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NORMA VENEZOLANA COVENIN
ALIMENTOS 1309-82
IDENTIFICACION DE ACIDO BEN- ( 1°® Revisidn)
Z0ICO, ACIDO SALICILICO Y
ACIDD SORBICO

1 NORMAS COVENIN A CONSULTAR

Esta norma es completa.

2 0OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

Esta norma contempla el método de ensayo para la identificacidn de
dcido benzoico, &cido salfcilico y 4cido sdrbico en alimentos por

cromatografia de papel frente a patrdén.

3 RESUMEN DEL ENSAYO

El método consiste en la extraccidn de los &cidos indicados a partir
de una muestra del alimento utilizando éter etilico y su separacidn

e identificacidn por cromatografia de papel.

4 EQUIPO DE ENSAYD

4.1 LAMPARA DE LUZ ULTRAVIOLETA, de ambas longitudes de onda (cor-
ta y larga).

4.2 PIPETAS AFORADAS DE MOHR

4,3 EMBUDOS DE SEPARALCIGN

4.4 MATRACES AFORADOS, de 100 ml
4.5 \JAS50S DE PRECIPITADO, de 250 ml
4.6 TUBOS DE CENTRIFUGA

4.7 EMBUDDS DE FILTRACION

4.8 EQUIPO PARA SUCCION




4.9 CAPSULA DE PROCELANA

4.10 BANO-MARIA

4.11 BALANZA ANALITICA, con apreciacidén de 0,1 mg.
4.12 MATERIAL PARA CROMATOGRAFIA DE PAPEL

4.12.1 Micropipetas de 10 y 2D/M/1.
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4.12.2 Cémara para cromatografia, saturada con el solvente mévil

por lo menos durante 20 min.

4.12.3 Papel para cromatografia, de 20 x 20 cm.

4.13 ESPECTROFOTOMETRE 5 de luz ultraviocleta con celdas de cuarzo.

4.14 CENTRIFUGA
4.15 AGITADOR MECANICO
4.16 MATRACES ERLENMEYERS

4.17 PAPEL DE FILTRO, de filtracidn répida.

5 REACTIVOS

Todos los reactivos utilizados a continuacidn, son de grado anali-

tico y el agua a menos que se indique lo contrario debe ser destila

da.

5.1 SOLVENTE MOVIL

Mezcla de acetona — etanol - hidrdxido de amonio al 25%

(70 + 5 + 20).

5.2 HIDROXIDO DE SODIO EN LENTEJAS (NaOH)
5.3 SOLUCION DE HIDROXIDO DE SODIO (4N)
5.4 ETER ETILICOD (cszn)

5.5 HIDROXIDO DE AMONIO (NHaﬂH)

.5.6 SOLUCION DE HIDROXIDO DE AMONID al 1% (v/v)
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5.7 SOLUCION DE HIDROXIDO DE SODIO (1N)

5.8 ACIDO SULFURICO (stn 98% de pureza)

4’
5.9 SOLUCION DE ACIDOD SULFURICO (4N)

5.10 ACIDO BENZOICO (C H COOH)

5.11 SOLUCION PATRON DE ACIDO BENZOICO
Se pesan 250 mg de dcido benzoico, se disuelven en éter etilico en

un matraz aforado de 100 ml y se lleva a volumen.
5.12 ACIDO SALICILICO (CﬁHéﬂHDUUH)

5.13 SOLUCION PATRON DE ACIDO SALICILICOD
Se pesan 100 mg de &Acido salicilico, se disuelven en éter etilico

en un matraz aforado de 100 ml y se lleva a volumen.
5.14 ACIDO SORBICO (CHS:EH:CHCH:DHBUDH)

5.15 SOLUCION PATRON DE ACIDO SORBICOD

S5e pesan 100 mg de &cido sdrbico, se disuelven en éter etilico en un

matraz aforado de 100 ml y se lleva a volumen.
5.16 ACIDO ACETICO GLACIAL (CHSCDDH)
5.17 DICROMATO DE POTASIO (chrzﬂ?)

5.18 SOLUCION DE DICROMATO DE POTASIO (0,1N)
Se pesan 1,47 g de dicromato de potasio, se disuelven con agua en un

matraz aforadeo de 100 ml y se lleva a volumen.

5.19 SOLUCION A

Se miden 10 ml de la solucidn de dicromato de potasic (5.18), se
agregan 10 ml de &cido acético glacial (5.16) y BO ml de agua desti-
lada.

A
5.20 ACIDO TIOBARBITURICD (84H4N2D25;

!

5.21 SOLUCION B
Se pesan 0,5 g de écido tiobarbiturico (5.20), se agregan 20 ml de
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agua destilada, 10 ml de la solucidn de hidrdxido de sodio (5.7),
11 ml de 4cido acético glacial (5.16) en un matraz aforade de 100 ml

y se lleva a volumen.

5.22 SOLUCION C
Se prepara una mezcla con 4 voldmenes de la solucidn A (5.19) vy

1 volumen de la solucidn B (5.21).
5.23 ETER DE PETROLED, punto de ebullicidn 409C - 600C.
5.24 SULFATO DE SODIO ANHIDRO (Nazsn4)

5.25 ALCOHDL ETILICO (C2H5DH)

& PROCEDIMIENTO

6.1 PREPARACION DE LA MUESTRA

6.1.1 Jugos, néctares, jarabes y bebidas no alcohdlicas

6.1.1.1 Se miden 25 ml de muestra y se diluye con 25 ml de agua

destilada.
6.1.1.2 Se acidifica con 2 ml de la solucidn (5.9).

6.1.1.3 Se transfiere a un embudo de separacidén y se extrae con

25 ml de éter etilico (5.4) agitando durante 1 min.

6.1.2 Bebidas alcohdlicas

6.1.2.17 Se miden 25 ml de muestra y se diluyen con 25 ml de agua.
6.1.2.2 Se alcaliniza la dilucidn (6.1.2.1) con la solucidn (5.3).

6.1.2.3 Se evapora en bafic de maria hasta cerca de 25 ml o hasta

que todo el alcohol se haya evaporado.
6.1.2.4 Se acidifica con la solucién (5.9).

6.1.2.5 Se transfiere a un embudo de separacidn y se extrae con

25 ml de éter etilico (5.4) egitando durante 1 minuto.
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6.1.3 Mermeladas y jaleas

6.1.3.1 Se pesan 20 g de muestra.
6.1.3.2 Se agregan 50 ml de agua.
6.1.3.3 Se mezcla y se acidifica con 2 ml de la solucidn (5.g).

6.1.3.4 Se transfiere a un embudo de separacidn y se extrae con

25 ml de éter etflico (5.4) agitando durante 1 minuto.

6.1.4 Carnes, pescados y productos vegetales

6.1.4.1 Se pesan 20 g de muestra en un vaso de precipitado de

250 ml.
6.1.4.2 Se afiaden 100 ml de agua y 2 ml de la solucidn (5.9).

6.1.4.3 Se transfiere a un embudo de separacidn y se extrae con

25 ml de éter etilico (5.4) agitando durante 1 minuto.

6.1.5 Margarina, mantequilla y mayonesa

6.1.5.1 Se pesan 20 g de muestra en un matraz Erlenmeyer con tapa

y se afiaden 100 ml de alcohol etflico (5.25).

6.1.5.2 Se agita por 15 minutos con agitador mecdnico (4.15) vy

luego se procede a centrifugar.

6.1.5.3 Se decanta el sobrenadante en un vaso de precipitado de

250 ml y se concentra hasta cerca de 5 ml en Bafio-maria.

6.1.5.4 Se diluyen con 25 ml de agua destilada y se acidifica con

2 ml de la solucidn (5.8).

6.1.5.5 Se transfiere a un embudo de separacidn y se extrae con

25 ml de éter etflico (5.4) agitando durante 1 minuto.

6.1.6 Productos de Pastelaria (panes, galletas y similares)

6£.1.6.17 ©Se pesan 20 g de muestra, se agregan 50 ml de agua y Z ml

de la solucidn 5.9 para acidificar.
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6.1.6.2 Se filtra con succidn, a través de un papel de filtro de

filtracidn répida.

NOTA

Si se forma una emulsidén, se agregan 10-15 ml de éter de petrdleo

(5.23) y se agita.

6.1.6.3 Se treansfiere el filtrado a un embudo de separacidén y se

extrae con 25 ml de éter etf{lico, (5.4) agitando durante un minuto.

6.2 DETERMINACION

6.2.1 Después de la primera extraccidn con éter etilico y agitacidn

por 1 minuto, se dejan separar las capas.

6.2.2 Se transfiere la capa acuUosa a otroc embudo de separacidn.
6.2.3 Se realiza una segunda extraccidn con 25 ml de éter etilico.
6.2.4 Se reunen los extractos etéreos.

6.2.5 Si. el extracto etéreo queda muy coloreado se purifica agre-
gando 3 porciones de 15 ml cada una de la solucidn $5.6), se acidi-
fica en presencia de papel tornasol con gotas de la solucidn (5.9)

y se hacen dos extracciones con porciones de 25 ml de éter etilico.

6.2.6 "Los extractos etéreos se pasan a través de sulfato de sodio
anhidro, (5.24), se evapora a sequedad con corriente de aire y se

redisuelve con 1 ml de éter etilico.

6.2.7 Se aplica sobre el papel cromatogrdfico entre 10 y ZD/LVE de
la muestra, (6.2.6), 101//1 de los patrones sérbico y salicilico vy
2D/V/l del patrdn benzdico.

6.2.8 Se deja correr el solvente hasta m&s o menos 18 cm por enci-

ma de la linea de aplicacidn.

6£.2.9 S5Se deja secar el papel a temperatura ambiente y se observa

bajo luz ultravioleta.
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6.2.10 E1 écido salicilico se observa como una meneha violeta bri-
llante, visible a ambas longitudes de onda mientras que los &cidos
benzdico y sdrbico se observan comoc manchas vieleta oscuro, con lon=~
gitud de onda corta, con un Rf muy parecido.

Para diferenciarlos se puede proceder de 2 formas:

6.2.10.1 Se practica la reaccidén colorimétrica caracteristica del

dcido sdrbico, gue se describe a continuacidn;

6.2.10.1.1 Se redisuslve con 10 ml de éter el residuo procedente
de la extraccidn y se transvasa a una cépsula de porcelana. Se eva-
pora a sequedad con corriente de aire. Se afiade 1 ml de reactivo
5.21 (Solucidén B). Se calienta 5 minutos en Bafio-maria y en caso

positivo aparece una coloracidén rojiza debida a la oxidacidn del 4ci-

do sérbico a malonaldehido.

6.2.10.1.2 Si el espectrofotdémetro dispone de un registrador se di-
luye convenientemente el residuo etéreo proveniente de la extraccidn.
Se registra en el espectrofotdémetro desde 360 nm (lémpara de hidré-
geno y celdas de cuarzo). E1l dcido sérbico presenta su mixima ab&
'éﬁrcién a 250 nm y el Acido bgnzdico presenta tres méximos caracte—

risticos: a 272 nm, a 267 nm y a 276 nm respectivaments.

7 EXPRESION DE LOS RESULTADGS

7.1 E1 écido salicilico se observa como una mancha violeta brillan-
te.

7.2 E1 &cido sdérbico y el &cido benzdico se observan como upna man-—
cha violeta oscuroc y para diferenciarlos se procede seqgln lo descri-

to en 6.2.10.1.2.




/8

8 INFORME

El informe del ensayo debe contener como minimo la siguiente infor-
macidn:

8.1 Ensayo realizado segdn la norma COVENIN N2 1309

8.2 Fecha en la cual se realizd el ensayo

8.3 Identificacidn de la muestra

B.4 Resultados del ensayo

8.5 Observaciones

8.6 Realizado por:
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