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Prefacio

La Oficina Nacional de Normalizacion (NC), es el Organismo Nacional de Normalizacion
de la Republica de Cuba que representa al pais ante las Organizaciones Internacionales y
Regionales de Normalizacion.

La preparacion de las Normas Cubanas se realiza generalmente a través de los Comités
Técnicos de Normalizacion. La aprobacion de las Normas Cubanas es competencia de la
Oficina Nacional de Normalizacion y se basa en evidencia de consenso.

Esta Norma Cubana:

e Ha sido elaborada por el Comité Técnico de Normalizacion N° 27 “Bebidas alcohdlicas”
integrado por las entidades siguientes:

- Ministerio de la Industria Alimenticia.

- Instituto de Investigaciones de la Industria Alimenticia

- Instituto de Nutricién e Higiene de los Alimentos

- Ministerio del Comercio Interior.

- CubaRon S.A.

- Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cafia de Azlcar
- Laboratorios CUBACONTROL SA

- Unién de Bebidas y Refrescos.

- Empresa de Bebidas y Refrescos Ciudad de la Habana.
- Empresa de Bebidas y Refrescos de La Habana.

- Instituto de Investigaciones en Normalizacién.

- Oficina Nacional de Normalizacion.

e Sustituye a la NC 83-02-2: 82 Rones. Métodos de ensayo. Determinacién de esteres totales, y
la NC 83-29: 87 Industria de la fermentacion. Alcohol etilico. Determinacion de ésteres totales.

e Se basa en el método AOAC Oficial Method 972.07. Esters in Distilled Liquors.
Spectrophotometric Method. Final Action 1973 de la edicién 2000 del Manual de Métodos de
Ensayo de la AOAC para la
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0 Introduccién

La presente NC es el compendio de la adopcion parcial de la NOM 142- SSAJ—1995. Bienes y
Servicios. Bebidas alcohdlicas. Especificaciones Sanitarias. Etiquetado sanitario y comercial en lo
referente a la preparacion de la muestra para el ensayo y de la adopciéon del método vigente en
la AOAC Official Method 972.07. Esters in Distilled Liquors. Spectrophotometric Method. Final
Action 1973 de la edicién 2000 del Manual de Métodos de Ensayo de la AOAC para la técnica,
reactivos y calculos necesarios para el desarrollo de las reacciones de color.
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BEBIDAS ALCOHOLICAS—DETERMINACION DE ESTERES TOTALES—METODO
COLORIMETRICO

1 Objeto

Esta norma establece el método calorimétrico para determinar ésteres totales en bebidas
alcohdlicas. Es aplicable a alcoholes y aguardientes.

2 Referencias normativas

Las siguientes normas contienen disposiciones que, al ser citadas en este texto, constituyen
disposiciones de esta Norma Cubana. Las ediciones indicadas estaban en vigencia en el momento
de esta publicacion. Como toda norma esta sujeta a revision, se recomienda a aquellos que
realicen acuerdos sobre la base de ellas que analicen la conveniencia de usar las ediciones mas
recientes de las normas citadas seguidamente. La Oficina Nacional de Normalizacion posee en
todo momento la informacion sobre las normas internacionales, regionales y cubanas en vigencia.

NC-ISO 3696:2003 Agua para uso en andlisis de laboratorio. Especificaciones y Métodos de
ensayo. Grado 3.

NC 290:2003. Determinacion de grado alcohdlico en bebidas alcohdlicas.

3 Principio

El método se basa en la reaccion cuantitativa de los ésteres con hidroxilamina en solucidn alcalina
para formar un acido hidroxamico que después de la acidificacién, forma un complejo coloreado
con iones férricos. La concentracion en ésteres es proporcional a la absorbancia a 525 nm.

4 Aparatos y Reactivos

Aparatos usuales en el laboratorio y en particular:

4.1 Matraz aforado de 250 mL

4.2 Balén de destilacion con cuello largo de 1000 mL

4.3 Condensador de espiral o serpentin, de preferencia Graham, no menor de 400 mm

4.4 Trampa de vapor

4.5 Termémetro que cubra el rango de 0 a 30 °C

4.6 Manta, plancha, mechero o bafio de agua.

4.7 Pipeta volumétrica de 2 mL

4.8 Pipeta volumétrica de 4 mL 6 de 5 mL graduada en 0.1 mL

4.9 Bureta apropiada con divisiones no mayor de 0,1 mL

5
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4.10 Tubos de ensayo con tapa de preferencia de longitud 20 cm y didmetro interno 2,5 cm.

4.11 Espectrofotémetro o colorimetro fotoeléctrico que permita lecturas a 525 nm

4.12 Acido Clorhidrico 36 % PA

4.13 Agua PA

4.14 Etanol 96 % viv

4.15 Acetato de Etilo PA

4-16 Hidroxilamonio Cloruro PA o Hidroxilamina Hidrocloruro PA

4.17 Hierro 1l Cloruro 6-hidratado, trozos PRS

4.18 Sodio Hidroxido lentejas PA.

5 Soluciones

5.1 Acido clorhidrico 4 M. Diluir 333 ml de HCL 36 % a 1 L con H 20.

5.2 Solucion de cloruro férrico 0.37 M. Disuelva 50 g. de Fe cI3.6h20.p.a. en cerca de 400 mL de
agua y trasvaselo a un matraz aforado de 500 mL, afada 12.5 mL de Acido Clorhidrico 4 M.

Enrase con agua destilada

NOTA La coloracién de la disolucién es marrén. Si la coloraciéon es verdosa el cloruro férrico esta reducido
a ferroso y no puede emplearse.

5.3 Solucién de hidrocloruro de hidroxilamina 2 M. Disuelva 69,6 g de H2NOH.HCL en agua en un
frasco volumétrico de 500 mL y enrasar. Almacenar en refrigeracion no mas de una semana.

5.4 Solucidn de hidréxido de sodio 3.5 N. Disolver 70 g de hidréxido de sodio en aproximadamente
400 ml de agua (recientemente hervida) en un frasco volumétrico de 500 mL. Enfrie a temperatura
ambiente y enrase con H,0.

5.5 Disoluciéon de Hidroxilamonio Cloruro 1 M en Hidroxido de Sodio 1.75 M: mezclar
inmediatamente antes de su uso, volimenes iguales de los reactivos 5.3 y 5.4. Desechar a las 6
horas.

6 Procedimiento
6.1. Construccién de la curva patron

Preparacioén de la solucion patrén de acetato de etilo No. 1: (0.333 g de acetato de etilo por litro en
alcohol de grado similar a las muestras a analizar). Pesar aproximadamente 0.1667 g de acetato
de etilo en un recipiente adecuado que contenga 10 mL de la solucién hidroalcohdlica similar (a
20°C) a la muestra a analizar vy transferir cuantitativamente en un frasco volumétrico de 500 mL
con no menos de 20 mL de solucién hidroalcohdlica. Enrasar con esta misma solucion.
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6.2 Soluciones patrones para la curva patrén

Para una serie de cinco frascos volumétricos de 100 mL adicionar con una pipeta o bureta (0.0),
(15.0), (30.0), (45.0) , (60.0) y (90) mL de la solucion patron No.l. Diluir hasta volumen con
solucién hidroalcohdlica del grado aproximado de las muestras y mezclar. Las soluciones tendran
(0.0), (5.0), (10.0), (15.0), (20.0) y (30) g de acetato de etilo en 100 L respectivamente (si se ha
pesado exactamente 0,1667 g. de acetato de etilo).

6.3 Solucidon de referencia:

Tomar 4 mL de la mezcla de reaccion 5.5 y 2 mL de acido clorhidrico 4 M, mezclar en tubo de
ensayo y afiadir 2 ml de la solucién de referencia (0.0) 6.2

Introducir en una serie de tubos de ensayo, 2 ml de cada una de las soluciones patrones de
acetato de etilo 6. 2 y 4 ml de la mezcla de reaccion 5.5

Agitar y dejar reaccionar entre uno y veinte minutos. Afadir 2 mL de la dilucién de &cido clorhidrico
4 M y mezclar. Afadir 2 mL de dilucion de Hierro Il cloruro 0,37 M a cada uno de los tubos, tanto
al de la solucién de referencia como a los de las soluciones patrones de acetato de etilo.

Efectuar las lecturas calorimétricas a una longitud de onda de 525 nm.

Obtener las graficas de calibrado mediante la representacion de las diferencias de absorcion de las
soluciones de patrones de acetato de etilo, respecto a la soluciéon de referencia, en funcién de la
concentracion de acetato de etilo.

6.4 Determinacion:

6.4.1 Preparacion de la muestra

En los productos que no poseen color, azlcar o sélidos disueltos, como el caso del aguardiente
fresco de cafia, alcohol, etc., la determinacion de los ésteres se realiza en la muestra directa. Si la
muestra contiene mas de 30 g de ésteres en 100 mlL, diluir con agua para mantener

concentraciones de ésteres de 5-30 g/100 L.

Cuando sea necesario realizar destilacién se procedera en cada caso segin norma NC 290:2003
Bebidas Alcohdlicas. Determinacién del grado alcohdlico.

6.4.2 Determinacion del contenido de ésteres en las muestras.

Pipetear 2 mL de muestra y 4 mL de la mezcla de reaccién hacia otro tubo de ensayo. Mezclar y
dejar reaccionar 20 minutos, afiadir 2 mL de &cido clorhidrico 4 M y mezclar. Adicionar 2 mL de
la solucion de cloruro de hierro (Ill), agitar y proceder a la lectura de la absorcién, utilizando la
solucion de referencia como blanco.

Calcular la concentracion de ésteres utilizando la curva patrén.
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Observaciones:

El mismo blanco, puede ser usado para una serie de muestras de distinto contenido en ésteres,
pero de semejante graduacion alcohdlica y solo se mantendra durante un dia.

7 Expresién de los resultados
Los resultados se expresan en g/ 100 L de muestra.

Si se requiere en g/100 L de alcohol absoluto, multiplique el valor obtenido anteriormente por 100 y
dividalo por el grado real de la muestra ( % de alcohol en volumen a 20 °C de la muestra).

Los resultados se expresan con una aproximacion de una décima.
8 Repetibilidad y Reproducibilidad

La Desviacion Tipica Relativa de la Repetibilidad y de la Reproducibilidad no podra exceder de
5% y 8 % respectivamente.
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