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Prefacio

La Oficina Nacional de Normalizacion (NC), es el Organismo Nacional de Normalizacion
de la Republica de Cuba y representa al pais ante las organizaciones internacionales y
regionales de normalizacion.

La elaboracién de las Normas Cubanas y otros documentos normativos relacionados se
realiza generalmente a través de los Comités Técnicos de Normalizacion. Su aprobacion
es competencia de la Oficina Nacional de Normalizacion y se basa en las evidencias del
consenso.

Esta Norma Cubana:

e Ha sido elaborada pro el Comité Técnico de Normalizacion NC/CTN 70 Carne y productos
carnicos, en el cual estan representados las siguientes entidades:

- Centro Nacional de Inspeccion de la Calidad (CNICA-MINAL).

- Empresa Carnica Habana.

- Empresa Carnica Tauro.

- Industrias Carnicas Bravo S.A.

- Instituto de Investigaciones para la Industria Alimenticia (I1A-MINAL).
- Instituto de Medicina Veterinaria (IMV-MINAG).

- Instituto de Nutricion e Higiene de los Alimentos (INHA-MINSAP).
- Laboratorio CUBACONTROL S.A.

- Laboratorio del MINCIN.

- Ministerio de las Fuerzas Armadas Revolucionarias.

- Oficina Nacional de Normalizacién.

- Unioén Carnica.

e Es una adopcion idéntica por el método de traduccion de la norma internacional
ISO 3091:1975 Meat and meat products. Determination of nitrate content (Reference method).
Al estar derogada la referencia normativa a la ISO 31000 en la norma adoptada, se sustituye
en el texto de la presente norma por la NC 274: 2003 Carne y productos carnicos. Preparacion
de la muestra de ensayo.

e Sustituye a la NC 79-06:1981 Carne y productos carnicos. Métodos de ensayo, en lo que se
refiere al Capitulo 29: Determinacion de Nitrato.

© NC, 2007

Todos los derechos reservados. A menos que se especifique, ninguna parte de esta
publicacién podrad ser reproducida o utilizada en alguna forma o por medios
electrénicos o mecanicos, incluyendo las fotocopias, fotografias y microfilmes, sin
el permiso escrito previo de:
Oficina Nacional de Normalizacion (NC)
Calle E No. 261, Vedado, Ciudad de La Habana, Habana 4, Cuba.

Impreso en Cuba.
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CARNE Y PRODUCTOS CARNICOS—DETERMINACION DEL CONTENIDO DE NITRATO
1. Alcance

Esta Norma Cubana especifica un método de referencia para la determinacién del contenido de
nitrato en carne y productos carnicos.

2. Referencias Normativas

NC 357:2004 Carne y Productos Carnicos-Determinacion del contenido de nitrito.
NC 274:2003 Carne y Productos Carnicos. Preparacion de la muestra de ensayo.

3. Definicién

Para los propositos de esta Norma Cubana se aplican las siguientes definiciones.

3.1-Contenido de nitrato de la carne y los productos cdarnicos:- es el contenido de nitrato
determinado bajo las condiciones de operaciéon especificadas en esta Norma Cubana, expresado
en miligramos de nitrato de potasio por kilogramos de la porcion de ensayo (partes por millén).

4. Principio

Extraccion de la porcion de ensayo con agua caliente, precipitacion de las proteinas vy filtracion.
Reduccién del nitrato a nitrito mediante cadmio metalico.

Adicion de sulfanilamida y dihidrocloruro de N-1-naftiliendiamina al filtrado para el desarrollo de
color rojo. El complejo de color rojo se mide a 538nm.

5. Reactivos

Todos los reactivos seran de calidad analitica. El agua que se use sera agua destilada o agua de
pureza equivalente.

5.1 Varillas de Zinc de aproximadamente 15cm de longitud y de 5 a 7cm de diametro.
5.2 Solucion para precipitar las proteinas.

5.2.1 Reactivo I:- Disuelva 106g de ferrocianuro de potasio trihidratado [K4Fe(CN)6+3H20] en
agua y diluya hasta 1000ml.

5.2.2 Reactivo II;- Disuelva 220g de acetato de Zinc dihidratado [Zn(CH3COO)2+2H20] y 30ml de
acido acético glacial en agua y diluya a 1 000ml.

5.2.3 Solucién saturada de Borax:- Disuelva 50g de tetraborato disédico decahidratado
(Na2B407+10H20) en 1 000ml de agua tibia y enfrie hasta temperatura ambiente.

5.3 Solucién de Sulfato de Cadmio 30g/l:- Disuelva 37g de sulfato de cadmio octohidratado
3CdS04+8H20 en agua y diluya hasta 1 000ml.

5.4 Solucién de acido clorhidrico aproximadamente 0,1 N:- Diluya 8ml de soluciéon de acido
clorhidrico concentrado (d20°C «1,19g/ml) hasta 1 000ml con agua.
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5.5 Solucién buffer de amoniaco de ph 9,6 a 9,7:- Diluya 20ml de acido clorhidrico concentrado
(d20°C+1,19g/ml) con 500ml de agua. Después de mezclado, afiadale 10g de sal disédica del
acido tetra-acético etilendiamina dihidratado [CH2N-(CH2-COOH)-CH2COONa]2+2H20 y 55ml
de amoniaco concentrado (d20°C +0,88g/ml). Diluya hasta 1 000ml con agua y mezcle. Chequee
el ph.

5.6 Solucion patron de nitrito de sodio:

5.6.1 Disuelva 1,000g de nitrito de sodio (NaNO2) en agua y diluya hasta 100ml en un matraz
aforado.

5.6.2 Pipetee 5ml de esta solucion y transfiérala a un matraz aforado de 1 000ml y diluya hasta
enrasar.

5.6.3 Con pipetas transfiera 5ml, 10ml y 20ml de la solucion preparada en 5.6 2 a sendos matraces
aforados de 100ml y diluya hasta enrasar. Estas soluciones patrén contienen 2,5ug; 5.0ug y
10.0ug de nitrito de sodio por mil respectivamente.

Las soluciones del 5.6 2 y 5.6 3 deben prepararse el mismo dia que se van a usar.

5.7 Soluciones necesarias para el desarrollo del color.

5.7.1 Solucién [I:- Disuelva por calentamiento en bafio de agua 2g de sulfanilamida
(NH2C6H4SO2NH2) en 800ml de agua. Enfrie, filtre si es necesario y adicione 100ml de solucién
de acido clorhidrico concentrado (d20°C +1,19g/ml) mientras agita continuamente. Diluya a 1 000mi
con agua.

5.7.2 Solucion II:- Disuelva 0,259 de dihidrocloruro de N-1 naftiletilendiamina
[CLOH7NHCH2CH2NH22HCI] en agua. Diluya a 250ml con agua. Conservar en frasco ambar bien
cerrado, en refrigeracién, por no mas de una semana.

5.7.3 Solucion 1lI:- Diluya 445ml de &cido clorhidrico concentrado (d20°C+1,19g/ml) a 1 000ml de
agua.

5.8 Solucion patrén de nitrato de potasio:- Disuelva 1,465g de nitrato de potasio (KNO3) en agua y
diluya a 100ml en un matraz aforado. Transfiera con pipeta 5ml de esta solucién a un matraz
aforado de 1 000ml y diluya hasta enrasar. Esta solucién contiene 73,25ug/ml de nitrato de potasio
y debe prepararse el mismo dia que se va a usar.

6. Aparatos.

6.1 Equipo eléctrico o mecanico capaz de homogenizar la muestra del laboratorio. Este incluye una
cortadora rotacional de alta velocidad o molino con un disco de orificios de diametro no mayor de
4,0mm.

6.2 Balanza Analitica.

6.3 Matraz Aforado de 100ml, 200mly 1 000ml.
6.4 Pipetas de 10ml y 20ml y de ser necesario de otra capacidad de acuerdo a la alicuota del
filtrado (8.8.1).
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6.5 Bafio de Agua hirviendo.
6.6 Papel de Filtro de 15cm de diametro y libre de nitritos y nitratos.
6.7 Equipos de vidrio para reduccién del nitrato (véase anexo).

6.8 Espectrometro o colorimetro fotoeléctrico que pueda usarse a 538nm con celda de vidrio de
1cm de longitud de trayectoria de la luz.

6.9 Erlenmeyer de 300ml.
7. Preparacién de la muestra
7.1 Tome una muestra representativa de no menos de 2509 (Ver NC 274:2003)

7.2 Prepare la muestra de ensayo (8.1) inmediatamente y de no ser posible, consérvela a una
temperatura de 0 a 5°C durante no mas de 4 dias. (Ver NC 274:2003)

8. Procedimiento

8.1 Preparacion de la muestra de ensayo:- Homogenice la muestra pasandola al menos dos veces
a través del equipo que corta y homogeniza (6.1) guarde en un recipiente completamente lleno y
bien cerrado en refrigeracion. Se analiza lo antes posible, pero en todos los casos dentro de las
24h a partir del momento que se toma la muestra.

NOTA: En caso de productos no cocidos, se analiza inmediatamente después de la homogenizacion.

8.2 Preparacion de la columna de cadmio.

8.2.1 Coloque de 3 a 5 varillas de Zinc (5.1) en la solucién de sulfato de cadmio (5.3) contenida en
un vaso de precipitado (1l de solucién de sulfato de cadmio es suficiente para la preparacién de

una columna de cadmio).

8.2.2 Remueva el cadmio metalico esponjoso que se deposita en las varillas de Zn cada 1 6 2
horas, agitando la solucion o por friccion entre ellas.

8.2.3 Finalmente, después de 6 a 8 horas, decante la solucion y lave el depdsito 2 veces con 1 litro
de agua, teniendo cuidado que el cadmio esté constantemente cubierto por una capa de liquido.

8.2.4 Transfiera el cadmio depositado con 400ml de solucién de acido clorhidrico (5.4) a una
mezcladora de laboratorio y mezcle por 10s. Coloque el contenido de la mezcladora dentro de un
vaso de precipitado.
8.2.5 Agite ocasionalmente el cadmio depositado con un agitador de vidrio y déjelo después por
una noche en una solucién de &cido clorhidrico. Agite una vez més para eliminar del cadmio todas
las burbujas de gas.

8.2.6 Decante la solucion y lave el cadmio manchado dos veces con 1 litro de agua cada vez.
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8.2.7 Ajuste un tapoén de lana de vidrio en la parte inferior de la columna de vidrio para contener el
cadmio (ver anexo).

8.2.8 Lave el cadmio que esta dentro de la columna de vidrio con agua hasta que la altura de la
columna de cadmio alcance alrededor de 17cm. Desaglie la columna ocasionalmente durante el
llenado cuidando de no permitir que el nivel del liquido caiga por debajo de la columna de cadmio.
Elimine las inclusiones de gas (utilizando una varilla de vidrio). El liquido debe fluir a una velocidad
que no exceda 3ml/min.

8.3 Porcién de Ensayo

Pese 10g de la muestra de ensayo con aproximacién de 0,00 Ig.

8.4 Desproteinizacion.

8.4.1 Transfiera la porcién de ensayo cuantitativamente dentro de un erlenmeyer (6,9) y afiadale
sucesivamente 5ml de solucion saturada de Bérax (5.2.3) y 100ml a agua a temperatura no menor

de 70°C.

8.4.2 Caliente el erlenmeyer y su contenido por 15 min en un bafio de agua hirviendo (6.5)
agitando repetidamente.

8.4.3 Enfrie a temperatura ambiente el erlenmeyer y su contenido y, adicione sucesivamente 2ml
del reactivo | (5.2.1) y 2ml del reactivo Il (5.2.2). Mezcle bien después de cada adicion.

8.4.4 Transfiera el contenido a un matraz aforado de 200ml (6.3). Diluya hasta enrasar con agua y
mezcle. Espere por 30 min a temperatura ambiente.

8.4.5 Decante cuidadosamente el liquido sobrenadante vy filtre el mismo a través de un papel de
filtro (6.6) hasta obtener un liquido claro.

NOTA: Si se requiere determinar el contenido de nitrito y nitrato en la misma muestra, el mismo filtrado
desproteinizado puede ser utilizado para ambas determinaciones.

8.5 Pretratamiento de la columna de cadmio:-

Lave sucesivamente la columna de cadmio con 25ml de solucién de acido clorhidrico (5.4), 50ml
de agua y 25ml de la solucién reguladora de ph (5.5). No permita que el nivel del liquido en la
columna caiga por debajo del borde superior del capilar que esta en la entrada de la columna de
cadmio.

8.6 Comprobacién de la capacidad reductora de la columna de cadmio.
8.6.1 Afada simultdneamente una alicuota de 20ml de la solucién patrén de nitrato de potasio (5.8)
y simultaneamente se afiaden 5ml de solucién reguladora de ph (5.5) dentro del depdsito de la

parte alta de la columna de cadmio. Recoja el efluente en un matraz aforado de 100ml.

8.6.2 Cuando el deposito esté casi vacio, lave las paredes con 15ml de agua, repitiendo el lavado
con otros 15ml de agua.
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Después que esta porcién haya corrido bien por la columna, llene completamente el depésito de
agua.

8.6.3 Después de recoger aproximadamente 100ml de efluente, retire el matraz de debajo de la
columnay diluya hasta enrasar.

8.6.4 Transfiera una alicuota de 10ml del eluato a un matraz aforado de 100ml (6.3) y proceda
como se especifica de 8.8.2 hasta 8.8.4.

8.6.5 Si la concentracion de nitritos en el eluato determinada por la curva de calibracion (Ver 8.10),
esta por debajo de 0,9ug de nitrato de sodio por ml (es decir 90% del valor tedrico), la columna de
cadmio debe acondicionarse de nuevo.

8.7 Reduccién de nitratos a nitritos.

8.7.1 Transfiera una alicuota de 20ml del filtrado (8.4.5) al depdsito de la parte superior de la
columna y adicionele simultaneamente 5ml de la solucién reguladora de ph (5.5). Recoja el
afluente de la columna en un matraz aforado de 100ml.

8.7.2 Proceda como se indica en 8.6.2 y 8.6.3.

8.8 Desarrollo del color.

8.8.1 Tome una alicuota del eluato no mayor de 25ml y transfiéralo a un matraz aforado de 100mi
(6.3) y adicione agua hasta alcanzar un volumen aproximado de 60ml.

8.8.2 Adicione 10ml de la solucion | (5.7.1) seguido de 6ml de solucion 1l (5.7.3) mezcle y deje
reposar la solucion por 5 min a temperatura ambiente en la oscuridad.

8.8.3 Adicione 2ml de la solucion 1l (5.7.2), mezcle y deje reposar la solucién de 3 a 10 min a
temperatura ambiente en la oscuridad. Diluya con agua hasta el enrase.

8.8.4 Mida la absorbancia de la solucion en una celda de 1cm de longitud Optica en un colorimetro
fotoeléctrico o un espectrofotémetro (6.8) a una longitud de onda de 538nm.

NOTA: Si la absorbancia de la solucién coloreada obtenida a partir de la muestra excede a la obtenida a
partir de la solucion patrén de concentracion mas alta, repita las operaciones descritas para el desarrollo del
color (8.8), tomando una alicuota del eluente mas pequefia (8.8.1).

8.9 Numero de Determinaciones.

Realice dos determinaciones independientes partiendo de porciones de muestras diferentes, las
cuales se toman de la misma muestra de ensayo.

8.10 Curva de Calibracion.
8.10.1 Transfiera a 4 matraces afarados de 100ml, 10ml de agua a el primero y 10ml de cada una

de las tres soluciones patrén (5.6) que contienen 2.5ug, 5.0ug y 10ug de nitrito por mililitro en cada
uno de los otros tres matraces respectivamente.
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8.10.2 Afiddale agua a los 4 matraces hasta obtener un volumen alrededor de 60ml y proceda
como se indica de 8.8.2 a 8.8.4.

8.10.3 Dibuje la curva de calibracion ploteando los resultados de absorbancia vs concentracion, en
ug/ml de la solucién patrén de nitrito.

9. Expresidon de los Resultados.

Calcule el contenido de nitrato de la muestra, expresado en miligramos de nitrato de potasio por
kilogramo usando la siguiente formula.

KNQa = 1.455(.::. 10000 —Halﬂﬂz)

mev
Donde:-

m:- masa en gramos de la porcion de ensayo.

V:- volumen en mililitros de la alicuota de la porcién del eluato (ver 8.8.1).

C:- concentracion de nitrito de sodio en microgramos por mililitros leidos por la curva de calibracion
y que se corresponden con la absorbancia de la solucién preparada con la porcion de ensayo. (ver

8.8.4).

NaNO2 nitrito contenido en la muestra expresado en miligramos de nitrito de sodio por kilogramos
y determinados segun indica (NC 357:2004).

El resultado final sera la media aritmética de dos determinaciones, siempre que el requisito de
repetibilidad sea cumplido (ver 9.2).

El resultado se expresa con una aproximaciéon de 1mg de nitrato de potasio por kilogramo de
producto.

9.2 Repetibilidad.

La diferencia entre el resultado de dos determinaciones realizadas simultaneamente o en rapida
sucesion por el mismo analista, no debera ser mayor del 10% de la media aritmética de dichos
resultados.

10. Reporte de ensayo.

El informe de ensayo debe mostrar:-
- el método segun el cual se realiz6 el muestreo, si se conoce.
- el método usado.
- el resultado(s) obtenido.
- si se ha chequeado la repetibilidad, el resultado final obtenido.
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También deberan mencionarse todos los detalles no especificados en esta Norma Cubana,
considerados como opcionales, conjuntamente con detalles de cualquier incidente que pueda
haber influido en el resultado(s).

El reporte de ensayo incluira toda la informacién necesaria para la completa identificacion de la
muestra.
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