquidos
	B.28.5.2 Liquid porducts

	Mezclar bien el producto antes de abrir el recipiente. A continuación transferir a un recipiente de vidrio o de plástico descontaminado. Guardar en el refrigerador (4ºC).
	Mix well the product before opening the container. Then transfer to a glass or decontaminated plastic container. Store in the refrigerator (4ºC).

	Mezclar bien antes de su uso.
	Mix well before use.

	B.28.6 Procedimiento
	B.28.6 Procedure 

	B.28.6.1 Toma de ensayo
	B.28.6.1 Test sample

	En un matraz aforado de 50 ml pesar, con una precisión de 0,01 g; 1g de producto en polvo o 10g de producto líquido. Añadir agua destilada hasta un volumen de aproximadamente 15 ml. Añadir 10 ml  de solución de ácido clorhídrico 6 N (B.28.4.38). Calentar en un baño maría en ebullición durante 30 min. Dejar enfriar a temperatura ambiente. Llevar al volumen con agua destilada. Filtrar a través de un filtro exento de cenizas, eliminar los primeros 5 ml. Recolectar el resto del filtrado.
	In a 50 ml volumetric flask weigh, with an accuracy of 0.01 g; 1g of powdered product or 10g of liquid product. Add distilled water to a volume of approximately 15 ml. Add 10 ml of 6 N hydrochloric acid solution (B.28.4.38). Boil in a boiling water bath for 30 min. Let cool to room temperature. Bring to volume with distilled water. Filter through an ash-free filter, remove the first 5 ml. Collect the rest of the filtrate.

	B.28.6.2 Dilución
	B.28.6.2 Dilution

	En matraz aforado de 100 ml verter mediante una pipeta un volumen de la solución de toma de ensayo (B.28.6.1), tal que la concentración final esté comprendida entre 1 y 8 µg/ml. Llevar al volumen con solución de ácido clorhídrico 1,2 N.
	In a volumetric flask of 100 ml pour with a pipette a volume of the solution of test sample (B.28.6.1), such that the final concentration containing between 1 and 8 mg/ml. Bring to volume with 1.2 N hydrochloric acid solution.

	B.28.6.3 Determinación
	B.28.6.3 Determination

	Ajustar el aparato de absorción atómica según las indicaciones del fabricante. Se recomienda utilizar mejor un quemador provisto de un nebulizador de hélice, que un nebulizador con bola de impacto. Deben respetarse las siguientes condiciones:
	Adjust the atomic absorption device as directed by the manufacturer. It is recommended to use a burner equipped with a helical nebulizer, rather than an impact ball nebulizer. The following conditions must be respected:

	Lámpara de hierro de tipo cátodo hueco
	Hollow type iron type cathode lamp

	Longitud de onda: 248,3 nm
	Wavelength: 248.3 nm

	Llama: aire-acetileno, oxidante (azul, pobre en acetileno)
	Flame: air-acetylene, oxidizer (blue, poor in acetylene )

	Dejar calentar la lámpara durante 15 - 20 min. Encender la llama y esperar unos 15 min a que alcance el equilibrio. Colocar el quemador de manera óptima.
	Let the lamp heat for 15-20 min. Light the flame and wait about 15 min to reach the balance. Place the burner optimally.

	Aspirar las soluciones patrón (B.28.4.5), luego las soluciones de la toma de ensayo (B.28.6.1 o B.28.6.2). Después de cada medida, aspirar un poco de solución (B.28.4.2), luego agua destilada a fin de evitar que el capilar se obstruya. Después de aspirar diez soluciones de tomas de ensayo, verificar la calibración aspirando una solución patrón y efectuando un "reslope".
	Aspirate the standard solutions (B.28.4.5), then the solutions from the test sample (B.28.6.1 or B.28.6.2). After each measurement, aspirate some solution (B.28.4.2), then distilled water to prevent the capillary from clogging. After aspirating ten solutions from test samples, verify the calibration by aspirating a standard solution and performing a "reslope."

	Trabajar de preferencia con la opción "integración"; la duración de las medidas debe ser de por lo menos  5 seg. Efectuar cada medida por lo menos tres veces. Ninguna solución de toma de ensayo no debe rebasar la concentración del patrón más concentrado. Efectuar una nueva dilución si es necesario.
	Work preferably with the "integration" option; The duration of the measurements must be at least 5 sec. Perform each measurement at least three times. No test-taking solution should not exceed the concentration of the most concentrated standard. Make a new decision if necessary. 

	B.28.7 Cálculo y expresión de resultados
	B.28.7 Calculation and expression of results 

	B.28.7.1 Modo de cálculo
	B.28.7.1 Calculation mode

	Calcular o trazar la curva de calibración llevando la absorbancia a la ordenada y la concentración de las soluciones patrón diluidas, en µg/ml, a la abscisa. Determinar la concentración de las soluciones de las tomas de ensayo (C). Restar el valor del blanco (B) de aquellos de los productos.
	Calculate or trace the calibration curve by taking the absorbance to the ordinate and the concentration of the diluted standard solutions, in µg/ml, to the abscissa. Determine the concentration of the test shot solutions (C). Subtract the value of the target (B) from those of the products.

	El contenido de hierro en el producto, en mg/100 g, es igual a:
	The content of iron in the product, in mg/100 g, is equal to:
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	En donde:
	Where:

	C = concentración de hierro en las soluciones de las tomas de ensayo, en µg/ml
	C = iron concentration in the solutions of the test samples or, in µg/ml

	B = concentración de hierro en el blanco (solución patrón de 0 µg de hierro por ml)
	B = concentration of iron into the blank (standard solution of 0 µg of iron per ml)

	V = volumen inicial (B.28.6.1), en ml (en general 50)
	V = initial volume ( B.28.6.1), in ml (generally 50)

	D = factor de dilución (B.28.6.2).
	D = dilution factor (B.28.6.2).

	m = masa de la toma de ensayo, en g
	m = mass of the test shot, in g

	B.28.7.2 Expresión de los resultados
	B.28.7.2 Expression of results 

	Expresar los resultados con dos cifras significativas.
	Express the results with two significant figures.

	B.28.8 Repetibilidad
	B.28.8 Repeatability 

	La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos con la misma muestra, en las mismas condiciones, en un corto intervalo de tiempo, no debe exceder el 10% de su valor medio.
	The difference between two individual results obtained with the same sample, under the same conditions, in a short time interval, should not exceed 10% of its average value.

	B.29 DETERMINACION DE IODO (I) POR ELECTRODO DE ION SELECTIVO
	B.29 DETERMINATION OF IODE (I) PER ION SELECTIVE ELECTRODE

	B.29.1 Fundamento
	B.29.1 Basis

	La proteína es removida por precipitación con ácido. El iodo en el filtrado se mide usando el electrodo de ión selectivo, seguida de otra medición después de agregar una solución estándar de adición conocida. Las interferencias para las respuestas del electrodo son eliminadas con Nitrato de Níquel.
	The protein is removed by acid precipitation. The iodine in the filtrate is measured using the selective ion electrode, followed by another measurement after adding a standard solution of known condition. Interferences for electrode responses are eliminated with Nickel Nitrate.

	B.29.2 Aparatos
	B.29.2 Apparatus 

	Balanza analítica con sensibilidad de ± 0,1 mg.
	Analytical scale with sensitivity of ± 0.1 mg.

	Potenciómetro digital con escala de 0,1 mV.
	It potentiated digital meter with 0.1 mV scale.

	Licuadora con motor a prueba de explosión.
	Licua dora with explosion-proof engine .

	Electrodos:	1) Electrodo de ión-selectivo de I-
	Electrodes: 1) ion-Selective Electrode of I -              

		2) Electrodo de referencia Ag/AgCl
	                  2) Ag / AgCl  electrode of reference

	B.29.3 Reactivos y materiales
	B.29.3 Reagents and materials 

	B.29.3.1 Materiales
	B.29.3.1 Materials

	Matraces volumétricos
	Volumetric Flasks

	Frascos de vidrio color ámbar
	Amber colored glass flasks

	Material común de laboratorio
	Common laboratory materials

	Agitador magnético, cubierto con una capa de estireno espumoso o material aislante para prevenir calentamiento de la muestra.
	Magnetic agitator or covered with a layer of styrene foam or insulating material to prevent the heating of the sample.

	Papel filtro, de filtración rápida, doblados, con retención de partículas de 20-25 µm (sustitutible por papel filtro No. 541)
	Filter paper, fast filtration, folded, with particle retention of 20-25 µm (replaceable with filter paper No. 541)

	B.29.3.2 Reactivos
	B.29.3.2 Reagents

	B.29.3.2.1 Agua destilada
	B.29.3.2.1 Distilled water

	B.29.3.2.2 Solución de ácido acético glacial (C2H40) al 3% v/v. Transferir 15 ml de ácido acético glacial a un matraz volumétrico de 500 ml que contenga aproximadamente 250 ml de agua. Llevar a volumen con agua y mezclar bien.
	B.29.3.2.2 Glacial acetic acid solution (C2H40) at 3% v/v. Transfer 15 ml of glacial acetic acid to a 500 ml volumetric flask containing approximately 250 ml of water. Bring to volume with water and mix well.

	B.29.3.2.3 Yoduro de potasio (KI) o yoduro de sodio (NaI), se recomienda usar preferentemente estándares de referencia.
	B.29.3.2.3 Potassium iodide (KI) or sodium iodide (NaI), it is recommended to preferably use these reference standards.

	B.29.3.2.4 Solución estándar de Iodo
	B. 29.3.2.4 Standard iodine solution

	B.29.3.2.4.1 (Solución I) Solución estándar de referencia de I-, de 0,100 ± 0,001 M (12,6 g de iodo/l) estandarizada. Pesar 16,998 g de KI o 14,898 de NaI y disolverlos en un matraz aforado de 1000 ml, llevar al volumen con agua, almacenar en un frasco ámbar a temperatura ambiente y protegido de la luz, descartar 12 meses después de la estandarización o 6 meses después de haberse abierto el frasco.
	B.29.3.2.4.1 (Solution I) Standard reference solution of I-, of 0.100 ± 0.001 M (12.6 g of iodine/l) standardized. Weigh 16.998 g of KI or 14.898 of NaI and dissolve them in a 1000 ml volumetric flask, bring to volume with water, store in an amber flask at room temperature and protected from light, discard 12 months after standardization or 6 months later If the bottle has been opened.

	B.29.3.2.4.1.1 Estandarización de la solución I
	B.29.3.2.4.1.1 Standardization of the I solution

	Preparar los siguientes reactivos:
	Prepare the following reagents: 

	- Solución estándar titulante de nitrato de plata (AgNO3) 0,0141 M (0,0141). Disolver 2,395 g de AgNO3 en agua destilada y diluir a un litro con agua destilada, almacenar en frasco ámbar.
	- Standard solution of silver nitrate titrant (AgNO3) 0.0141 M (0.0141). Dissolve 2,395 g of AgNO3 in distilled water and dilute to a liter with distilled water, store in amber flask.

	- Solución indicadora de cromato de potasio (K2CrO4). Disolver 50 g de K2CrO4 en un poco de agua, agregar de la solución de nitrato de plata anteriormente preparada hasta que se forme un precipitado rojo. Dejar reposar por 12 h, filtrar y diluir a un litro con agua destilada.
	- Potassium chromate indicator solution (K2CrO4). Dissolve 50 g of K2CrO4 in a little water, add from the previously prepared silver nitrate solution until a red precipitate forms. Let stand for 12 h, filter and dilute to a liter with distilled water.

	- Acido Sulfúrico (H2SO4) 0,1 N o
	- Sulfuric acid (H2SO4) 0.1 N or

	- Hidróxido de sodio (NaOH) 0,1 N
	- Sodium hydroxide (NaOH) 0.1 N

	Procedimiento: medir lo más exactamente posible 10 ml de la solución I de referencia de Iodo y transferir a un matraz volumétrico de 100 ml y diluir a la marca con agua destilada, llevar a un pH entre 7 y 10 usando ácido sulfúrico o hidróxido de sodio 0,1 N. Tomar alícuotas de 25 ml y completar con agua destilada hasta aproximadamente 100 ml, agregar 1 ml de la solución indicadora de cromato de potasio y titular con la solución de nitrato de plata, hasta un vire color rojizo, asegurar la consistencia del punto final. Correr paralelamente un blanco de reactivos.
	Procedure: measure as accurately as possible 10 ml of the Iodine reference solution I and transfer to a 100 ml volumetric flask and dilute the mark with distilled water, bring to a pH between 7 and 10 using sulfuric acid or sodium hydroxide 0.1 N. Take 25 ml aliquots and complete with distilled water up to approximately 100 ml, add 1 ml of the potassium chromate indicator solution and titrate with the silver nitrate solution, until a reddish beam, ensure consistency of the end point. Run a reagent blank in parallel.

	Cálculos:
	Calculations:
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	En donde:
	Where:

	A = ml gastados de nitrato de plata en la muestra
	A = ml spent of the nitrate in the sample

	B = ml gastados de nitrato de plata en el blanco
	B = ml spent silver nitrate on white

	N = Normalidad del nitrato de plata
	N = Normality of the silver nitrate

	126 900 = miliequivalentes del I- por 100 ml
	126900 = milliequivalents of I- per 100 ml

	B.29.3.2.4.2 Solución II. Solución stock de Iodo 101,5 mg/l. Colocar 8 ml de solución estándar de referencia de Iodo dentro de un matraz volumétrico de 1 l. Diluir a volumen con agua y mezclar bien. Guardar en frasco de color ámbar o en otro que proteja de la luz. Desechar después de dos semanas.
	B.29.3.2.4.2 Solution II. Stock solution of Iodine 101.5 mg/l. Place 8 ml of standard Io do reference solution into a 1 liter volumetric flask. Dilute to volume with water and mix well. Store in an amber flask or in another that protects from light. Discard after two weeks.

	B.29.3.2.4.3 Solución III. Solución estándar intermedia de iodo, 1 mg/l. Colocar con una pipeta 5 ml de la solución II (stock de Iodo), dentro de un matraz volumétrico de 500 ml. Diluir a un volumen con agua y mezclar bien. Guardar en frasco de color ámbar o en otro que proteja de la luz. Desechar después de dos semanas.
	B.29.3.2.4.3 Solution III. Intermediate standard solution of iodine, 1 mg/l. Place 5 ml of solution II (iodine stock) with a pipette into a 500 ml light flask. Dilute to a volume with water and mix well. Store in an amber flask or in another that protects it from light. Discard after two weeks.

	B.29.3.2.4.4 Solución IV. Solución estándar intermedia de iodo, 0,1 mg/l. Colocar con una pipeta 10 ml de solución III (estándar intermedia de Iodo, dentro de un matraz de 100 ml. Diluir a volumen con agua y mezclar bien. Guardar en frasco de color ámbar o en otro que proteja de la luz. Desechar después de dos semanas.
	B.29.3.2.4.4 Solution IV. Standard intermediate solution of iodine, 0.1 mg/l. Place 10 ml of solution III (intermediate standard of Iodine, in a 100 ml flask with a pipette. Dilute with water and mix well. Store in an amber flask or another that protects it from light. Discard after two weeks.

	B.29.3.2.4.5 Solución V. Solución estándar de adición conocida. Colocar con una pipeta 10 ml de solución II (stock de Iodo), dentro de un matraz volumétrico de 1 l. Diluir a volumen con agua y mezclar bien. Tomar una alícuota de 100 ml de esta solución y adicionar 1 ml de cada una de las siguientes soluciones: AFI, solución de nitrato de níquel y agua. Preparar solución fresca diariamente.
	B.29.3.2.4.5 Solution V. Standard solution of known addition. Place 10 ml of solution II (iodine stock) with a pipette into a 1 liter volumetric flask. Dilute to volume with water and mix well. Take an aliquot of 100 ml of this solution and add 1 ml of each of the following solutions: AFI, solution of nickel nitrate and water. Prepare fresh solution daily.

	B.29.3.2.5 Solución para guardar el electrodo. Solución de Iodo 0,1 mg/l. Diluir 1 ml de la solución II (stock de Iodo) a 1 l con agua y mezclar bien. Guardar en frasco de color ámbar o en otro que proteja de la luz. Desechar la solución después de 3 meses. Guardar el electrodo de ión selectivo en esta solución cuando no se use, reemplazar la solución semanalmente.
	B.29.3.2.5 Solution for storing the electrode. Iodine solution 0.1 mg/l. Dilute 1 ml of solution II (iodine stock) to 1 liter with water and mix well. Store in an amber flask or in another that protects from light. Discard the solution after 3 months. Store the selective ion electrode in this solution when not in use, replace the solution weekly.

	B.29.3.2.6 Ajustador de fuerza iónica (AFI). Solución de nitrato de sodio 5 M. Disolver 42,5 g de nitrato de sodio, NaNO2, en aproximadamente 50 ml de agua en un matraz volumétrico de 100 ml, diluir al volumen con agua y mezclar bien.
	B.29.3.2.6 Ionic force adjuster (AFI). 5 M sodium nitrate solution. Dissolve 42.5 g of sodium nitrate, NaNO2, in approximately 50 ml of water in a 100 ml volumetric flask, dilute to volume with water and mix well.

	B.29.3.2.7 Solución de nitrato de níquel 2 M, Ni(NO3)26H20. Disolver 58,2 g de nitrato de níquel hexahidratado en aproximadamente 50 ml de agua en un matraz volumétrico de 100 ml. Diluir a volumen con agua y mezclar muy bien.
	B.29.3.2.7 2M nickel nitrate solution, Ni (NO3) 26H20. Dissolve 58.2 g of nickel nitrate hexahydrate in approximately 50 ml of water in a 100 ml volumetric flask. Dilute to volume with water and mix very well.

	B.29.4 Preparación de la muestra
	B.29.4 Preparation of the sample 

	Si la muestra es líquida tomar directamente 100 ml. Si la muestra es sólida, pesar una cantidad de muestra tal que contenga entre 75 y 150 µl/l de Iodo y reconstituirla con agua hasta un volumen de 100 ml.
	If the sample is liquid, take 100 ml directly. If the sample is solid, weigh a sample quantity that contains between 75 and 150 µl/l of Iodine and reconstitute it with water to a volume of 100 ml.

	Colocar la muestra en un matraz volumétrico de 250 ml, adicionar 10 ml de solución de ácido acético al 3%, diluir al volumen con agua y mezclar bien. Pasar el contenido del matraz a una licuadora y mezclar a baja velocidad por 2 min. Filtrar para obtener un filtrado claro, si el filtrado es turbio descartar los primeros 10 ml.
	Place the sample in a 250 ml volumetric matrix, add 10 ml of 3% acetic acid solution, dilute to volume with water and mix well. Transfer the contents of the flask to a blender and mix at low speed for 2 min. Filter to obtain a clear filtered material, if the filters material is turbid discard the first 10 ml. 

	B.29.5 Determinación
	B.29.5 Determination 

	Precaución: Agitar todas las soluciones con agitador magnético antes de medir el potencial con el electrodo.
	Caution: Shake all solutions with a magnetic agitator before measuring the potential with the electrode.

	B.29.5.1 Calibración de la pendiente del electrodo. En un vaso de precipitados tomar 100 ml de la solución IV estándar intermedia de iodo (0,1 mg/l), introducir los electrodos y agregar con agitación 1 ml de cada una de las siguientes soluciones: solución AFI, solución de nitrato de níquel y agua, cuando la lectura del potencial sea estable aproximadamente de 2 a 5 min, registrar hasta décimas de mV como E1.
	B.29.5.1 Calibration of the electrode slope. In a beaker, take 100 ml of the standard intermediate solution of iodine IV (0.1 mg/l), introduce the electrodes and add 1 ml of each of the following solutions with stirring: AFI solution, nickel nitrate solution and water, when the potential reading is stable for approximately 2 to 5 min, record up to tenths of mV as E1.

	Retirar los electrodos, enjuagarlos con agua y secarlos.
	Remove the electrodes, rinse them with water and dry them.

	En otro vaso de precipitados colocar 100 ml de la solución III estándar intermedia de iodo (1,0 mg/l), introducir los electrodos y adicionar con agitación 1 ml de las siguientes soluciones: solución AFI, solución de nitrato de níquel y agua, cuando la lectura del potencial sea estable aproximadamente de 2 a 5 min registrar la lectura hasta décimas de mV como E2.
	In another beaker, place 100 ml of the standard intermediate solution of iodine III (1.0 mg / l), introduce the electrodes and add 1 ml of the following solutions with stirring: AFI solution, nitrate solution or nickel and water, when the potential reading is stable for approximately 2 to 5 min, record the reading up to more than mV as E2.

	Retirar los electrodos enjuagarlos con agua y secar.
	Remove the electrodes rinse them with water and dry.

	Calcular la pendiente (S) del par de electrodos de la siguiente manera:
	Calculate the slope (S) of the pair of electrodes as follows:
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	Medir la pendiente cada 4 h cuando el electrodo esté en uso continuo. Usar el valor de la pendiente más reciente para calcular los resultados de las subsecuentes mediciones de iodo.
	Measure the slope every 4 h when the electrode is in continuous use. Use  the value of the most recent slope to calculate the results of subsequent iodine measurements.

	B.29.5.2 Valoración de la muestra. En un vaso de precipitados tomar 100 ml de la muestra filtrada y agitarla con un agitador magnético, adicionar 1 ml de las siguientes soluciones: solución AFI, solución de nitrato de níquel y ácido nítrico concentrado. Colocar los electrodos en la solución a analizar. Cuando la lectura del potencial sea estable aproximadamente 2 min registrar la lectura hasta décimas de mV como E3, inmediatamente con una pipeta adicionar 10 ml de la solución V estándar de adición conocida y agitar. Cuando sea estable aproximadamente 2 min registrar hasta décimas de mV como E4.
	B.29.5.2 Evaluation of the sample. In a precipitate flask, take 100 µl of the filtered sample and stir it with a magnetic stirrer, adding 1 ml of the following solutions: AFI solution, nickel nitrate solution and concentrated nitric acid. Place the electrodes in the solution to be analyzed. When the potential pot's reading is stable for approximately 2 min, record the reading up to tenths of mV as E3, immediately with a pipette add 10 ml of the known standard addition solution V and stir. When it is stable for approximately 2 min, register up to tenths of mV as E4.

	
	


















	B.29.5.3 Cálculos
	B.29.5.3 Calculations

	Calcular el contenido de Iodo de la muestra como sigue:
	Calculate the iodine content of the sample as follows: 


[image: ]
[image: ]
	Usando: 
	Using: 
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	En donde: 
	Where: 

	0,9854 mg/l = concentración de iodo de la solución de estándar de adición conocida
	0.9854 mg/l = iodine concentration of the standard solution of known addition

	2,50 = Factor de corrección por dilución de 100 ml de muestra a 250 ml.
	2.50 = Correction factor by dilution of 100 ml of sample at 250 ml. 



S = E2 - E1
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	B.30 DETERMINACION DE CINC (Zn) POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA
	B.30 DETERMINATION OF ZINC (Zn) BY ATOMIC ABSORPTION SPECTROPHOTOMETRY

	B.30.1 Fundamento
	B.30.1 Basis  

	Hidrólisis parcial del producto con ácido clorhídrico. Filtración. Dilución y determinación por espectroscopía de absorción atómica.
	Partial hydrolysis of the product with hydrochloric acid. Filtration. Dilution and determination by atomic absorption spectrophotometry.

	B.30.2 Reactivos y materiales
	B.30.2 Reagents and materials 

	B.30.2.1 Reactivos
	B.30.2.1 Reagents

	Acido nítrico mínimo 65% para análisis
	At least 65% nitric acid for analysis

	Acido clorhídrico fumante mínimo 37% para análisis
	Smoking hydrochloric acid minimum 37% for analysis

	Solución patrón de zinc
	Standard zinc solution

	Solución patrón de zinc lista para el uso, 1000 mg/l
	Ready-to-use zinc standard solution, 1000 mg/liter

	B.30.2.2 Materiales
	B.30.2.2 Materials

	Matraces aforados 50, 100 y 1000 ml
	Volumetric flasks 50, 100 and 1000 ml

	Micropipetas de 50 a 200 µl y 200 a 1000 µl
	Micropipettes from 50 to 200 µl and 200 to 1000 µl

	Pipetas ajustables 5 ml
	Adjustable pipettes 5 ml

	Puntas amarillas de 50 a 200 µl
	Yellow tips 50 to 200 µl

	Puntas azules de 200 a 1000 µl
	Blue tips 200 to 1000 µl

	Puntas blancas
	White tips

	Probetas graduadas forma alta 10, 25 y 500 ml
	10, 25 and 500 ml tall form graduated probes

	Matraces Erlenmeyer cuello estrecho 100 ml
	Narrow neck Erlenmeyer flasks 100 ml

	Embudos
	Filters 

	Filtros redondos (< 0,007% de cenizas)
	Round filters (<0.007% ash)

	Frascos de polietileno flexible, cuello estrecho de 100 y 1000 ml
	100 ml and 1000 ml non-flexible, cue or narrow polyethylene bottles

	Cubeta de polietileno 15 l
	15 liter polyethylene container

	Descontaminación del material: En una cubeta de polietileno introducir 10 l se mezcla de ácido nítrico/agua (1:1).
	Decontamination of the material: In a polyethylene container, introduce 10 liters of nitric acid/water mixture (1:1).

	En este baño descontaminar durante una noche todos los matraces aforados, tapones, recipientes de polietileno o de polipropileno, así como todo el material de vidrio necesario. Enjuagar con agua destilada y secar.
	In this bath, decontaminate all volumetric flasks, plugs, polyethylene or polypropylene containers, as well as all the necessary glassware, overnight. Rinse with distilled water and dry.

	B.30.3 Aparatos e instrumentos
	B.30.3 Devices and instruments 

	Balanza de precisión capacidad 4100/600g: 0,1/0,001
	Precision scale capacity 4100/600g: 0.1 / 0.001

	Lámpara de zinc de tipo cátodo hueco
	Hollow cathode type zinc lamp

	Espectrofotómetro de absorción atómica
	Spectrum atomic absorption photometer

	Destilador de agua
	Water distiller

	Baño de agua
	Water bath

	B.30.4 Preparación de soluciones
	B.30.4 Preparing solutions 

	B.30.4.1 Solución de ácido clorhídrico 1,2 N
	B.30.4.1 1.2 N hydrochloric acid solution

	En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 500 ml de agua destilada y 100 ml de ácido clorhídrico concentrado. Enfriar. Llevar a volumen con agua destilada.
	In a 1000 ml volumetric flask, introduce approximately 500 ml of distilled water and 100 ml of concentrated hydrochloric acid. Cool. Bring to volume with distilled water.

	B.30.4.2 Solución de ácido clorhídrico 4 N
	B.30.4.2 Solution of 4N hydrochloric acid

	En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 500 ml de agua destilada y 330 ml de ácido clorhídrico concentrado. Enfriar. Llevar al volumen con agua destilada.
	In a 1000 ml volumetric flask, introduce approximately 500 ml of distilled water and 330 ml of concentrated rich hydrochloric acid. Cool. Bring to volume with distilled water.

	B.30.4.3 Solución de ácido clorhídrico 6 N
	B.30.4.3 Solution of hydrochloric acid or 6N

	En un matraz aforado de 1000 ml introducir aproximadamente 300 ml de agua destilada y 500 ml de ácido clorhídrico concentrado. Enfriar. Llevar al volumen con agua destilada.
	In a 1000 ml forage flask, introduce approximately 300 ml of distilled water and 500 ml of concentrated hydrochloric acid. Cool. Bring to volume with distilled water.

	B.30.4.4 Solución patrón de zinc 1000 mg/l
	B.30.4.4 Standard zinc solution 1000 mg/l

	En un matraz aforado de 1000 ml introducir el contenido de una ampolleta de cloruro de zinc. Enjuagar la ampolleta y llevar al volumen con agua destilada.
	In a 1000 ml volumetric flask, enter the contents of a zinc chloride vial. Rinse the vial and bring to volume with distilled water.

	Conservada en un frasco de polietileno o polipropileno descontaminado, esta solución es estable durante aproximadamente un año a temperatura ambiente.
	Preserved in a decontaminated polyethylene or polypropylene flask, this solution is stable for approximately one year at room temperature.

	También puede utilizarse una solución patrón de zinc de 1000 mg/l lista para el uso.
	A standard zinc solution of 1000 mg/l list ready for use also can be used. 

	B.30.4.5 Solución patrón de zinc de 10 mg/l
	B.30.4.5 Standard zinc solution 10 mg/l

	En un matraz aforado de 100 ml verter mediante una pipeta 1 ml de solución (B.30.4.4). Llevar a volumen con ácido clorhídrico.
	In a 100 ml volumetric flask pour 1 ml of solution using a pipette (B.30.4.4). Bring to volume with hydrochloric acid.

	Conservada en un frasco de polietileno o polipropileno descontaminado, esta solución es estable durante aproximadamente una semana a temperatura ambiente.
	Conserved in a decontaminated polyethylene or polypropylene flask, this solution is stable hard for approximately one week at room temperature.

	B.30.4.6 Soluciones patrón diluidas de zinc
	B.30.4.6 Standard diluted zinc solutions 

	En matraces aforados de 100 ml verter mediante una pipeta 0 - 1 - 2,5 - 5 - 7,5 y 10 ml de solución (B.30.4.5). Añadir 20 ml de solución de ácido clorhídrico 6 N y llevar al volumen con agua destilada. Estas soluciones contienen respectivamente 0 - 0,1 - 0,25 - 0,50 - 0,75 y 1,0 µg de zinc/ml. Transferir inmediatamente a frascos de polietileno o polipropileno descontaminados.
	In volumetric flasks of 100 ml pour a pipette 0 - 1 - 2.5 - 5 - 7.5 and 10 ml of solution (B.30.4.5). Add 20 ml of 6 N hydrochloric acid solution and bring to volume with distilled water. These solutions contain respectively 0 - 0.1 - 0.25 - 0.50 - 0.75 and 1.0 µg of zinc/ml. Transfer immediately to decontaminated polyethylene or polypropylene flasks.

	Estas soluciones deben prepararse cada semana. Se recomienda comparar las nuevas soluciones con otras preparadas anteriormente a fin de detectar cualquier error grave de preparación.
	These solutions should be prepared every week. It is recommended to compare the new solutions with others prepared beforehand in order to detect any serious error of preparation.

	B.30.5 Preparación de la muestra para ensayo
	B.30.5 Preparation of the test sample 

	B.30.5.1 Productos sólidos
	B.30.5.1 Solid products

	Tomar una cantidad representativa de la muestra a analizar. Si es necesario moler el producto mediante un molino o un mortero. Evitar cualquier contaminación durante esta manipulación. Mezclar bien.
	Taking a representative amount of the sample to be analyzed. If necessary, grind the product using a mill or mortar. Avoid any contamination during this handling. Mix well.

	B.30.5.2 Productos líquidos
	B.30.5.2 Liquid products

	Mezclar bien el producto antes de abrir el recipiente. A continuación transferir a un recipiente de vidrio o de plástico descontaminado. Guardar en el refrigerador (4ºC). Mezclar bien antes de su uso.
	Mix the product well before opening the container. Then transfer to a glass or plastic container.  Store in the refrigerator (4ºC). Mix well before use.

	B.30.6 Procedimiento
	B.30.6 Procedure 

	B.30.6.1 Toma de ensayo
	B.30.6.1 Test sample

	En un matraz aforado de 50 ml pesar, con una precisión de 0,01 g; 1 g de producto en polvo o 10 g de producto líquido. Añadir agua destilada hasta un volumen de aproximadamente 15 ml. Añadir 10 ml de solución de ácido clorhídrico 6 N (B.30.4.3). Calentar en un baño maría en ebullición durante 30 min. Dejar enfriar a temperatura ambiente. Llevar al volumen con agua destilada. Filtrar a través de un filtro exento de cenizas, eliminar los primeros 5 ml. Recolectar el resto del filtrado.
	In a 50 ml volumetric flask weigh, with an accuracy of 0.01 g; 1 grams of powdered product or 10 grams of liquid product. Add distilled water to a volume of approximately 15 ml. Add 10 ml of 6 N hydrochloric acid solution (B.30.4.3). Boil in a boiling water bath for 30 min. Let cool to room temperature. Bring to volume with distilled water. Filter through an ash-free filter, remove the first 5 ml. Collect the rest of the filtrate.

	B.30.6.2 Dilución
	B.30.6.2 Dilution

	En matraz aforado de 100 ml verter mediante una pipeta un volumen de la solución de toma de ensayo (B.30.6.1), tal que la concentración final esté comprendida entre 0,1 y 0,8 µg/ml. Llevar al volumen con solución de ácido clorhídrico 1,2 N.
	In a volumetric flask 100 ml using a pipette pour a volume of test sample solution (B.30.6.1), such that the final concentration falls between 0.1 and 0.8 ug/ml. Bring the volume with hydrochloric acid solution 2 N.

	B.30.6.3 Determinación
	B.30.6.3 Determination

	Ajustar el aparato de absorción atómica según las indicaciones del fabricante. Se recomienda utilizar mejor un quemador provisto de un nebulizador de hélice, que un nebulizador con bola de impacto. Deben respetarse las siguientes condiciones:
	Adjusting the atomic absorption device according to the manufacturers indications. It is recommended to use a burner provided with a propeller nebulizer better than a nebulizer with an impact ball. The following conditions must be respected:

	Lámpara de zinc de tipo cátodo hueco
	Hollow cathode type zinc lamp

	Longitud de onda: 213,9 nm
	Wavelength: 213.9 nm

	Llama: aire-acetileno, oxidante (azul, pobre en acetileno)
	Flame: air-acetylene or, oxidizing (blue, poor in acetylene)

	Dejar calentar la lámpara durante 15 - 20 min. Encender la llama y esperar unos 15 min a que alcance el equilibrio. Colocar el quemador de manera óptima.
	Let the lamp heat for 15-20 ml. Light the flame and wait for about 15 minutes to reach equilibrium. Place the burner optimally.

	Aspirar las soluciones patrón (B.30.4.6), luego las soluciones de la toma de ensayo (B.30.6.1 o B.30.6.2). Después de cada medida, aspirar un poco de solución (B.30.4.2), luego agua destilada a fin de evitar que el capilar se obstruya. Después de aspirar diez soluciones de tomas de ensayo, verificar la calibración aspirando una solución patrón y efectuando un "reslope".
	Aspirate the standard solutions (B.30.4. 6), then the solutions from the test outlet (B.30.6.1 or B.30.6.2). After each measurement, aspirate a little solution (B.30.4.2), then distilled water in order to prevent the capillary from clogging. After after aspirating 10 test sample solutions, verify the calibration aspirating a standard solution and performing a "reslope."

	Trabajar de preferencia con la opción "integración"; la duración de las medidas debe ser de por lo menos  3 seg. Efectuar cada medida por lo menos tres veces. Ninguna solución de toma de ensayo no debe rebasar la concentración del patrón más concentrado. Efectuar una nueva dilución si es necesario (B.30.6.2).
	Work preferably with the "integration" option; The duration of the measurements must be at least 3 sec. Perform each measurement at least three times. No solution of test sample should exceed the concentration of the most concentrated standard. Make a new dilution if necessary (B.30.6.2). 

	B.30.7 Cálculo y expresión de resultados
	B.30.7 Calculation and expression of results 

	B.30.7.1 Modo de cálculo
	B.30.7.1 Calculation mode 

	Calcular o trazar la curva de calibración llevando la absorbancia a la ordenada y la concentración de las soluciones patrón diluidas, en µg/ml a la abscisa. Determinar la concentración de las soluciones de las tomas de ensayo (C). Restar el valor del blanco (B) de aquellos de los productos.
	Calculate or plot the calibration curve bringing the absorbance to the ordinate and the concentration of standard solutions diluted in ug/ml to the abscissa. Determine the concentration of the solutions of test samples (C). Subtract the value of the target (B) from those of the products.

	El contenido de zinc en el producto, en mg/100 g, es igual a:
	The zinc content in the product, in mg / 10 0 g, is equal to:



[image: ]
	En donde:
	Where:

	C = concentración de zinc en las soluciones de las tomas de ensayo, en µg/ml
	C = concentration of zinc in the test solution solutions, in µg/ml

	B = concentración de zinc en el blanco (solución patrón de 0 µg de zinc por ml)
	B = concentration of zinc in the blank (standard solution of 0 µg of zinc per ml)

	V = volumen inicial en las soluciones de las tomas de ensayo en ml
	V = initial volume in the solutions of the test samples in ml

	D = factor de dilución B.30.6.2
	D = dissolution factor B.30.6.2

	m = masa de la toma de ensayo, en g
	m = mass of the test shot, in g

	B.30.7.2 Expresión de los resultados
	B.30.7.2 Expression of results

	Expresar los resultados con dos cifras significativas.
	Express the results with two significant figures .

	B.30.8 Repetibilidad
	B.30.8 Repeatability 

	La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos con la misma muestra, en las mismas condiciones, en un corto intervalo de tiempo, no debe exceder el 4% de su valor medio.
	The difference between two individual results obtained with the same sample , under the same conditions, in a short time interval, should not exceed 4% of its average value.

	B.31 DETERMINACION DE ARSENICO, CADMIO, COBRE, CROMO, ESTAÑO, HIERRO, MERCURIO, NIQUEL, PLATA, PLOMO, SELENIO Y ZINC POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA
	B.31 DETERMINATION OF ARSENIC, CADMIUM, COPPER, CHROME, TIN, IRON, MERCURY, NICKEL, SILVER, LEAD, SELENIUM AND ZINC BY ATOMIC ABSORPTION SPECTROPHOTOMETRY

	B.31.1 Principio del método
	B.31.1 Principle of the method

	La propiedad que tienen los elementos en su estado atómico basal de absorber radiación electromagnética emitida por una fuente constituida por el mismo elemento de tal manera que al hacer pasar un haz de luz monocromática de una frecuencia específica pueda ser absorbido por el analito que se encuentra presente. La cantidad de radiación absorbida es proporcional a la concentración de los átomos de acuerdo con la Ley de Lambert-Beer.
	The property that the elements have in their baseline atomic state of absorbing radiation and electromagnetic emitted by one was constituted by the same element in such a way that by passing a monochromatic beam of light of a specific frequency it can be absorbed by The analyte that is present. The amount of radiation absorbed is proportional to the concentration of atoms according to the Lambert-Beer Law .

	B.31.2 Equipo
	B.31.2 Equipment

	B.31.2.1 Espectrofotómetro de absorción atómica equipado con:
	B.31.2.1 Atomic absorption spectrophotometer equipped with:

	B.31.2.1.1 Sistema de atomización por flama directa.
	B.31.2.1.1 Direct flame atomization system.

	B.31.2.1.2 Horno de grafito.
	B.31.2.1.2 Graphite oven.

	B.31.2.1.3 Sistema generador de hidruros y vapor frío.
	B.31.2.1.3 Generator system for hydrides and cold steam.

	B.31.2.1.4 Sistema de corrector de fondo (Deuterio, Zeeman o Smith-Hieftje).
	B.31.2.1.4 Background corrector system (Deuterium, Zeeman or Smith-Hieftje).

	B.31.2.1.5 Automuestreador, aspiración o inyección manual.
	B.31.2.1.5 Self sampler, aspiration or manual injection.

	B.31.2.1.6 Sistema de lectura directa, digital o analógica, registrador o sistema de datos apropiado para el control del instrumento.
	B.31.2.1.6 Direct, digital or analog reading system, recorder or data system appropriate for the control of the instrument.

	B.31.2.2 Fuente de radiofrecuencia en caso de usar lámparas de descarga sin electrodos.
	B.31.2.2 Radio frequency source in case of using discharge lamps without electrodes.

	B.31.2.3 Horno de digestión por microondas.
	B.31.2.3 Microwave digestion oven.

	B.31.2.4 Balanza analítica con sensibilidad de 0,1 mg.
	B.31.2.4 Analytical scale with sensitivity of 0.1 mg.

	B.31.2.5 Mufla.
	B.31.2.5 Muffle.

	B.31.2.6 Parrilla de calentamiento con control de temperatura.
	B.31.2.6 Heating plate with temperature control.

	B.31.2.7 Autoclave que alcance las 15 lb de presión u horno de calentamiento.
	B.31.2.7 Autoclave that reaches 15 lb of pressure or heating oven.

	B.31.3 Materiales
	B.31.3 Materials

	B.31.3.1 Lámparas de cátodo hueco o de descarga sin electrodos para determinar plata, arsénico, cadmio, cromo, cobre, hierro, mercurio, níquel, plomo, selenio, estaño y zinc.
	B.31.3.1 hollow cathode lamps or download and to electroless silver to determine, to arsenic, cadmium, chromium, copper, iron, mercury, nickel, lead, selenium, tin and zinc.

	B.31.3.2 Tubos de grafito pirolizados.
	B.31.3.2 Pyrolyzed graphite tubes

	B.31.3.3 Vasos para digestión de teflón. Enjuagar con acetona, lavar con agua desionizada, y mantener los vasos cubiertos con una solución de ácido nítrico 1 M por al menos 30 min. Enjuagar con agua desionizada y secar.
	B.31.3.3 Glasses for Teflon digestion. Rinse with acetone, wash with deionized water, and keep the glasses covered with a solution of nitric acid 1 M for at least 30 min. Rinse with deionized water and dry.

	B.31.3.4 Matraces volumétricos de 10, 25, 50, 100, 250 y 1000 ml.
	B.31.3.4 Volumetric flasks of 10, 25, 50, 100, 250 and 1000 ml.

	B.31.3.5 Matraces apropiados para el generador de hidruros.
	B.31.3.5 Suitable flasks for the hydride generator .

	B.31.3.6 Recipientes y tapas de plástico.
	B.31.3.6 Plastic containers and lids 

	B.31.3.7 Micropipeta o dosificador.
	B.31.3.7 Micropipette or dosifier

	B.31.3.8 Matraces Kjeldahl.
	B.31.3.8 Kjeldahl flasks.

	B.31.3.9 Sistema de reflujo con refrigerante.
	B.31.3.9 Reflux system with refrigerant.

	B.31.3.10 Bombas Parr (opcionales).
	B.31.3.10 Parr pumps (optional).

	B.31.3.11 Crisoles o cápsulas adecuados.
	B.31.3.11 Suitable crucibles or capsules.

	B.31.3.12 Material común de laboratorio.
	B.31.3.12 Common laboratory materials.

	Lavar todo el material de vidrio y plástico primero con agua y detergente. En seguida enjuagar con agua de la llave y después con agua destilada. Sumergir en un recipiente que contenga una solución de ácido nítrico al 30%. Tapar y dejar en reposo por un lapso de 24 h. Quitar el exceso de ácido nítrico con varios enjuagues (5 o 6 veces) de agua desionizada. Dejar escurrir y secar.
	Wash all material glass and plastic material first with water and detergent. Then rinse with tap water and then with distilled water. Immerse in a container  containing a 30% nitric acid solution. Cover and let stand for a period of 24 h. Remove the excess of nitric acid with several rinses (5 or 6 times) of deionized water. Let drain and dry.

	B.31.4 Reactivos
	B.31.4 Reagents

	Todos los reactivos deben ser grado suprapuro o su equivalente a menos que se indique otra especificación y por agua se entiende agua desionizada o tridestilada.
	All reagents must be super pure grade or its equivalent unless another specification is indicated and water is meant as deionized or tridistilled water.  

	B.31.4.1 Soluciones patrón de referencia certificadas de plata, arsénico, cadmio, cromo, cobre, hierro, mercurio, níquel, plomo, selenio, estaño y zinc a una concentración de 1000 mg/l.
	B.31.4.1 Solutions reference standard certified silver, arsenic, cadmium, chromium, copper, iron, mercury, nickel, lead, selenium, tin and zinc at a concentration of 1000 mg/liter.

	B.31.4.2 Acido nítrico concentrado, 65% p/p (HNO3).
	B.31 .4.2 Concentrated nitric acid, 65% w/w (HNO3).

	B.31.4.3 Peróxido de hidrógeno al 30% p/p (H2O2).
	B. 31.4.3 Hydrogen peroxide at 30% w/w (H2O2). 

	B.31.4.4 Acido sulfúrico concentrado, 96% p/p (H2SO4).
	B.31.4.4 A concentrated sulfuric acid, 96% w/w (H2SO4).

	B.31.4.5 Acido clorhídrico concentrado, 37% p/p (HCl).
	B.31.4.5 Concentrated hydrochloric acid, 37% w/w (HCl).

	B.31.4.6 Fosfato monobásico de amonio RA (NH4)H2PO4.
	B.31.4.6 Monobasic phosphate of ammonium RA (NH4)H2PO4 .

	B.31.4.7 Nitrato de magnesio hexahidratado RA (Mg(NO3) 2.6H2O).
	B.31.4.7 Hexahydrated Magnesium nitrate RA (Mg(NO3) 2·6H2O).

	B.31.4.8 Borohidruro de sodio RA (NaBH4).
	B.31.4. 8 Sodium borohydride RA (NaBH4).

	B.31.4.9 Cloruro de potasio RA (KCl).
	B.31.4.9 Potassium chloride RA (KCl).

	B.31.4.10 Permanganato de potasio RA (KMnO4).
	B.31.4.10 Potassium permanganate RA (KMnO 4 ).

	B.31.4.11 Cloruro estanoso (SnCl2).
	B.31.4.11 Stannous Chloride (SnCl 2 ).

	B.31.4.12 Yoduro de potasio (KI).
	B.31.4.12 Potassium iodide (KI).

	B.31.4.13 Modificador de matriz.
	B.31.4.13 Matrix modifier .

	Pesar 10 g de fosfato monobásico de amonio y 0,5 g de nitrato de magnesio en un matraz volumétrico de 200 ml, disolver y llevar al volumen con agua.
	Weigh 10 g of monobasic ammonium phosphate and 0.5 g of magnesium nitrate in a 200 ml volumetric flask, dissolve and bring to volume with water. 

	B.31.4.14 Solución de nitrato de magnesio al 7% p/v.
	B.31.4.14 7% w/v magnesium nitrate solution.

	Pesar 7 g de nitrato de magnesio y mezclar con 100 ml de ácido clorhídrico 1 N.
	Weigh 7 g of magnesium nitrate and mix with 100 ml of 1 N hydrochloric acid.

	B.31.4.15 Acido clorhídrico 1 N.
	B.31.4.1 5 1N hydrochloric acid.

	Medir 8,3 ml de HCl y llevar a 100 ml con agua.
	Measure 8.3 ml of HCl and bring to 100 ml with water.

	B.31.4.16. Solución de ácido nítrico al 50% v/v.
	B.31.4.16. Solution to nitric acid at 50% v/v.

	Diluir 50 ml de HNO3 concentrado en 50 ml de agua.
	Dilute 50 ml of concentrated HNO3 in 50 ml of water.

	B.31.4.17 Solución de nitrato de magnesio al 50% p/v.
	B.31.4.17 50% w/v magnesium nitrate solution .

	Pesar 50 g de nitrato de magnesio y mezclar con 100 ml de ácido clorhídrico 1 N.
	Weigh 50 g of magnesium nitrate and mix with 100 ml of 1 N hydrochloric acid.

	B.31.4.18 Solución de ácido clorhídrico 0,5 N.
	B.31.4.18 Solution d and 0.5N hydrochloric acid .

	Diluir 4,15 ml de HCl y llevar a 100 ml con agua.
	Dilute 4.15 ml of HCl and bring to 100 ml with water.

	B.31.4.19 Solución de cloruro de potasio de 10 mg de K/ml.
	B.31.4.19 Potassium chloride solution of 10 K/ml.

	Pesar 1,91 g de KCl y llevar a un volumen de 100 ml con agua.
	Weigh 1.91 g of KCl and bring to a volume of 100 ml with water.

	B.31.4.20 Solución de permanganato de potasio al 5% p/v.
	B.31.4.20 5% w/v potassium permanganate solution.

	Pesar 5 g de KMnO4 y mezclar con 100 ml de agua.
	Weigh 5 g of KMnO4 and mix with 100 ml of water.

	B.31.4.21 Solución reductora.
	B.31.4.21 Reducing solution.

	Preparar de acuerdo con el manual de operación del equipo.
	Prepared according to the manual operation of the equipment.

	B.31.4.22 Solución de ácido nítrico al 2% v/v.
	B.31.4.22 Nitric acid Solution to 2% v/v.

	Agregar lentamente 2 ml de ácido nítrico concentrado a 100 ml de agua.
	Slowly add 2 ml of concentrated nitric acid to 100 ml of water.

	B.31.4.23 Aire comprimido seco y limpio.
	B.31.4.23 Dry and clean compressed air.

	B.31.4.24 Acetileno grado absorción atómica.
	B.31.4.24 Acetylene grade atomic absorption.

	B.31.4.25 Oxido nitroso grado absorción atómica.
	B.31.4.25 Nitrous oxide atomic absorption grade. 

	B.31.4.26 Argón grado absorción atómica.
	B.31.4.26 Argon grade atomic absorption.

	B.31.4.27 Nitrógeno grado absorción atómica.
	B.31.4.27 Nitrogen atomic absorption grade. 

	B.31.5 Preparación de la muestra
	B.31.5 Sample preparation

	B.31.5.1 Digestión por microondas para la determinación de arsénico, cadmio, cromo, cobre, hierro, mercurio, níquel, plomo, selenio, estaño y zinc.
	B.31.5.1 Microwave digestion for the determination of arsenic, cadmium, chromium, copper, iron, mercury, nickel, lead, selenium, tin and zinc.

	B.31.5.1.1 Pesar en un vaso de digestión como máximo 0,5 g de muestras secas y de 5 a 10 g de muestras líquidas.
	B.31.5.1.1 Weigh in a digestion vessel a maximum of 0.5 g of dry samples and 5 to 10 g of liquid samples.

	B.31.5.1.2 Adicionar 5 ml de ácido nítrico concentrado y 2 ml de peróxido de hidrógeno al 30%. Tapar los vasos y colocarlos en el horno de microondas.
	B.31.5.1.2 Add 5 ml of concentrated nitric acid and 2 ml of 30% hydrogen peroxide. Cover the glasses and place them in the microwave oven.

	B.31.5.1.3 Fijar el programa de calentamiento del horno de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
	B.31.5.1.3 Set the oven heating program according to the manufacturer's instructions.

	B.31.5.1.4 Sacar los vasos del horno y dejar enfriar a temperatura ambiente. Transferir la solución digerida a un matraz volumétrico adecuado y llevar al volumen con agua.
	B.31.5.1.4 Remove the glasses from the oven and let cool to room temperature. Transfer the digested solution to a suitable volumetric flask and bring it to volume with water.

	B.31.5.2 Digestión por vía húmeda para la determinación de cadmio, cromo, cobre, hierro, niquel, plomo  y zinc.
	B.31.5.2 Digestion by humidity for the determination of cadmium, chromium, copper, iron, nickel, lead and zinc.  

	B.31.5.2.1 Pesar como máximo 40 g de jugo o bebida, 20 g de alimentos que contengan de 50 al 75% de agua y 10 g de alimentos sólidos o semisólidos. Limitar el contenido de grasa o aceite a un máximo de 4 g y el total de materia orgánica a 5 g.
	B.31.5.2.1 Weigh a maximum of 40 g of juice or beverage, 20 g of food products containing 50 to 75% water and 10 g of solid or semi-solid food. Limit the fat or oil content to a maximum of 4 g and the total organic matter to 5 g.

	B.31.5.2.2 Añadir 10 ml de ácido nítrico concentrado y dejar reposar toda la noche o iniciar directamente la digestión, dependiendo del comportamiento de la muestra.
	B.31.5. 2.2 Add 10 ml of concentrated nitric acid and let stand overnight or start digestion directly, depending on the behavior of the sample.

	B.31.5.2.3 Digerir en un sistema Kjeldahl o en un sistema de reflujo refrigerante e iniciar el calentamiento gradualmente para evitar pérdidas de muestra.
	B.31.5.2.3 Digest in a Kjeldahl system or in a refluxing refrigerant system and initiate heating gradually to avoid sample losses.

	B.31.5.2.4 Digerir la muestra durante 3 h o más tiempo si es necesario (algunas muestras requieren la adición de mayor cantidad de ácido nítrico) hasta que la solución sea traslúcida. Si esto no sucede, adicionar peróxido de hidrógeno gota a gota con agitación continua hasta lograr una solución traslúcida.
	B.31.5.2.4 Digest the sample for 3 hours or longer if necessary (some samples require the addition of a greater amount of nitric acid) until the solution is translucent. If this does not happen, add hydrogen peroxide drop by drop with continuous stirring until a translucent solution is achieved.

	B.31.5.2.5 Enfriar, filtrar y llevar a un volumen conocido con agua.
	B.31.5.2.5 Cool, filter and bring to a known volume with water.

	B.31.5.3 Digestión por vía seca para la determinación de Cu, Fe, Cr, Ni y Zn.
	B.31.5.3 Dry digestion for the determination of Cu, Fe, Cr, Ni and Zn.

	B.31.5.3.1 Pesar en un crisol o cápsula como máximo 40 g de jugo o bebida, 20 g de alimentos que contengan del 50 al 75% de agua y 10 g de alimentos sólidos o semisólidos. Limitar el contenido de grasa o aceite a un máximo de 4 g y el total de materia orgánica a 5 g.
	B.31.5.3.1 Weigh in a crucible or capsule as a  maximum 40 g of juice or drink, 20 g of food containing from 50 to 75% of water and 10 g of solid or semisolid food. Limit the fat or oil content to a maximum of 4 g and the total organic matter to 5 g. 

	B.31.5.3.2 Añadir 10 ml de ácido nítrico concentrado y dejar reposar toda la noche o iniciar directamente la digestión dependiendo del comportamiento de la muestra. En productos con alta concentración de proteínas adicionar una solución de nitrato de magnesio al 7% p/v y mezclar completamente. Llevar a sequedad aproximadamente durante 6 h en estufa a una temperatura de 90 a 95ºC.
	B.31.5.3.2 Add 10 µl of concentrated nitric acid and let stand overnight or directly start digestion depending on the behavior of the sample. In products with a high concentration of proteins add a solution of magnesium nitrate of 7% p/v and mix completely. Bring to dryness for approximately 6 hours in an oven at a temperature of 90 to 95ºC.

	B.31.5.3.3 Colocar la muestra en mufla y elevar la temperatura lentamente de 2 a 4ºC por minuto hasta 350ºC. Mantener la temperatura hasta que cesen los humos.
	B.31.5.3.3 Place the sample in a flask and raise the temperature slowly from 2 to 4ºC for a minute to 350ºC. Maintain the temperature until the fumes cease.

	B.31.5.3.4 Elevar gradualmente la temperatura hasta 500 a 550ºC para evitar que la muestra se incinere y mantener esta temperatura durante 16 h o toda la noche.
	B.31.5.3.4 Gradually raise the temperature to 500 to 550ºC to prevent the sample from incinerating and maintain this temperature for 16 hours overnight.

	B.31.5.3.5 Un segundo paso de calcinación puede ser requerido para remover algunos residuos, para ello lavar las paredes del crisol con 2 ml de ácido nítrico al 50%. Colocar la muestra en una parrilla de calentamiento a 120ºC para remover el exceso de ácido y hasta la eliminación de vapores. Colocar la muestra en mufla fría y elevar la temperatura gradualmente hasta 500 a 550ºC, manteniéndola por el tiempo necesario. Repetir este procedimiento cuantas veces sea necesario hasta que la muestra quede libre de  carbón remanente.
	B.31.5.3.5 A second calcination step may be required to remove some residues, for this purpose wash the crucible walls with 2 ml of 50% nitric acid. Place the sample on a hot grill at 120ºC to remove excess acid and until the vapors are removed. Place the sample in cold flask and gradually raise it to a temperature up to 500 to 550ºC, keeping it for the necessary time. Repeat the procedure as many times as necessary until the sample is free of remaining carbon. 

	B.31.5.3.6 Disolver las cenizas completamente en ácido clorhídrico 1 N. Transferir la muestra disuelta a un matraz volumétrico adecuado, enjuagando el crisol con dos porciones de 5 ml de ácido clorhídrico 1 N.
	B.31.5. 3.6 Dissolve the ashes completely in 1 N hydrochloric acid. Transfer the dissolved sample to a suitable volumetric flask, rinsing the crucible 1 with two 5 ml portions of 1 N acid or hydrochloric acid.

	Adicionar los enjuagues al matraz y llevar al volumen con agua.
	Add the rinses to the flask and bring to the volume with water.

	B.31.6 Procedimiento
	B.31.6 Procedure

	B.31.6.1 Determinación de cadmio, cromo, cobre, hierro, níquel, plomo, estaño y zinc. EAA por flama directa.
	B.31.6.1 Determination of cadmium, chromium, copper, iron, or nickel, lead, tin and zinc. EAA by direct flame.

	B.31.6.1.1 Preparación de las curvas patrón.
	B.31.6.1.1 Preparation of the standard curves .

	Preparar un blanco y al menos 3 diluciones de la solución patrón para cada metal, en el intervalo lineal de trabajo utilizar ácido nítrico al 2% para hacer las diluciones.
	Prepare a blank and at least 3 dilutions of the standard solution for each metal. In the linear range of work, use 2% nitric acid to make the dilutions.

	Nota: Las soluciones patrón de Estaño deben contener 1 ml de solución de cloruro de potasio por cada 100 ml.
	Note: Tin standard solutions must have 1 ml of potassium chloride solution per 100 ml.

	B.31.6.1.2 Determinación
	B.31.6.1.2 Determination

	B.31.6.1.2.1 Dejar estabilizar el equipo y fijar las condiciones para cada metal de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Utilizar como guía el siguiente cuadro:
	B.31.6.1.2.1 Leave and stabilizar fi equipment and Jar with di tions for each metal in accordance with the instructions of the manufacturer . Use the following chart as a guide:



	Elemento
	Longitud de onda (nm)
	Mezcla de gases

	Cadmio
	228,8
	Aire/acetileno

	Cromo
	357,9
	Aire/acetileno

	Cobre
	324,7
	Aire/acetileno

	Hierro
	248,3
	Aire/acetileno

	Níquel
	232
	Aire/acetileno

	Plomo
	217,3 o 283,3
	Aire/acetileno

	Estaño
	235,5
	Oxido nitroso/acetileno

	Zinc
	213,8
	Aire/acetileno



	Element
	Wavelength (nm)
	Mixture of gases

	Cadmium
	228.8
	Air/acetylene

	Chrome
	357.9
	Air/acetylene

	Copper
	324.7
	Air/acetylene

	Iron
	248, 3
	Air/acetylene

	Nickel
	232
	Air/acetylene

	Lead
	217.3 or 283.3
	Air/acetylene

	Tin
	235.5
	O nitrous oxide / acetylene

	Zinc
	213.8
	Air/acetylene




	B.31.6.1.2.2 Ajustar el instrumento a 0 de absorbancia con el blanco de calibración. Aspirar las soluciones patrón de calibración del analito de menor a mayor concentración y registrar al menos dos réplicas de la absorbancia de cada uno.
	B.31.6.1.2.2 Set the instrument to 0 absorbance with the calibration blank. Aspirate the solutions of calibration standard of the analyte low to greater concentration and record at least two repeats of the absorbance of each one or.

	B.31.6.1.2.3 Elaborar una curva de calibración, graficando la absorbancia en función de la concentración de cada metal. Ajustar la curva por medio de mínimos cuadrados (regresión lineal).
	B.31.6.1.2.3 Prepare a calibration curve by plotting the absorbance as a function of the concentration of each metal. Adjust the curve by means of least squares (linear regression).

	B.31.6.1.2.4 Lo anterior puede llevarse a cabo en equipos que se programan directamente, en los cuales sólo es necesario introducir los estándares y marcar su concentración teórica.
	B.31.6.1.2.4 The above can be carried out in equipment that is directly programmed, in which it is only necessary to introduce the standards and mark their theoretical concentration.

	B.31.6.1.2.5 Aspirar las muestras preparadas en (B.31.5.1 o B.31.5.3) y registrar la absorbancia de cada una ellas. Calcular la concentración de cada metal a partir de la curva de calibración correspondiente.
	B.31.6.1.2.5 Aspirate the samples prepared in (B.31.5.1 or B.31.5.3) and record the absorbance of each one. Calculate the concentration of each metal from the corresponding calibration curve.

	Se debe analizar al menos un blanco de reactivos con cada lote de muestras.
	At least one blank of reagents should be analyzed with each lot of samples. 

	B.31.6.1.2.6 Asegurarse de que las concentraciones de las muestras caen dentro del intervalo de calibración de la curva patrón. De no ser así, efectuar la dilución correspondiente y volver a analizar.
	B.31.6.1.2.6 Ensure that sample concentrations fall within the calibration range of the standard curve. If not, perform the corresponding dilution and re-analyze.

	Nota: Esta metodología no aplica para la determinación de Cadmio y Plomo cuando las muestras son digeridas por horno de microondas.
	Note: This methodology does not apply for the determination of cadmium and lead when samples are digested by microwave.

	B.31.6.2 Determinación de As y Se. EAA por generador de hidruros.
	B.31.6.2 Determination of As and Se. EAA by hydride generator.

	B.31.6.2.1 Preparación de la curva patrón.
	B.31.6.2.1 Preparation of the standard curve.

	B.31.6.2.1.1 Preparar un blanco y al menos 3 soluciones patrón en el intervalo lineal de trabajo.
	B.31.6.2.1.1 Prepare a blank and at least 3 standard solutions in the linear work interval.

	B.31.6.2.1.2 Antes de aforar adicionar la solución reductora de acuerdo con el manual del fabricante. Dejar reposar = 30 min y llevar al volumen con agua.
	B.31.6.2.1.2 Before adding the reducing solution according to the manufacturer's manual. Let stand = 30 min and bring to volume with water.

	B.31.6.2.2 Determinación
	B.31.6.2.2 Determination

	B.31.6.2.2.1 Conectar el generador de hidruros al espectrofotómetro y ajustar la longitud de onda, la celda, el flujo de gases y tiempos de purga de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
	B. 31.6.2.2.1 Connect the generators of hydrides to the spectrophotometer and set the wavelength, the cell, the gas flow and times of purges according to the instructions of the manufacturer.

	B.31.6.2.2.2 Ajustar a 0 de absorbancia con el blanco de calibración y optimizar la respuesta del instrumento con la solución patrón establecida en el manual de operación del equipo.
	B.31.6.2.2.2 Set to 0 absorbance with the calibration blank and optimize the response of the instrument with the standard solution established in manual operation of the equipment.

	B.31.6.2.2.3 Llevar a cabo la reacción para la formación de hidruros con cada una de las soluciones patrón de menor a mayor concentración y registrar al menos dos réplicas de la absorbancia de cada uno.
	B.31.6.2.2.3 Carry out reaction for the formation of hydrides with each of the standard solutions of low to high concentration and record at lease 2 repeats of the  absorbance of each one.

	B.31.6.2.2.4 Elaborar una curva de calibración, graficando la absorbancia en función de la concentración de As. Ajustar la curva por medio de mínimos cuadrados (regresión lineal).
	B.31.6.2.2.4 Prepare a calibration curve, plotting the absorbance as a function of the concentration of As. Adjust the curve by means of least squares (linear regression).

	B.31.6.2.2.5 Lo anterior puede llevarse a cabo en equipos que se programan directamente, en los cuales sólo es necesario introducir los estándares y marcar su concentración teórica.
	B.31.6.2.2.5 The foregoing can be carried out on equipment that is directly programmed, in which it is only necessary to introduce the standards and mark their theoretical concentration.

	B.31.6.2.2.6 Analizar la muestra digerida en (B.31.5.1), de la misma forma que las soluciones patrón. Analizar un blanco de reactivos con cada lote de muestras.
	B.3 1.6.2.2.6 Analyze the sample digested in (B.31.5.1) of the same form to the standard solutions. Analyze a reagent blank with each batch of samples.

	B.31.6.2.2.7 Asegurarse de que las concentraciones de las muestras caen dentro del intervalo de calibración de la curva patrón. De no ser así, repetir la determinación con una alícuota más pequeña.
	B.31.6.2.2.7 Ensure that sample concentrations fall within the calibration range of the standard curve. If not, repeat the determination with a smaller aliquot .

	B.31.7 Expresión de resultados
	B.31.7 Explosion of results

	B.31.7.1. Cálculos
	B.31.7.1. Calculations

	Para alimentos, bebidas alcohólicas y no alcohólicas y aditivos: 
	For food products, alcoholic and non-alcoholic beverages and additives 


[image: ]
	Para agua y hielo: 
	For water and ice: 


[image: ]
	En donde:
	Where:

	A = concentración del metal en la muestra leído directamente del instrumento o de la curva de calibración
	A = concentration of the metal in the sample read directly from the instrument of the calibration curve

	B = concentración del metal en el blanco de reactivos del instrumento leído directamente del instrumento o de la curva de calibración
	B = concentration of the metal in the target of reagents of the instrument read directly from the instrument or of the calibration curve

	V = volumen de la solución de la muestra digerida
	V = volume of the solution of the digested sample

	M = peso de la muestra
	M = weight of the sample 

	Si la muestra ha sido diluida, el factor de dilución debe ser tomado en cuenta.
	If the sample has been diluted, the dilution factor should be taken into account.

	B.31.8 Informe de la prueba
	B.31.8 Test report

	mg metal/kg o l
	mg metal/kg or liter

	B.32 DETERMINACION DE INOSITOL POR METODO MICROBIOLOGICO
	B.32 DETERMINATION OF INOSITOL BY MICROBIOLOGICAL METHOD

	B.32.1 Fundamento
	B.32.1 Foundation

	Este método permite cuantificar Inositol utilizando Saccharomyces carlsbergensis ATCC 9080, microorganismo que no es capaz de sintetizar inositol, relacionando directamente el crecimiento celular con la concentración de Inositol presente. Para preparar la muestra y la curva estándar se utiliza un medio comercial basal libre de Inositol. El crecimiento celular se mide turbidimétricamente y por interpolación en la curva se determina la concentración de la muestra.
	This method permits quantifying the Inositol using Saccharomyces carlsbergensis ATCC 9080, microorganism that is not capable of synthesizing inositol, directly relating cell growth with the concentration of Inositol present. To prepare the sample and the standard curve, a commercial medium free of Inositol is used. Cell growth is measured turbidimetrically and by interpolation in the curve the concentration of the mu is determined.

	B.32.2 Reactivos y materiales
	B.32.2 Reagents and materials

	B.32.2.1 Reactivos
	B.32.2.1 Reagents

	myo-inositol para fines bioquímicos
	myo-inositol for biochemical purposes

	Acido clorhídrico fumante al 37% para análisis
	A 37% hydrochloric acid for analysis

	Hidróxido de sodio en lentejas para análisis
	Sodium hydroxy in lentils for analysis

	Cristales de cloruro de sodio para análisis
	Sodium chloride crystals for analysis

	Metanol para análisis
	Methanol for analysis

	- amilasa pancreática 25 U/mg
	a - pancreatic amylase 25 U/mg

	Fosfatasa
	Phosphatase

	Lactosa monohidratada
	Lactose monohydrate

	B.32.2.2 Materiales
	B.32.2.2 Materials

	Micropipetas
	Micropipettes

	Material común de laboratorio
	Common laboratory materials

	C32.3 Aparatos e instrumentos
	C32.3 Devices and instruments

	Autoclave
	Autoclave

	Incubadora a 35 ± 1ºC
	Incubator at 35 ± 1ºC

	Espectrofotómetro
	Spectrophotometry 

	Centrífuga
	Centrifuge

	Termorreactor
	Thermal reactor

	B.32.4 Cepa y medios de cultivo
	B.32.4 Strain and culture media

	Saccharomyces carlsbergensis ATCC 9080
	Saccharomyces carlsbergensis ATCC 9080

	Medio para la prueba de Inositol modificado. Por cada 100 ml agregar (NH4) SO4: 1,5 g, Ascorbato de sodio: 25 g, ZnSO4 7H2O: 15 mg, CuSO4: 15 mg, NaMoO4 x 2H2O :15 mg, Nitrato de tiamina: 0,5 mg, Nicotinamida: 5 mg, Lactosa: 23,45 g.
	Medium for the modified Inositol test. For every 100 ml add (NH4) SO4: 1.5 g, Sodium ascorbate: 25 g, ZnSO4 7H2O: 15 mg, CuSO4: 15 mg, NaMoO4 x 2H2O: 15 mg, Thiamine nitrate: 0.5 mg, Nicotinamide: 5 mg, Lactose: 23.45 g.

	Agar de microensayo
	Microassay agar

	B.32.4.1 Medio de mantenimiento de la cepa
	B.32.4.1 Strain maintenance medium

	Agar de microensayo (Micro Assay)
	Microassay agar (Micro Assay)

	Preparar 1 l de medio según las indicaciones de la etiqueta. Repartir a razón de 6 ml en tubos (de preferencia con tapón de rosca), esterilizar y enfriar en posición inclinada, a fin de obtener una pendiente lo más larga posible (agar inclinado).
	Prepare 1 liter of medium according to label directions. Distribute at a rate of 6 ml in tubes (preferably with screw cap), sterilize and cool in an inclined position, in order to obtain a slope as long as possible (inclined agar).

	Conservar en el refrigerador de 2 a 8ºC.
	Store in the refrigerator 2 to 8ºC.

	B.32.4.2 Mantenimiento de la cepa
	B.32.4.2 Maintenance of the strain

	Inocular por estría Saccharomyces carlsbergensis en superficie en el medio B.32.4.1 cada dos semanas. Preparar el número de tubos necesarios para el análisis y guardar por lo menos dos tubos para el mantenimiento de la cepa.
	Inoculate by stria Saccharomyces carlsbergensis on the surface in the middle B.32.4.1 every two weeks. Prepare the number of tubes necessary for the analysis and save at least two tubes for the maintenance of the strain.

	Incubar durante 24 h a 30ºC.
	Incubate for 24 h at 30ºC.

	B.32.5 Preparación de soluciones
	B.32.5 Preparation of solutions

	B.32.5.1 Solución fisiológica
	B. 32.5.1 Physiological solution 

	Disolver 9 g de cloruro de sodio en 1000 ml de agua destilada. Repartir a razón de 10 ml en tubos, taparlos con capuchones y esterilizar durante 15 min a 121ºC.
	Dissolve 9 g of sodium chloride in 1000 ml of distilled water. Distribute at a rate of 10 ml in tubes, cover it with caps and sterilize for 15 min at 121ºC.

	Conservar en el refrigerador de 2 a 8ºC.
	Store in the refrigerator 2 to 8ºC.

	B.32.5.2 Solución de ácido clorhídrico aproximadamente 3 N
	B.32.5.2 Hydrochloric acid solution approximately 3 N

	Bajo una campana de extracción vertir en un matraz aforado de 1000 ml que ya contenga agua destilada, 250 ml de ácido clorhídrico al 37% y llevar a volumen.
	Under an extraction hood pour into a volumetric flask of 1000 ml and containing distilled water, 250 ml of Hydrochloride acid to 37% and to volume.

	B.32.5.3 Solución de ácido clorhídrico - metanol 1:1
	B.32.5.3 Hydrochloric acid solution - methanol 1:1

	En una probeta graduada de 500 ml, mezclar 250 ml de metanol con 250 ml de ácido clorhídrico 3 N
	In a 500 ml graduated test, mix 250 ml of methanol with 250 ml of 3 N hydrochloric acid

	B.32.5.4 Solución de hidróxido de sodio, 60 g/100 ml
	B.32.5.4 Sodium hydroxide solution , 60 g/100 ml

	En una probeta graduada de 500 ml, disolver 300 g de hidróxido de sodio en agua destilada, enfriando bajo el agua del grifo. Completar a 500 ml. Conservar en un matraz con tapón de polietileno o de goma.
	In a 500 ml graduated cylinder, dissolve 300 g of sodium hydroxide in distilled water, cooling under the tap water. Complete with 500 ml. Store in a flask with a polyethylene or rubber stopper.

	B.32.5.5 Solución de hidróxido de sodio aproximadamente 1 N
	B.32.5.5 Approximately 1 N sodium hydroxide solution

	En un matraz aforado de 500 ml con tapón de polietileno, disolver 20 g de hidróxido de sodio en agua destilada y llevar a volumen.
	In a 500 ml volumetric flask with polyethylene cap, dissolve 20 g of sodium hydroxide in distilled water and bring to volume.

	B.32.5.6 Solución patrón
	B.32.5.6 Standard solution

	Justo antes del uso, pesar exactamente 25,0 mg de Inositol. Disolver en agua destilada y llevar a volumen en un matraz aforado de 250 ml.
	Just before use, weigh exactly 25.0 mg of Inositol. Dissolve in distilled water and carry volume in a 250 ml volumetric flask.

	B.32.5.7 Mezcla de enzimas para hidrólisis
	B.32.5.7 Mixture of enzymes for hydrolysis

	En un mortero, mezclar 0,50 g de -amilasa pancreática de aproximadamente 25 unidades/mg y 0,10 g de fosfatasa con 9,4 g de lactosa monohidratada.
	In a mortar, mix 0.50 g of pancreatic -amylase of approximately 25 units/mg and 0.10 g of phosphatase with 9.4 g of lactose monohydrate.

	B.32.6 Procedimiento
	B.32.6 Procedure

	B.32.6.1 Desarrollo del microorganismo
	B.32.6.1 Development of the microorganism

	Tres días antes de la inoculación del ensayo, efectuar tres cultivos sucesivos de 24 h en superficie  de agar.
	Three days before the inoculation of the test, carry out three successive cultures of 24 h on agar surface. 

	Incubar durante 24 h a 30ºC.
	Incubate for 24 h at 30ºC.

	B.32.6.2 Preparación de la toma de ensayo e hidrólisis
	B.32.6.2 Preparation of making trial and hydrolysis 

	En un matraz aforado de 50 ml, pesar 5 g de muestra para ensayo. Añadir aproximadamente 40 ml de agua destilada a 50ºC, luego agitar hasta obtención de una suspensión homogénea. Enfriar y llevar a volumen con agua.
	In a 50 ml volumetric flask, weigh 5 g of test sample. Add approximately 40 ml of distilled water at 50ºC, then stir or stir until a homogeneous suspension is obtained. Cool and bring to volume with water.

	De cada muestra tomar una parte alícuota de 10 ml que contenga aproximadamente 0,2 a 0,3 mg de inositol e introducir en un tubo de hidrólisis. En cada tubo añadir 100 mg de mezcla de enzimas (B.32.5.7), cubrir con papel de aluminio e incubar durante 15 min a 42ºC. A continuación añadir 20 mg de papaína e incubar otros 15 min a la misma temperatura.
	Take a 10 ml portion of each sample containing approximately 0.2 to 0.3 mg of inositol and place in a hydrolysis tube . In each tube add 10 0 mg of enzyme mixture (B.32.5.7), cover with foil and cover for 15 min at 42ºC. Then add 20 mg of papain and incubate another 15 min at the same temperature.

	Luego introducir en cada tubo 15 ml de solución de hidrólisis B.32.5.3 y tres perlas de vidrio.
	Then put in each tube 15 ml of solution of hydrolysis B.32.5.3 and three glass beads.

	Conectar los refrigerantes, luego calentar a reflujo a 110ºC durante 6 h. Dejar enfriar.
	Connect the refrigerants, then heat at reflux or at 110ºC for 6 h. Let cool.

	Nota:
	Note:

	Los hidrolizados pueden conservarse una noche.
	The hydrolyzed materials can be conserved for one night. 

	Transferir cuantitativamente el contenido de los tubos a matraces Erlenmeyer de 250 ml. Llevar el pH a 5,2 con solución de hidróxido de sodio de 60 g/100 ml, luego con solución de NaOH 1 N. A continuación transferir cuantitativamente a matraces aforados de 100 o 150 ml. Llevar a volumen con agua destilada.
	Quantitatively transfer the contents of the tubes to 250 ml Erlenmeyer flasks. Bring the pH to 5.2 with 60 g / 100 ml sodium hydroxide solution, then with 1 N NaOH solution. Then quantitatively transfer to 100 or 150 ml volumetric flasks. Bring to volume with distilled water.

	Filtrar sobre papel filtro plisado con velocidad de filtración media. La solución final debe contener de 3  a 4 µg de inositol/ml.
	Filter on pleated filter paper with medium filtration speed. The final solution should contain 3 to 4 µg of inositol/ml. 

	B.32.6.3 Solución patrón de 4/µg de Inositol por ml.
	B.32.6.3 Standard solution of 4/µg of Inositol per ml.

	Justo antes del uso diluir la solución B.32.5.6 como sigue:
	Just before use dilute solution B.32.5.6 as follows:

	10 ml a 250 ml = 4 µg/ml
	10 ml to 25 ml = 4 µg/ml

	B.32.6.4 Medio de cultivo para el ensayo
	B.32.6.4 Medium of culture for the test.

	Medio para prueba de Inositol
	Inositol test medium

	En un matraz Erlenmeyer de vidrio actínico de 1000 ml, preparar el volumen necesario para los tubos utilizados en el ensayo. Proceder según las indicaciones de la etiqueta, calentando la solución en una parrilla con agitación magnética.
	In an Erlenmeyer flask of actinic glass of 1000 ml, prepare the volume necessary for the tubes used in the test. Proceed according to the indications on the label, heating the solution in a rack with magnetic stirring.

	Cálculo del volumen necesario:
	Calculation of the volume needed:



	patrón:
	30 tubos 30 x 5 ml = 150 ml

	cada producto:
	15 tubos 15 x 5 ml = 75 ml

	+ 50 ml a 100 ml de exceso



	Standard:
	30 tubes 30 x 5 ml = 150 ml

	each product:
	15 tubes 15 x 5 ml = 75 ml

	+ 50 ml to 100 ml excess



	B.32.6.5 Preparación del ensayo
	B.32.6.5 Test preparation

	B.32.6.5.1 Serie patrón
	B.32.6.5.1 Standard series

	En un soporte metálico para tubos de ensaye, colocar 3 filas de 10 tubos (180 x 18 mm), numerados bl, 0,...., 8; el primero corresponde al blanco.
	On a metal support for test tubes, place 3 rows of 10 tubes (180 x 18 mm), numbered bl, 0, ...., 8; the first corresponds to the blank.

	Mediante una pipeta verter en triplicado en las tres series de tubos, volúmenes crecientes de la última dilución de la solución patrón, completar a 5 ml con agua destilada y mediante una bureta o una jeringa automática, añadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo según la tabla siguiente:
	Using a pipette pour in triplicate into the three series of tubes, increasing volumes of the last dilution of the standard solution, compile to 5 ml with distilled water and using a burette a or an automatic syringe, add 5 ml of medium culture for the test according to the following table:



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

	Solución patrón: 0,0
	0,0
	0,25
	0,50
	0,75
	1,0
	1,5
	2
	2,5
	3,0 ml

	Agua: 5
	5
	4,75
	4,5
	4,25
	4,0
	3,5
	3,0
	2,5
	2 ml

	Medio de cultivo:	5 ml en cada tubo



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

	Standard solution: 0.0
	0.0
	0.25
	0.50
	0.75
	1.0
	1.5
	2
	2.5
	3.0 ml

	Water: 5
	5
	4.75
	4.5
	4.25
	4.0
	3.5
	3.0
	2.5
	2 ml

	Culture medium: 5 ml in each tube              


 
	Los tubos del ensayo en blanco (bl) no se inoculan.
	Blank test tubes (bl) are not inoculated.

	B.32.6.5.2 Serie producto
	B.32.6.5.2 Series product

	En otro soporte colocar tres filas de 10 tubos (180 x 18 mm). Los primeros cinco tubos de las tres filas van destinados a un producto, los otros cinco tubos de las tres filas, a otro producto. Numerar de 9 a 13 y de 14 a 18 y así sucesivamente para todos los productos analizados.
	In another support place three rows of 10 tubes (180 x 18 mm). The first five tubes of the three rows are designated for one product, the other five tubes of the three rows are for another product. Number from 9 to 13 and from 14 to 18 and so on for all the products analyzed.

	Mediante una pipeta verter en triplicado en las tres series de cinco tubos, volúmenes crecientes de la última dilución de la toma de ensayo, completar a 5 ml con agua destilada y añadir 5 ml de medio de cultivo para el ensayo, según la tabla siguiente:
	Using a pipette, pour in triplicate into the three series of 5 tubes, increasing lumens of the last dilution of the test sample, complete 5 ml with distilled water and add 5 μl of final medium to the test or, according to the following table:



	Tubo No.: 9
	10
	11
	12
	13

	Solución de la muestra: 0,75
	1,0
	1,50
	2
	2,50 ml

	Agua: 4,25
	4,0
	3,50
	3,0
	2,50 ml

	Medio de Cultivo: 5 ml en cada tubo



	Tube No: 9
	10
	11
	12
	13

	Sample solution: 0.75
	1.0
	1.50
	2
	2.5 0 ml

	Water: 4.25
	4.0
	3.50
	3.0
	2.50 ml

	Culture Medium: 5 ml in each tube 


 
	Tapar los tubos con capuchones o mediante una tapa adecuada que cubra las tres filas de tubos en el soporte.
	Cover the tubes with caps or by means of a suitable cover that covers the three rows of tubes in the support.

	B.32.6.6 Esterilización del ensayo
	B.32.6.6 Test sterilization

	Esterilizar los tubos durante 10 min a 115ºC, luego enfriarlos en un baño de agua fría.
	Sterilize the tubes for 10 minutes at 115ºC, then cool them in a cold water bath.

	B.32.6.7 Inoculación
	B.32.6.7 Inoculation

	B.32.6.7.1 Lavado del cultivo
	B.32.6.7.1 Washing of the culture

	Unos instantes antes de la inoculación del ensayo, poner en suspensión el microorganismo del último cultivo sobre agar (B.32.6.1), adicionando 10 ml de solución fisiológica en el tubo que contiene el cultivo. Transferir a un tubo de centrífuga estéril y centrifugar durante 2 min a 1000 rpm (aproximadamente 100 g).
	A few moments before the inoculation of the test, the microorganism of the last culture is suspended on agar (B.32.6. 1), adding 10 ml of physiological solution in the tube containing the culture. Transfer to a sterile centrifuge tube and centrifuge for 2 min at 1000 rpm (approximately 100 g).

	Decantar la solución fisiológica. Tomar aproximadamente 2 ml de esta suspensión e introducirla en una cubeta óptica de 1 cm. Medir la absorbancia a 575 nm.
	Decant the physiological solution. Take approximately 2 ml of this suspension and place it in a 1 cm optical container. Measure the absorbance at 575 nm.

	B.32.6.7.2 Preparación del inóculo.
	B .32.6.7.2 Preparation of inoculum.

	Estandarizar el cultivo a fin de obtener siempre más o menos la misma extinción.
	Standardize the culture in order to always obtain more or less the same extinction.

	Según la extinción obtenida, diluir en un tubo que contenga 10 ml de solución fisiológica "n" gotas del cultivo (B.32.6.7.1); este tubo constituye el inóculo.
	According to the extinction obtained, dilute in a tube containing 10 ml of physiological solution to "n" drops of the culture (B.32.6.7.1); This tube constitutes the inoculum.

	Así pues, para una extinción del cultivo (B.32.6.7.1) superior o igual a 1,5 (después de sustraer la extinción propia del medio), es necesario introducir 1 gota del mismo en el tubo que contiene 10 ml del medio (B.32.6.4). Si la extinción no se encuentra dentro de los valores arriba citados, adaptar la dilución como sigue:
	Thus, for an extinction of the culture (B.32.6.7.1) greater than or equal to 1, 5 (after subtracting the extinction of the medium itself), it is necessary to introduce 1 drop of it into the tube containing 10 ml of the medium (B.32.6.4). If the extinction is not within the aforementioned values, adapt the dilution as follows:



	- extinción inferior a 1,5: introducir dos gotas en el tubo

	- extinción inferior a 1,2: introducir tres gotas



	- extinction les than 1.5: introduce two drops in the tube

	- extinction les than 1.2: introduce 3 drops 



	B.32.6.7.3 Inoculación
	B.3 2.6.7.3 Inoculation

	Mediante una micropipeta con punta estéril, inocular 0,1 ml del inóculo en cada tubo de las series patrón y producto. Los tubos del blanco (bl) no se inoculan.
	Using a micropipette with sterile tip, inoculate 0.1 ml of the inoculum in each tube of the standard series and product. The white tubes (bl) are not inoculated.

	Después de inocular, agitar los tubos ligeramente a fin de repartir el microorganismo uniformemente en  el medio.
	After inoculating, shake the tubes slightly in order to distribute the micro organism evenly in the middle. 

	B.32.6.8 Incubación
	B.32.6.8 Incubation

	Incubar los tubos inoculados durante aproximadamente 21 h a 30ºC. Dado que Saccharomyces carlsbergensis es aerobio, inclinar los tubos al máximo a fin de que la superficie de contacto entre el líquido y el aire sea lo mayor posible. Verificar si la diferencia de desarrollo del microorganismo es suficiente entre la primera y la última dilución de la solución patrón.
	Incubate the inoculated tubes for approximately 21 h at 30ºC. Given that Saccharomyces carlsbergensis is aerobic, tilt the tubes to the maximum so that the contact surface between the liquid and the air is as large as possible. Check whether the difference in the development of the microorganism is sufficient between the first and the last dilution of standard solution.

	Si es necesario, prolongar la incubación hasta que se obtenga un crecimiento óptimo del microorganismo.
	If necessary, prolong the incubation until an optimal growth of the microorganism is obtained.

	Después de la incubación se recomienda interrumpir el crecimiento del microorganismo simultáneamente en todos los tubos, colocándolos en un baño de agua fría.
	After incubation it is recommended to interrupt the growth of the microorganism simultaneously in all the tubes, place them in a cold water bath.

	B.32.6.9 Lecturas
	B.32.6.9 Readings

	Mediante un agitador para tubos de ensaye, poner en suspensión el depósito formado por el desarrollo del microorganismo. Transferir la suspensión a un tubo o una cubeta óptica, según el fotómetro. Medir la transmitancia o absorbancia a 575 nm ajustando el 100% T o a 0% de A del aparato con el blanco (bl).
	Using a stirrer for test tubes, suspend the tank formed by the development of microorganism. Transfer the suspension to a tube or an optical container, according to the meter. Measure the transmittance or absorbance at 575 nm by adjusting 100% T or 0% A of the device with the blank (bl).

	NOTA: si la determinación se hace en absorbancia buscar el equivalente de los valores de los ejemplos dados en transmitancia.
	NOTE: if the determination is made in absorbance, find the equivalent of the values of the examples given in transmittance.

	Agitar y leer un tubo después de otro, a fin de evitar la sedimentación del microorganismo.
	Shake and read one tube after another, to avoid sedimentation of the microorganism.

	B.32.7 Cálculos
	B.32.7 Calculations

	B.32.7.1 Curva de calibración
	B.32.7.1 Calibration curve

	Trazar la curva de calibración en papel milimétrico o utilizar una calculadora con regresión lineal, llevando la lectura media de cada grupo de tres tubos a la ordenada y los µg de inositol a la abscisa.
	Trim the calibration curve on millimeter paper or use a calculus with linear regression, taking the average reading of each group of three tubes to the ordinate and µg of inositol to the abscissa.


Ejemplo:
	Tubo No.
	ml
	µg
	lecturas
	media

	
	
	
	1
	2
	3
	

	0
	0,0
	0,0
	95,7
	95,9
	96,0
	95,8

	1
	0,25
	1,0
	91,2
	90,5
	91,2
	91,0

	2
	0,50
	2
	85,6
	85,9
	85,1
	85,5

	3
	0,75
	3,0
	79,5
	79,5
	80,9
	80,0

	4
	1,0
	4,0
	73,5
	72,6
	72,5
	72,9

	5
	1,5
	6,0
	58,4
	57,6
	55,8
	57,3

	6
	2
	8,0
	50,4
	50,4
	50,1
	50,3

	7
	2,5
	10
	48,5
	45,4
	48,5
	47,5

	8
	3,0
	12
	4,0
	41,6
	44,3
	42,6



Example:
	Tube #.
	ml
	µg
	readings
	medium

	
	
	
	1
	2
	3
	

	0
	0 , 0
	0.0
	95.7
	95.9
	96.0
	95.8

	1
	0.25
	1.0
	91.2
	90.5
	91.2
	91.0

	2
	0.50
	2
	8 5.6
	85.9
	85.1
	85.5

	3
	0.75
	3.0
	79.5
	79.5
	80.9
	80.0

	4
	1.0
	4.0
	73.5
	72.6
	72.5
	72.9

	5
	1.5
	6.0
	58.4
	57.6
	55.8
	57.3

	6
	2
	8.0
	50.4
	50.4
	50.1
	50.3

	7
	2.5
	10
	48.5
	45.4
	48.5
	47.5

	8
	3.0
	12
	4.0
	41.6
	44.3
	42.6



	Observaciones:
	Observations:

	La curva de calibración es característica de cada vitamina.
	The calibration curve is characteristic of each vitamin.

	Es tanto mejor cuanto mayor sea la parte que ocupa de la escala de transmisión.
	It is all the better the greater the part it occupies of the transmission scale.

	Repetir el ensayo cuando la curva de crecimiento esté mal desarrollada, esto puede deberse a la cepa o al medio de cultivo para el ensayo, que deben verificarse por separado.
	Repeat the test when the growth curve is poorly developed, this can be given to the strain or to the culture medium for the test or, which must be verified separately.

	B.32.7.2 Contenido de vitamina en el producto
	B.32.7.2 Vitamin content in the product

	La media de las lecturas de cada par de tubos permite leer en la curva de calibración la cantidad de vitamina y calcular su concentración en la última dilución de la muestra.
	The average of the readings of each pair of tubes allows to read in the calibration curve the amount of vitamin and calculate its concentration in the last dilution of the sample .


Ejemplo:
	Tubo No.
	ml
	lecturas
	media
	µg*
	µg/ml

	
	
	1
	2
	3
	
	
	

	9
	0,75
	78,7
	80,4
	80,2
	79,8
	2,9
	3,87

	10
	1,0
	73,7
	74,6
	74,2
	74,2
	3,7
	3,70

	11
	1,5
	61,9
	62,3
	62,8
	62,3
	5,5
	3,67

	12
	2
	49,0
	49,6
	49,8
	49,5
	8,3
	4,15

	13
	2,5
	40,8
	40,8
	40,3
	40,3
	**
	**


	Media 3,85 (=C)
Example:
	Tube #.
	ml
	readings
	Medium
	µg *
	µg/ml

	
	
	1
	2
	3
	
	
	

	9
	0.75
	78.7
	80.4
	80.2
	79.8
	2.9
	3.87

	10
	1.0
	73.7
	74.6
	74.2
	74.2
	3.7
	3.70

	11
	1.5
	61.9
	62.3
	62.8
	62.3
	5, 5
	3.67

	12
	2
	49.0
	49.6
	49.8
	49.5
	8.3
	4.15

	13
	2.5
	40.8
	40.8
	40.3
	40.3
	**
	**


              Medium 3.85 (= C)
	* = valores leídos en la curva de calibración
	* = values read in the calibration curve

	** = punto fuera de la curva
	** = point outside the curve

	Observación:
	Observation:

	Fluctuaciones pequeñas en los valores de la última columna son prueba de un buen ensayo.
	Fl small fluctuations in the values of the last column are proof u n good essay.

	Calcular el contenido de vitamina en mg/100 g de producto, teniendo en cuenta las diluciones sucesivas y la concentración en la muestra diluida.
	Calculate the content of the vitamin in mg/100 g of product, taking into account the successive dilutions and the concentration in the diluted sample .

	El contenido de inositol, expresado en mg/100 g de producto es igual a:
	The content of inositol , expressed in mg/100 g of product is equal to:
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	En donde:
	Where:

	C = media de las concentraciones leídas en la curva de calibración, en µg/ml
	C = average of the concentrations read in the calibration curve, in µg/ml

	V1 = volumen en el que se ha disuelto la toma de ensayo, en ml
	V1 = volume in which the test form has been dissolved, in ml 

	V2 = parte alícuota de V1, en ml
	V2 = aliquot part of V1, in ml 

	V3 = volumen al que se ha diluido la parte alícuota V2, en ml
	V3 = volume to which the aliquot part V2 has been dilute, in ml 

	m = toma de ensayo, en g
	m = test sample in g

	Ejemplo:
	Example:

	5,025 g (m) de producto se han pesado en un matraz aforado de 50 ml (V1). Se ha tomado una parte alícuota de 10 ml (V2), que se ha diluido en un matraz aforado de 100 ml (V3).
	5.025 grams (m) of product have been weighed in a 50 ml volumetric flask (V1). An aliquot of 10 ml (V2) has been taken, which has been diluted to a volumetric mat of 100 ml (V3).

	La media de las concentraciones de Inositol leídas en la curva de calibración es 3,85 µg/ml (C).
	The measurement of the Inositol concentrations read in the calibration curve is 3.85 µg/ml (C).

	El contenido de Inositol es:
	The content of Inos itol is:
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	B.33. DETERMINACION DE PROTEINA CRUDA POR KJELDAHL-GUNNING
	B.33. DETERMINATION OF RAW PROTEIN BY KJELDAHL-GUNNING

	B.33.1 Fundamento
	B.33.1 Basis 

	Las proteínas y demás materias orgánicas son oxidadas por el ácido sulfúrico y el nitrógeno orgánico de las proteínas se fija como sulfato de amonio; esta sal se hace reaccionar con una base fuerte para desprender amoniaco que se destila y se recibe en un ácido débil, en el cual se puede titular el amoniaco con un ácido fuerte. En este método de Kjeldahl-Gunning, se usa el sulfato de cobre como catalizador y el sulfato de sodio para aumentar la temperatura de la mezcla y acelerar la digestión.
	Proteins and other organic substances are oxidized by sulfuric acid and organic protein nitrogen is fixed as ammonium sulfate; this salt is reacted with a strong base to give off ammonia which is distilled and received in a weak acid, in which the ammonia can be titrated with a strong acid. In this Kjeldahl-Gunning method, copper sulfate is used as catalyst and sodium sulfate to increase the temperature of the mixture and accelerate digestion.

	B.33.2 Material
	B.33.2 Material

	Matraz de Kjedahl de 800 ml
	800 ml Kjedahl flask

	Matraz Erlenmeyer de 500 ml
	Flask 500 ml Erlenmeyer

	Bureta de 50 ml
	50 ml burette

	Pipetas volumétricas de 5 ml
	5 ml volumetric pipettes

	Probeta
	Test tube

	Cuerpos de ebullición
	Boiling bodies

	Balanza analítica con sensibilidad de 0,1 mg
	Analytical scale with sensitivity of 0.1 mg

	Digestor-destilador de Kjeldahl
	Kjeldahl digester-distiller

	B.33.3 Reactivos
	B.33.3 Reagents

	Acido sulfúrico (H2SO4)
	A uric sulfide acid (H2SO4)

	Sulfato de cobre (CuSO4 5 H2O)
	Copper Sulfate (CuSO 45H2O)

	Granalla de zinc (malla 20)
	Zinc Shot Blast (20 mesh)

	Sulfato de sodio anhidro (Na2SO4)
	Sul sulphate anhydrous sodium (Na2SO4)

	Acido bórico al 4% en agua (H3BO3)
	A acid Boric to 4% water (H3BO3)

	Solución concentrada de hidróxido de sodio 1:1 m/v (NaOH)
	Concentrated solution of sodium hydroxide 1:1m/v (NaOH)

	Acido clorhídrico 0,1 N (HCl)
	0.1 N hydrochloric acid (HCl)

	B.33.3.1 Indicador de Wesslow
	B.33.3.1 Wesslow indicator 

	B.33.3.1.1 Rojo de metilo al 0,2% en una mezcla de 60 ml de alcohol etílico y 40 ml de agua (CH3)NC6H4N=NC6H4COOH y C2H5OH y H2O.
	B.33.3.1.1 0.2% methyl red in a mixture of 60 ml of ethyl alcohol and 40 ml of water (CH3) NC6H4N = NC6H4COOH and C2H5OH and H2O.

	B.33.3.1.2 Azul de metileno al 0,2% en agua C16H18N3SCl.Cl2Zn.H2O.
	B.33.3.1.2 Blue methylene to 0.2% in water C16H18N3 SCl.Cl2Zn.H2O.

	Mezclar dos partes de (B.33.3.1.1) y una parte de (B.33.3.1.2.)
	Mix two parts of (B.33.3.1.1) and one part of (B.33.3.1.2.)

	B.33.4 Procedimiento
	B.33.4 Procedure

	Pesar exactamente 1 g de muestra en un matraz de Kjedahl, agregar 2 g de sulfato de cobre, 10 g de sulfato de sodio anhidro, 25 ml de ácido sulfúrico y unos cuerpos de ebullición; colocar a baja temperatura, hasta que todo el material esté carbonizado y aumentar gradualmente la temperatura hasta que el contenido del matraz esté completamente claro, dejar por 30 min más.
	Weigh exactly 1 g of sample in a Kjedahl flask, add 2 g of copper sulfate, 10 g of anhydrous sodium sulfate, 25 ml of sulfuric acid and boiling bodies; place at low temperature, until all the material is charred and gradually increase the temperature until the flask contents are completely clear, leave for 30 min more.

	Dejar enfriar y agregar 400 ml de agua destilada para disolver completamente el residuo del matraz;  dejar enfriar, agregar 6-7 granallas de zinc, estratificando, y sin agitar, agregar 50 ml de solución de hidróxido de sodio. Conectar el matraz al destilador y recibir el destilado en un matraz Erlenmeyer de 500 ml, que contenga 50 ml de ácido bórico y unas gotas del indicador de Wesslow (la parte terminal del tubo del destilador debe estar dentro del ácido). Destilar hasta aproximadamente 300 ml. Retirar el matraz y titular con ácido clorhídrico 0,1 N.
	Allow to cool, and add 400 ml of water distilled to completely dissolve the residue of the flask; leave to cool, add 6-7 zinc shot, ratifying, and without stirring, add 50 ml of sodium hydroxide solution. Connect the flask to the distillate and receive the distillate in a 500 ml Erlenmeyer flask, containing 50 ml of bored acid and a few drops of the Wesslow indicator (the end of the distiller tube must be inside the acid). Distill up to approximately 300 ml. Remove the flask and holder with 0.1 N acid or hydrochloric acid. 

	B.33.5 Cálculos
	B.33.5 Calculations
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	En donde:
	Where:

	V = ml de ácido clorhídrico 0,1 N requeridos en la titulación
	V = ml of 0.1 N hydrochloric acid required in the titration

	N = normalidad del ácido clorhídrico
	N = normality of the hydrochloric acid

	M = ml de muestra
	M = ml of our sample

	6,38 = factor para convertir nitrógeno a proteínas de la leche
	6.38 = factor to convert nitrogen to milk proteins

	B.33.6 Según el método de Kjeldahl para determinar el contenido de nitrógeno total (N2) de la fórmula, seguido del cálculo del contenido de proteína cruda como sigue:
	B.33.6 According to the Kjeldahl method to determine the total nitrogen (N2) content of the formula, followed by the calculation of the crude protein content as follows:

	N2 x factor = proteína cruda
	N2 x factor = raw protein

	Factores que deben usarse
	Factors that must be used

	Proteína de trigo	5,70
	Wheat protein 5.70              

	Proteína de soya	6,25
	Soy protein 6.25              

	Proteína derivada de la leche	6,38
	Protein derived from milk 6.38              

	Proteínas mixtas:
	Mixed proteins:

	Cuando el alimento contiene más de por ejemplo el 90% (peso seco) de proteína de trigo, soya o derivada de leche, el factor proteína debe ser 5,70; 6,25 y 6,38 respectivamente.
	When the food contains more than for example 90% (dry weight) of wheat, soy or milk derived protein, the protein factor must be 5.70; 6.25 and 6.38 respectively.

	Cuando el alimento está constituido por una cantidad importante conocida (por ejemplo 80%) de peso seco de proteína de trigo, soya o derivada de leche, el factor para dicha proteína debe ser el factor apropiado según se indica arriba. Cuando la proteína remanente está constituida por una mezcla desconocida de estas proteínas, debe aplicarse el factor 6,25 a la cantidad remanente de proteína.
	When the feed is constituted by a known significant amount (for example 80%) of dry weight of wheat, soy or milk-derived protein, the factor for said protein must be the appropriate factor as indicated above. When the remaining protein is constituted by an unknown mixture of these proteins, the 6.25 factor should be applied to the remaining amount of protein.

	Cuando se conoce la cantidad de cada una de las proteínas de trigo, de soya o derivada de leche contenida en el alimento, el factor proteína empleado deberá ser el derivado proporcionalmente usando los factores arriba citados.
	When the quantity of each of the proteins of wheat, soy or milk derived in the food is known, the protein factor used must be derived proportionally using the factors cited above.

	B.33.7 Los resultados se expresan como g de proteína cruda por 100 g del alimento tal como se vende y por 100 kcal.
	B.33.7 The results are expressed as grams of raw protein per 100 g of the food as sold and per 100 kcal.

	B.34 DETERMINACION DE GRASA
	B.34 DETERMININATION OF GREASE

	B.34.1 Método del Extracto etéreo. Para productos como chocolates, granos, polvos con chocolate, entre otros.
	B.34.1 Ethereal Extract Method. For products such as chocolate, grains, chocolate powders, among others.

	B.34.1.1 Fundamento
	B.34.1.1 Basis

	El método para la extracción de los lípidos libres, utiliza un agente deshidratante que absorbe la humedad de la muestra y arena de mar que provoca un medio poroso que permite que el disolvente pase con mayor facilidad a través de ésta, extrayendo la grasa presente. En la extracción de lípidos combinados se utiliza el medio ácido para disolver las proteínas y así permitir la separación de la grasa.
	The method for the extraction of free lipids uses a dehydrating agent that absorbs moisture from the sample and sea sand that causes a porous medium that allows the solvent to pass more easily through it, extracting the grease that is present. In the extraction of combined lipids the acidic medium is used to dissolve the proteins and thus allow the separation of the fat.

	B.34.1.2 Reactivos y materiales
	B.34.1.2 Reagents and materials

	B.34.1.2.1 Reactivos
	B.34.1.2.1 Reagents

	Acido clorhídrico (HCl) diluido al 33% v/v. Diluir 100 ml de HCl concentrado con 200 ml de agua destilada.
	A hydrochloric acid (HCl) diluted 33% v/v. Dilute 100 ml of concentrated HCl with 200 ml of distilled water.

	Arena de mar tratada
	Treated sea sand

	Eter de petróleo G.R. (P.E. 30-60ºC), libre de grasa o éter etílico G.R. libre de peróxidos.
	G.R. Petroleum ether (PE 30-60ºC), free of grease or ethyl ether G.R. free of peroxides.

	Sulfato de sodio anhidro G.R.
	Anhydride sodium sulfate

	Tierra de diatomáceas (celite 503)
	Diatomaceous earth (celite 503)

	B.34.1.2.2 Materiales
	B.34.1.2.2 Materials

	Agitador de vidrio de 20 cm
	Glass agitator 20 cm

	Algodón libre en grasa
	Fat free cotton

	Cartucho de extracción de tamaño adecuado al extractor
	Extraction cartridge of adequate size to the extractor

	Cuerpo de ebullición
	Boiling body

	Embudo de vidrio de 9 cm de diámetro
	9 cm diameter glass funnel

	Extractor de Soxhlet
	Soxhlet Extractor

	Matraz de boca esmerilada 24/40 de 250 ml
	24/40 frosted mouth flask 250 ml

	Matraz Erlenmeyer de 250 ml
	250 ml Erlenmeyer flask

	Papel filtro Whatman No. 1 y No. 540
	Whatman paper filter No. 1 and No. 540

	Papel indicador de pH
	PH indicator paper

	Material común de laboratorio
	Common laboratory material

	Vaso de precipitado de 50 ml
	50 ml beaker

	Vidrio de reloj de 4 cm de diámetro
	Watchglass 4 cm diameter

	B.34.1.3 Aparatos e instrumentos
	B.34.1.3 Devices and instruments

	Balanza analítica con sensibilidad de 0,1 mg
	Analytical  scale with sensitivity of 0.1 mg

	Baño de agua
	Water bath

	Estufa con regulador de temperatura para mantener a 100 ± 2ºC
	Stove with temperature regulator to keep at 100 ± 2ºC

	B.34.1.4 Procedimiento
	B.34.1.4 Procedure

	B.34.1.4.1 Extracción de lípidos libres
	B.34.1.4.1 Extraction of free lipids

	Pesar de 1 a 2 g de muestra finamente molida dentro de un cartucho de extracción, agregar igual cantidad de sulfato de sodio, mezclar con un agitador de vidrio.
	Despite 1 to 2 grams sample finely ground in an extra cartridge, add equal amount of sodium sulfate, mix with glass agitator. 

	Agregar de 1 a 2 g de arena de mar, mezclar nuevamente y sin retirar el agitador, colocar el cartucho en un vaso de precipitado de 50 ml. Secar en la estufa durante 6 h.
	Add 1 to 2 g of sea ​​sand, mix again and without removing the stirrer, place the cartridge in a 50 ml beaker. Dry on the stove for 6 h.

	Cubrir la mezcla contenida en el cartucho, con una porción de algodón, colocar en el extractor de Soxhlet, ajustar en la parte inferior del extractor un matraz con cuerpos de ebullición a peso constante. Lavar el vaso donde fue secada la muestra con varias porciones de éter adicionando los lavados al extractor. Agregar suficiente éter hasta obtener de 2-3 descargas del extractor. Conectar el refrigerante al extractor y hacer circular el agua. Calentar el matraz hasta obtener un mínimo de condensación de 3-6 gotas por segundo.
	Cover the mixture contained in the cartridge with a cotton swab, place in the Soxhlet extractor, fit a flask with boiling bodies at a constant weight at the bottom of the extractor. Wash the glass where the sample was dried with several portions of ether by adding the washes to the extractor. Add enough ether to obtain 2-3 discharges from the extractor. Connect the refrigerant to the extractor and circulate the water. Heat the flask until you have a minimum condemnation of 3-6 drops per second.

	Efectuar la extracción durante 4 a 6 h. Suspender el calentamiento, quitar el extractor del matraz y dejar caer una gota de éter del extractor sobre un papel filtro o un vidrio de reloj, si al evaporarse el éter se observa una mancha de grasa, ajustar el Soxhlet de nuevo al matraz y continuar la extracción.
	Carry out the extraction for 4 to 6 h. Discontinue heating, remove the extractor from the flask and allow a drop of ether of the extractor on a filter paper or a watch glass, if when evaporating the ether a stain of fat is observed, adjust the Soxhlet back to the flask and continue the extraction.

	Terminada la extracción, evaporar a baja temperatura el disolvente del matraz; secar en la estufa a 100ºC hasta peso constante, enfriar en desecador y pesar.
	Once the extraction is finished, evaporate the solvent from the flask at a low temperature; dry in the oven at 100ºC until constant weight, cool in desiccator and weigh.

	B.34.1.4.2 Extracción de lípidos combinados
	B.34.1.4.2 Extraction of combined lipids

	Pesar de 1 a 2 g de muestra finamente molida dentro de un matraz Erlenmeyer de 250 ml, agregar 50 ml de HCl diluido, unos cuerpos de ebullición y tapar con un vidrio de reloj.
	Weigh 1 to 2 g of finely ground sample into a 250 ml Erlenmeyer flask, add 50 ml of diluted HCl, boiling bodies and cover with a watch glass.

	Calentar en baño de agua durante 1 h manteniendo el volumen constante por la adición de agua destilada.
	Heat in a water bath for 1 h keeping the volume constant by adding distilled water.

	Agregar 150 ml de agua caliente, alrededor de un gramo de tierra de diatomáceas o alrededor de 100 cm2 de papel filtro cortado en pequeñas piezas.
	Add 150 ml of warm water, about one gram of diatomaceous earth or about 100 cm 2 of filter paper cut into small pieces. 

	Filtrar a través de papel filtro Whatman No. 540 húmedo de 15 cm de diámetro (si se prefiere se puede usar doble), lavar el matraz Erlenmeyer y el vidrio de reloj con agua caliente agregando los lavados al papel filtro. Secar el matraz y el vidrio de reloj en la estufa.
	Filter through moist Whatman No. 540 15 cm diameter filter paper (if double can be used), wash the Erlenmeyer flask and the watch glass with hot water by adding washings to the paper filter. Dry the flask and the clock glass on the stove.

	Continuar lavando el papel filtro con agua caliente hasta que el filtrado esté libre de ácido.
	Continue washing the filter paper with hot water until the filtrate is acid free.

	Secar el papel filtro a 120ºC sobre un vidrio de reloj o a 60ºC por toda la noche si fue agregado de papel filtro cortado en piezas.
	Dry the filter paper at 12ºC on a clock glass or at 60ºC overnight if it was added as a filter paper cut into pieces.

	Con la ayuda de unas pinzas pasar el papel filtro seco al cartucho de extracción, tapar con una porción de algodón y colocar en el extractor de Soxhlet, ajustar en la parte inferior del extractor un matraz con cuerpos  de ebullición a peso constante. Lavar el matraz Erlenmeyer y el vidrio de reloj secos con éter adicionando los lavados al extractor. Agregar suficiente éter hasta obtener de 2-3 descargas del extractor.
	With the help of tweezers, pass the dry filter paper to the extraction cartridge, cover with a portion of cotton and place in the Soxhlet extractor, adjust a flask with boiling bodies at a constant weight on the bottom of the extractor. Wash the Erlenmeyer flask and the dry watch glass with ether by adding the washes to the extractor. Add enough ether to obtain 2-3 extractor discharges.

	Proceder como se indica en la extracción de lípidos libres donde dice: "Conectar el refrigerante al extractor..."
	Proceed as indicated in the free lipid extraction where it says: "Connect the refrigerant to the extractor ..."

	B.34.1.4.3 Cálculos
	B.34.1.4.3 Calculations
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	En donde:
	Where:

	PG = Peso del matraz con grasa seca en g
	PG = Weight of the flask with dry fat in g

	PB = Peso del matraz con cuerpos de ebullición a peso constante en g
	PB = Weight of the flask with boiling bodies constant or constant in g

	PM = Peso de la muestra en g
	PM = Sample weight in g

	B.34.2 METODO DE ROESE-GOTTLIEB (HIDROLISIS ALCALINA). PARA FORMULAS PARA LACTANTES, FORMULAS DE CONTINUACION, LECHES EN POLVO, ENTRE OTROS
	B.34.2 ROESE-GOTTLIEB METHOD (ALKALINE HYDROLYSIS). FOR FORMULAS FOR NURSING INFANTS, CONTINUATION FORMULAS, MILK POWDERS, AMONG OTHERS

	B.34.2.1 Fundamento
	B.34.2.1 Basis

	El método descrito es una modificación al de Roese-Gottlieb. Se utiliza amoniaco para suavizar la caseína, alcohol etílico para romper la emulsión y la combinación grasa-proteína, así como favorecer la extracción de la grasa por el éter etílico. Se usa también éter de petróleo que disminuye la solubilidad del éter etílico en la capa acuosa. Extraída la grasa ésta se estima por diferencia de peso.
	The method described is a modification to that of Roese- Gottlieb. Ammonia is used to soften the casein, ethyl alcohol to break the emulsion and the fat-protein combination, as well as to favor the extraction of the fat by the ethyl ether . Petroleum ether is also used which decreases the solubility of ethyl ether in the aqueous layer. Once the grease is extracted it is estimated by diference of weight.

	B.34.2.2 Reactivos y materiales
	B.34.2.2 Reagents and materials

	B.34.2.2.1 Reactivos
	B.34.2.2.1 Reagents

	Hidróxido de amonio G.R.
	Ammonium hydroxide G.R.

	Alcohol etílico de 96º
	Ethyl alcohol of 96 º

	Eter etílico (libre de peróxidos)
	Ethyl Ether (peroxide free)

	Eter de petróleo (P.E. 30-60ºC)
	Petroleum ether (PE 30.06 0ºC)

	B.34.2.2.2 Materiales
	B.34.2.2.2 Materials

	Tubos de Roese-Gottlieb o de Mojonier
	Roese-Gottlieb or Mojonier tubes

	Vasos de precipitados de 125 ml
	Precipitate glasses 125 ml

	Pipetas de 10 ml graduadas en 0,1 ml
	10 ml pipettes graduated in 0.1 ml

	Perlas de vidrio
	Glass pearls

	B.34.2.3 Aparatos e instrumentos
	B.34.2.3 Devices and instruments

	Desecador
	Dryer

	Estufa para secar que alcance una temperatura entre 70 a 80ºC
	Drying oven that reaches a temperature between 70 to 80ºC

	Baño de agua caliente o placa caliente
	Hot water bath or hot plate

	Balanza analítica con sensibilidad de 0,1 mg
	Analytical scale with sensitivity of 0.1 mg

	B.34.2.4 Procedimiento
	B.34.2.4 Procedure

	B.34.2.4.1 Pesar de 1 a 2 g de muestra y colocarlos en el tubo, agregar 9 ml de agua hirviendo y agitar vigorosamente hasta que la muestra esté disuelta, enfriar a la temperatura ambiente. Agregar 1,5 ml de hidróxido de amonio y mezclar perfectamente. Agregar 10 ml de alcohol etílico, tapar y agitar fuertemente; agregar 25 ml de éter etílico, tapar y agitar vigorosamente por 90 seg. Agregar 25 ml de éter de petróleo, tapar y volver a agitar suavemente por 90 seg. Centrifugar a 600 rpm o dejar reposar hasta que el líquido superior esté prácticamente claro. Decantar la capa etérea en un vaso de precipitado a peso constante. Lavando el labio y el tapón del tubo con una mezcla de partes iguales de los dos éteres. Agregar estos lavados al vaso. Repetir la extracción del líquido sobrante en el tubo, dos veces más utilizando 25 ml de cada disolvente. Efectuar una tercera extracción con 20 ml de cada disolvente. Evaporar los disolventes del vaso en una placa caliente o un baño de vapor, a una temperatura apropiada que permita la eficiente evaporación, secar la grasa en estufa a 80ºC, enfriar y pesar.
	B.34.2.4.1 Weigh 1 to 2 g of sample and place them in the tube, water 9 ml of boiling water and shake vigorously until the sample is dissolved, cool to room temperature. Add 1.5ml of ammonium hydroxide and mix thoroughly. Add 10 ml of ethyl alcohol, cover and stir vigorously; add 25 ml of ethyl ether, cover and stir vigorously for 90 sec. Add 25 ml of petroleum ether, cover and stir again gently for 90 sec. Centrifuge at 600 rpm or let stand until the upper liquid is practically clear. Decant the ethereal layer in a beaker of constant weight. Washing the bio and the tube cap with a mixture of equal parts of the two ethers. Add these two washings to the glass. Repeat the extraction of the excess liquid in the tube, twice more using 25 ml of each solvent. Perform a third extraction with 20 ml of each solvent. Evaporate the solvents of the glass in a hot plate or steam bath, at an appropriate temperature that allows efficient evaporation, dry the grease in an oven at 80ºC, cool and weigh.

	B.34.2.4.2 Después de introducir el producto en el tubo Mojonnier, añadir aproximadamente 0,1 g de amilasa y un agitador magnético, para facilitar la suspensión, luego adicionar de 8 a 10 ml de agua destilada a 45ºC, evitando que el nivel de agua suba demasiado.
	B.34.2.4.2 After introducing the product into the Mojonnier tube, add approximately 0.1 g of amylase and a magnetic stirrer, to facilitate the suspension, then add 8 to 10 ml of distilled water at 45ºC, preventing the water level from being too much.

	Colocar el tubo Mojonnier tapado por 2 h al baño de agua a 65ºC. Remuévase ligeramente de vez  en cuando.
	Place the Mojonnier tube covered for 2 hours in the 65ºC water bath. Remove slightly from time to time. 

	Comprobar que el almidón se haya degradado por completo: al añadir dos gotas de solución de yodo aproximadamente 0,1 N no debe formarse coloración azul. En caso contrario, volver a colocar el tubo al baño de agua hasta que desaparezca la coloración. Enfriar el tubo Mojonnier y continúe con el procedimiento.
	Check that the starch has completely degraded: by adding two drops of iodine solution to approximately 0.1 N, no blue color should form . Otherwise, return the tube to the water bath until the coloration disappears. Cool the Mojonnier tube and continue with the procedure.

	B.34.2.5 Cálculos
	B.34.2.5 Calculations
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	En donde:
	Where:

	PG = Peso de la grasa extraída
	PG = Weight of fat extracted

	PM = Peso de la muestra
	PM = Weight of the sample

	B.34.2.6 Reproducción de la prueba
	B.34.2.6 Reproduction of the test

	En la reproducción de la prueba, la diferencia máxima permisible para la determinación efectuada por duplicado, no debe ser mayor de 0,1%, en caso contrario se recomienda repetir la determinación.
	In the reproduction of the test, the maximum permissible difference for the determination effected in duplicate must not be greater than 0.1%, otherwise it is recommended to repeat the determination.

	B.34.3 POR HIDROLISIS ACIDA. PARA HARINAS, PAN, CEREALES Y AQUELLOS PRODUCTOS CUYA PRESENTACION SEA EN GALLETAS, BARRAS, ENTRE OTROS
	B.34.3 BY HYDROLYSIS ACID. FOR FLOURS, BREAD, CEREALS AND THOSE PRODUCTS WHOSE PRESETNATION IS IN COOKIES, BARS AMONG OTHERS

	B.34.3.1 Fundamento
	B.34.3.1 Basis 

	Se basa en la disolución de la proteína en el ácido y la grasa que se separa, puede ser extraída utilizando como disolvente orgánico, una mezcla de éter etílico-éter de petróleo.
	It is based on the dissolution of the protein in the acid and the fat that separates, it can be extracted using as a solvent or organic, a mixture of ethyl ether-petroleum ether.

	B.34.3.2 Reactivos y materiales
	B.34.3.2 Reagents and materials

	B.34.3.2.1 Reactivos
	B.34.3.2.1 Reagents

	Acido clorhídrico (25+11) v/v
	Hydrochloric acid (25 + 11) v/v

	Alcohol etílico, G.R.
	Ethyl Alcohol, GR

	Eter de petróleo (P.E. 40 - 60ºC) G.R. libre de grasa
	Petroleum ether (PE 40 - 60ºC) fat free GR

	Eter etílico grado reactivo libre de grasa
	Ethyl ether reagent grade fat free

	B.34.3.2.2 Materiales
	B.34.3.2.2 Materials

	Algodón absorbente libre de grasa
	Absorbent cotton free of grease

	Cuerpos de ebullición
	Boiling bodies

	Embudo de filtración, tallo corto
	Filtration funnel, short stem

	Probetas graduadas
	Graduated probes

	Tubo de extracción de Mojonnier
	Mojonnier extraction tube

	Vasos de precipitados, cápsulas de vidrio, níquel o aluminio de 125 ml
	Beakers, glass capsules, nickel or aluminum 125 ml

	Material común de laboratorio
	Common laboratory materials

	B.34.3.3 Aparatos e instrumentos
	B.34.3.3 Devices and instruments

	Balanza analítica con sensibilidad de 0,1 mg
	Analytic scale with sensitivity of 0.1 mg

	Baño de agua con sistema eléctrico para mantener a 70-80º C
	Water bath with electrical system to maintain at 70-80ºC 

	Estufa con regulador de temperatura para mantener a 100ºC
	Stove with temperature regulator to keep at 100ºC

	B.34.3.4 Procedimiento
	B.34.3.4 Procedure

	B.34.3.4.1 Pesar de 1 a 2 g de muestra finamente molida en un vaso de precipitado de 50 ml (la muestra puede ser pesada directamente en el tubo de extracción de Mojonnier), agregar 2 ml de alcohol etílico y agitar adecuadamente para humedecer la muestra. Agregar 10 ml de ácido clorhídrico 25:11, dos cuerpos de ebullición, mezclar y colocar en baño de agua durante 30-40 min, agitando ocasionalmente durante este tiempo. Agregar 10 ml de alcohol etílico, mezclar y dejar enfriar.
	B.34.3.4.1 Weigh 1 to 2 grams of finely ground sample in a 50 ml beaker (the sample can be weighed directly into the Mojonnier extraction tube), then water 2 ml of ethyl alcohol and shake properly to moisten the sample. Add 10 ml of 25:11 rich hydrochloric acid, two boiling bodies, mix and cook in a water bath for 30-40 min, stirring occasionally during this time. Add 1.0 ml of ethyl alcohol, mix and let cool.

	B.34.3.4.2 Vaciar la mezcla al tubo de extracción, lavar el vaso con 3 porciones y un total de 25 ml de éter etílico (pasando cada lavado al tubo de extracción). Tapar el tubo con un tapón de hule sintético y agitar vigorosamente durante un min. Agregar 25 ml de éter de petróleo y agitar nuevamente durante un min. Dejar el tubo en posición vertical hasta que el líquido superior esté prácticamente claro o centrifugar 20 min a aproximadamente 600 rpm.
	B.34.3.4.2 Empty the mixture into the extraction tube, wash the vessel with 3 portions and a total of 25 ml of ethyl ether (passing each wash to the extraction tube). Cover the tube with a synthetic rubber cap and shake vigorously for a min. Add 25 ml of petroleum ether and stir again for 1 min. Leave the tube in an upright position until the upper liquid is almost clear or centrifuge 20 min at approximately 600 rpm.

	B.34.3.4.3 Decantar tanto como sea posible la solución éter-grasa, sobre un filtro de algodón empacado con firmeza en el embudo de filtración, recibiendo el éter en un vaso o cápsula de 125 ml a peso constante (puede ser llevado a peso constante con cuerpos de ebullición). Lavar la boca del tubo de extracción y el tapón con varios ml de una mezcla de disolventes en partes iguales recibiendo en el mismo vaso.
	B.34.3.4.3 Decant as much as possible the ether-fat solution on a cotton filter packed with firmness in the filtration funnel, receiving the ether in a vessel or capsule of 12.5 ml at a constant weight (can be carried with constant weight and boiling bodies). Wash the mouth of the extraction tube and the cap with several ml of a mixture of solvents in equal parts receiving in the same glass.

	B.34.3.4.4 Reextraer el líquido sobrante del tubo dos veces más, utilizando para este propósito 15 ml de cada disolvente en cada ocasión. Agitar bien después de cada adición de éter. Decantar la solución éter-grasa en el mismo embudo utilizado anteriormente; lavar el embudo y el tallo del embudo con varios ml de una mezcla de disolventes en partes iguales.
	B.34.3.4.4 Reextract the liquid surplus from the tube twice, using for this purpose 15 ml each solvent each time. Shake well after each addition of this ether. Decant the ether-fat solution in the same funnel used previously; Wash the funnel and stem of the funnel with several ml of a mixture of solvents in equal amounts.

	B.34.3.4.5 Evaporar la mezcla de disolventes lentamente sobre baño de vapor (en un sistema de extracción) secar la grasa en una estufa a 100ºC hasta peso constante, enfriar en desecador y pesar.
	B.34.3.4.5 Evaporate the solvent mixture slowly on a steam bath (in an extraction system) dry the grease in an oven at 100ºC to constant weight, cool in desiccator and weigh.

	Corregir el resultado por la determinación de un blanco de reactivos.
	Correct the result by the termination of a reagent blank .

	B.34.3.5 Cálculos
	B.34.3.5 Calculations
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	En donde:
	Where:

	P2 = Peso del vaso o cápsula con grasa a peso constante
	P2 = Weight of the glass or capsule with constant weight fat

	P1 = Peso del vaso o cápsula vacía a peso constante
	P1 = Weight of the empty vessel or capsule at constant weight

	PM = Peso de la muestra en g
	PM = Sample weight in g

	PRECAUCION: El éter etílico es un disolvente orgánico extremadamente flamable. Se pueden formar peróxidos inestables cuando se almacenan mucho tiempo o se exponen a la luz solar. Puede reaccionar con explosión cuando está en contacto con el óxido de cloro, litio o con agentes fuertemente oxidantes. Por ello es recomendable el empleo de extractores de vapores efectivos y evitar la electricidad estática.
	CAUTION: Ethyl ether is an extremely flammable organic solvent. Unstable peroxides may form when stored for a long time or exposed to sunlight. May react with explosion when in contact with chlorine oxide, lithium or strongly oxidizing agents. Therefore, it is advisable to use effective vapors and avoid static electricity.
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La media arménica se define como:

-

En donde:
k= niimero de diuciones. Por ejemplo: Suponiendo que el resultado de 3 diluciones en n, fuera 54-4
Porlo tanto:

Para el ejemplo anterior el NMP conn =5 y un limite de confianza aproximado de 95% ser el siguiente:
12
Limite de confianza del 95% estimado = log 0. 3ﬂgil,08x[%} =-0495+0265

Entonces el limite inferior es el antlogaritmo (-0.76) = 0,17/g o 17/100 g y el limite superior es el
antilogaritmo (-0,23) = 0.59/g 0 59/100 g. Cuando se compara con las tablas el NMP podria ser 0,31/g con
imites de confianza de 0 16/ v 0 57/a.
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0 mas tubos de dilucion. En este caso una serie de diluciones de por ejemplo: 5,44 puede dar una lectura de
5-2-0. Para estos casos se puede aplicar una formula sencilla, la cual no comesponde exactamente con los
resultados obtenidos tedricamente; sin embargo, las desviaciones generalmente son pequefias, esta formula
no debe ser aplicada para fines de regulacion. La formula no restringe el nimero de tubos o las diluciones y
puede aplicarse para todo tipo de pruebas. El calculo aproximado esta dado por la siguiente ecuacion:

P

NMP/g=———r
(NxT)”

En donde:

P = nimero de tubos positivos

N = cantidad total de muestra (g) en todos los tubos negativos

T = cantidad total de muestra (g) en todos los tubos.

Por ejemplo, considerando que se tuvieran serie de diluciones al doble:

MUESTRA (G) No. DE TUBOS No. DE TUBOS POSITIVOS
8 5 5

131ssa12012.pdlf

x

® 2@

Buscar Recortar pagina

[® Exportar archivo PDF ~
[ Crear archivo PDF v

E2 editar POF
Comentar

Combinar archivos

Baa

Organizar paginas
A Censurar

Proteger

53]

Comprimir PDF
. Rellenary firmar
[ Enviar para revisar

& Més herramientas

Dispone de una cuenta gratuita de Document
Cloud

Actualizar ahora





image64.png
Document2 - Word

Fle  Home st  Design

Calibri (Body)
ks Z

Layout  References  Malings ~ Review  View

A A Aee A

Paste . ¢ A~ 2~ A~

T Sromatpainter | B L U @ % XA L

Clipboard [l Font [l Paragraph
B0 % [ [Spanish (Mexic v| AutoSave @ 0F)

. ) 5 f ;
Clipboard v X Navi..” X
Paste All | | Clear Al Sewrch docum ©
Click an tem to Paste:

Head Pages »
i cxpxc o
B | Fosforo gy, =
e = 10xmx A
Draw the calibration curve Crestean interectve
leading to the abscissa e
 phosphorus content i ug)
P og=imD
:“g:;g":;:ml: < keep track of where N
pectrop! you are or quickly
Trazar la curva de calibracién move your content
llevando a a abscisa el around. ]
) conenido ensforo (en )
yalaordenada la extincién To get started, go to
leida en el the Home tab and
espectrofotémetro. apply Heading styles
tothe headings in
g) #BD1512500202 2
your document.
)
B.26.45 Sodium molybdate ]
and hydrazinium sulfate
reagent Just before use, mix
®  125mlofsluton (82543)
and 50 mi of solution i
(8264.4)ina 500 mi
volumetric flask. Bring to
volume vith
12 200 mi volumetrc flask, ]
introduce 030 g of
) et i
and bring to volume with N
ditiled water.
B CARE Hydrainium sufate s
toxic
[ B2644 Hycoriium sufte
solution, 0.15 9./ 100 mI
12 500 mi volumetrc flask, "
dissolve 125 g of sodium
molybdate, in 200 mi of 10N

Options 1

Pageiofl  Sswords [ English (United States)

H P Type here to search

BE
g

Help

Phosphorus ,g/:0; —

AaBbeeDc| AsBbcede AaBbC AaBb Assbced AQDB aasbcer aasbeep: AaBbCcD. AcsbCcD( AaBbCCDC AaBbCCD( AaBbCCD: AABBCCD
TNormal | TNo Spac.

=
w

Heading 1

CxXVxC
10xmx 4

£ Display Settings

1% Share & Comments

Prna - |
% Replace
subtieRer. 5] | oo | Dite
5| Editing Voice ~

Format Text Effects ~ %
A &

 Shadow
> Reflection
> Glow

> Soft Edges
b 3D Format

B § B -

210PM





image65.png
NO-131-55A1-2012_100912.pdf - Adobe Acrobat Reader DC

- X
Anchivo. Edicion Ver VentonaAyuda
Inicio Herramientas R0OGR. Ww06997. Ww06997. NOM-0. NOM-0. FEDERA. NOM-0. IMPUES. IVA ME. LIC.GL. LIC.GL. NOM-0. NO-13.. % Pozole r. <> @ ; .
SARKCI - =T ®O | K DOO - B P BL2a&D
. s B
B.27.7.1 Modo de célculo

Calcular o trazar la curva de calibracion llevando la absorbancia a la ordenada ff "o 0|

soluciones patron diluidas, en ug/ml, a la abscisa. Determinar la concentracion de las soluciones de las
de ensayo (C). Restar el valor del blanco (B) de aquellos de los productos. LR b

Convertir archivos PDF a Word o Excel Online

[® Exportar archivo PDF ~

El contenido de magnesio en el producto, en mg/100 g, es igual a:

Seleccionar archivo PDF

_(C-B)xVxDx100 (C—-B)xVxD NO-131-55. 00325
e mx1000 T mx100

Microsoft Word (*.docx)

Magnesio

En donde:

Idioma del documento:
Espafiol Cambiar

»

Ver archivos convertidos

[ Crear archivo PDF v
E2 editar POF
B comentar

B8 combinar archivos

Lunes 10 de septiembre de 2012 DIARIO OFICIAL (Quinta Seccién) E[ Organizar paginas

A Censurar
C = concentracion de magnesio en las soluciones de las tomas de ensayo en pg/ml

B = concentracién de magnesio en el blanco (solucién patrén de 0 ug de magnesio/ml) Dpone e e e Document

Cloud
- 5 T ) . - . 3 v Actualizar shora,
2159x294mm <

P Type here to search





image66.png
Document2 - Word

Fle  Home st  Design

Layout  References  Maiings

PD[ Calibri (Body)  ~|11 A A Aa- A
IE}
Paste . B 2 A
" Sromatpaime | B L U@ % XA 2
Clipboard [l Font [l
B0 % [ [Spanish (Mexic v| AutoSave @ 0F)
Clipboard v X Navi..” X
Paste All | | Clear Al Sewrch docum ©
Click an tem to Paste:
B | s ., <oA1 _(C Ly | Rl
Adjust the atornic absorption Create an ineractive:
device according to the outline of your
manufacturer’ instructions document,
B terecommendedtousea
burner provided with a Itsa great way to
propeller nebulizer better keep track ofwhere | -
than an impact bal nebulizer you are o quickly
The move your content
around.
To get started, go to
Ajustar el aparato de the Home tab and
absorcién atémica segin las
apply Heading styles
indicaciones delfabricante. o the headings in ]
) Serecomiends utizr mejor s
un quemador provisto de un
nebulizador de héice, que un
nebulizador con bola de -
impacto.
1100 ml volumetric flasks, ]
pour0-02-05-10and 1.5
mi of solution using a pipette
8 (B2745). Add 20 ml of
lanthanum solution (B.27.41) M
and bring to volume with
distiled ater. Tnese:
369/50001n 100 ml 1
volumetric flasks, pour 0- 02
~05-1.0and 1.5 mlof
oo usng a ppette "
(8.27.45). Add 20 mi of
lanthanum solution (B.27.41)
and bring to volume with
ditiled water. ]
En matraces aforados de 100
Options i
Page20i2  Sswords [ SpanishMexico)

H P Type here to search

Review  View  Help

TNormal | TNoSpac.. Heading1 Heading2 Heading3  Title Subtitle  Subtle Em.
Styles
ZR BIo -~
i . 2 . 3 . 4 . 5

CxXVxC

Fosforo /100 = 0smxd
oo e CXVXC
et

Magnesium e, _ (C—B)XVXDX100 _(C=B)xV'xD

AaBbeeDc| AsBbcede AaBbC AaBb Assbced AQDB aasbcer aasbeep: AaBbCcD. AcsbCcD( AaBbCCDC AaBbCCD( AaBbCCD: AABBCCD

mx1000

mx100

1% Share & Comments

Prna - |
% Replace
Suong  Quote mtenseQ.. SubtleRet. [3] | oy | Dictate
5l Edting Voiee | A
7

Format Text Effects ~ %
A &

 Shadow
> Reflection
> Glow

> Soft Edges
b 3D Format

g Displey Settings [ Focus

B § B -





image67.png
NO-131-55A1-2012_100912.pdf - Adobe Acrobat Reader DC

- X
Achivo Edicion Ver Ventana Ayuca
Inicio Herramientas R0OGR. Ww06997. Ww06997. NOM-0. NOM-0. FEDERA. NOM-0. IMPUES. IVA ME. LIC.GL. LIC.GL. NOM-0. NO-13.. % Pozole r. <> @ ; .
SARKCI - =T ®O mw | A DOO - B P BLED
Trabajar de preferencia con la opcion "integracion"; la duracion de las medidas (s "

5 seg. Efectuar cada medida por lo menos tres veces. Ninguna solucién de toma dg

la concentracion del patron mas concentrado. Efectuar una nueva dilucion si es neceSemes B Exportararchivo POF ~

z .z ‘Adobe E; rt PDF )
B.28.7 Calculo y expresién de resultados o Bxee ‘

Convertir archivos PDF a Word o Excel Online

B.28.7.1 Modo de calculo

Seleccionar archivo PDF

Calcular o trazar la curva de calibracion llevando la absorbancia a la ordenada y la concentracion oozt
soluciones patron diluidas, en pg/ml, a la abscisa. Determinar la concentracion de las soluciones de las Convertirs
de ensayo (C). Restar el valor del blanco (B) de aquellos de los productos. Victesefterd (coon
Idioma del documento:
El contenido de hierro en el producto, en mg/100 g, es igual a: B
8 Hierro _(€=B)xVxDx100 (C-B)xVxD ,
e mx1000 mx100

Ver archivos convertidos

En donde:

[ Crear archivo PDF v

C = concentracion de hierro en las soluciones de las tomas de ensayo, en pg/ml 52 editar POF

B = concentracién de hierro en el blanco (solucion patrén de 0 ug de hierro por ml) 5 comentar
B¥ Combinar archivos
V = volumen inicial (B.28.6.1), en ml (en general 50) & Comb i

£l Organizar paginas

D = factor de dilucion (B.28.6.2). ~
Censurar
m = masa de la toma de ensayo, en g o

Dispone de una cuenta gratuita de Document

B.28.7.2 Expresion de los resultados Clovd

v Actualizar shora,

2159x294mm <

P Type here to search





image68.png
Document2 - Word

Fle  Home Insert Design  layout  References  Mailngs  Review  View  Help

A A Aa- A

Calibri (Body) ~|11
i i !

P Sromatrane | BT U@ % A LA

S

Clipboard [ Font [ Paragraph

B O 0 8 % [} SoonishMerico] Autoswe @D = v Aa 1f

Clipboard v 8 B T ' B

Paste All | | Clear Al

Navi.. > %

Search docum O ~
Click an ltem to Paste:

T —— Head Pages >
8 |w (C-BprxDxa00_(c- = =
R AT o ]
Create an interactive
Aspirate the standard

autline of your

solutions (B.28.4.5), then the e

Solutions from the test outlet
o (828610rB2862) Afer

each measurement, aspirate It 2 grestway to

keep track of where

some solution (82842, e

then distlld water to ¥ ickly 3
move your content

preven.

around.
Aspirar las soluciones patrén
(8.284.5), luegolas
soluciones de la toma de
ensayo (826,61 0 B286.2)

B pepus decada medi,
aspirar un poco de solucién
(8284.2), luego agua
destilada afin

To get started, go to
the Home tab and
apply Heading styles
tothe headings in
your document.

Ina 50 mi volumetric fask
weigh, with an accuracy of -
001g: 1g of powdered

productori0g ofiquid
product, Add distilled water
to.avolume of
approximately 15 ml. Add 10
miof 6 N hydrochloric

En un matraz aforado de 50 o
mi pesar, con una precisién
de 001 g; 1 de producto en

) poivoo 10g deproducto
liquido. Afadir agua -
destilada hasta un volumen
de aproximadamente 15 mi.
Afiadi 10 m de.

)| e e (€ BT xDI0_(C
a0

N P

Options.

Page2of2  Sswords [} English (United States)

H P Type here to search

EERS LG

TNormal | TNoSpac.. Heading1 Heading2 Heading 3

[

s
|

i
]

. i .

T 1UXmXA

3 .

Subtitle  Subtle Em.

Styles

Strong

Masnesi (C=B)xVxDx100 (C—-B)xVxD
agnes1o = =
= rente mx1000 mx100

(C=B)xVxDx100 _(C=B)xV'xD
mx1000 mx100

Magnesium g, —

Iron e —

(C=B)xPxDx100 _(C~B)xV'xD

mx1000

mx100

£ Display Settings

Quote

AsBbcene| AsBbcene AaBbC( AaBb Asebced AQDB asebcer acsbcede AaBbeedi Acsbecoc AaBbCeDC AaBbCeD( AaBhCcD: AABECCDE [

Intense Q.

5 Focus

1% Share & Comments

DOFind ~
"
& Replace
JbteRer. (= Dictte
subtieRef. 5] | |\ e | O
5l eatng | voee | o

Format Text Effects ~ %
A &

 Shadow
> Reflection
> Glow

> Soft Edges
b 3D Format





image69.png
NO-131-55A1-2012_100912.pdf - Adobe Acrobat Reader DC

- X
Anchivo. Edicion Ver VentonaAyuda
Inicio Herramientas R0OGR. Ww06997. Ww06997. NOM-0. NOM-0. FEDERA. NOM-0. IMPUES. IVA ME. LIC.GL. LIC.GL. NOM-0. NO-13.. % Pozole r. <> @ g .
SARKCI - =T ®O | K DOO - B P B2a&D
Buscar
| Anterior | | siguente | B Exportar archivo PDF ~Ar
Adobe Export PDF (Y
Convertir archivos PDF a Word o Excel Online
Seleccionar archivo PDF
NO-131-55..00912.pdf
Comvertra
Lunes 10 de septiembre de 2012 DIARIO OFICIAL (Quinta Seccion) Microsoft Word (docx)
Idioma del documento:
Espafiol Cambi
o _ (A-B)xNx126 900 e
Estandarizacién solucion I, , =——————
25 ml de la muestra
» »
En donde: Ver archivos convertidos
A = ml gastados de nitrato de plata en la muestra [y Crear archivo PDF v
) = .
B = ml gastados de nitrato de plata en el blanco g= Fdiar P
. . B comentar
N = Normalidad del nitrato de plata

B8 combinar archivos
126 900 = miliequivalentes del |- por 100 ml

£l Organizar paginas
B.29.3.2.4.2 Solucion Il. Solucion stock de lodo 101,5 mg/l. Colocar 8 ml de soluciéon estan A Censurar
referencia de lodo dentro de un matraz volumétrico de 1 I. Diluir a volumen con agua y mezclar bien. C N
en frasco de color ambar o en otro que proteja de la luz. Desechar después de dos semanas. e a2 et

v Actualizar shora,
2159x294mm <

P Type here to search





image70.png
Document2 - Word

Fle  Home Insert Design  layout  References  Mailngs  Review  View  Help & Share 0 Comments
© o R PFind ~
FDED Calibri Body) ~[11 v A" A" Aa~ A AsBbcene| AsBbcene AaBbC( AaBb Asebced AQDB asebcer acsbcede AaBbeedi Acsbecoc AaBbCeDC AaBbCeD( AaBhCcD: AABECCDE [ & Reslce
b= Sromatrainter | BT U % X A~ LA~ TNormal | TNoSpac.. Heading1 Heading2 Heading  Title Subtitle  SubtleEm.. Emphasis IntenseE. Strong Quote  Intense Q.. Subtle Ref... v b(kkm iy
Clipboard Il Font Il Paragraph Il stytes 5 Editng | voiee | A
H 90 B % [) spmishMedicr] Auosve @0 = Hiv Aa ] BEERAS oS =B I <
. . v f ; 3 ; B ; 2 ; B ; s ; s ; G . 7
Clipboard v X Navi..” X P Format Text Effects ~ %
[E—
Paste All | [ Clear All Seorchdoam 0 <] | 1t A DB
Click an ltemto Paste:
oy Headings  Pages > b Shadow
[ , ,
) | Evmiuizniinocion. = 2N o M . (C=B)xVxDx100 (C-B)xVxD o
e agnesio = = flection
Procedure: measure as Create aninteractive = mg/100 g oo
accurately 35 possible 10 ml outline of your ] mx1000 mx100
ofthe lodo reference document,  sotdoms
p  tionlsndtrnstertos ) 2D Format
100 mi volumetrc lsk and It a great way to . ) i
dilute the mark with distilled keeptrackof where | || Magnesium e, _ (€= B)XVXDxX100 _(C-B)xV'xD
water, bring to a pH between you are o quickly mx1000 mx100
7and 10 move your content
around,
Procedimiento: medirlo més
crscamente osble 0 ml de DD
s et
) Iodoy transterc . matez apely Hendmg syles ) '
volumtrico de 100 mly il e the headings i N (C=B)xVxDx100 (C-B)xVxD
::JTTOMW " your document, Hierro,_,00, = =
oce fevaran®! e mx1000 mx100
- Potassium chromate -
indicator solution (K2Cr04).
Dissolve 50 g of K2Cr04n a ronnem (CoBXPXDAIN_(C-B)IxD
litle water, add from the. o oy
B prriouty pepared siver B
nitratesolution until a rec
recpaefoms Lt dand . . (A= B)x Nx126 900
R Standardization solution l ;.. =~
- Solucisn indicadora de 25 ml de la muestra
cromato de potasio
(K2Cr04),Disolver S0 g de
K2Cr04 en un poco de agus, M
ey
nitrato de plata
anteriormente preparada
hasta que se forme un -
precipitado,
- Standard solution of siver
nitrate titrant (AgNO3) 0.0141 N

M (0.0141). Dissolve 2,395 g
B of AgNO3 in distiled water

Options.

Page2of2  2ofsswords [

H P Type here to search

English (United States)

£ Display Settings

5 Focus

422PM
27/2020





image71.png
S=E2-El




image72.png
NO-131-55A1-2012_100912.pdf - Adobe Acrobat Reader DC - X
Archivo Edicién Ver Ventana Ayuda

Inicio Herramientas ROGR. Wo6997. Wo6997. NOM-O. NOM-O. FEDERA. NOM-O. IMPUES. IVA ME. LIC. GL LIC. GL NOM-O. NO-13.. x Pozoler. <> @ Q .
Y ® 8 EQ ®Q mw| K DO =-K T B2abd
agiiaria con un agitaaor magnetco, aaicionar 1 mi dae las sigulentes soluciones: Jrsmm ~

nitrato de niquel y &cido nitrico concentrado. Colocar los electrodos en la soluci

lectura del potencial sea estable aproximadamente 2 min registrar la lectura hasta = [ exportar archivo PDF ~ 0
inmediatamente con una pipeta adicionar 10 ml de la soluciéon V estandar de adicién conocida y Adobe Export FDF ™
Cuando sea estable aproximadamente 2 min registrar hasta décimas de mV como E4. Convertirarchivos POF 2 Word o Excel Online
B 29 5 3 Cé|CU|OS Seleccionar archivo PDF
- = NO-131-55..00912.pdf
Calcular el contenido de lodo de la muestra como sigue: Convertia
_ Microsoft Word (*.docx)
T0do,,, 00,y = 0% 0.9854 , , x2.5x1.03
Idioma del documento:
u d Espafiol Cambiar
sando:
. o= 0.0885 »
,anﬁlog (E4 - E3) o 0 912 Ver archivos convertidos
[ Crear archivo PDF v
En donde: 52 Editar POF
B comentar

0,9854 mg/l = concentracion de iodo de la solucién de estandar de adicion conocida X
B8 combinar archivos

2,50 = Factor de correccién por dilucion de 100 ml de muestra a 250 ml. ¥R Organizar pogines
1,03 = Factor de correccion de 100 ml de muestra filtrada con el volumen total de reactivos de 103 A Censurar

S=E2-E1 Dispone de una cuenta gratuita de Document

v Actualizar shora,

2159x294mm <

P Type here to search





image73.png
Document2 - Word

Fle  Home Insert  Design  Layout  References  Mailings  Review  View  Help ¢ Share  © Comments
55 £ e | 2 P— Oina ~
DED Calibri (Body) ~[11 A Aar A AsBbcene| AsBbcene AaBbC( AaBb Asebced AQDB asebcer acsbcede AaBbeedi Acsbecoc AaBbCeDC AaBbCeD( AaBhCcD: AABECCDE [ & Reslce
b= Sromapime | BT U X Av2-A-~ TNormal | TNoSpac.. Headingl Heading2 Heading3  Title Subtitle  SubtleEm.. Emphasis IntenseE..  Strong Quote Intense Q.. SubtieRe (3] | et Gz
Clipboard Il Font Il Paragraph Il stytes 5 Editng | voiee | A
HO OB % [ somsntieice atoswe @D = H-aa - S BERNS U B3 2 =@ I & -
) . T f ; 3 ; B ; 2 ; B ; s ; s ; G . 7
Clipboard v X Navi..” X Format Text Effects ~ %
s | [ Coman N § (C-B)xVxDx100 (C-B)xVxD
. ST E Hierto,, o, = - A B
Click an ltemto Paste: mx1000 mx100
T — Headings  Pages >
&) | 10d0, . = 0X0.9854 ,, x2 = 2 4 b Shadow
L I Reflection
B s-eoo e o o (CBI XD (€= xD e
outline of your o o
2,50= Factor de correccién s B
B pordilucin de 100 mi de document b edRETS
muestraa 250 ml, og=imD » 3-D Format

09854 ey = concentracion
B deiods delasolucionde
e

et
B e

B 52953 Caleuos
o §=E2-Fl

Calibration of the electrode
slope. Ina beaker,take 100
mi of the standard

@ intermedtesoluton of
iodine IV (0.1 mg /1,
introduce the electrodes and
add 1 ml of each of the
following solufions.

Calbracién de la pendiente
del electrodo, En un vaso de.
precipitados tomar 100 m de

) lasolucén Vestindar
intermedia de fodo (0,1 mg/
1) introducirlos electrodosy
agregar con agitacién 1 mi
de.

B.29.3.2.7 2M nickel itrate.
Solution, Ni (NO3) 26H20.
Dissolve 582 g of nickel

;  niteteheahydetein

Options.

Page2of2  sewords [

H P Type here to search

English (United States)

keep track of where
You are o quickly
move your content

around.
To get started, go to

the Home tab and

apply Heading styles

tothe headings in ]
your document.

(A4-B)xNx126 900

Estandarizacion solucion I,,,_,
e
S ml de la muestra

Standardinaton solution..

lodinengnoom = @%0.9854 % 2.5x1,03

£ Display Settings

5 Focus





image2.png
13155212012 pdf - Adobe Acrobat Reader DC
Achivo Edicion Ver Ventana Ayuca

Inicio Herramientas Tracy Self - Villa Pac... eestadosTDC.pdf 14-01-2020 5215... eestadosTDC-1.pdf 14-02-2020 4612.... eestadosTDC-2.pdf 131ssa12012.pdf X @ g .
o "
% 8= a ©@@® «<m NBOO w-K T 8LaD
1 Buscar Recortar pagina’
05 5 pagi
025 5 0

- [® Exportar archivo PDF ~
[ Crear archivo PDF v

El nimero de tubos positivos es:

52 Editar PDF
P=(5+4+2+1)=12 22 editar

Comentar

N =(8x%0)+(4x1)+(2x3) +(1x5) +(0,5x4) +(0,25%5) =18,25

@ 0

Combinar archivos

T=5x(8+4+2+1+05+025)=T7875

i

[] Organizar paginas
12

NMP/g=———
€ (18,25%78,75)"*

=032/go032/100g A Censurar
0

Prote
Los limites de confianza del 95% estimados, pueden obtenerse del antilogaritmo de base 10 con la e
» siguiente ecuacion: »

. 2
loga ) LA, Rellenar y firmar

53]

Comprimir PDF

Limite de confianza del 95% estimado =logMﬂ’/gil.08)<[
n

[ Enviar para revisar
En donde: % Mas herramientas
a = radio de dilucion

n =n es el nimero de tubos por dilucion. Esta expresion asume que el radio de dilucion es diferente de
1:10 (por ejemplo 1:2). Para diluciones de 1:10, la cantidad por restar o sumar debera ser de 1,14(n)*: para la
mejor estimacion. Si el nimero de tubos por dilucion () es desigual (por ejemplo: un accidente de laboratorio)
para la dilucion k reemplazar n por la expresion ny (media arménica) por el nimero de tubos por dilucion (n;).

Dispone de una cuenta gratuita de Document
Cloud

Actualizar ahora





image74.png
NO-131-55A1-2012_100912.pdf - Adobe Acrobat Reader DC

- X
Inicio Herramientas R0GR. ‘wo6997. ‘wo6997. NOM-0. NOM-0. FEDERA. NOM-0. IMPUES. IVA ME. LIC.GL. LIC. GL. NOM-0. NO-13.. % Pozole r. <> @ ; .
AR =Tt ®O ww| K DOO - B P BLa&D
T | (E4-E3) e
antilog| ~——=1-0.912

| Anterior | | siguente | B Exportar archivo PDF ~Ar
En donde:

Adobe Export PDF B

Convertir archivos PDF a Word o Excel Online

0,9854 mg/l = concentracion de iodo de la solucién de estandar de adicion conocida

Seleccionar archivo PDF

2,50 = Factor de correccién por dilucion de 100 ml de muestra a 250 ml.

NO-131-55..00912pdf

1,03 = Factor de correccion de 100 ml de muestra filtrada con el volumen total de reactivos de 103 ml y Converira
Microsoft Word (*.docx)
S=E2-E1 Idioma del documento:
Espafiol Cambiar
© o osss= il deestindar adicionado 10 »

ml originales + ml de estandar adicionado - 103+10

Ver archivos convertidos

[ Crear archivo PDF v

0912 = ml originales _ 103 52 editar pOF

’ ml originales + ml de estandar adicionado 103 +10 8 comentr
B.30 DETERMINACION pE CINC (Zn) POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA B Combinar archivos
B.30.1 Fundamento £l organizar paginas
Hidrdlisis parcial del producto con &cido clorhidrico. Filtracion. Dilucién y determinacion por espectroscopia 4 consurar

de absorcion atémica.

Dispone de una cuenta gratuita de Document
Cloud

B.30.2 Reactivos y materiales

v Actualizar shora,
2159x294mm <

P Type here to search





image75.png
Document2 - Word

Fle  Home Insert Design  Layout References  Maiings  Review  View  Help & share & Comments
© o PFind ~
FDED Calibri Body) ~[11 v A" A" Aa~ A T | nsBbcene| aasbceoe AaBbCc AaBb assbccd AQB assbeer acsbeepe acmbeedc acsbce maBbeede AasbCcD: AaBbCcD. AaBeCEDE [ & Reslce
P e pan | BT Uk XA 2 A £ | LiNomal | 1NoSpac.. Heading1 eading? Hesdingd  THe  Sublite SubtleEm. Emphass memsef. Siong  Quote IntenseQu SublleReh 3| | ol | Dicte
Gipboard 5 Font 5 Paragraph 5 syies 5l eatng | voke | n
B 90 B % [ [spanish Meic~| Autosave @0 = FFiv Aa I BERAS UGBS =EEHID -
i . i f m % . f . 3 . 3 . i . s . ¢ ., ; =
Clipboard v X Navi..” X Format Text Effects ~ %
ey [ Hiemo,_ = (CZB)XVXDXI00_(C=B)xV xD m
Clckan tem to Paste g0 g mx1000 mx100
| Headings Pages> a
@) | mloriginal + ml of added star g Tt Fl
Noil
& e e Yot (D XDMO_ (- xD o sona
ot N Gradient il
@) .
It greatway to o (A= B)X N'x126 900 Color
o N Estandarizacion solucion .y = o m ot . ) -
youare or quicky 25 ml de la muestra Tansparency :
@ mf of added Standi  move your content
B ™ 4 Text Outine
@) Togetstaried, goto | -  Noline
the Home tab and o i
apply Heading styles &
tothe headings in i Gradient e
Yourdocument S
1040, 150, = 0X0.9854 % 2,5%1,03
mi of added Standard _ 10
X mi original + ml of added standard 103+10
0,912 ml originals 103
| mi originals + ml of added standard 103+10
Options
Page2of2  320f89words [ Spanish (Mexico) [ Display Settings [, Focus B - 1

H P Type here to search




image76.png
NO-131-55A1-2012_100912.pdf - Adobe Acrobat Reader DC - X
Achivo Edicion Ver Ventana Ayuca
Inicio Herramientas R0OGR. Ww06997. Ww06997. NOM-0. NOM-0. FEDERA. NOM-0. IMPUES. IVA ME. LIC.GL. LIC.GL. NOM-0. NO-13.. % Pozole r. <> @ ; .
SARKCI - =T ®O | K DOO - B P BLa&D
Buscar ~
Lunes 10 de septiembre de 2012 DIARIO OFICIAL (Quinta Seccion) = B Eporar archivo POF ~
‘Adobe Export PDF
Trabajar de preferencia con la opcion "integracion”; la duracién de las medidas debe ser de por lo menos e Do EIE
3 seg. Efectuar cada medida por lo menos tres veces. Ninguna solucion de toma de ensayo no debe rebasar [
la concentracion del patrén méas concentrado. Efectuar una nueva dilucién si es necesario (B.30.6.2). NO-131-55..00912.pdf
B.30.7 Calculo y expresion de resultados CEe
Microsoft Word (*.docx)
B.30.7.1 Modo de calculo y )
lioma del documento:
) L, . L, Espafiol Cambiar
Calcular o trazar la curva de calibracion llevando la absorbancia a la ordenada y la concentracion de las
soluciones patron diluidas, en pg/ml a la abscisa. Determinar la concentracion de las soluciones de las tomas —
Convertir
' de ensayo (C). Restar el valor del blanco (B) de aquellos de los productos. '
R . . Ver archivos convertidos
El contenido de zinc en el producto, en mg/100 g, es igual a:
[ Crear archivo PDF v
. (C=B)x¥VxDx100 (C—-B)XVxD
zine 00, = = E2 editar POF
ernve mx1000 mx100
B comentar
En donde: Bl Combinar archivos
C = concentracion de zinc en las solu)ciones de las tomas de ensayo, en pug/ml #[ Organizar paginas
B = concentracién de zinc en el blanco (solucién patrén de 0 pg de zinc por ml) 4 Censurar
V = volumen inicial en las soluciones de las tomas de ensayo en ml Dispone de una cuenta gratuita de Document
Cloud
N — fantar Aa AiliniAn D 2N R D v (e

2159x294mm <

P Type here to search





image77.png
[Para alimentos, bebidas alcohdlicas y no alcoholicas y aditivos:

(4B

Metal
ree =1

Para agua y hielo:





image78.png
NO-131-55A1-2012_100912.pdf - Adobe Acrobat Reader DC - X
Archivo Edicién Ver Ventana Ayuda

Inicio Herramientas 26997. NOM-O. NOM-O. FEDERA. NOM-O. IMPUES. IVA ME. LIC. GL. LIC. GL. NOM-O. NO-13.. % Pozole r. Pago de. 27-02-. <> @ ; .
Y ® 8 EQ ®Q =[N DO =-K T B2abd
Lunes 10 de septiembre de 2012 DIARIO OFICIAL (Quinta Secc1on) [ 2

Observacion:

[ Exportar archivo PDF ~ 0
Fluctuaciones pequefias en los valores de la ultima columna son prueba de un buen ensayo. Adobe Export FDF
Calcular el contenido de vitamina en mg/100 g de producto, teniendo en cuenta las diluciones sucesivas y comer s P e ierd o e e
la concentracion en la muestra diluida. Seleccionar archivo PDF

NO-131-55..00912pdf

El contenido de inositol, expresado en mg/100 g de producto es igual a:

. CxV,xV;x100
Inositol,, 10, =——
e10e =V, x1000

Convertir a

Microsoft Word (*.docx)

Idioma del documento:
Espafiol Cambiar

En donde:
» C = media de las concentraciones leidas en la curva de calibracion, en pg/mi ,
V4 = volumen en el que se ha disuelto la toma de ensayo, en ml Ver archivos convertidos
V, = parte alicuota de V4, en ml [y Crear archivo PDF v
V3 = volumen al que se ha diluido la parte alicuota V,, en ml 52 Editar POF
m = toma de ensayo, en g B Comentar
Ejemplo: B Combinar archivos
5,025 g (m) de producto se han pesado en un matraz aforado de 50 ml (V4). Se ha tomado una parte £[] Organizar paginas
alicuota de 10 ml (V5), que se ha diluido en un matraz aforado de 100 ml (V3). A Censurar

La media de las concentraciones de Inositol leidas en la curva de calibracion es 3,85 pg/ml (C).

Dispone de una cuenta gratuita de Document

El contenido de Inositol es: Cloud

v Actualizar shora,

2159x294mm <

P Type here to search




image79.png
NO-131-55A1-2012_100912.pdf - Adobe Acrobat Reader DC - X
Archivo Edicién Ver Ventana Ayuda

Inicio Herramientas 26997. NOM-0. NOM-0. FEDERA. NOM-0. IMPUES. IVA ME. LIC.GL. LIC.GL. NOM-0. NO-13.. % Pozole r. Pago de. 27-02-. <> @ ; .
SARKCI - =T ®O =/ K DOO - B P BL2a&D
V3 = volumen al que se ha diluido la parte alicuota V,, en ml 1 -
EEEE
m = toma de ensayo, en g [ Anterior | siguiente | [ Exportar archivo POF ~ L
EJempIo ‘Adobe Export PDF
5,025 g (m) de producto se han pesado en un matraz aforado de 50 ml (V4). Se ha tomado una parte Convertr archivos PDF  Word o Excel Online
alicuota de 10 ml (V5), que se ha diluido en un matraz aforado de 100 ml (V3). R
La media de las concentraciones de Inositol leidas en la curva de calibracion es 3,85 pg/ml (C). NO-131-55..00912,pdf
El contenido de Inositol es: Convertira
Microsoft Word (*.docx)
. 3,85%x100x50x100
Inositol 00, =~ - =385mg /100 g Idioma deldocumentos
5’ 025 X 10)( 1000 Espafiol Cambiar
R B.33. DETERMINACION DE PROTEINA CRUDA POR KJELDAHL-GUNNING R
B.33.1 Fundamento Ver archivos convertidos
Las proteinas y demas materias organicas son oxidadas por el &cido sulfurico y el nitrégeno organico de B Crear archivo POF .
las proteinas se fija como sulfato de amonio; esta sal se hace reaccionar con una base fuerte para desprender o
amoniaco que se destila y se recibe en un &cido débil, en el cual se puede titular el amoniaco con un acido g= Fdiar P
fuerte. En este método de Kjeldahl-Gunning, se usa el sulfato de cobre como catalizador y el sulfato de sodio B comentar
para aumentar la temperatura de la mezcla y acelerar la digestion. EN Combinar archivos
B.33.2 Material [ Organizar péginas
Matraz de Kjedahl de 800 ml 4 Censurar

Matraz Erlenmeyer de 500 ml
Bureta de 50 ml

2159x294mm <

Dispone de una cuenta gratuita de Document
Cloud

v Actualizar shora,

P Type here to search




image80.png
NO-131-55A1-2012_100912.pdf - Adobe Acrobat Reader DC - X
Archivo Edicién Ver Ventana Ayuda

Inicio Herramientas 26997. NOM-O. NOM-O. FEDERA. NOM-O. IMPUES. IVA ME. LIC. GL. LIC. GL. NOM-O. NO-13.. % Pozole r. Pago de. 27-02-. <> @ ; .
SARKCI - =T ®O =/ K DOO »- B P B2a&ad

hasta que todo el material esté carbonizado y aumentar gradualmente la temperatura hasta que el

del matraz esté completamente claro, dejar por 30 min mas.
[® Exportar archivo PDF ~

Dejar enfriar y agregar 400 ml de agua destilada para disolver completamente el residuo del matraz;
dejar enfriar, agregar 6-7 granallas de zinc, estratificando, y sin agitar, agregar 50 ml de solucién de hidréxido
de sodio. Conectar el matraz al destilador y recibir el destilado en un matraz Erlenmeyer de 500 ml, que
contenga 50 ml de &cido boérico y unas gotas del indicador de Wesslow (la parte terminal del tubo del
destilador debe estar dentro del acido). Destilar hasta aproximadamente 300 ml. Retirar el matraz y titular con
acido clorhidrico 0,1 N.

Adobe Export PDF B

Convertir archivos PDF a Word o Excel Online

Seleccionar archivo PDF

NO-131-55..00912pdf

Convertir a

Microsoft Word (*.docx)

B.33.5 Calculos Idioma del documento:
Espafiol Cambiar
, V' x Nx0,014x1000
Proteina ,; = —————x6.38
: M »
En donde: Ver archivos convertidos
V = ml de acido clorhidrico 0,1 N requeridos en la titulacion [ crear archivo PDF v

. L L E2 editar POF
N = normalidad del &cido clorhidrico
B comentar
M = ml de muestra N
B8 combinar archivos

6,38 = factor para convertir nitrégeno a proteinas de la leche £{] Organizar piginas

B.33.6 Segun el método de Kjeldahl para determinar el contenido de nitrégeno total (N2) de la formula, A Censurar
seguido del célculo del contenido de proteina cruda como sigue:

Dispone de una cuenta gratuita de Document
Cloud

N2 x factor = proteina cruda

2159x294mm <

v Actualizar shora,

P Type here to search




image81.png
[ NO-131-55A1-2012_100912.pdf - Adobe Acrobat Reader DC - X
Achivo Edicion Ver Ventana Ayuca

Inicio Herramientas 26997. NOM-O. NOM-O. FEDERA. NOM-O. IMPUES. IVA ME. LIC. GL LIC. GL NOM-O. NO-13.. x Pozoler. Pago de. 27-02-. <> @ ; .
Y ® 8 BEQ ®Q ww | KN PO = K T B2ad
filtro. Secar el matraz y el vidrio de reloj en la estuta. Buscar ~

824.6.1 el

- . . [ Anterior | | Siguiente | [® Exportar archivo PDF ~
Secar el papel filtro a 120°C sobre un vidrio de reloj o a 60°C por toda la noche si fue agregado ae pape

Continuar lavando el papel filtro con agua caliente hasta que el filtrado esté libre de acido.

filtro cortado en piezas. Adobe Export FDF
Convertir archivos PDF a Word o Excel Online
Con la ayuda de unas pinzas pasar el papel filtro seco al cartucho de extraccién, tapar con una porcién de
algodon y colocar en el extractor de Soxhlet, ajustar en la parte inferior del extractor un matraz con cuerpos Seleccionar archivo POF
de ebullicién a peso constante. Lavar el matraz Erlenmeyer y el vidrio de reloj secos con éter adicionando los NO-131-55..00312pof
lavados al extractor. Agregar suficiente éter hasta obtener de 2-3 descargas del extractor. Convertira

Microsoft Word (*.docx)

Proceder como se indica en la extraccion de lipidos libres donde dice: "Conectar el refrigerante al
extractor..." diom del documento:

Espafiol Cambiar
B.34.1.4.3 Célculos

' _PB T e

% Grasa = PGWXIOO

Ver archivos convertidos

En donde: B crear archivo PDF v
=
PG = Peso del matraz con grasa seca en g 2 Editar POF

PB = Peso del matraz con cuerpos de ebullicién a peso constante en g  Comentar

BN combi his
PM = Peso de la muestraen g 8 Combinar archivos

B.34.2 METODO DE ROESE-GOTTLIEB (HIDROLISIS ALCALINA). PARA FORMULAS PARA &) Ot
LACTANTES, FORMULAS DE CONTINUACION, LECHES EN POLVO, ENTRE OTROS 2 censurar

B.34.2.1 Fundamento

Dispone de una cuenta gratuita de Document
Cloud

El método descrito es una modificacion al de Roese-Gottlieb. Se utiliza amoniaco para suavizar la caseina, o Actuaizar ahora

2159x294mm <

P Type here to search




image82.png
File  Home Insert  Design  Llayout  References  Mailings  Review  View
PD[ Calibri (Body)  ~|11 A A Aa- A

IE}
b BlIU-vaxx Av2-A-

~ < Format Painter
Clipboard [

B2 LB ¥

[ [Spanish (Mei +

Clipboard v 8

Paste All | | Clear Al
Click an ltem to Paste:

&) |wma =00
2

With the help of tweezers,
pass the cry filter paper to
the extraction cartridge,

[ covervithaporton of
cotton and placein the
Soxhlet extractor, adjust a
flask with boiling bodies at a
constant

e
S
e

e e
e T iz
Sonhlet sjustar n a parte
T

PXNX0.014x1000,
M

385x100x50x100
S025x10x1000

Tnosiel

Cx¥,xI;x100
1000

- extincion inferior a 1,5
introducir dos gotas en el
tubo - extincién inferior a
1,2: introducir tres gotas

Quantitatively transfer the.
contents of the tubes to 250
m Erlenmeyer lasks. Bring

[ thepitoS2uith @g/100
m sodium hydroxide
Solution, then with 1 N
NaOH solution. Then

quantitatively
Options.
Page2of2 Sswords [} Spanish Mexico)

H P Type here to search

Font [

Autosave

Paragraph

Navi.. > %

Search docum O ~

Headings  Pages >

Create an interactive
autline of your
document.

It's a great way to
keep track of where
You are o quickly
move your content
around.

To get started, go to ]
the Home tab and

apply Heading styles
tothe headings in
your document.

Help

EENH

naBbCcDe| AaBbCcde AaBbC( AasbCcl AQDB Asebect a0BbCcD. AcBbCcD: 40BbCD. AaBbCEDC A0BBCD: AGBBCD. AABECCDE AABBCCDD

7 Normal

g

TNoSpac.. Heading1 Heading2 — Title Subtitle

w

%Grease =

Subtle Em.

Emphasis IntenseE..  Stong  Quote

Styles

PG-PB

£ Display Settings

Intense Q.. Subtle Ref... IntenseRe... |5
[

s A 7
[ Focus B

=}

PFind ~
& Replace
B select~

Share

Edting

© Comments

Dictate.

Voice





image83.png
File  Home Insert  Design  Layout  References  Mailings  Review  View  Help
PD[ Calibri (Body)  ~|11 A A Aa- A

IE}
b BlIU-vaxx Av2-A-

~ < Format Painter
Clipboard [

B 90 B ¥
Clipboard e

Paste All | | Clear Al

Click an ltem to Paste:

B |%6rease = 2G84 100
P

&) |wma =00
2

With the help of tweezers,
pass the cry filter paper to
the extraction cartridge,

[ covervithaporton of
cotton and placein the
Soxhlet extractor, adjust a
flask with boiling bodies at a
constant

e
S
e

e e
e T iz
Sonhlet sjustar n a parte
T

VXN X0.014x1000 ¢
- M

385x100x50x100
S025x10x1000

Tnosiel

Cx¥,xI;x100
=, x1000

- extincion inferior a 1,5

) introducr dos gotasen el
tubo - extincién inferior a
1,2: introducir tres gotas
Quantitatively transfer the.
contents of the tubes to 250
m Erlenmeyer lasks. Bring

[ thepitoS2uith @g/100
mi sodium hydroxide

Options.

Page2of2 sowords [

H P Type here to search

[ [Spanish (Mei +

x

English (United States)

Font [

Autosave

Paragraph

EENH

Navi.. > %

Search docum O ~

Headings  Pages >

Create an interactive
autline of your
document.

It's a great way to
keep track of where
You are o quickly
move your content
around.

B

To get started, go to
the Home tab and
apply Heading styles
tothe headings in
your document.

naBbCcDe| AaBbCcde AaBbC( AasbCcl AQDB Asebect a0BbCcD. AcBbCcD: 40BbCD. AaBbCEDC A0BBCD: AGBBCD. AABECCDE AABBCCDD

7 Normal

g

7 No Spac

w

Heading 2

Title Subtitle

%Grease =

%Grease =

Subtle Em.

Emphasis IntenseE..  Strong

Styles

M %100
PM

PG X100
PM

Quote

£ Display Settings

Intense Q.

Subtle Ref

T Focus

Intense Re... 5

[

B H B

1% Share

PFind ~
& Replace
B select~

Edting

© Comments

Dictate.

Voice





image3.png
Fle  Home st  Design

Verdana “le

~ < Format Painter

Clipboard Il
B 90 e [y [spanish (Spain
Clipboard v 8
Paste All | [ Clear All
Click an ltemto Paste:
HD) [t e g 102
The estimated 95% confidence

limits can be obtained from the
base 10 antilogarithm with the
following equation:

@

Los limites de confianza del 95%
estimados, pueden obtenerse del
antilogaritmo de base 10 con la
siguiente ecuacién:

1=5(8+4+2+1+0.5+0.25)=T875

N=(@x0)+ (1)« (2x3)+ (15)+ (05
X4)+(0255)=1825

P= (5+4:241)-12

588 8 8§

Dueto the inherent complexity
to calculate the confidence imits
of the NMP, the most common
is the use of tables. Generally
these tables are limited to the
use of 3, 5 and 10 tubes per
dilution,

@

Bl
e e
limites de conianzadel NMPlo

e e
o
R e
i e

Options.

Page2of4 2of6tswords [}

H P Start your search

Layout

<% XA 2

References

KA Aee A

Font [

Autosave @20 |=| 18

Navigat.. ~ %
Search document

oo

Headings  Pages |

Create an interactive outiine
of your document,

It's a great way to keep track.
of where you are or quickly
move your content around.

To get started, go to the.
Home tab and apply
Heading styles to the
headings in your document.

English (United States)

Mailings

Review

View  Help & Share
PFind ~
1| AaBbCcl| AsBbCcD: AaBbCCI AaBbCel AaBOCCE AaBbC AaBbecl AN assocer acsbeed: aasbeed: aasboen: asbeede AaBbCel | o
£~ | LiNomal | 1800y Tet TUstPaa., TNoSpac.. TTblePn. Heading1 Heading2  THe  Subttle Sublefm. Emphai lntense.  Stong  Quote |5 | kgl
Parsgraph 5 syies 5l catng
BEERIIS GBS =EEI B
% . f . 2 . 3 . i . 5 . B . 5 .
k= niimero de diluciones. Por ejemplo: Suponiendo que el resultado de 3 diluciones en ni fuera 5-4-4.
Por lo tanto:
3
n, = =43
# 1.1
lil4s
1

Para el ejemplo anterior del MPN con n = 5y un limite de confianza aproximado de 95% serd el siguiente:

log2
=1og0.32/g+1.08x - =-0.495£0.265

Limite de confianza del 95% estimado

Entonces el limite inferior es el antilogaritmo (-0.76) = 0.17/g o 17/100 g y el limite superior es el antilogaritmo (-0.23) = 0.59/g o
59/100 g. Cuando se compara con las tablas el NMP podria ser 0.31/g con limites de confianza de 0.16/g y 0.57/g.

k)

Confidence limit of the 95% estimated =log NMP gtl.OSxf
\

© Comments

Dictate.
Voice ~

- =

1 + 6%





image84.png




