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REGLAMENTO (CEE) N° 3220/90 DE LA COMISION
de 7 de noviembre de 1990

por el que se determinan las condiciones de empleo de ciertas practicas
enolégicas establecidas en el Reglamento (CEE) n° 822/87 del Consejo

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,

Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Econdémica
Europea,

Visto el Reglamento (CEE) n° 822/87 del Consejo, de 16
de marzo de 1987, relativo a la organizacién comin del
mercado vitivinicola ('), modificado en ltimo lugar por el
Reglamento (CEE) n° 1325/90 (%), y, en particular, el apar-
tado 6 de su articulo 5,

Considerando que para la polivinilpolipirrolidona y las
bacterias lacticas, el Reglamento (CEE) n° 822/87 esta-
blece que se determinen las condiciones de empleo;

Considerando que las medidas previstas en el presente
Reglamento se ajustan al dictamen del Comité de gestién
del vino,

HA ADOPTADO EL PRESENTE REGLAMENTO :

Articulo 1

1. La polivinilpolipirrolidona cuyo empleo est4 previsto
en la letra p) del apartado 1 y en la letra y) del apartado 3
del Anexo VI del Reglamento (CEE) n° 822/87 no puede
utilizarse mas que si cumple las prescripciones que
figuran en el Anexo I del presente Reglamento.

2. Las bacterias licticas cuyo empleo esti previsto en la
letra q) del apartado 1 y en la letra z) del apartado 3 del
Anexo VI del Reglamento (CEE) n° 822/87 no pueden
utilizarse més que si cumplen las prescripciones que
figuran en el Anexo II del presente Reglamento.

Articulo 2

El presente Reglamento entrard en vigor el tercer dia
siguiente al de su publicacién en el Diario Oficial de las
Comunidades Europeas.

Sera aplicable a partir del 1 de septiembre de 1990.

El presente Reglamento ser4 obligatorio en todos sus elementos y directamente aplicable

en cada Estado miembro.

Hecho en Bruselas, el 7 de noviembre de 1990.

() DO n° L 84 de 27. 3. 1987, p. 1.
() DO n° L 132 de 23. 5. 1990, p. 19.

Por la Comisién
Ray MAC SHARRY

Miembro de la Comisidn
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ANEXO I

PRESCRIPCIONES PARA LA PVPP

La polivinilpolipirrolidona (PVPP) cuyo empleo estd previsto en la letra p) del apartado 1 y en la letra y) del
apartado 3 del Anexo VI del Reglamento (CEE) n° 822/87 es un polimero poli [1 - (2-oxo - 1-pirrolidinileti-
leno)] reticulado de forma estadistica.

Se obtiene por polimerizacidén de la N-vinil-2-pirrolidona en presencia de un catalizador que es sosa ciustica
o una N,N-divinilimidazolidona.

CARACTERES
Polvo ligero, de blanco a blanco amarillento
Insoluble en agua y en los disolventes orgamicos

Insoluble en los 4cidos minerales fuertes y en los dlcalis.

ENSAYOS
1. Pérdida en la desecacién :

Inferior al 5 % en las condiciones siguientes :

Poner 2 g de PVPP en una capsula de silice de 70 mm de didmetro ; desecar en estufa a 100-105°C
durante 6 horas. Dejar enfriar en el desecador y pesar.

Observacion : Todos los limites fijados a continuacién se refieren al producto seco.

2. Cenizas

Peso de las cenizas inferior al 0,5 % en las condiciones siguientes :

Incinerar progresivamente, sin pasar de 500-550 °C, el residuo obtenido en el ensayo 1 y pesar.

3. Arsénico

Inferior a dos partes por millén en las condiciones siguientes : Preparacién del producto problema :

Introducir 0,5 g de PVPP en un matraz de vidrio borosilicatado de fondo redondo, colocado sobre un
disco con agujero y cuyo cuello se mantenga inclinado.

Afiadir § ml de acido sulfurico puro (RAs) y 10 ml de 4cido nitrico puro (RAs) y calentar progresiva-
mente. Cuando la mezcla empieza a ponerse parda, afiadir una pequefia cantidad de 4cido nitrico
siguiendo con el calentamiento, y se hace asi sucesivamente hasta que el liquido quede incoloro y que la
atmosfera del matraz se llene de humo blanco de SO,. Dejar enfriar, afiadir 10 ml de agua y calentar de
nuevo para expulsar los vapores nitrosos hasta obtener humo blanco. Esta operacién se vuelve a repetir
una segunda vez. Después de una tercera adicién de agua, se deja hervir un instante, se enfria y se lleva el
volumen a 40 ml con agua.

Reactivos (RAs)

1. Solucién arsénica concentrada (100 mg de arsénico por litro). Pesar exactamente 0,132 g de anhi-
drido arsenioso previamente desecado a 100 °C e introducir la sustancia en un matraz cbnico de 500
ml. Afiadir 3 ml de lejia de hidréxido de sodio y 20 ml de agua. Agitar hasta disolucién. Neutralizar
este licor arsenioso con ayuda de 15 ml de é4cido sulfirico diluido al 10 % (p/p) y afiadir agua de
bromo saturada (R) hasta que se mantenga el color amarillo de bromo libre (teéricamente 7 ml).
Llevar a ebullicién para expulsar el exceso de bromo, trasvasar a un matraz aforado de 1 000 ml y
enrasar con agua destilada.

2. Solucién arsénica diluida (1 mg de arsénico por litro). Mezclar :

Solucién arsénica concentrada de 100 mg de arsénico por litro ................ 104 ml
Agua-destilada csp. ... 1000 ml

1 ml de esta solucién contiene 1/1 000 de miligramo de arsénico.

3. Algodédn de acetato de plomo. Sumergir algodén hidréfilo en una solucién de acetato de plomo al
5.% (p/v), adicionada de 1 % de acido acético. Escurrir el agodén y dejarlo secar al aire. Conservar
en frasco bien cerrado.

4. Algodoén hidréfilo desecado en estufa a 100 °C. Conservar en frasco bien cerrado.

5. Papel de bromuro mercirico. En una cubeta rectangular, poner una solucién alcohdlica de bromuro
mercirico al 5 %. Sumergir en esta solucién papel de filtro blanco de 80 g por metro cuadrado,
cortado en trozos de 15 X 22 cm y plegado en dos. Escurrir el papel y dejarlo secar en oscuridad,
sobre un hilo no metalico. Eliminar el pliegue a lo largo de 1 c¢m y las bandas inferiores a lo largo
de 1 cm. Recortar el papel en cuadrados de 15 X 15 mm ; conservar en frasco bien cerrado, rodeado
de papel negro.
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. Solucién de cloruro estannoso. Atacar en frio 20 g de estafio puro para analisis, en granalla, con 100

ml de 4cido clorhidrico puro, d = 1,19. Conservar en presencia de estafio metélico al abrigo del aire,
en frasco con tapbn de valvula.

. Solucién de yoduro de potasio :

Yoduro de potasio ........... .. ... 10 g
AGUA, CS.P. it 100 ml

. Acido nitrico para la investigacién de arsénico (RAs).

Acido de densidad 1,38 a 20 °C, con un contenido en acido nitrico HNO, entre 61,5 y 65,5 %. No
debe dejar residuo fijo superior a 0,0001 %. No debe contener plomo detectable con ditizona, ni
mas de 1 millonésima de ion cloro, 2 millonésimas de ion sulfurico, 2 millonésimas de ion ortofos-
férico ni 1 cienmillonésima de arsénico.

. Acido sulftrico para la investigacién de arsénico (RAs)

Acido de densidad entre 1,831 y 1,835 a 20 °C, con 95 % como minimo de acido sulfirico H,SO,.
No debe dejar residuo fijo superior a 0,0005 %. No debe contener méas de 2 millonésimas de
metales pesados, 1 millonésima de hierro, 1 millonésima de ion cloro, 1 millonésima de ion nitrico,
S millonésimas de ion amonio ni 2 cienmillonésimas de arsénico.

. Solucién diluida de 4cido sulfirico al 20 % (v/v).

(36 g H,S0, en 100 ml)

Mezclar :
acido sulfirico puro (RAs) ..., 200 ml
agua destilada, csp. ...l 1000 ml

Zinc platinado.

Zinc puro, exento de arsénico, en granalla o en cilindros. Platinar este zinc colocandolo en un vaso
cilindrico y recubriéndolo con una solucidn de cloruro de platino al 1 por 20 000. Después de 2
horas de contacto, lavar el zinc con agua destilada, dejar escurrir el zinc platinado sobre un cuadrado
de papel secante en varios espesores, secar y poner en frasco seco.

Hay que comprobar que 5 gramos de este zinc situado en el aparato descrito a continuacién con 4,5
ml de acido sulfarico puro llevados a 40 ml con agua, a los que se afiade después 2 gotas de cloruro
estannoso y 5 ml de solucién al 10 % de yoduro de potasio, no forma ninguna mancha tras 2 horas
al menos sobre el papel de bromuro mercirico. Hay que comprobar también que 1 pg de arsénico
utilizado como se indica mas abajo forma una mancha apreciable.

Descripcidén del aparato :

—_— Utilizar un matraz de 90 a 100 ml cerrado por un tapén de vidrio
provisto de un tubo de vidrio de 6 mm de diametro interior y de
90 mm de longitud. La parte inferior de este tubo estd alargada y
provista de un orificio lateral (dispositivo antiarrastre). La parte superior
términa en una superficie plana esmerilada, perpendicular al eje del

S | SR S

B y tubo. Otro tubo de vidrio del mismo didmetro interior y de 30 mm de
Algodén A longitud, terminado en una superficie plana y esmerilada anéloga a la
de acetato X anterior, puede sujetarse a ésta y mantenerse mediante 2 muelles de
de plomo alambre o 2 brazaletes de caucho (véase figura).
Algodén ﬁ Procedimiento :
hidréfilo AN En el tubo de salida de gases, colocar, en A, un tapén de algodén
seco —\) hidréfilo seco y después un tapén de algoddn de acetato de plomo.
Colocar un cuadrado de papel de bromuro merctrico entre las dos
& = 6 mm partes del tubo de salida de gases en B y unir las dos partes del tubo.
En el matraz, poner los 40 ml de liquido sulfurico, 2 gotas de solucién
90 de cloruro de estafio y 5 ml de solucidén de yoduro de potasio. Esperar
a 15 minutos. Afiadir 5 g de zinc platinado y tapar inmediatamente el
100 ml matraz con el tubo ya preparado.

Dejar que se realice la salida de gases hasta su agotamiento (2 horas
como minimo). Desmontar el aparato, introducir el cuadrado de papel
de bromuro mercurico en 10 ml de solucién de yoduro de potasio
durante media hora, agitando de vez en cuando ; enjuagar abundante-
mente y dejar secar.

La mancha marrdn o amarilla debe ser invisible, o mas palida que la
obtenida en un ensayo paralelo realizado con 1 ml de solucién arse-
nical de 1 pg por ml, adicionada de 4,5 ml de 4cido sulfdrico puro y
llevada a 40 ml con agua, a los que se afiade a continuacién 2 gotas de
cloruro estannosso y 5 ml de solucién al 10 % de yoduro de potasio.
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4. Metales pesados

Expresados en plomo, inferiores a 20 partes por millén en las condiciones siguientes :

Disolver las cenizas tras la pesada en 1 ml de 4cido clorhidrico puro y 10 ml de agua destilada. Calentar
para activar la disolucién. Llevar a 20 ml con agua destilada. 1 ml de esta solucién contiene la materia
mineral de 0,10 g de PVPP.

10 ml de solucién de cenizas se ponen en un tubo de ensayo de 160 x 16 con 2 ml de una solucién de
floruro de sodio puro al 4 %, 0,5 ml de amoniaco puro, 3 ml de agua, 0,5 ml de 4cido acético puro y 2
ml de solucidn acuosa saturada de 4cido sulfhidrico. No debe producirse precipitado ninguno. Si aparece
una coloracién parda, debe ser inferior a la presentada por el testigo preparado de la forma siguiente :

En un tubo de ensayo de 160 x 16, poner 2 ml de solucién con 0,01 g de plomo (Pb) en 11(10 mg Pb
por litro), 15 ml de agua, 0,5 mi de floruro de sodio al 4 % (m/v), 0,5 ml de 4cido acético puro y 2 ml de
solucién acuosa saturada de 4cido sulfhidrico. Este tubo contiene 20 pg de plomo.

Observacién. A esta concentracidn, el sulfuro de plomo no precipita mas que en medio acético ; se
! P precip

podria obtener la precipitacién en presencia de 0,05 ml solamente de acido clorhidrico en 15 ml, pero

esta concentracién es demasiado delicada para ajustarla exactamente en la practica.

Al sustituir los 0,5 ml de é4cido acético por 0,5 ml de 4cido clorhidrico, sblo se harfa precipitar el cobre,
el mercurio, etc.

El hierro, eventualmente presente, en general en estado férrico, oxida al 4cido sulfhidrico dando un
precipitado de azufre que enmascara al precipitado coloidal de sulfuro de plomo. Si se afiaden 0,5 ml de
floruro de sodio para complejar el hierro, éste oxida al 4cido sulfhidrico mas lentamente.

Esta cantidad es suficiente para complejar 1 mg de hierro III. Aumentar la cantidad de floruro de sodio
si hay mads hierro.

Para los productos con calcio, es necesario filtrar tras la adicién del floruro.

5. Nitrégeno total

Entre 11 y 12,8 % en las condiciones siguientes :
Equipo :
A. El equipo esta formado por:

1. Un matraz redondo A de 1 I de vidrio de borosilicato que sirve de caldera, provisto de un embudo
con llave para llenarlo. Puede calentarse en horno de gas o eléctrico.

2. Un alargamiento C que sirve para recoger el liquido agotado procedente de la botella lavagases B.

3. Una botella lavagases B de 500.ml de cuello inclinado ; el tubo de llegada debe alcanzar la parte
mds baja del matraz redondo. El tubo de salida estd provisto de una bola antiarrastre que consti-
tuye la parte superior de la botella lavagases. Un embudo E con llave permite la introduccién del
liquido problema y de la lejia alcalina.

4. Un refrigerante de 30 a 40 cm de longitud, vertical, terminado por un bola de boquilla fina.

5. Un matraz cénico de 250 ml para recibir el destilado.

B. Matraz de mineralizacién, de fondo redondo y de forma ovoide de 300 ml, con cuello largo.

Productos necesarios:

Acido sulfarico puro,

Catalizador de mineralizacién,

Lejia de hidroxido de sodio al 30 % (m/m),

Solucién de 4cido bérico puro al 40 % (m/v),

Solucién de 4cido clorhidrico 0,1 N,

Indicador mixto de verde de bromocresol y rojo de metilo.

La caldera ha de estar provista de agua acidulada con 1 por 1000 de 4cido sulfdrico. Es conveniente
hacer hervir este liquido antes de la operacién, con la llave de purga P abierta para expulsar el CO,.

Procedimiento :

En el matraz de mineralizacién, introducir unos 0,20 g de PVPP pesados exactamente. Afiadir 2 g de
catalizador de mineralizacién y 15 ml de 4cido sulfirico puro.

Calentar a fuego directo, con el cuello del matraz inclinado, hasta que la solucién sea incolora y que las
paredes del matraz estén libres de productos carbonizados.
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Tras enfriamiento, diluir con 50 ml de agua y enfriar ; introducir este liquido en la botella lavagases B
mediante el embudo E; afiadir seguidamente de 40 a 50 ml de lejia de sosa al 30 %, con el fin de
obtener una clara alcalinizacién del liquido y arrastrar el amoniaco mediante el vapor ; recoger el desti-
lado en § ml de solucién de 4cido bérico, situados previamente en el matraz cénico de recepcidén con
10 ml de agua y con el extremo de la ampolla sumergido en el liquido. Afiadir 1 o 2 gotas de indicador
mixto y recoger de 70 a 100 ml de destilado.

Valorar el destilado con la solucién 0,1 N de acido clorhidrico hasta viraje al violeta rosado del indicador.

1 ml de solucién 0,1 N de 4cido clorhidrico corresponde a 1,4 mg de nitrdgeno.

Equipo para la destilacion del amoniaco
en corriente de vapor de agua
(segin Parnas y Wagner)

Las llaves P y E pueden sustituirse por un manguito plastico con pinza de Mohr

6. Solubilidad en medio acuoso

Inferior @ 0,5 % en las condiciones siguientes :

Introducir 10 g de PVPP en un matraz redondo de 200 m! con 100 ml de agua destilada. Agitar y dejar
en contacto durante 24 horas. Filtrar a través de filtro de 2,5 p de porosidad y, después, por filtro de
0,8 u de porosidad. El residuo seco dejado por la evaporacidén del filtrado, al bafio maria, debe ser infe-
rior a 50 mg.

. Solubilidad en medio acido y alcohélico

Inferior al 1 % en las condiciones siguientes :

Introducir 1 g de PVPP en un matraz redondo con 500 ml de la mezcla siguiente :

Acido acético ........ i, 3g
Etanol ........... ... ... .. ... .. 10 ml
Agua CSp. ...l 100 ml

Dejar en contacto durante 24 horas. Filtrar por filtro de 2,5 1 de porosidad y, después, por filtro de 0,8 p
de porosidad. Concentrar el filtrado al bafio maria. Terminar la evaporacién al bafio maria en una
capsula de silice de 70 mm de didmetro previamente tarada. El residuo dejado por la evaporacidn en seco
debe ser inferior a 10 mg, teniendo en cuenta el residuo dejado eventualmente por la evaporacién de 500
ml de la mezcla acido acético-etanol.

. Eficacia de la PVPP respecto a la adsorcién de los compuestos fendlicos

El porcentaje de actividad determinada segin las condiciones siguientes debe ser igual o superior al
30 %.

A. Reactivos :
1. Solucién de hidréxido de sodio 0,1 N
2. Solucién de 4acido salicilico 0,1 N

(13,81 g de 4cido salicilico se disuelven en 500 ml de metanol y se diluyen en 1 1 de agua).
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B. Procedimiento :

1. Pesar de 2 a 3 gramos de PVPP en un erlenmeyer de 250 ml y anotar el peso W, con una preci-
sién de 0,001 g.

2. Calcular el extracto seco de la muestra (porcentaje de sélidos) y anotar P en porcentaje con preci-
sién de un decimal.

3. Afiadir la solucién de 4cido salicilico 0,1 N segin la férmula :

43 x W x P = ml que deben afiadirse

4. Cerrar el matraz y agitar durante 5 minutos.

5. Pasar la mezcla a 25 °C a un embudo con filtro colocado sobre un buchner unido a un matraz de
250 ml; hacer el vacio hasta que se haya obtenido un filtrado suficiente para poder tomar 50 ml
(el filtrado debe ser claro).

6. Pipetear SO ml del filtrado y ponerlos en un matraz erlenmeyer de 250 ml.

7. Determinar con una solucién de sosa 0,1 N el punto de neutralizacién con fenolftaleina y anotar
el volumen Vs.

8. Valorar 50 ml de una solucién de icido salicilico (testigo) de la misma manera y anotar el
volumen Vb. .

C. Cdiculo :

vV, — V,
% actividad = ————— x 100 ,
Yy
Observacion : '
Todos los limites establecidos en los puntos 2 a 8 se refieren al producto seco.

9. N-vinilpirrolidona libre — no debe exceder del 0,1 %
Método

Suspender 4,0 g de la muestra en 30 ml de agua, agitar durante 15 minutos, pasar a través de un filtro de
placa de vidrio fitrado de 9 a 15 um (tipo G4) a un matraz cénico de 250 ml. Lavar el residuo con 100
ml de agua, afiadir 500 mg de acetato de sodio a los filtrados combinados y valorar con yodo 0,1 N hasta
estabilizacién del color del yodo. Afiadir 3,0 ml suplementarios de yodo 0,1 N, dejar reposar 10 minutos
y valorar el exceso de yodo con hiposulfito sédico 0,1 N; afiadir 3 ml de almidén SE (sustancia de
ensayo) hasta acercarse al punto de viraje. Realizar una determinacién en blanco. El consumo de yodo no
serd superior a 0,72 ml, lo que corresponde al 0,1 % méximo de vinilpirrolidona.

10. N'N-divinilimidazol libre — no debe sobrepasar 2 mg por kilogramo
Principio :
Determinaci6én por cromatografia en fase gaseosa en columna capilar de la migracién de N’N-divinilimi-
dazolidina libre en un disolvente (acetona) a partr de PVP insoluble.
Solucion de patrin interno :

En 500 ml de acetona, disolver 100 mg de nitrilo de 4cido heptanoico (nitrilo de 4cido enantico) pesado
con precisién de 0,1 mg.

Preparacion de la muestra :

Pesar de 2 a 2,5 g de polimero con precisién de 0,2 mg y pasarlos a un erlenmeyer de S0 ml. Con ayuda
de una pipeta, afiadir § ml de solucién de patron interno y, después, 20 ml de acetona. Agitar la mezcla
durante 4 horas; dejar reposar y estabilizar después durante al menos 15 horas y analizar el liquido
sobrenadante por cromatografia en fase gaseosa.

Solucién de calibracién :

Pesar 25 mg de N,N’-divinilimidazolidina con precisién de 0,2 mg y pasarlos a un matraz ; llevar a
100 ml con acetona. Con ayuda de una pipeta, transferir 2,0 ml de esta solucibén a otro matraz aforado de
50 ml y enrasar con acetona. Pasar 2 ml de esta solucién a otro matraz, afiadir 5 ml de la solucién de
patrén interno (véase mdas arriba) y llevar a 25 ml con acetona.

Condiciones de la cromatografia en fase gaseosa:

— Columna : « DB-Wax » (silice fundida) capilar (Carbowax reticu-

lada — 20 ml), 30 m de longitud, 0,25 mm de

) didmetro interior, 0,5 um de espesor de la pelicula.
— Programacién de la temperatura de la

columna : 140°C a 240 °C, 4° por minuto.
— Inyector : Inyector «split», 220°C
Efluente «split» 30 ml.
— Dectector : Detector termoiénico (optimizado segin las instruc-
ciones del fabricante), 250 °C.
— Gas portador : Helio, 1 bar (sobrepresion). ‘
— Cantidad inyectada : . 1 ul de solucién sobrenadante de la muestra o de solu-

cién de calibracién.
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Procedimiento :

Determinacién fiable del factor de calibraciéon para las condiciones especificas de analisis gracias a inyec-
ciones repetidas de solucién de calibracién. Analisis de la muestra. El contenido en N,N'-divinilimidazo-
lidina en el PVP insoluble no debe ser superior al 0,1 %.

Cdlceulo del factor de calibracion :

f _ WD ASK
Ws Ap
Wy = cantidad utilizada en mg de N,N’-divinilimidazolidina
W, = cantidad en mg de patrén interno
As = area bajo el pico del patrén interno
Ap = drea bajo el pico de la N,N’-divinilimidazolidina

Cdlculo del contenido en N,N’-divinilimidazolidina

Co = — T (mky)

Co = concentracién en mg/kg de la N,N’-divinilimidazolidina

f = factor de calibracién

Ap = area bajo el pico de la N,N’-divinilimidazolidina

W, = cantidad en miligramos de patrén interno afiadido a la muestra
As, = area bajo el pico del patrén interno

Ws = cantidad en gramos de muestra utilizada.
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ANEXO I

BACTERIAS LACTICAS

Prescripciones
Las bacterias lacticas cuyo empleo se prevé en la letra q) del apartado 1 y en la letra z) del apartado 3 del
Anexo VI del Reglamento (CEE) n° 822/87 deben pertenecer a los géneros Leuconosto, Lactobacillus o
Pediococcus. Deben transformar el 4cido maélico del mosto o del vino en 4cido y no dar gusto extrafio.
Tienen que haberse aislado de uvas, mostos, vinos o productos elaborados a partir de la uva. El nombre del
género, de la especie y de la referencia de la cepa deber4n-indicarse en la etiqueta, as{ como el origen y el

seleccionador de la cepa.

Las manipulaciones genéticas de bacterias licticas estardn sujetas a autorizacién previa.

Forma
Se utilizaran bien en forma liquida, bien en forma congelada o bien en forma de polvo obtenido por liofiliza-
cién, en cultivo puro o en cultivo asociado.
Bacterias inmovilizadas
El soporte de un preparado de bacterias licticas inmovilizadas debe ser inerte y debe admitirse su utilizacién
en la elaboracion del vino.
Controles
— Quimico :

Los mismos requisitos sobre las sustancias investigadas que en los otros preparados enoldgicos, especial-
mente los metales pesados.

— Microbioldgico :

— el contenido en bacterias licticas viables debe ser superior o igual a 10%g o 107/ml;

— el contenido en bacterias lacticas de una especie diferente de la cepa o cepas indicadas debe ser infe-
rior al 0,01 % de las bacterias lacticas totales viables ;

— el contenido en bacterias aerobias debe ser inferior a 10° por gramo de polvo o por mililitro ;
— el contenido en levaduras totales debe ser inferior a 10° por gramo de polvo o por mililitro ;

— el contenido en mohos debe ser inferior a 10° por gramo de polvo o por mililitro,

Aditivos
Los aditivos que intervengan en la preparacién del cultivo de bacterias lictivas o en su reactivacién deben ser
sustancias de utilizacién admisible en los productos alimentarios y deberéin figutar en la etiqueta.
Fecha de produccién

Deberin figurar en la etiqueta la fecha de salida de la fébrica de produccién.

Utilizacién
El fabricante deberd indicar el modo de empleo o el método de reactivacién.

Conservacién

Deberan figurar claramente en la etiqueta las condiciones de almacenamiento.
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Métodos de analisis :

— bacterias lacticas : medio A(), B(®) o C() con el método de utilizacién de la cepa indicado por el
productor,

— bacterias aerobias : medio Bacto-Agar,
— levaduras : medio de Malt-Wickerham,

— mohos : medio de Malt-Wickerham o Czapeck.

() Extracto de levadura ............ N g
Extracto de came .............. 10 g
Peptona tripsica ................ 15 g
Acetato de sodio ......... ... N g
Citrato de amonio .............. 2 g
Tween 80 ..., 1 ml
MnSOs .« vciiii i 0,050 g
MgSO, vvviiiiieii i 0,200 g
GluCosa .« v 20 g
Agua ...l 1000 ml
pH . 54

(® Zumo de tomate ............... 250 ml
Extracto de levadura Difco ...... 5 g
Peptona . ...oeiiiiiiiiiiiann 5 g
Acido L-mélico ................ 3 g
Tween 80 ...l 1 gota
MgSO, wovviiiiiiiii 0,050 g
MnSO, v 0,050 g
Aguas ... 1000 ml
pH 4,8

() Glucosa ...oovriiiiiiiiiii N g .
Triptona Difco ................. 2 g
Peptona Difco ................. N g
Extracto de higado ............. 1 g
Tween 80 .. ....oiiiiiiiinn.. 005 g
Zumo de tomate diluido 4,2 veces
y filtrado por Whatman n° 1 ..... 1000 ml
pH con H;PO, 0 KOH ..... AN 5.5

Glucosa ...l 20 g



