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PROLOGO

La Comisién Venezolana de Normas Industriales (COVENIN), creada en
1958, es el organismo encargado de programar y coordinar las actividades de
Normalizacion y Calidad en el pais. Para llevar a cabo el trabajo de elaboracién
de normas, la COVENIN constituye Comités y Comisiones Técnicas de Nor-
malizacién, donde participan organizaciones gubernamentales y no guberna-
mentales relacionadas con un 4rea especifica.

La presente norma fue elaborada bajo los lineamientos del Comité Técnico
de Normalizacién CT10: Productos Alimenticios, por el Subcomité Tecnico
SC8: Alimentos para animales, a través del convenio de cooperacion suscrito
entre la Asociacion Venezolana de Fabricantes de Alimentos Concentrados
(AFACA) y FONDONORMA, siendo aprobada por la COVENIN en su reu-
nién No 135 de fecha 09-08-95.

En la elaboracién de esta norma participaron las siguientes entidades:

AFACA, PROTINAL, Super S, U.C.V. Facultad de Agronomia, Instituto
Nacional de Higiene, PROMASA, Fundacion CIEPE.
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1 OBJETO

Esta Norma Venezolana establece la metodologia para de-
terminar el contenido de taninos condensados en una

muestra de granos de sorgo (Sorghum bicolor).
2 PRINCIPIO DEL METODO

El método se basa en la reaccién cromatica entre la cate-
quina y la vanillina.

3 APARATOS

3.1 Baiio de agua termostatado con agitacion automética.
3.2 Centrifuga

3.3 Termometro

3.4 Balanza analitica con apreciacion 0,001 g.

3.5 Pipetas automdticas de 5 mly 1 ml

3.6 Molino tipo ciclone

3.7 Tubos de ensayo con tapa de rosca (20 ml)

3.8 Balones aforados de 25 mly 50 ml

4 REACTIVOS

4.1 Catequina en solucion de 1000 ppm en metanol puro
(Solucién madre). Guarde en un frasco Ambar a 4°C.

4.2 Acido clorhidrico concentrado al 4% en metanol puro
(Blanco de dilucidn).

4.3 Acido clorhidrico concentrado al 8% en metanol
puro.

4.4 Vanillina al 1% en metanol puro. Guarde en un fras-
co de color ambar a 4°C.

4.5 Solucién reactiva (1:1) Mezcle a volamenes iguales la
Vanillina al 1% en metanol puro con dcido clorhidrico
concentrado al 8% en metanol puro. Esta solucién reac-
tiva debe ser preparada el mismo dia del analisis de las
muestras.

4.6 La solucion reactiva y la del dcido clorhidrico al 4%
en metanol puro, deben ser colocadas en el bafio de agua
termostatado a 30°C, antes de iniciar el analisis de las
muestras.

5 PROCEDIMIENTO
5.1 Curva de calibracion de catequina.

5.1.1 En balones aforados de 25 ml y empleando metanol
puro para enrasar, prepare soluciones de 0, 20, 40, 60,
100, 140, 200, 240 y 300 ppm de catequina a partir de la
solucién madre de 1000 ppm.

5.1.2 De cada solucién tome dos muestras de 1 ml. Colé-
quelas separadamente en dos tubos de ensayo. A la prime-
ra serie de tubos agrégueles con un intervalo exacto de 1
minuto, 5 ml de la solucidn reactiva. A la segunda serie
de tubos adiciéneles 5 ml de la solucién blanco de
dilucion,

5.1.3 Incube todos los tubos en el bafio de agua termosta-
tado a 30°C, agitando permanentemente durante 20 minu-
tos exactos. Lea la absorbancia en el espectrofotémetro
durante 20 minutos exactos. Lea la absorbancia en el es-
pectrofotometro a una longitud de onda de 500 mm. Man-
tenga estrictamente un intervalo de 1 minuto para cada
lectura, observando el mismo orden que utilizé para adi-
cionar los reactivos.

5.1.4 A la absorbancia de los tubos que contienen Vanilli-
na, réstele la correspondiente absorbancia del blanco.
Construya la curva de calibracion (absorbancia vs. mg. de
catequina). La extrapolacion de la parte lineal de la curva
(segmento inicial), permite la conversién de la absorbancia
a "equivalentes de catequina”.

5.1.5 Utilice como blanco para calibrar el espectrofotdme-
tro a 100% de tramitancia, 5 ml de la solucién reactiva a
la cual se le afiade 1 ml de metanol puro.

5.2 Extraccion de taninos condensados (Para mejores re-
sultados, la extraccion y el andlisis deben ser realizados en
un mismo dia)

5.2.1 Limpie los granos de sorgo para eliminar impurezas
y material extrafio.



5.2.2 Muela las muestras en un molino tipo ciclone, usan-
do un tamiz de 0.4 mm. Los granos deberan molerse con
no mas de un dia de anticipacién al andlisis.

5.2.3 Pese 200 mg del material molido en un tubo de cen-
trifuga, afiada 10 ml de metanol puro, tape e incube en un
bafio de agua a 30°C durante 20 minutos (sumergir los tu-
bos perfectamente tapados.

5.2.4 Centrifugar a 3000 r.p.m., durante 10 minutos. Ex-
traiga 1 ml de sobrenadante y coléquelo en un tubo de en-
sayo de 20 ml (blanco de la muestra). Tome otro ml de
sobrenadante y llévelo a un tubo de ensayo de 20 ml (prue-
ba de la muestra.

5.2.5 Descarte el residuo de la centrifugacion.
5.3 Anadlisis de los extractos.
5.3.1 Blanco de la muestra.

Agregar a cada tubo de ensayo, 5 ml del reactivo blanco de
dilucién con un intervalo de 1 minuto. Incubar a 30°C du-
rante 20 minutos exactos con agitacion constante (sumer-
gir el tubo perfectamente tapado en el bafio de agua).

5.3.2 Anilisis de la muestra.

Agregar a cada tubo de ensayo, 5 ml de solucién reactiva
con un intervalo de 1 segundo. Incubar a 30°C durante 20
minutos exactos con agitacién constante (sumergir el tubo
perfectamente tapado en el bafio con agua).

5.3.3 Lectura en el espectrofotémetro.

§.3.3.1 Leer muestras y blancos en el espectrofotdometro a
una longitud de onda de 50 n.m. Mantenga estrictamente
un intervalo de 1 minuto para lectura.

5.3.3.2 Guarde el mismo orden que utilizé para adicionar
los reactivos.

5.3.3.3 Debido a que el color se continua desarrollando en
la medida que el tiempo transcurre, el analista no debe re-
leer las muestras. A la absorbancia de la prueba de la
muestra, réstele la correspondiente del blanco de la
muestra.

La diferencia de absorbancia se compara con la curva de
calibracion para obtener los "equivalentes de catequina”.

6 CALCULOS

mg. de catequina (curva)x 100

Equivalentes de catequina =
9%, peso de la muestra (mg)

7 INFORME

7.1 El informe del ensayo debe contener como minimo la
siguiente informacién:

7.1.1 Ensayo realizado segun la Norma Venezolana CO-
VENIN, correspondiente.

7.1.2 Fecha en la cual se realizé el ensayo y nombre del
analista.

7.1.3 Identificacion de la muestra.

7.1.4 Resultados del ensayo.
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