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0. Introduccién



Las disposiciones de la presente Norma Oficial Mexicana son de orden publico e interés social y establece las
especificaciones de identidad y pureza de los colorantes organicos naturales; para su aplicaciéon en los alimentos y
productos de perfumeria y belleza, en los que se emplean como materias primas. Al considerarse éstos como
aditivos, su uso puede representar un riesgo para la salud al encontrarse en ellos niveles altos de contaminantes,
sustancias o solventes que se empleen para la extraccion y que resultan perjudiciales para la salud del consumidor.

Dichas especificaciones solo se satisfacen cuando en su elaboracion se utilicen materias primas de calidad
sanitaria, se apliquen buenas practicas de fabricacion, se realicen en locales e instalaciones bajo condiciones
higiénicas, que aseguren que son aptos para uso y consumo humano, de acuerdo con lo establecido por la Ley
General de Salud, su Reglamento y demas disposiciones aplicables de la Secretaria de Salud.

1. Objetivo y campo de aplicacion

1.1 Esta Norma Oficial Mexicana establece las especificaciones sanitarias que deben cumplir los colorantes
organicos naturales.

1.2 Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria en el Territorio Nacional para las personas fisicas
o morales que se dedican a su proceso o importacion.

2. Referencias

Esta norma se complementa con lo siguiente:

NOM-038-SSA1-1993 Colorantes orgéanicos sintéticos. Especificaciones sanitarias generales.

NOM-116-SSA1-1994 Determinacién de humedad en alimentos por tratamiento térmico. Método por arena
o Gasa.*

NOM-117-SSA1-1994 Método de prueba para la determinacion de cadmio, arsénico, plomo, estafio, cobre,

fierro, zinc y mercurio en alimentos, agua potable y agua purificada por espectrometria de absorciéon atdmica.*

NOM-118-SSA1-1994 Materias primas para alimentos, productos de perfumeria y belleza. Colorantes
inorganicos. Especificaciones sanitarias.*

3. Definiciones
Para los fines de esta norma se entiende por:

3.1 Aditivos para alimentos, aquellas sustancias que se adicionan directamente a los alimentos y bebidas,
durante su elaboracién para proporcionar o intensificar aroma, color o sabor; para mejorar su estabilidad o para su
conservacion.

3.2 Buenas practicas de fabricacion, conjunto de normas y actividades relacionadas entre si, destinadas a
garantizar que los productos tengan y mantengan las especificaciones requeridas para su uso.

3.3 Colorante, material que imparte color a otro material o0 mezcla elaborado por un proceso de sintesis o similar;
por extraccion o por separacion, obtenido de una fuente animal, vegetal o mineral y que posteriormente se ha
sometido a pruebas fehacientes de seguridad que lo liberan para su uso en alimentos y en productos de perfumeria
y belleza o en alguna parte de ellos y que directamente o a través de su reaccion con otras sustancias es capaz de
impartir el color que le caracteriza.

3.4 Colorante organico natural, pigmento o sustancia que se obtiene a partir de materia vegetal o animal, con un
limitado proceso quimico o sin él y sometidos posteriormente a pruebas de identidad y pureza que les permita ser
utilizados en alimentos, productos de perfumeria y belleza, en alguna parte de éstos o en todo y que directamente o
a través de su reaccién con otras sustancias, es capaz de impartir el color que le caracteriza.

3.5 Envase, todo recipiente destinado a contener un producto y que entra en contacto con el mismo,
conservando su integridad fisica, quimica y sanitaria.

3.6 Envase secundario, aquel que contiene al primario.

3.7 Etiqueta, todo rétulo, marbete, inscripcién, imagen u otra forma descriptiva o grafica ya sea que esté
impreso, marcado, grabado, en relieve, hueco, estarcido o adherido al empaque o envase del producto.



3.8 Metal pesado o metaloide, aquellos elementos quimicos que causan efectos indeseables en el metabolismo
aun en concentraciones bajas. Su toxicidad depende de las dosis en que se ingieran, asi como de su acumulacién
en el organismo.

3.9 Proceso, el conjunto de actividades relativas a la obtencién, elaboracion, fabricacion, preparacion,
conservacion, mezclado, acondicionamiento, envasado, manipulacion, transporte, distribucion, almacenamiento y
expendio 0 suministro al publico de productos.

4. Simbolos y abreviaturas

Cuando en esta norma se haga referencia a los siguientes simbolos y abreviaturas, se entiende por:

a alfa

b Dbeta

cm centimetro

E coeficiente de extincion

Cl Color Index

G gamma

g gramos

°C grados Celsius

kg kilogramo

KPa Kilo Pascal

I litro

Mg microgramo

pl microlitro

mg miligramo

ml  mililitro

mm milimetro

mmHg milimetros de mercurio

M  molar

nm nanémetro

N  normal
P peso
/ por

%  por ciento
pH potencial de hidrégeno

X signo de multiplicacion



v volumen

Cuando en la presente norma se mencione al Reglamento, debe entenderse que se trata del Reglamento de la
Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y Servicios.

5. Clasificacion

5.1 Para efectos de esta norma los colorantes organicos naturales permitidos son:
511 En alimentos

Aceite de zanahoria (Daucus carota, L.);

Achiote, annato (extracto de semillas de Bixa orellana);

Azafran (estigmas de Crocus sativus, L.);
Beta-Apo-8'-Carotenal;

Betabel Deshidratado;

Beta-caroteno;

Cantaxantina;

Color caramelo;

Clorofila;

Cochinilla (Extracto de Coccus cacti, L. o carmin);

Cdrcuma (polvo y oleorresina del rizoma de Curcuma longa, L.);
Extracto de color de uva (uva concord) (Antocianina);

Extracto de tegumento de uva (Enocianina);

Harina de semilla de algoddn, cocida, tostada y parcialmente desgrasada;
Jugos de frutas;

Jugos de vegetales;

Pimenton en polvo (Capsicum annum, L.) Paprika;

Oleorresina de pimenton;

Riboflavina;

Riboflavina-5-fosfato;

Ester apocarotenoico, y

Xantdfilas.

5.1.2 En productos de perfumeria y belleza

Achiote, annato (Extracto de semillas de Bixa orellana);
Beta-caroteno;

Cochinilla (Extracto de Coccus cacti, L., o carmin);



Color caramelo;

Guaiazuleno;

Guanina, y

Henna

6. Especificaciones sanitarias

Los colorantes organicos naturales deben cumplir con las siguientes especificaciones fisicas, quimicas, de
identidad y pureza:

6.1 Fisicas y quimicas
6.1.1 Aceite de zanahoria
Sinénimos: Daucus carota, L.
6.1.1.1 Pureza:
Hexano; no méas de 25 mg/kg
Total de acidos grasos; no menos de 85%
Valor de lodo; de 118 a 134
Valor de saponificacion; de 165 a 185
Materia insaponificable; no mas de 14%
Alcohol isopropilico; no mas de 100 mg/kg
6.1.2 Achiote, Annato
6.1.2.1 Fisicas
Sindnimos: CI Natural Orange 4; Lebensmittel. Nr. 3 Rocou; Bixina; Norbixina; Orleans; Terre orellana
Clase: Carotenoide
Ndmero de Cédigo: Cl (1956) 75120
Cl (1954) 1241
Schultz (1931) 1387
Nombre Quimico: La principal materia colorante de los extractos de bija o achiote en aceite es el carotenoide
bixina. Es el éster dibasico simétrico. La materia colorante principal de los extractos acuosos de bija es la sal alcalina
de la norbixina.
Peso Molecular: Bixina: 394,52
Norbixina: 380,48
Color: Amarillo (Naranja en solucién)

Solubilidad: La bixina es insoluble en agua, ligeramente soluble en etanol y facilmente soluble en éter y en los
aceites.

Punto de Fusién: Bixina: 198°C

6.1.2.2 Pureza



Arsénico (como As); no mas de 3 mg/kg
Plomo (como Pb); no mas de 10 mg/kg
6.1.2.3 Identificacion
6.1.2.3.1  Espectrofotometria de absorcidn, en cloroformo:
Bixina: Maximo a 503, 474,5 y 439 nm
E1%1l1cm 2870 a 502 nm
Norbixina: Maximo a 509, 471,5y 442 nm
E1%1cm 2870 a 482 nm (en NaOH 0,1 N)
La bixina y la crocetina son los dos Unicos carotenoides que no se oxidan facilmente por el oxigeno del aire.
6.1.2.3.2  Cromatografia en columna:
Bija: La bixina es adsorbida enérgicamente en la superficie de la aliimina formando una zona rojo-naranja
brillante (a diferencia de la crocetina). Con metanol o etanol producen un cambio de color; de naranja a amarillo-

naranja.

Con la reaccién de Carr-Price, la zona de la bixina se vuelve inmediatamente verde-azulado (diferencia de la
crocetina).

Bixina: Tratamiento de bixina cristalizada con cloroformo y reaccion de Carr-Price. Se obtiene color verde-
azulado.

Soluciones alcalinas de norbixina
La norbixina forma una zona roja-naranja en la superficie de la columna.
6.1.3 Azafran
Sindnimos: Cl Natural yellow 6; Safran crocine; crocetina y croccus sativus.
6.1.3.1 Fisicas
Ndmero de cddigo: CI 75100
Colorantes principales: crocina y crocetina
Peso molecular:
Crocina: 1 006,97
Crocetina: 328,41
Solubilidad:

Crocina: soluble en agua, ligeramente soluble en alcohol absoluto, glicerina y propilenglicol e insoluble en
aceites vegetales.

Crocetina: muy poco soluble en agua y solventes organicos, soluble en piridina y bases organicas similares.
Punto de fusion:
Crocina: 186°C (con descomposicion)

Crocetina: 285°C (con descomposicion)



6.1.3.2 Pureza:

Cenizas; no més de 8 %

Colores extrafios; negativo

Absorcién méaxima entre 464 y 434 nm

6.1.4 b-Apo-8'-carotenal

6.1.4.1 Fisicas:

Sindnimos: Cl Orange 6

Numero de Cdédigo: Cl 40820

Estado fisico: solido

Peso molecular: 416,65

Apariencia: polvo fino granular de color café pardo
Punto de fusién: 136-140°C (con descomposicién)
Solubilidad: Insoluble en agua, ligeramente soluble en
etanol y en aceites vegetales (hasta aproximadamente 1,5%)
6.1.4.2 Pureza:

Pérdida de peso por secado; no mas de 0,2%
Residuos a la ignicién; no mas de 0,2%

Plomo (como Pb); no mas de 10 mg/kg

Arsénico (como As); no méas de 1 mg/kg

6.1.4.3 Identidad:

Espectrofotometria; no menos de 96 ni mas de 101% de C30H400
Absorcion méaxima en ciclohexano; 456 a 485 nm
6.1.5 Betanina

6.1.5.1 Fisicas:

Sindnimos: Rouge de betteraves

Clase: Betanina.

Nombre Quimico: Betanina  1-[2-(2,6 dicarboxi-1,2,3,4-tetra-hidroxi-4-piridilideno)-  etilideno]-5-  b-D-
glucopiranosil-oxi-6-hidroxindolium-2-carboxilato.

Peso molecular: 550,48
Descripcion: Liquido, pasta o polvo color rojo o rojo pardo.
Color: Rojo

Solubilidad: Facilmente soluble en agua, insoluble en alcohol absoluto.



6.1.5.2 Pureza:

Nitrato; no mas de 2 g de anién nitrato/g de color rojo
Arsénico (como As); no méas de 1 mg/kg

Plomo (como Pb); no mas de 10 mg/kg

Mercurio (como Hg); no mas de 1 mg/kg

Metales pesados; no méas de 40 mg/kg

Material volatil; no mas de 4%

Cenizas insolubles en &cidos; no mas de 0,5%

Contenido de color rojo expresado como betanina; no menos de

0,4%
6.1.5.3 Identificacion:
Espectrofotometria;

pH 5,4: maximo caracteristico a 530 nm
pH 8,9: maximo impreciso a 535 nm
E1%1cm de la betanina pura a 535 nm en agua: 475-625
6.1.6 b-Caroteno
6.1.6.1 Fisicas
Sin6nimos: CI Natural Yellow 26; Cl Natural Brown 5;
Cl Food Orange 5; Natural b-Carotene; Mixed Carotenes
Clase: Caroteno
Ndmeros de Caodigos: ClI (1956) 75130
Cl (1975) 75130
b-caroteno  CI (1975) 40800
Schultz 1403
Peso molecular: 536,89
Color: Amarillo a naranja rojizo
Descripcion: Cristales rojos en estado puro

Solubilidad: Los carotenos son insolubles en agua, ligeramente solubles en etanol y solubles hasta 1% en los
aceites vegetales.

Punto de fusioén: a-caroteno: 187°C
b-caroteno: 176-182°C

G-caroteno: 178°C



6.1.6.2 Pureza

Arsénico (como As); no méas de 3 mg/kg

Plomo (como Pb); no mas de 10 mg/kg

Pérdida de peso por secado; no mas de 0,2%

Residuos a la ignicién; no mas de 0,2%

Ensayo espectrofotométrico: de 96 a 101%

6.1.6.3 Identificacion

Espectrofotometria

E1%2lcm de b-caroteno (trans) en hexano, maximo a 455-457nm y 482-486 nm.

Tratamiento con permanganato de potasio al 1% en alcali; se oxidan obteniendo sustancias incoloras.

Una solucion de b-caroteno en acetona, después de un tratamiento con una solucién al 5% de nitrito sodico y
acido sulfdrico 1 N; hay destruccion de carotenos y desaparicion de color.

Cromatografia: Sélo se obtiene una zona para el b-caroteno puro.

6.1.7 Cantaxantina

6.1.7.1 Fisicas

Sindnimos: Cl Food orange 8; b-caroteno-4,4'-diona; Cantaxantina, y 4,4'-dioxo-b-caroteno.
Namero de cédigo: ClI (1975) 40850

Peso molecular: 564,86

Estado fisico: solido

Descripcion: Polvo cristalino de color violeta oscuro

Solubilidad: Es soluble en cloroformo, muy poco soluble en acetona e insoluble en agua, etanol y aceites
vegetales.

Punto de fusién: 207-212°C

6.1.7.2 Pureza

Pérdida por secado; no mas de 0,2%

Trans-cantaxantina y otros carotenoides totales; no mas del 5%
Plomo; no mas de 10 mg/kg

Arsénico; no mas de 3 mg/kg

Mercurio; no mas de 1 mg/kg

Cenizas sulfatadas; no méas de 0,1%

Metales pesados; no méas de 40 mg/kg

Residuos a la ignicién; no mas de 0,2%



Contenido; de 96-101% (expresado como cantaxantina)

6.1.7.3 Identificacion

Ensayo espectrofotométrico:

Una solucién de cantaxantina en ciclohexano tiene una absorbancia entre 468 y 472 nm.
6.1.8 Color caramelo

6.1.8.1 Fisicas

Sin6nimos: Cl Natural brown 10

Estado fisico; se presenta en forma liquida de color café oscuro o negro y en forma sdlida con olor
caracteristico a azucar quemada y sabor amargo.

Solubilidad; soluble en agua, ligeramente soluble en etanol, insoluble en éter, acetona y cloroformo.
6.1.8.2 Pureza
Plomo (como Pb); no mas de 5 mg/kg
Arsénico (como As); no méas de 3 mg/kg
Mercurio (como Hg); no mas de 0,1 mg/kg
Nitrdgeno amoniacal; no mas de 0,5%
4-metil-imidazol; no mas de 0,02%
Didxido de azufre; no més de 0,1%
6.1.9 Clorofila
6.1.9.1 Fisicas
Sin6nimos: CI Natural Green 3; Lebensmittel-Grin Nr.1
Clase: Forbina (igual a dihidroporfina).
Ndmeros de Caodigos: Cl (1956) 75810
Cl (1921) 1249a
Schultz (1931) 1403

Nombre Quimico: Clorofila (a): Complejo magnésico de 1,3,5, 8- tetrametil-4- etil-2-vinil-9-ceto-10-carbo-
metoxiforbinfitil-7-propionato

Clorofila (b): Complejo magnésico de 1,5,8, trimetil-3-formil-4-etil-2-vinil-9- ceto-10-carbometoxiforbinfitil-7-
propionato

Peso molecular: Clorofila (a) 893,54
Clorofila (b) 907,52
Color: verde
Solubilidad: La clorofila es soluble en etanol, éter, cloroformo y bencina, insoluble en agua.

6.1.9.2 Pureza



Arsénico (como As); no méas de 3 mg/kg
Plomo (como Pb); no mas de 10 mg/kg
6.1.9.3 Identificacion

Reaccién en fase parda (tratamiento con hidroxido de potasio al 10% en metanol); se produce un color pardo,
regresando rapidamente a su color original.

Reaccién con etanol; se produce un color verde-azul con fluorescencia rojo intenso.
6.1.10 Cochinilla o carmin
6.1.10.1 Fisicas
Sin6énimos: Cl Natural red 4: Lebensmittel- Rot. Nr. 2.
Cochenille; Acide carminique, Carmine.
Clase: Antraquinona.
Ndmeros de Cédigos: Cl (1956) 75470 Cl (1924) 1239 Schultz (1931) 1381
Nombre Quimico: Sales alcalinas y lacas aluminicas del acido carminico (el principio colorante)
Peso Molecular: Acido carminico: 492,40
Color: Rojo
Solubilidad: Sus sales alcalinas son solubles en agua y disolventes etandlicos.
6.1.10.2 Pureza
Para el caso de la cochinilla
Arsénico (como As); no mas de 1 mg/kg
Plomo (como Pb); no mas de 10 mg/kg
pH; no menos de 5,0 y no mas de 5,5 a 25°C
Proteina (N X 6,25); no mas de 2,2%
Solidos totales; no menos de 5,7 y no mas de 6,3%
Alcohol metilico; no méas de 150 mg/kg
Acido carminico; no menos de 1,8%
Para el caso del Carmin
Arsénico (como As); no mas de 1 mg/kg
Plomo (como Pb); no mas de 10 mg/kg
Materia volatil (a 135°C por 3 horas); no mas de 20%
Cenizas; no mas de 12%
Acido carminico; no menos del 50%

6.1.11 Clrcuma



6.1.11.1 Fisicas
Cdrcuma (Polvo y oleoresina del rizoma de Curcuma longa, L.)
Sin6nimos: Cl Natural Yellow 3; Lebensmittel - Gelb 6
Curcuma; Curcumine
Safran des Indes; Indian saffron
Clase: Di-cinamoil metano
Ndmeros de Cédigos: Cl (1956) 75300
Cl (1924) 1238
Schultz (1931) 1374
Nombre Quimico:  Curcumina (el principal colorante);1,7-bis-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-
heptadieno-3,5-dieno
Otros colorantes:
Dimetoxi curcumina: 1-(4-hidroxifenil)-7-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-hepta-1,6-dieno-3,5-diona
Bis-dimetoxi curcumina: 1,7-bis (4-hidroxifenil) hepta-1,6-dieno-3,5-diona
Peso molecular: Curcumina: 368,39
Dimetoxi curcumina: 338,39
Bis-dimetoxi curcumina: 308,39
Color: Amarillo
Solubilidad: La curcumina es soluble en etanol y en acido acético glacial, insoluble en agua y en éter.
Punto de Fusion:  Curcumina: 183°C
6.1.11.2 Pureza
Arsénico (como As); no mas de 3 mg/kg
Plomo (como Pb); no mas de 10 mg/kg
Metales pesados; no méas de 40 mg/kg
Cenizas; no mas de 10%
Humedad; no mas de 6%
Contenido de curcuminoides expresados como curcumina; de 4% a 45%
Residuos de solventes:
Hidrocarburos clorados; no mas de 3 mg/kg
Acetona; no mas de 30 mg/kg
Isopropanol; no mas de 3 mg/kg

Metanol; no mas de 5 mg/kg



Hexano; no méas de 2,5 mg/kg

6.1.11.3 Identificacion

Reaccién de extracto etandlico de circuma con &cido sulfarico concentrado; se produce un intenso color carmesi.
Ensayo del acido borico; se produce una coloracion rojo-cereza.

6.1.12 Extracto de color de uva (uva concord) (antocianina)

6.1.12.1 Fisicas

Sinénimos: Anthocyanes; Anthocyans (antocianas)

Clase: Sales de benzopirilo

Namero de Cédigo: Schultz (1931) 1394

Nombre Quimico: Las antocianinas son glicésidos de sales de 2-fenilbenzopirilo, en su mayoria derivados de
hidroxilados. Los aglucones de las antocianinas se denominan antocianidinas.

Peso molecular:
Pelargonidina: 306,72
Cianidina: 322,72
Peonidina: 336,74
Delfinidina: 338,72
Petunidina: 352,74
Malvidina: 366,77
Color: Rojo, violeta o azul
Solubilidad: Todas las antocianidinas son solubles en agua.
pH: 5,0
6.1.12.2 Pureza
Arsénico (como As); no mas de 1 mg/kg
Plomo (como Pb); no mas de 10 mg/kg
6.1.13 Extracto de tegumento de uva (enocianina)
6.1.13.1 Pureza
Plomo (como Pb); no mas de 10 mg/kg
Arsénico (como As); no mas de 1 mg/kg
6.1.14 Harina de semilla de algodén cocida, tostada y parcialmente desgrasada.
6.1.14.1 Pureza
Arsénico (como As); no mas de 0,2 mg/kg

Plomo (como Pb); no mas de 10 mg/kg



Contenido de gosipol libre; no mas de 450 mg/kg
6.1.15 Oleorresina de paprika
6.1.15.1 Fisicas
Sinénimo:  Extracto de paprika
Clase: Carotenoide
Solubilidad: Muy soluble en aceites vegetales; poco soluble en agua, insoluble en glicerina.
Nombre quimico:
Capsaicina: N [(4-hidroxi-3-metoxifenil)metil] -8-metil-6-nonanamida; trans-8-metil- N-vainillil-6-
nona-nanamida; N-(4-hidroxi-3-metoxibencil)-8-metil-non-trans-6-enamida.
Colorantes principales:
Capsantina: 3,3'-b-dihidroxi, kapa-caroteno-6'-ona, (3S,3'S, 5R,5'R)
Capsorubina: Kappa, kappa-caroteno-6,6'-diona,3,3'dihidroxi,(3S, 3S', 5R, 5'R)
Peso molecular:
Capsaicina: 305,40.
Capsantina: 584,85.
Capsorubina: 600,85.
Descripcion: Liquido viscoso de color rojo violaceo oscuro
6.1.15.2 Pureza
Capsaicina; no mas de 0,5%
Arsénico; no mas de 3 mg/kg
Plomo; no mas de 10 mg/kg
Metales pesados; no méas de 40 mg/kg
Residuos de solventes:
Acetona; no mas de 30 mg/kg
Isopropanol; no mas de 30 mg/kg
Metanol; no méas de 50 mg/kg
Etanol; no mas de 50 mg/kg
Hexano; no mas de 25 mg/kg
6.1.15.3 Identidad:
Espectrofotometria: maxima absorcién a 470 nm en hexano.

6.1.16 Riboflavina



6.1.16.1 Fisicas

Sinénimos: Lactoflavin; Lactoflavina; Vitamina B2

Clase: Iso - aloxacina

Nombre Quimico:  7,8-dimetil-10-(1,-D- ribitil)-iso-aloxacina

Peso molecular: 376,37

Color: Amarillo

Solubilidad: Escasamente soluble en agua, insoluble en etanol, éter, cloroformo y acetona
Punto de fusion: 280°C aproximadamente

6.1.16.2 Pureza

Arsénico (como As); no mas de 3 mg/kg

Plomo (como Pb); no mas de 10 mg/kg

Pérdida por desecacion; no mas de 1,5%

Residuos a la ignicién; no mas de 0,3%

Contenido de C17H20N406 calculado en base seca; no menos de 98% y no mas de 102%.
Material colorante subsidiario, lumiflavina. Pasa la prueba.

6.1.16.3 Identificacion

Rotacion especifica: [a]20D de -120 a -135°

Espectrofotometria: Maximos de Riboflavina 220 a 225, 266, 374 y 444 nm.

Reaccién con ditionito sodico: desaparicion de una intensa fluorescencia verde-amarillenta.

Rotacidn especifica: [a]25D = -112 a -122° (50 mg en 2 ml de solucién alcohdlica de NaOH 0,01 N diluida con
H20 a 10 ml).

Determinacion de Lumiflavina en presencia de cloroformo exento de etanol.
6.1.17 Riboflavina-5-fosfato

6.1.17.1 Fisicas

Clase: Aloxazina

Descripcion: Polvo cristalino de color amarillo-naranja

Nombre quimico:  Sal monosddica del 5-monofosfato éster de riboflavina
Solubilidad: Soluble en agua, insoluble en etanol

Peso molecular: 547,37

6.1.17.2 Pureza

Fosfato libre; no mas de 1%, calculado como PO4

Riboflavina libre; no mas de 6%



Pérdida al secado; no méas de 7 %

pH en solucién 1:100; entre 5-6,5

Residuos a la ignicién; no mas de 25%

Difosfato de riboflavina; no més de 6%, calculado como riboflavina
Contenido no menos del equivalente de 75% de riboflavina
Lumiflavina, pasa la prueba (C17H20N406)

Aminas primarias aromaticas; no mas de 70 mg/kg calculado como anilina
6.1.17.3 Identificacion

Rotacidn especifica [a]25°D entre +37,0 y +42,0 calculado en base seca.
6.1.18 Ester apocarotenoico

6.1.18.1 Fisicas

Solubilidad: Poco soluble en aceites y grasas

Apariencia: Aceite viscoso de color café-rojizo

6.1.18.2 Pureza

Valor de perdxido; maximo 10%

Plomo; no mas de 10 mg/kg

Contenido de éster apocarotenoico; minimo 20%

6.1.18.3 Identificacion

Absorcién maxima 447-449 nm

6.1.19 Xantdfilas

6.1.19.1 Fisicas

Sinénimos: Cantaxantina; flavoxantina; criptoxantina; luteina, filoxantinas; rubixantinas; rodoxantina; violaxantina;
zeaxantina.

Clase: Carotenoide
Ndmeros de Caodigos: Cl (1924) 1249a
Schultz (1931) 1403

Nombre Quimico: Derivados ceténicos o hidroxilicos de los carotenos.

Peso Molecular: Luteina; 568,85
Estado fisico: sélido
Color: Amarillo

Solubilidad: Las xantdéfilas son solubles en grasas y disolventes grasos y casi insolubles en éter de petréleo.

Punto de fusioén: Flavoxantina: 184°C Luteina: 190°C



Rubixantina: 160°C Violaxantina: 207°C
Rodoxantina: 219°C Zeaxantina: 215,5°C
6.1.19.2 Pureza
Arsénico (como As); no méas de 3 mg/kg
Plomo (como Pb); no mas de 10 mg/kg
Mercurio (como Hg); no mas de 1 mg/kg
Pérdida por desecacion; no mas de 0,2%
Residuos a la ignicién; no mas de 0,2%
Total de carotenoides, otros diferentes de trans-cantaxan-
tina, no mas de 5%
6.1.19.3 Identificacion
Espectrofotometria no menos de 96 ni mas de 101% (luteina)
6.1.20 Guaiazuleno
6.1.20.1 Fisicas
Nombre quimico:  1,4-dimetil-7-isopropil-azuleno
Punto de fusion: 30,5-31,5°C
6.1.20.2 Pureza
Plomo (como Pb); no mas de 20 mg/kg
Arsénico (como As); no mas de 3mg/kg
Mercurio (como Hg); no mas de 1 mg/kg
Color total; no menos de 99%
6.1.21 Guanina
6.1.21.1 Fisicas
Sinénimos: CI Natural White 1
Ndmero de Cédigo: CI 75170
Descripcién: material cristalino
Peso molecular: Guanina 151,13
Hipoxantina 136,11
6.1.21.2 Pureza
Residuos a la ignicién; no mas de 2 %
Plomo; no mas de 20 mg/kg

Arsénico; no mas de 3 mg/kg



Mercurio (como Hg); no mas de 1 mg/kg
Contenido total de purinas; no menos de 96%
Guanina; no menos de 75%

Hipoxantina; no mas de 25%

6.1.22 Henna

6.1.22.1 Fisicas

Sinénimos: CI Natural Orange No. 6
Ndmero de Cédigo: Cl 75480

Color: Naranja a rojo

6.1.22.2 Pureza

Humedad; no mas de 10%

Cenizas totales; no mas de 15%

Cenizas &cidas insolubles; no mas de 5%
Plomo (como Pb); no mas de 20 mg/kg
Arsénico (como As); no méas de 3 mg/kg

6.2 Microbioldgicas

Los colorantes objeto de esta norma deben estar exentos de microorganismos patégenos.
7. Muestreo

El procedimiento de muestreo para los productos objeto de esta norma deben sujetarse a lo que establece la Ley
General de Salud.

8. Métodos de prueba

Para la verificacion de las especificaciones quimicas que se establecen en esta norma, se deben aplicar los
métodos de prueba sefialados en el Apartado de referencias.

Para las determinaciones especificas se deben aplicar los Métodos de prueba sefialados en el Apéndice
normativo A.

9. Etiquetado

La etiqueta de los productos objeto de esta norma, ademas de cumplir con lo establecido en el Reglamento y la
Norma Oficial Mexicana correspondiente, debe sujetarse a lo siguiente:

Color Index (en su caso);
Nombre quimico;
Declaracion de pureza;
10. Envase y empaque

10.1 Envase



Los productos objeto de esta nhorma se deben envasar en recipientes de tipo sanitario, elaborados con materiales
inocuos Yy resistentes a distintas etapas del proceso, de tal manera que no reaccionen con el producto o alteren las
caracteristicas fisicas, quimicas y organolépticas.

10.2 Empaque

Se deben usar envolturas de material resistente y que ofrezcan la proteccion adecuada a los envases para
impedir su deterioro exterior, a la vez que faciliten su manipulacion, almacenamiento y distribucion.

11. Control

Cada lote de produccion debe estar respaldado por un certificado de andlisis del productor y hoja de identidad
con las especificaciones establecidas en esta norma. Esta informacion estara a disposicion del consumidor que la
solicite.

12. Concordancia con normas internacionales

Esta norma no tiene concordancia con normas internacionales.
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14. Observancia de la norma
La vigilancia en el cumplimiento de la presente norma corresponde a la Secretaria de Salud.

15. Vigencia



La presente Norma Oficial Mexicana entrara en vigor con su caracter de obligatoria a los treinta dias siguientes a
partir de su publicacién en el Diario Oficial de la Federacion.

Sufragio Efectivo. No Reeleccion.

México, D.F., a 10 de mayo de 1995.- El Director General, José Meljem Moctezuma.- Rabrica.
Apéndice Normativo A

A. METODOS DE PRUEBA

Todos los reactivos empleados en estas pruebas deben ser grado analitico, a no ser que se indique otra cosa.
Cuando se hable de agua debe entenderse agua destilada.

1. Aceite de zanahoria
1.1 Determinacion del indice de yodo
Método del yodo-cloruro

1.1.1 Procedimiento

Colocar la muestra en un matraz de yodo, seco y agregar 20 ml de tetracloruro de carbono y disolver. Agregar 25
ml de solucion de yodo-cloruro, tapar el matraz con el tapon previamente humedecido con solucién reactivo de
yoduro de potasio, dejar reposar en un lugar oscuro a temperatura de 25 + 5°C durante 30 minutos con agitacion
ocasional. Agregar en el orden mencionado 20 ml de solucion reactivo de yoduro de potasio sobre el cono del
matraz, cuidadosamente quitar el tapon y enjuagarlo junto con las paredes del matraz con 100 ml de agua
recientemente hervida, agitar y titular con solucion 0,1 M de tiosulfato de sodio, usando casi al final de la titulacion
solucion indicadora de almiddn. Anotar los ml consumidos (a). Simultaneamente realizar un blanco de manera similar
y anotar los ml consumidos como (b). La diferencia entre los volimenes en ml de solucién 0,1 M de tiosulfato de
sodio consumidos por el blanco y la muestra, multiplicada por 1,269 y dividida entre el peso de la muestra tomada en
g es el valor del yodo. El peso aproximado en g que debe usarse para el andlisis se puede calcular dividiendo el
limite superior del valor del yodo esperado entre 20. Si se consume mas de la mitad del halégeno disponible repetir
la prueba usando menor cantidad de muestra.

1.2 Determinacion del indice de saponificacion

1.2.1 Procedimiento

Colocar en un matraz con tapén esmerilado de 250 ml de 1,5 a 2 g de la muestra exactamente pesados, agregar
25 ml de la solucién 0,5 N de hidroxido de potasio en etanol. Ensamblar al matraz un condensador adecuado,
calentar en un bafio de vapor, mantener a reflujo durante 30 minutos agitando por rotacién el contenido del matraz.
Agregar 1 ml de solucion indicadora de fenolftaleina y valorar el exceso de hidroxido de potasio con solucion 0,5 N
de &cido clorhidrico (HCI).

Correr simultdneamente una prueba en blanco de reactivos usando las mismas cantidades y valorando de la
misma manera.

Calcular el indice de saponificacion por medio de la férmula siguiente:

S =28,05x(B-V)/m

donde:

S = Indice de saponificacion de la muestra.

B = Mililitros de la solucién 0,5 N de acido clorhidrico gastados en la valoracion del blanco.

V = Mililitros de la solucion 0,5 N de &cido clorhidrico gastados en la valoraciéon de la muestra.

28,05 = miliequivalentes de la solucién 0,5 N de hidréxido de potasio.



m = Peso en gramos de la muestra.

1.3 Determinacion del indice de peréxidos

1.3.1 Procedimiento

Pesar con exactitud una cantidad aproximada a 5,0 g de la muestra, transferirlos a un matraz yodomeétrico de 250
ml, adicionar 30 ml de una mezcla de 3 voliumenes de acido acético glacial y 2 volimenes de cloroformo, agitar hasta
disolucion y adicionar 0,5 ml de solucion saturada de yoduro de potasio. Tapar el matraz y dejar reposar la mezcla
por 1 minuto exactamente, agitar de vez en cuando; adicionar 30 ml de agua y titular gradualmente con solucién 0,01
M de tiosulfato de sodio con agitacion vigorosa y continuar hasta que casi desaparezca el color amarillo, adicionar
0,5 ml de solucion indicadora de almidén y continuar la titulacion agitando vigorosamente hasta que desaparezca el
color azul.

Calcular el blanco de reactivos.

Calcular el indice de peréxidos por medio de la férmula siguiente:

Indice de peroxido = 1000 M x (a-b)/m

donde:

a = ml de solucion de tiosulfato de sodio gastados en la titulacion de la muestra.

b = ml de solucién de tiosulfato de sodio gastados en la titulacion del blanco.

M = molaridad de la solucién de tiosulfato de sodio.

m = peso en g de la muestra.

2. Achiote, annato

2.1 Determinacion de Annato Soluble en Aceite:

2.1.1 Procedimiento

2.1.1.1 Método A. Disolver 0,1 g de la muestra en cloroformo y diluir con cloroformo en un matraz volumétrico a
100 ml. Determinar el espectro de absorcion de la muestra, usando una celda de 1 cm entre 600 nm y 400 nm. Medir

la absorbancia en el maximo de absorcion cerca de 503 nm y a 404 nm y correr un blanco con solvente.

[A503 + A404 - 0,256 (A503)] x 100

% de color puro (como  bixina)=
(c) 2866 x1xa

donde:

A = Absorbancia de la solucién problema a la longitud de onda indicada.

I = Longitud de la celda patrén (en cm).

a = Concentracion de la muestra (en g/l).

0,256 = Factor relacionado con la absorbancia de bixina en cloroformo a 404 nm y 503 nm.

282,6 = Absortibidad de bixina a 503 nm (en I/g-cm).

2.1.1.2 Método B. Determinar la absorbancia corriendo un blanco de una soluciéon de cloroformo y muestra al
maximo a 467 nm. Calcular el por ciento de color como bixina usando 320 I/g-cm como la absortibidad.

2.2 Determinacion de Annato Soluble en agua:



2.2.1 Procedimiento

Disolver 2 g de muestra en solucion acuosa de hidroxido de potasio al 5% y medir el maximo de absorbancia a
480 nm.

Calcular el por ciento de pureza de color como bixina usando 287 I/g-cm como la absortibidad.
2.3 Determinacion de Annato, Emulsiones:
2.3.1 Procedimiento

Disolver la muestra en cloroformo 1:1 v/v. Ajustar acidificando con unas gotas de acido acético glacial, y medir
nuevamente la absorbancia del mismo solvente a la maxima absorcion 500 nm.

Calcular el por ciento de pureza de color, usando 287 I/g-cm como la absortibidad.

3. Azafran

3.1 Determinacion de cenizas

En una cépsula previamente tarada, se pesan exactamente 5 g de azafran y se introduce en una estufa de
desecacion a temperatura de 100-105°C, manteniéndola hasta peso constante. El residuo se somete a calcinacion a
temperatura no superior al rojo sombra (alrededor de 525°C). El exceso de peso sobre la tara del crisol o capsula,
multiplicado por 20 da el porcentaje de cenizas.

3.2 Determinacion de colorantes extrafios

Tratar una pequefia cantidad de azafran con bencina. No debe ceder color alguno; en caso de hacerlo puede
sospecharse la presencia de acido picrico o derivados del alquitran. Hervir una pequefia cantidad de azafran con
cianuro potésico y potasa, la aparicion de color rojo parpura revela la presencia de acido picrico.

4. b-apo-8'-carotenal

4.1 ldentificaciéon

Determinar la absorbancia de la solucion B preparada directamente a 488 y 460 nm. El radio A488/A460 esta
entre 0,77 y 0,85.

Determinar la absorbancia de la solucion B a 460 nm y de la solucion A a 332 nm. El radio A332/(10 x A460) esta
entre 0,063 y 0,075.

Solucién A. Transferir 40 mg de la muestra, exactamente pesada, dentro de un matraz volumétrico de 100 ml,
disolver en 10 ml de cloroformo libre de &cido, llevar al volumen con ciclohexano y mezclar. Tomar 2 ml de esta
solucion con pipeta y colocarla en un matraz volumétrico de 50 ml, llevar al volumen con ciclohexano y mezclar.

Solucién B. Tomar con una pipeta 5 ml de la solucion A y colocarla en un matraz volumétrico de 50 ml, llevar al
volumen con ciclohexano.

4.2 Procedimiento

Determinar la absorbancia de la solucién B en una celda de 1 cm en un maximo de absorcion de longitud de onda
de 460 nm con espectrofotémetro, usando ciclohexano como blanco.

Calcular la cantidad en mg de C30H400 en la muestra mediante la siguiente formula:

mg de C30H400 = 25000 A/264

en el cual A es la absorbancia de la solucién y 264 es la absortibidad de b-apo-8'-carotenal puro.
5. Betanina

5.1 Determinacidn de por ciento de color en Betanina



5.1.1 Reactivos:

Solucién Buffer (pH 5)

5.1.2 Procedimiento

Disolver una cantidad pesada correctamente en una solucién buffer y diluir a un volumen conveniente con la
solucion buffer (V total en ml); la absorcién maxima puede ser en el rango de 0,2 a 0,8. Centrifugar la solucion si es

necesario, y medir la absorcion corrigiendo con un blanco compuesto de solucion buffer (pH 5).

El contenido de color esta calculado en las bases de la maxima absorcion A (a 530 nm) usando la absorbancia
especifica para betanina.

Al% = 1120
1cm

AXV

% colorrojo (C) =
1120 x L x W
donde:
A = absorbancia maxima.
V = volumen de solucion probada medida en ml.
L = longitud de la celda medida en cm.
W = peso de muestra en g.
5.2 Determinacion de Nitratos en Betanina
5.2.1 Reactivos
Solucién estandar de nitrato - (10,000 mg/l)
Disolver 16,31 g de nitrato de potasio (KNO3), previamente secado a 105°C por 24 horas en 1 000 ml de agua.
Solucién buffer. Disolver 6,66 g de sulfato de aluminio octahidratado, Al2(SO4)3 .8H20, 3,12 g de sulfato de plata
(Ag2S04), 1,24 g de acido bdrico (H3BO3) en 900 ml de agua, ajustar a pH 3,0 con &cido sulfdrico (H2S0O4) 1 My

diluir con agua a 1 000 ml.

Solucién buffer diluida. Diluir la solucidn estandar con la solucién buffer diluida, preparar en orden las siguientes
soluciones: 0, 100, 200, 300, 400, 500 mg nitrato/I.

5.2.2 Procedimiento

Pesar exactamente 0,5 g de la muestra en un matraz Erlenmeyer, adicionar 50 ml de solucion buffer diluida y
disolver con agitacion.

Medir el potencial de la solucién calibrada y también de la solucién problema.

Trazar la curva de calibracidon usando papel antilogaritmico, marcando en las abcisas la concentracion de nitrato.
De la curva de calibracion, leer la concentracion de nitrato de la muestra.

Caélculos:
a

Contenido de Nitrato = g / g demateria colorante




200xWx C

donde:

a = Concentracién de nitrato de la muestra, mg/I.

W = Peso de la muestra.

C = % color rojo calculado.

6. b-caroteno

6.1 Determinacidon de b-caroteno (Soluble en agua fria)

6.1.1 Procedimiento

Pesar exactamente 120 mg de la mezcla en un matraz volumétrico de 250 ml. Adicionar 5 ml de agua destilada y
tratar con ultrasonido a maximo de 60°C por aproximadamente 10 minutos. Enfriar la solucidn bajo una corriente de
agua fria, adicionar 100 ml de etanol absoluto, mezclar y llevar a volumen con dietil éter. Centrifugar 50 ml de esta
solucion turbia por 5 minutos. Tomar una alicuota de 5 ml de la solucion clara y colocar en un matraz volumétrico de
100 ml, evaporar a sequedad en un rotavapor a 50°C.

Después de enfriar, lavar el residuo con 1 ml de etanol absoluto y diluir a 100 ml con ciclohexano (solucién a
medir). Con un espectrofotometro con banda de amplitud de aproximadamente 1 nm, medir la absorbancia de la
solucién final a 454 nm contra ciclohexano, usando celdas de cuarzo de 1 cm.

A454 x 5000
Contenido deb - caroteno % = -------------------
2230 x W

donde:

A454 = Absorbancia de la solucion final a 454 nm.

W = Peso de la muestra.

2230 = Absorbancia de referencia (1%, 1 cm).

5000 = Factor de dilucion.

6.2 Determinacion de b-caroteno en emulsion

6.2.1 Procedimiento

Pesar exactamente 100 mg de la muestra en un matraz volumétrico de 100 ml. Adicionar 25 ml de agua destilada
y tratar con ultrasonido por 5 minutos a 20°C. Adicionar 2 ml de HCI 1 N, 5 ml de etanol y 50 ml de cloroformo. Agitar
por 20 minutos y centrifugar por 10 minutos. Decantar la solucidon sobrenadante, tomar 5 ml de ésta y transferirla a
un matraz volumétrico de 50 ml y llevar al volumen con ciclohexano. Con espectrofotdbmetro adecuado medir la

absorcion de la solucién final a 454 nm, usando ciclohexano como blanco.

Calcular el contenido en base a E 1%1cm = 2230, el cual es el valor tedrico correspondiente al radio de isomeria
presente en el producto.

7. Cantaxantina
7.1 Determinacién de cenizas sulfatadas

7.1.1 Procedimiento



Transferir 2 g de muestra a un crisol previamente tarado de platino u otro contenedor de material apropiado de 50
0 100 ml y afiadir suficiente H2SO4 diluido para humedecer totalmente la muestra. Calentar suavemente usando una
parrilla 0 un mechero, o una lampara infrarroja, hasta que la muestra esté perfectamente seca, continuar calentando
hasta que toda la muestra haya sido carbonizada y enfriar. Humedecer el residuo con 0,5 ml de acido H2S04
concentrado y calentar de la misma manera hasta que los restos de la muestra y el exceso de H2S0O4 hayan sido
volatilizados.

Finalmente incinerar en una mufla calentando a 800 + 25 °C por 15 minutos 0 mas si es necesario, hasta
completar la ignicién, enfriar en un desecador y pesar.

(Nota: En el periodo en que se promueve la volatilizacion de H2S04, se aconseja afiadir algunos fragmentos de
carbonato de amonio justamente antes de completar la ignicién).

8. Color caramelo

8.1 Determinacion de Nitrégeno Amoniacal
8.1.1 Materiales y reactivos

2 mantillas de calentamiento

2 matraces balén de 300 ml con junta 24/40
2 destiladores Kjeldahl

Perlas de ebullicion

2 vasos de precipitados de 230 ml
Hidréxido de sodio 0,5 N

Acido clorhidrico 0,05 N

Oxido de magnesio

Indicador rojo de metilo

Antiespumante

8.1.2 Procedimiento

Pesar cuidadosamente 3,0 g de muestra y transferirla al matraz balén con 200 ml de agua destilada. Adicionar 2
g de 6xido de magnesio, 2-3 gotas de antiespumante y perlas de ebullicion.

Preparar el blanco de reactivos, colocar 200 ml de agua destilada, 2 g de 6xido de magnesio, 2-3 gotas de
antiespumante y perlas de ebullicion. En 2 vasos de precipitados, colocar en cada uno 25 ml de HCI 0,05 N con 2
gotas de indicador rojo de metilo, siendo éstos los vasos receptores. Conectar el matraz balén con el refrigerante y
asegurarse que la descarga del refrigerante esté por debajo del nivel de &cido en el vaso receptor. Trabajar
simultdneamente la muestra y el blanco de reactivos. Someter a calentamiento hasta que por destilacion se hayan
colectado aproximadamente 100 ml de liquido.

Titular el contenido del vaso receptor a pH 6,2 con NaOH 0,05 N. Calcular el porcentaje de nitrégeno amoniacal.

(ml HCI x HCI) - (ml Na OH x N NaOH) x 1,4007

% de Nitrogeno amoniacal =
Peso de la muestra
8.2 Determinacién de 4-metilimidazol

8.2.1 Materiales y reactivos



Cromatégrafo de gases, equipado con detector de hidrégeno con ionizacion de flama, columna de vidrio
silanizada empacada con 7,5% de carbowax 20 M + 2% de KOH sobre una malla 90/100.

Tubo de vidrio para cromatografia 22 x 300 mm con llave de teflon removible
Matraces volumétricos de 5, 10 y 50 ml

Embudo de plastico 100 mm de diametro

Matraz balén de 300 ml

Vaso de precipitados de plastico

Aparato de destilacion

Pipetas Pasteur

Fibra de vidrio Pyrex

Evaporador rotatorio al vacio

Diclorometano

2-metilimidazol

4-metilimidazol

Tetrahidrofurano o acetona

Hidroxido de sodio 3,0 N (disolver 120 g en 1 | de agua destilada)
Celite 545 o equivalente

8.2.2 Procedimiento

8.2.2.1 Purificacion de reactivos

Técnica de estandar externo. Purificar los cristales del 4-metilimidazol grado reactivo sometido a destilacion al
vacio (punto de ebullicién 92-93°C y 0,05 mm Hg).

8.2.2.2 Preparacion de soluciones estandar

Pesar cuidadosamente 50 mg del reactivo antes purificado colocar en un matraz aforado de 50 ml y disolver con
tetrahidrofurano o acetona hasta obtener el volumen.

Tomar de cada matraz alicuotas de 0,25, 0,50, 1,0, 1,5, 2,0, 3,0, 3,5, 4,0 y 5,0 ml y colocarlas en matraces
aforados de 10 ml cada una, adicionar tetrahidrofurano o acetona hasta obtener el volumen. Las soluciones
estandares preparadas representan concentraciones de 25, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 y 500 mg/kg de 4-
metilimidazol. Refrigerar las soluciones.

8.2.2.3 Preparacion de la muestra

Pesar 10,0 g de color y 5,0 g de hidréxido de sodio (NaOH) 3 N, colocarlos en el vaso de plastico, mezclar
perfectamente. El pH de la mezcla no debe ser mayor a 12.

Adicionar 20,0 g de celite 545 o equivalente y mezclar con una espatula de acero inoxidable hasta que esté
homogénea es decir que el color sea uniforme. La mezcla queda semiseca. Taponar con fibra de vidrio Pyrex la
parte interior del tubo para cromatografia de 22 x 300 mm, transferir totalmente la mezcla anterior con ayuda del
embudo de plastico y taponar con fibra de vidrio la parte superior del tubo. Acomodar el contenido, dejando caer
verticalmente el tubo hasta que queden 10 cm de distancia entre el tope y la superficie empacada. La cama del tubo
debe tener 15 cm de altura y ser uniforme para permitir que la elucidn ocurra rapidamente. Enjuagar el vaso con
diclorometano (eluyente) e inundar el tubo abriendo la llave de teflon hasta que el liquido quede al nivel de la llave,
cerrar la llave y dejar que el eluyente esté en contacto con la cama durante 5 minutos. Abrir la llave y colectar en el



matraz balon 200 ml del eluyente a un flujo de 5 ml por minuto. Remover el eluyente (diclorometano) sometido a
destilacion al vacio a 35°C y 45-50 KPa, hasta reducir el volumen a 1 ml.

Precaucion: durante el paso de concentracion, observar el matraz para asegurarse que no ocurra ruptura del
mismo.

Con una pipeta Pasteur, transferir el extracto a un matraz aforado de 5 ml, enjuagar con porciones de 0,75 ml de
tetrahidrofurano hasta obtener el volumen. Mezclar perfectamente, a esto le denominaremos muestra.

8.2.2.4 Cromatografia de gas

Condiciones de operacion:

Temperatura de la columna 190°C (isotérmica)

Temperatura puerto de inyeccion  200°C

Temperatura del detector  250°C

Gas acarreador Nitrdgeno

Flujo 50 ml/minuto

Tamafio de muestra 5 pl

Técnica estandar externo

8.2.2.5 Determinacion de la curva estandar

Inyectar 5,0 pl de cada solucion estandar preparadas con 4-metilimidazol y obtener los cromatogramas.

Para cada cromatograma estandar, calcular el area de pico corregida, multiplicando la altura del pico (en mm) por
el ancho a la mitad de la altura del pico (en mm) por la correspondiente atenuacién y por el factor dependiendo del
aparato en particular y los pardmetros de operacion utilizados. Graficar las areas de pico corregidas contra sus
respectivas concentraciones de 4-metilimidazol y obtener asi la curva. Inyectar 5,0 pl de la muestra de la misma
manera que las soluciones estandar. Calcular el area del pico a interpolar para obtener el contenido de 4-
metilimidazol en la muestra.

8.3 Determinacion de diéxido de azufre por el método Mornier-Williams modificado.

8.3.1 Material y reactivos

Equipo Mornier-Williams modificado segun la figura 1 anexa

Peroxido de hidrégeno al 3% preparado recientemente

Indicador rojo de metilo

Acido pirogélico

Hidroxido de potasio

Acido clorhidrico 4 N

Hidréxido de sodio 0,05 N

Gas nitrégeno

Agente antiespumante

8.3.2 Procedimiento

8.3.2.1 Preparacion de la muestra



Instalar el equipo como se muestra en la figura 1.

Nota: es recomendable tener 2 equipos montados, ya que uno se utilizara para la muestra y el otro para el blanco
de reactivos.

8.3.2.2 Para cada tubo receptor adicionar 10 ml de perdxido de hidrégeno al 3% y 3 gotas del indicador rojo de
metilo. Purgar el sistema con nitrégeno durante 5 minutos, verificar que no haya fugas en las juntas y utilizar las
pinzas para asegurar la instalacién. En el matraz de destilacion colocar 40 g de muestra y utilizar 400 ml de agua
destilada para transferirla. Adicionar una gota de antiespumante.

En un segundo matraz de destilacion preparar el blanco adicionando 400 ml de agua destilada y 1 gota de
antiespumante.

Preparar las botellas de gas lavador adicionando a cada una de ellas una solucidn de piroganol (4,5 g de
piroganol disuelto en 15 ml de agua destilada). Purgar el sistema con nitrdgeno durante 15 minutos, adicionar una
solucion de KOH (65 g de KOH disueltos en 85 ml de agua) a cada botella de gas lavador y de nuevo purgar con
nitrégeno. Adicionar a los matraces de destilacién 90 ml de HCI 4 N mientras se continlia purgando el sistema.

El flujo de nitrdgeno debe ser ajustado de manera que en las botellas lavadoras de gas se observe una corriente
suave y constante de burbujas. Suministrar agua al refrigerante y someter a calentamiento los matraces de
destilacion para causar reflujo durante 25 minutos (90 voltios). Cuando se obtiene un reflujo continuo suministrar
mas calor (120 voltios) y reflujar durante 105 minutos. Quitar el agua a los refrigerantes y continuar calentando hasta
que el primer adaptador muestre algo de condensacién. Suspender el suministro de calor y el flujo de nitrégeno,
quitar el tubo receptor y vaciar su contenido en un vaso de precipitados de 250 ml. Enjuagar el tubo receptor con
agua destilada y vaciar el agua en el mismo vaso de precipitados. Enjuagar cada una de las partes del sistema
(refrigerante, adaptador, primer condensador y concentrador) con agua destilada y vaciarla en el vaso de
precipitados (utilizar aproximadamente 175 ml). Titular todo el contenido del vaso de precipitados con NaOH 0,05 N
adicionando unas gotas de rojo de metilo hasta que vire a amarillo claro pH 6,2.

Calcular el porcentaje de SO2 con la siguiente férmula.
ml de NaOH x N del NaOH x 3,205

% SO2 =

g de muestra

Figura 1

9. Cochinilla o carmin



9.1 Determinacion de acido carminico
9.1.1 Materiales y reactivo

Matraz aforado de 1 |

Vaso de precipitados de 250 ml
Acido clorhidrico 2 N

9.1.2 Preparacion de la muestra

La muestra de rojo carmin se hidroliza con HCI para liberar todo el acido carminico y su absorbancia a una
longitud de onda de 494 nm.

9.1.3 Procedimiento
Pesar exactamente 0,10 g de muestra en un vaso de precipitados de 250 ml, adicionar 30 ml de HCI 2 N y
calentar a ebullicién en bafio maria durante 3-4 minutos, vaciar cuantitativamente esta mezcla en un matraz aforado

de 1|y llevar al volumen con agua destilada.

Prepare un blanco de reactivos con HCI 2 N y agua destilada en parte proporcional a lo usado para analizar la
muestra. Leer la absorbancia de la solucidon en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 494 nm.

Calcular el porcentaje de acido carminico de acuerdo a la siguiente formula:
A x 100

% Acido carmico = -----------m-mnmnmnm-

139xbxW
donde:
A = Absorbancia (valor leido a 494 nm).
b = Espesor de la celda.
13,9 = Factor.

W = Peso de la muestraen g.

10. Curcuma

10.1 Determinacion de curcumina

10.1.1 Reactivos

Acetona

Estandar de curcumina para sintesis (C21H2006)
10.1.2 Preparacion del estandar

Colocar 250 mg de curcumina estandar pesados exactamente en un matraz volumétrico de 100 ml, anotar el
peso en mg como w. Disolver en acetona, llevar al volumen con acetona y mezclar.

Tomar 1 ml de esta solucién y colocar en un segundo matraz volumétrico de 100 ml llevar al volumen y mezclar,
finalmente tomar con una pipeta 5 ml de la solucién anterior, y colocarlos en un matraz volumétrico de 50 ml, llevar al
volumen con acetona y mezclar.

10.1.3 Preparacion de la muestra



Colocar 250 mg de muestra exactamente pesada dentro de un matraz volumétrico de 100 ml, anotar el peso en
mg como W. Disolver en acetona, llevar al volumen con acetona y mezclar. Tomar 1 ml de esta solucion y colocar en
un segundo matraz de 100 ml, llevar al volumen con acetona y mezclar finalmente, pipetear 5 ml de la solucion
anterior, y colocarla en un matraz volumétrico de 50 ml, llevar al volumen con acetona y mezclar.

10.1.4 Procedimiento

Determinar la absorbancia de cada solucion a 418 nm en una celda de 1 cm, usando como blanco acetona.

Calcular el por ciento de curcumina en la muestra con la siguiente formula:

100 x w/W x Au/As = % de curcumina

donde:

Au = Absorbancia de la muestra.

As = Absorbancia del estandar de curcumina.

w = Peso del estandar en mg.

W = Peso de la muestra en mg.

Nota: Las lecturas de absorbancia deben realizarse lo mas pronto posible después de ser preparadas las
soluciones para evitar pérdidas en el color.

11. Harina de semilla de algodon cocida, tostada y parcialmente desgrasada
11.1 Determinacion del contenido de gosipol libre.
11.1.1 Procedimiento

Pesar 1 g de la muestra y transferirla a un matraz Erlenmeyer de 250 ml. Recubra el fondo del matraz con perlas
de vidrio de 6 mm de didmetro. Transferir 50 ml de una solucién de acetona-agua (7:3) al matraz, tapar y agitar en un
agitador mecénico durante 1 hora. Filtre esta solucion a través de un papel filtro seco de porosidad media, recibiendo
en un matraz pequefio y descarte los primeros ml del filtrado. Tomar 2 porciones de 10 ml del filtrado y depositar
cada una de éstas en matraces volumétricos por separado de 25 ml. Llevar la primera porcién al volumen con una
solucion de alcohol isopropilico - agua (8:2).

A la segunda alicuota agregar 2 ml de anilina redestilada y calentar en bafio maria por 30 minutos. Calentar en
bafio maria una solucion conteniendo 2 ml de anilina y 10 ml de una solucién acetona - agua (7:3), quitar ambas
soluciones del bafo, enfriar a temperatura ambiente, y llevar al volumen con una solucion de alcohol isopropilico -
agua (8:2).

Medir la absorbancia de las 2 soluciones muestra y del reactivo contra el alcohol isopropilico a un maximo
cercano a 460 nm.

Calcule la absorbancia corregida (diferencia entre la absorbancia de las muestras, corregidas con el blanco) y
compare contra estandares preparados de manera similar.

12. Oleorresina de paprika

12.1 Determinacion de capsaicina

12.1.1 Procedimiento

Pesar exactamente 5 g en un matraz, adicionar 100 ml de metanol al 70%, agitar por 30 minutos. Dejar reposar la
solucion por 5 minutos vy filtrar. Tapar el embudo para evitar la evaporacion. Los primeros 25 ml del filtrado se
descartan y el resto del filtrado se mezcla bien. Distribuir esta solucion en matraces de 100 ml y prepararlos de la

siguiente manera:

Matraz 1 Matraz 2 Matraz 3 Matraz 4



Solucién filtrada 4,00 ml 4,00 ml -- --

Agua destilada 17,80 ml 16,80 ml 19,00 ml 18,00 ml
HCI1 N 1,00 ml -- 1,00 ml --
NaOH1N -- 2,00 ml -- 2,00 ml

Valor Determinado Al A2 A3 A4

Las soluciones se mezclan en los matraces con 100 ml de metanol. La absorbancia se evallla Al-A4 , las 4
soluciones son medidas a 248 y 296 nm (lampara de deuterio, celda de cuarzo).

Caélculos:
[(A2 - AL) - (A4 - A2)] x 2500

a) az248nm = % de capsaicina

314 x W

[(A2 - Al) - (A4 - A3)] x 2500

a) aZ296nm = % de capsaicina
127 x W
donde:

2500 = dilucion.
314 y 127 = factores de correccion.
W = Peso de la muestra en g.
Determinaciones réplicas de (a) y (b) no pueden diferir mas de 10%. Puede repetirse esta determinacion.

12.2 Determinacion de ASTA (American Spice Trade Association). Evaluar el color conforme al siguiente
procedimiento:

12.2.1 Materiales y reactivos

Espectrofotémetro, capaz de medir exactamente la absorbancia a 460 nm
Celdillas de absorcion cuadradas de 1 cm con tapon

Matraces volumétricos con tapdn de vidro esmerilado

Pipetas de vidrio de 10 ml

Papel glassine

Papel filtro Whatman No. 40 o equivalente

Acetona grado reactivo

Cristales de sulfato de amonio y cobalto

Dicromato de potasio grado reactivo

El sulfato de amonio y cobalto debe secarse por una semana en un desecador conteniendo sulfato de calcio
anhidro. No es necesario un tratamiento preliminar para el dicromato de potasio.



Solucién estandar de color: 0,3005 g/l de dicromato de potasio, mas 34,96 g/l de cristales de sulfato de amonio y
cobalto en una solucién de H2SO4 1,8 M. La absorbancia de esta solucién en una celdilla de 1 cm a 460 nm podria
ser 0,600.

12.2.3 Procedimiento

Pesar exactamente una muestra de 50 a 80 mg en un matraz volumétrico de 100 ml y llevar al volumen con
acetona. Hacer la extracciéon en un tiempo minimo de 15 minutos, agitando ocasionalmente. Con una pipeta de 10
ml, transferir 10 ml del extracto en otro matraz volumétrico de 100 ml y llevar al volumen con acetona. Filtrar el
extracto diluido usando papel Whatman No. 40; desechar 10 a 15 ml del primer filtrado. Decantar una porcion del
filtrado en una celdilla y medir la absorbancia a 460 nm, usando acetona como blanco.

Determinar la absorbancia de la solucién estandar de color a 460 nm.

Célculos:

A x 164 x If

donde:

C = Valor de color extraido ASTA.

A = Absorbancia de extracto de acetona a 460 nm.

W = peso de la muestra en g.

If = 0,600/As longitud de la celda y factor de correccién del instrumento.
As = Absorbancia de la solucion estandar de color.

12.3 Determinacion de solventes residuales

Este procedimiento es para la determinacion de residuos de acetona, dicloruro de etileno, hexano, isopropanol,
metanol, diclorometano y tricloroetileno.

12.3.1 Materiales y reactivos

Cabeza de destilacion

Trampa Clevenger disefiada para usarse con aceites mas pesados que el agua. Disefio en la figura No. 2

Tolueno. El tolueno usado para este analisis no debe contener alguno de los solventes a determinar por este
método. La pureza puede determinarse por cromatografia de gas utilizando una de las siguientes columnas o sus
equivalentes:

17% en peso de UCON 75-H-90 000 sobre una malla 35/80

20% de UCON LB-135 sobre una malla 35/80

15% de UCON LB-1715 sobre una malla 60/80 o sobre una malla de 50/60

Siga las condiciones descritas en el procedimiento e inyecte la misma cantidad de tolueno como la inyectora en el
andlisis de los solventes. Si las impurezas interfieren con la prueba apareceran como picos presentes antes del pico

del tolueno y podrian ser removidos por destilacion fraccionada.

Benceno. El benceno usado para este analisis debe estar libre de impurezas que interfieran; la pureza puede ser
determinada como se describié para tolueno.

Detergente y Antiespumante



Deben ser utilizados productos libres de compuestos volatiles. Si estos compuestos estan presentes, pueden ser
removidos por ebullicion prolongada de las soluciones acuosas de los productos.

12.3.2 Solucién de referencia A

Prepare una solucion de tolueno conteniendo 2,5 g/kg de benceno. Si el tolueno disponible contiene benceno
como Unica impureza el nivel de este Ultimo puede ser determinado por cromatografia de gas y agregue suficiente
benceno hasta alcanzar el nivel o la concentracion de 2,5 g/kg.

12.3.3 Solucion de referencia B
Prepare una soluciéon conteniendo 0,63% de acetona en agua.
12.3.4 Preparacién de muestra A (todos los solventes excepto metanol)

Coloque 50 g de la muestra, 1 ml de la solucion de referencia A, 10 g de sulfato de sodio (Na2S04) anhidro, 50
ml de agua y una pequefia cantidad de detergente y antiespumante en un matraz de fondo redondo con un cuello de
vidrio rugoso (de grano) de 20/40. Fije en la cabeza del cuello un destilador con un condensador enfriado con agua
de 400 mm y un recipiente en el que recupere aproximadamente 15 ml del destilado. Agregue al destilado 15 g de
carbonato de potasio (K2CO3) anhidro, agite mientras se enfria y permita la separacion de fases. Todos los
solventes excepto metanol estaran presentes en la fase de tolueno, la cual es usada en el procedimiento. Separe la
fase acuosa para usarla en la preparacion de la muestra B.

12.3.5 Preparacion de la muestra B (sélo metanol)

Coloque la fase acuosa obtenida de la preparacion de la muestra A en un matraz de destilacion de fondo redondo
de 50 ml con el cuello de vidrio rugoso 24/40, agregue unas cuantas piedras de ebullicién y 1 ml de la solucién de
referencia B y recuperar aproximadamente 1 ml del destilado, el cual contendra algo de metanol de la muestra junto
con acetona como un patrén interno (de referencia). El destilado se usa en el procedimiento.

12.3.6 Procedimiento

Use un equipo de cromatografia de gas con un detector eléctrico y un sistema de inyeccion de muestra o
inyeccion en columna. En condiciones tipicas, el instrumento contiene una columna de 63 mm por 183 a 244 cm,
mantenida isotérmicamente entre 70 y 80 °C. La tasa de flujo del gas acarreador es de 50 a 80 ml/minuto y el
tamafio de la muestra es de 15 a 20 pl (para el detector eléctrico).

Las columnas A, B, C y D como se describen en tolueno pueden ser usados como sigue:

A Esta columna separa acetona y metanol de sus respectivas soluciones acuosas. Puede ser usada para separar
y analizar hexano, acetona incluso etileno en la fase de tolueno a partir de la preparacion de la muestra A. EL orden
de elucién es acetona, metanol y agua o hexano, acetona, isopropanol, diclorometano, benceno, tricloroetileno y
dicloruro de etileno en tolueno.

B Esta columna separa diclorometano e isopropanol. El orden de elucién es hexano mas acetona, diclorometano,
isopropanol, benceno, tricloroetileno en tolueno.

C Esta es la mejor columna para propoésitos generales, excepto para la determinacion de metanol. El orden de
elucion es hexano, acetona, benceno en tolueno.

D Esta columna es usada para la determinacion de metanol el cual eluye justo antes del pico grande de agua.

Calibracion.

Determine la respuesta del detector para radios conocidos de solventes por medio de la inyeccidon de mezclas
conocidas de solventes y de benceno en tolueno. Los niveles de solvente y de benceno en tolueno deben ser de la
misma magnitud que los presentes en la muestra bajo analisis.

Caélculo:

Calcule las areas de los solventes respecto al benceno y después calcule el factor de calibraciéon F como sigue:



Peso del solvente Area del benceno

F (solvente) = X

Peso del benceno Area del solvente
La recuperacion de varios solventes de la muestra respecto a la recuperacion del benceno es como sigue:
Hexano 52%
Acetona 85%
Isopropanol 100%
Diclorometano 87,5%
Tricloroetileno 113%
Metanol 87%
Calcule los mg/kg de solventes residuales (excepto metanol) por la siguiente férmula:

43.4 x F solvente x 100 Area del solvente

Solvente residual = X
% del solvente recuperado Area del benceno
donde:

43,4 = mg/kg del patron interno de benceno relacionado a 50 g de muestra para analisis.
Calcule los mg/kg de metanol residual por la férmula:;
100 F Area del metanol

Metanol reidual = X

0,87 Areade la acetona
donde:
100 = Concentracion en mg/kg del patron interno de acetona relacionado a una muestra de 50 g.

F = Factor de calibracion para metanol determinado por el uso de una mezcla conocida de metanol y acetona.
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13. Riboflavina-5-Fosfato

13.1 Determinacion de fosfato

13.1.1 Reactivos

Preparacién del estandar

Transferir 220 mg de fosfato monobasico de potasio KH3PO4 a un matraz volumétrico de 1000 ml, disolver y
llevar al volumen con agua y mezclar. Transferir 20 ml de ésta solucién a un matraz volumétrico de 100 ml, llevar al
volumen con agua y mezclar.

Preparacién de la prueba

Transferir 300 mg de la muestra a un matraz volumétrico de 100 ml, disolver, llevar al volumen con agua y
mezclar.

Solucién acida de molibdato.

Diluir 25 ml de una solucién de molibdato de amonio (7 g de (NH4)6Mo7024.4H20 en suficiente agua para hacer
100 ml) en 200 ml de agua y adicionar lentamente 25 ml de H2S0O4 7,5 N.

Solucién de sulfato ferroso

Justo antes de usarse, prepare una solucién acuosa al 10% de sulfato ferroso conteniendo 2 ml de H2S04 7,5 N
por 100 ml de solucién final.

13.1.2 Procedimiento

Transferir 10 ml de la preparacion estandar y de la preparacion de prueba en matraces Erlenmeyer de 50 ml por
separado, adicionar 10 ml de la solucién acida de molibdato y 5 ml de la solucion de sulfato ferroso a cada matraz y
mezclar.

Determinar la absorbancia de cada solucién en una celda de 1 cm a 700 nm con espectrofotometro, usando como
blanco una mezcla de 10 ml de agua, 10 ml de la solucién acida de molibdato y 5 ml de la solucién de sulfato ferroso.
La absorbancia de la solucién de prueba no es mayor que la de la preparacion del estandar.



13.3 Determinacion de riboflavina libre y riboflavina difosfato
13.3.1 Preparacion del estandar

Transferir 35 mg de riboflavina estandar de referencia en un matraz Erlenmeyer de 250 ml, adicionar 20 ml de
piridina, 75 ml de agua y disolver la riboflavina con agitacién frecuente. Transferir la solucion a un matraz volumétrico
de 1 000 ml y llevar al volumen con agua y mezclar. Transferir 20 ml de esta solucién a un segundo matraz
volumétrico, de 1 000 ml, ajustar el pH a 6,0 con la adicién de 8 ml de H2SO4 0,1 N, llevar al volumen con agua y
mezclar. Finalmente, transferir 25 ml de la dltima solucién a un matraz volumétrico de 100 ml, llevar a volumen con
una mezcla de dioxano - agua (1:3), y mezclar. Esta solucién contiene 0,175 pug de riboflavina por ml.

13.3.2 Solucién buffer

Disolver 15,6 g de fosfato monopotasico (NaH2P04.2H20) en 100 ml de agua, adicionar 59,3 ml de hidroxido de
sodio 1 Ny diluir a 2000 ml con agua. Verificar el pH con un potenciometro y ajustar a 7 si es necesario.

13.3.3 Preparacion de la muestra

Disolver 100 g de la muestra en 10 ml de solucién buffer pH 7. Prepare una tira de papel Whatman cromatografia
tipo 3 mm, de coeficiente de corrimiento medio u otro equivalente en papel para electroforesis y saturar el papel con
solucion buffer de pH 7. Usando una micropipeta aplicar 0,01 ml de la soluciéon muestra a lo largo de la linea angosta
del lado del catodo, quedando el papel del lado que contiene la muestra. Aplique un potencial de aproximadamente
250 volts, deje que la electroforesis continle por 6 horas y remueva el papel de la camara.

Detectar alguna riboflavina libre o difosfato de riboflavina, observando la linea a la luz del dia o bajo luz
ultravioleta. Si existe riboflavina libre, aparecera como una banda cercana a la linea de inicio, y el difosfato de
riboflavina aparecera como la linea mas alejada de la linea de inicio.

Precaucidn. La riboflavina se destruye si es expuesta a la luz ultravioleta por mas de unos segundos.

Corte las bandas respectivas, colocandolas en matraces Erlenmeyer de 250 ml por separado, conteniendo 35,0
ml de una mezcla de dioxano-agua (1:3), y permitiendo que se estabilice hasta que se eluyan completamente las
manchas de las franjas.

13.3.4 Procedimiento

Usando un fluorémetro disponible, determine la intensidad de la fluorescencia de cada solucién muestra y del
estandar a una longitud de 530 nm, utilizando una longitud de onda de excitacion de 460 nm.

La fluorescencia de las soluciones conteniendo la riboflavina y el difosfato de riboflavina, no serdn mayores que
las producidas por la preparacion estandar.

13.4 Determinacion de lumiflavina
13.4.1 Reactivo

Para preparar el estandar, diluir en un matraz volumétrico de 1 000 ml, 3 ml de dicromato de potasio 0,1 N y llevar
al volumen con agua.

Pase algo de cloroformo a través de una columna de alimina para remover cualquier resto de etanol. Para 10 ml
de este cloroformo, agregue 35 mg de la muestra, agite 5 minutos vy filtre. El color del filtrado no debe ser mas
intenso que el de 10 ml de la preparacion estandar cuando es visto en recipientes idénticos.

13.4.2 Procedimiento

Realice la prueba bajo luz tenue. En un matraz volumétrico de vidrio color ambar de 500 ml, disuelva 10 mg de
muestra en 100 ml de agua y agregue 2,5 ml de acido acético glacial y en un matraz volumétrico de 500 ml llevar al

volumen con agua. Coloque 20,0 ml de esta solucién en un matraz volumétrico de vidrio color &mbar, agregue 3,5 ml
de una solucién 1,4% p/v de acetato de sodio y llevar a 200 ml con agua.

Mida la absorbancia (A) a un maximo de 444 nm.

A x 5000



% Total de materias colorantes = -------------- x 1,367
328 x W

Donde: A= Absorbancia de la muestra a 444 nm.
W= Masa de la muestra en g.

13.5 Determinacion de anilina

13.5.1 Procedimiento

Disolver 20 g de la muestra en 400 ml de agua y afiadir 5 ml de NaOH 1 N. Agitar en un embudo de separacion y
separar con 4 porciones sucesivas de 50 ml de cloroformo, cada vez durante 5 minutos. Con porciones sucesivas de
400 ml de NaOH 0,1 N, lavar los extractos clorobencénicos reunidos hasta que la capa acuosa superior sea incolora.
Filtrar la solucién clorobencénica. Tomar 75 ml de extracto clorobencénico agitar con 2 porciones sucesivas de 50 ml
de HCI 0,5 N, y luego con 2 porciones sucesivas de 25 ml de agua. Neutralizar los extractos acuosos reunidos con
una solucién de NaOH al 30%; luego acidificar con 10 ml de HCI 0,5 N. Disolver en esta solucién de 1-2 g de
bromuro de potasio. Después de enfriar en agua helada afiadir alrededor de 20 gotas de nitrato de sodio 0,1 N y
dejar reposar durante 10 minutos. Eliminar el exceso de nitrato afiadiendo &cido aminosulfénico. Verter la solucién
en unos 5 ml de una solucion al 3% de sal R(sal sédica del acido naftol-2-sulfonico-3,6) adicionado con 10 ml de
NaOH 2 N. Dejar reposar durante 15 minutos. Acidificar la solucion de colorante en presencia de rojo congo
(indicador), hasta que éste vire al azul y filtrar. El colorante aminobencénico no pasara.

Afiadir agua al filtrado hasta 200 ml; luego medir la extincién a 490 nm (E4).
13.5.2 Célculo

E4 x 266
Contenido en anilina = ------=-=-m-mnmm--

(mg/kg) 2,26 x d4

1mg/ml

S ———— 490 para anilina = 226
1 cm

14. Guanina

14.1 Determinacion de guanina e hipoxantina
14.1.1 Materiales y reactivos

Matraces volumétricos de 1 000, 500 y 100 ml
Filtros de fibra de vidrio 934 AH

Matraz Erlenmeyer de 250 ml

Crisol Gooch No.4

Placa para calentar con agitador magnético
Barra magnética para agitar

Filtro de vidrio medio poroso

Vaso de precipitados de 200 ml de forma larga



Matraz de succidn
Vidrio de reloj

Filtro Fisher
Agitador de vidrio
Pipetas de 5y 50 ml

Espectrofotémetro ultravioleta cubriendo un rango de espectro de 300 nm a 230 nm con escala de longitud de
onda capaz de leer a 1 nm y absorbancia con una exactitud de 1% de error absoluto

Celdas de absorcién de cuarzo de 1 cm
Solucién buffer de carbonato-bicarbonato

Disolver 13,44 g de bicarbonato de sodio (grado reactivo) y 45,75 g de carbonato de sodio anhidro en agua
destilada y diluir a un litro

Filtro de tierra de diatomaceas, previamente lavado con agua-acetona (1:1) y secado

Acetona grado suprapuro

Solucion de hidréxido de sodio 1 N

Cristales anhidros de guanina

Cristales anhidros de hipoxantina

Preparacion del blanco

En un matraz volumétrico de 100 ml diluir 5 ml de NaOH de sodio 1 N con agua, llevar al volumen y mezclar.
Transferir una alicuota de 10 ml a un matraz volumétrico de 1 000 ml, afiadir 50 ml de solucién buffer de carbonato-
bicarbonato y llevar al volumen con agua.

14.1.2 Preparacion del estandar

Pesar exactamente 150 mg de guanina cristalizada anhidra (secada a 105°C) y 136 mg de hipoxantina (secada a
105°C) en dos matraces volumétricos de 100 ml por separado. Afadir 5 ml de NaOH 1 N y calentar en bafio de
vapor para facilitar la disolucion. Enfriar y llevar al volumen con agua. Transferir una alicuota de 10 ml a un matraz
volumétrico de 1 000 ml afiadir 50 ml de solucién buffer de carbonato-bicarbonato y llevar al volumen con agua.

Medir la absorbancia de cada solucion final a 273 y 259 nm en celdas de 1 cm contra el blanco.

Calcular E 1% 1cm evaluando ambas longitudes de onda para ambos estandares. Hacer varias determinaciones
y sacar el valor promedio para ser utilizado en los calculos. Una vez que el coeficiente de extincion del estandar ha
sido determinado, éste necesita ser verificado periddicamente.

14.1.3 Preparacion de la muestra

Pesar exactamente una cantidad apropiada de muestra (1g para un 10% de mezcla) del colorante (mezclada
perfectamente) dentro de un vaso de precipitados de forma larga de 200 ml. Afiadir acetona para dispersar la
muestra y filtrar aproximadamente 4 g. Mezclar bien. Filtrar a través de un crisol Gooch No. 4 conteniendo filtro de
fibra de vidrio. Lavar el vaso de precipitados y filtrar perfectamente con acetona mientras se va filtrando, permitiendo
pasar completamente antes de lavar de nuevo. Repetir 4 veces el lavado con acetona. Entonces lavar el vaso de
precipitados con agua para remover algun residuo de acetona.

14.1.4 Procedimiento

Transferir cuantitativamente el filtrado al fondo de un vaso de precipitados de forma larga de 200 ml, colocar una

barra de agitacion magnética. Lavar el crisol perfectamente con agua, adicionando el agua de lavado al vaso de
precipitados. Adicionar de 80 a 90 ml de agua y remover el material filtrado con agitacion. Afiadir 5 ml de NaOH 1 N,



cubrir con un vidrio de reloj, calentar a ebullicion agitando magnéticamente por 90 minutos. Con la ayuda del agua y
un filtrador Fisher, filtrar la muestra caliente a través de un filtro de vidrio poroso conteniendo un filtro de ayuda,
dentro de un matraz Erlenmeyer de 250 ml. Lavar el vaso de precipitados y el filtro de vidrio perfectamente con agua
hasta que el volumen del filtrado esté claro, aproximadamente de 100 a 150 ml.

Transferir el filtrado cuantitativamente con ayuda de agua a un matraz volumétrico de 500 ml, enfriar y llevar al
volumen con agua.

Medir la absorbancia de la solucién a 273 nm en una celda de 1 cm contra el blanco.
Célculos:
Coeficiente de extincion del estdndar
A
E1% lcm = ----------
Cxl
donde:
A= Absorbancia a longitud de onda especifica.
C= Concentracion % (p/v).
I= Longitud de onda en cm.
Concentracion de guanina e hipoxantina en la solucién problema:
(A273 x Eh259) - (A359 x Eh273)

Cg =

(Eg273 x Eh259) - (Eg259 x En273)
(A259 x Eg273) - (A273 x Eg259)

Cg =

(Eg273 x Eh259) - (Eh259 x Eh273)
donde:
Cg= Concentracion de guanina en % (p/v).
Ch= Concentracidn de hipoxantina en % (p/v).
A = Absorbancia a longitud de onda especificada.
Eg= Coeficiente de extincion del estandar de guanina a longitud de onda especificada.
Eh= Coeficiente de extincion del estandar de hipoxantina a longitud de onda especificada.
Guanina e hipoxantina en la muestra:

Cg x DF
% Guanina (p/p) = ----------------

w

Ch x DF



% Hipoxantina (p/p) = --------------

w
donde:
Cg = Concentracion de guanina en la solucién problema.
Ch = Concentracion de hipoxantina en la solucién problema.
DF = Factor de diluciéon en ml.

w = Peso de la muestra en g.



