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PRESENTACIÓN.

PROLOGO

                                UTs

PRÁCTICA No. 1
DETERMINACIÓN DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD EN ALIMENTOS (ESTUFA DE AIRE, VACÍO Y TERMOBALANZA

OBJETIVO.

Determinar la cantidad de agua presente en un alimento utilizando los métodos de estufa de aire, vacío y  termo-balanza.

INTRODUCCIÓN.

Métodos de análisis de humedad por secado

Estos incluyen las mediciones de la pérdida de peso debido a la evaporación de agua a la temperatura de ebullición o cerca de ella. Aunque tales métodos son usados frecuentemente debido a que dan resultados exactos cuando se consideran sobre una base relativa, hay que tener en mente que el resultado obtenido puede no ser una medición verdadera del contenido de agua en la muestra. Por ejemplo, los aceites volátiles pueden perderse a temperatura de secado como 100 C. En algunos alimentos (por ejemplo, cereales) solamente una parte del agua que contienen se pierde a esta temperatura. El resto (agua combinada o absorbida) es difícil de eliminar y parece estar asociada a las proteínas presentes. La proporción de agua perdida aumenta al elevar la temperatura, por lo que es importante comparar únicamente los resultados obtenidos cuando se usan las mismas condiciones de secado. Además, si es posible que se efectúe alguna descomposición, como sucede en los alimentos que tienen una proporción elevada de azúcares, es aconsejable utilizar una temperatura de secado más baja, por ejemplo, 70 C y aplicar al vacío. Los polvos de hornear deben ser secados a temperatura ambiente en un desecador de vacío durante un periodo considerable, dado que el calentamiento ocasiona una gran pérdida de bióxido de carbono. 

La pérdida de peso puede depender también de otros factores que incluyen  el tamaño de la partícula y el peso de la muestra que se tomó, el tipo de cápsula que se utiliza y las variaciones de temperatura en la estufa de anaquel a anaquel. Las estufas que son ventiladas por medio mecánicos con un ventilador interno dan resultados más consistentes y una mayor velocidad de secado3.

En la fabricación de alimentos se pueden usar procedimientos rápidos, aproximados para determinar humedad usando estufas desecadoras especiales que trabajan a temperaturas altas. Otras estufas tienen lámparas secadoras de radiación infrarrojas y tienen además una balanza de lectura directa. Los hornos de microondas pueden utilizarse para la determinación de humedad en el laboratorio en forma rápida2.

MARCO TEÓRICO.

Los alimentos están constituidos por diferentes compuestos los cuales colaboran en la aportación de diferentes propiedades funcionales o nutricionales dentro de los mismos. En general podemos decir que los alimentos químicamente los constituyen seis grupos principales de compuestos que son: agua, carbohidratos, lípidos, proteínas, vitaminas y minerales. Dentro de cada uno de los grupos de compuestos mencionados anteriormente (excepto el agua que es un sólo tipo de compuesto) existen un innumerable conjunto de compuestos que junto con los demás constituyentes y conforman una matriz compleja y única que define y determina la identidad de los alimentos. 

La determinación de la composición de los alimentos es fundamental para la investigación teórica y aplicada de la ciencia y tecnología de los alimentos, y es a menudo  la base del establecimiento del valor nutricional y la aceptación global del consumidor5. 

Un análisis puede determinar la cantidad de uno o de todos los componentes de un alimento y así caracterizarlo. Los compuestos a ser detectados durante un análisis no están delimitados Únicamente a agua, carbohidratos, lípidos, proteínas, vitaminas o minerales sino que éste puede ir más allá y determinar elementos, radicales, grupos funcionales, substancias específicas, conjunto de compuestos o grupos de fases. Realmente pocos de los métodos químicos, físicos o fisicoquímicos tradicionalmente usados en el análisis de los alimentos, es completamente específico o selectivo5. Algunas veces un cuidadoso ajuste en el pH, potencial oxido-reducción o complejando un cierto grupo de compuestos o elementos hacen posible una determinación específica. Los avances alcanzados en las últimas dos décadas dentro del análisis de los alimentos han tenido como  resultado en el desarrollo de muchos métodos instrumentales que mejoran la separación y detección de compuestos específicos, haciendo este tipo de análisis mucho más selectivos, específicos y confiables. Tal es el caso de la Cromatografía en todas sus fases y modalidades5.

Hoy en día, el tecnólogo en alimentos dedicado al análisis de los alimentos debe poseer un antecedente de conocimientos químicos, físicos y fisicoquímicos para poder visualizar las características y propiedades de los alimentos y poder entender la interrelación de éstas con los métodos usados para su determinación. Tales conocimientos son esenciales para la selección o modificación de los métodos analíticos y así cumplir los requerimientos de rapidez, precisión y exactitud.

Como fue mencionado anteriormente los Métodos de análisis pueden ser de tal especificidad que determinan un componente o característica en particular de un alimento y dicho método puede ser único para el tipo de alimento que se este trabajando. Lo anterior  ha conducido a la generación de un gran número de métodos de análisis con finalidades y objetivos específicos. Sin embargo también existen métodos generales que son comúnmente usados para la caracterización de productos alimenticios y si bien no proporcionan valores exactos en algunos componentes, son muy útiles para determinar la composición química y estructural de alimento en análisis.

En general los métodos de análisis de alimentos los podemos dividir en dos:


1. Métodos generales para el análisis básico y mineral, También conocido como análisis químico próximal4

2. métodos específicos para el análisis de compuestos o características definidas en ciertos tipos alimentos. Estos métodos de análisis es muy común  encontrarlos en las fuentes antes mencionadas, principalmente en las reglamentaciones gubernamentales establecidas para cada producto alimenticio comercializado en el mercado (un ejemplo de estas son las Normas Oficiales Mexicanas especificas para cada producto).

Métodos generales para el análisis básico y mineral de alimentos.

Entendemos por análisis básico la determinación conjunta de un grupo de substancias estrechamente emparentadas (agua, carbohidratos, lípidos, proteínas y minerales). Este comprende, de ordinario, las siguientes determinaciones3:


a). Determinación del contenido de agua


b). Determinación de proteína


c). Determinación de grasa (extracto etéreo)


d). determinación de cenizas


e). determinación de Fibra

Las substancias extractibles no nitrogenadas se determinan restando la suma de éstos cinco componentes de 100. Para subrayar que se trata de grupos de substancias más o menos próximas y no de compuestos individuales, los análisis suelen usar el término "cruda” detrás de proteína, grasa y  fibra3.

Como todas esta determinaciones son empíricas es preciso indicar y seguir con precisión las condiciones de análisis. Los resultados obtenidos en las determinaciones de cenizas y contenido en agua están muy influidos por la temperatura y tiempo de calentamiento. Cualquier error cometido en las determinaciones de los cinco grupos de componentes citados se acumulan aritméticamente en la cifra obtenida como substancias extractivas no nitrogenadas.

Análisis de humedad.

El agua en los alimentos

Debido a que no tiene valor energético, ya que no sufre de cambios químicos durante su utilización biológica, el agua en muchas ocasiones no se considera como nutrimiento; sin embargo, sin ella no podrán llevarse a cabo las reacciones bioquímicas; tanto es así que existen muchas teorías que consideran que la vida en nuestro planeta se originó precisamente gracias a la presencia de este compuesto6.

Las principales funciones biológicas del agua estriban fundamentalmente en su capacidad para transportar diferentes sustancias a través del cuerpo, disolver otras y mantenerlas tanto en solución como en suspensión coloidal; esto se logra porque puede permanecer liquida en un intervalo de temperatura relativamente amplio y porque tiene propiedades como disolvente.

Muchas de las macromoléculas con interés bioquímico, como son las proteínas, las enzima y los ácidos nucleicos, se vuelven activas cuando adquieren sus correspondientes estructuras secundaria, terciaria, etc., gracias a la interacción que establecen con el agua. Es decir, las células de los tejidos animal y vegetal, así como los microorganismos, solo se pueden desarrollar si encuentran un medio adecuado en el que el contenido de agua sea decisivo; por esta razón, algunos sistemas de conservación de alimentos se basan precisamente en la deshidratación o en la reducción del agua disponible (actividad acuosa) que se requiere para el crecimiento de los microorganismos y para que se lleven a cabo las reacciones químicas6.

Todos los alimentos, incluyendo los deshidratados, contienen cierta cantidad de agua; en consecuencia, para el tecnólogo es de suma importancia conocer sus propiedades físicas y químicas, ya que muchas transformaciones negativas y positivas están relacionadas con ella. En la elaboración de alimentos deshidratados es necesario considerar su influencia para obtener un producto con buena aceptación; igualmente, en la rehidratación y el congelamiento es preciso conocer la forma en que se comporta para evitar posibles daños. El agua es un factor determinante en la inhibición y la propagación de las diferentes reacciones que pueden aumentar o disminuir la calidades nutritivas y sensorial de los alimentos6.

Contenido aproximado de agua de algunos alimentos (%)6
	Lechuga, espárrago, coliflor
	95
	Carne de Res
	70



	Brócoli, Zanahoria
	90
	Carne de Cerdo
	60

	Manzana, Durazno (Melocotón), Naranja
	88
	Pan
	40



	Leche
	87
	Queso
	35



	Papa (patata), Pera
	80
	Mantequilla
	16

	Huevo, Pollo
	74
	Galletas
	5


Distribución del agua en los alimentos

En los tejidos animal y vegetal el agua no esta uniformemente distribuida debido a los complejos hidratados que se establecen con proteínas, hidratados de carbono, lípidos y otros constituyentes. En general, el contenido de humedad de un alimento se refiere a toda el agua en forma global, sin considerar que en la mayoría de los productos existen zonas o regiones microscópicas que debido a una alta acumulación de lípidos no permiten su presencia y la obligan a distribuirse en forma heterogenea6.

El citoplasma de las células presenta un alto porcentaje de proteínas capaces de retener mas agua que los organelos que carecen de macromoléculas hidrófilas semejantes; para tener un sistema estable, los diferentes componentes de los alimentos deben encontrarse en equilibrio entre si respecto al potencial químico, la presión osmótica y la presión del vapor de agua que desarrollen6.

Esta situación hace que existan diferentes estados energéticos y de comportamiento fisicoquímicos de las moléculas de este disolventes. Es decir, no toda el agua de un producto tiene las mismas propiedades, y esto se puede comprobar fácilmente por las diversas temperaturas de congelamiento que se llegan a observar; generalmente un alimento se congela -20 (C, pero aun en estas condiciones una fracción del agua permanece liquida y requiere de temperaturas mas bajas, por ejemplo -40(C, para que solidifique. En el cuadro 1.5 se observa claramente que para el caso de las leches descremadas y concentradas, una porción de su agua no congela a -24(C por la presencia de algunos sólidos en solución que contienen en estas condiciones6.

Este tipo de consideraciones ha llevado a que tradicionalmente se empleen términos como “agua liquida” y “agua libre”, para referirse a la forma y el estado energético que dicho liquido guarda en un alimento. Aunque en realidad no hay una definición precisa para cada una de esas fracciones, se considera que el agua ligada es aquella porción que no congela en las condiciones normales de congelamiento a –20(C6.

Por otra parte, el agua libre es la que se volatiliza fácilmente, se pierde en el calentamiento, se congela primero y es la principal responsable de la actividad acuosa.

Importancia del análisis de humedad en los alimentos

La determinación de humedad es uno de los análisis más importantes a realizar en un producto alimenticio y aún uno de los más difíciles, si queremos obtener datos con una gran exactitud y precisión. La materia seca  que permanece después de remover toda el agua de la muestra es comúnmente denominada como sólidos totales. Este valor analítico es de gran importancia económica para  la industria de los alimentos debido a que el agua es un compuesto barato para aumentar peso en los productos. La siguiente lista proporciona algunos ejemplo en los cuales la determinación del contenido de humedad es importante para el procesador de alimentos1.


1. La humedad es un factor de calidad en la preservación de algunos productos y afecta la estabilidad en 



a). Vegetales y frutas deshidratadas



b). Leche en polvo



c). Huevo en polvo



d). Papas deshidratadas



e). Especies y hierbas


2. El contenido de humedad es usado como un factor de calidad para



a). Conservas y mermeladas, para prevenir la cristalización de azúcares.



b). Jarabes de azúcar



c). Cereales preparados


3. La reducción de humedad es conveniente para un empacado y transporte adecuado de



a). Leche concentrada



b). Azúcar de caña líquida y jarabes de alta fructosa



c). Productos deshidratados ( estos son difíciles de empacar si el contenido de humedad es muy alto)



d). Jugos de frutas concentrados


4. El contenido de humedad (o sólidos) es  a menudo especificado en los estándares de calidad ( Ejemplo, los estándares de identidad)



a). El queso Cheddar debe presentar un contenido de humedad menor o igual al 39%.



b). Las harinas enriquecidas deben poseer un % de humedad menor o igual a 15%.



c). El jugo de piña debe presentar un contenido de sólidos totales mayor o igual a 10.5%



d). Los jarabes de alta fructosa deben tener un porciento de humedad mayor o igual al 70%.



e). Las carnes curadas y los embutidos, el contenido de agua permitido se establece en base a la calidad comercial ofertada1.


5. Para calcular la información necesaria en la etiqueta (Información Nutrimental) es necesario conocer el contenido de humedad1.


6. Los datos de humedad son usados para expresar los resultados de otras determinaciones analíticas. (Base seca o Base húmeda)1.

Métodos de análisis de humedad

El contenido de humedad es importante para los productores y consumidores de alimentos debido a diversas razones. Mientras que la Determinación de humedad parece ser simple, Éste es a menudo uno de los análisis más difíciles si se desean resultados exactos y precisos. El agua libre presente en los alimentos es generalmente más fácil de cuantificar si se compara con el agua absorbida y el agua de hidratación5. 

Algunos métodos de análisis involucran una separación del agua de la muestra y posteriormente cuantifican ésta por peso o volumen. Otros métodos no están basados en ninguna separación. Sin embargo se basan en alguna propiedad física o química del agua en la muestra. Para cada método de análisis hay factores que pueden ser controlados o deben vigilarse para asegurar resultados exactos y precisos. Uno de los factores que siempre debe cuidarse es la colección y procedimientos de manipuleo de la muestra. La elección del método de análisis es a menudo es determinado considerando diversos factores, tales como: contenido de humedad esperado en la muestra, naturaleza de los otros constituyentes del alimento, disponibilidad de equipo, velocidad necesaria, exactitud y precisión requerida y propuestas sugeridas (normas o regulaciones legales o de control de calidad en planta)1.

En general los métodos de análisis de agua en los alimentos se pueden clasificar en:

1). Métodos de secado en estufa u hornos1

a)  Estufa de aire forzado


b)  Estufa de vacío


c)  Horno de microondas


d) Secado infrarrojo (Termobalanza)

2). Procedimientos de destilación1
a) Destilación a reflujo con solventes inmiscibles

3). Métodos químicos1

a) Titulación Karl Fisher


b) Procedimientos por producción de gases

4). Métodos físicos1

a) Métodos eléctricos



* Métodos basados en las propiedades dieléctrica de las muestras



* Métodos basados en la conductividad eléctrica de las muestras


b) Hidrometría



* Picnómetros



* Hidrómetros

· Balanzas Westphal

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

Cajas para la determinación de humedad

Pinzas para crisol

Desecador

Estufa de vacío

Bomba de vacío

Balanza analítica

Termo-balanza

Cuchillo

Papel aluminio


METODOLOGÍA.
a). MÉTODO POR ESTUFA DE AIRE

En una caja de humedad seca a peso constante pesar de 2 a 5 g de muestra bien mezclada, colocar las cajas en la estufa y mantener la temperatura a 105∞C durante 4 horas. (El período de tiempo empieza cuando se tiene la temperatura deseada). El bulbo del termómetro debe estar colocado cerca de las cajas. Después del tiempo requerido pesar las cajas al desecador  y esperar a que alcancen la temperatura ambiente, pesar. Volver a colocar las cajas en la estufa y desecar nuevamente durante otros 30 minutos. Retirar enfriar y pesar. Continuar la desecación hasta alcanzar peso constante. Calcular el contenido de humedad a partir de la pérdida de peso de la muestra.

b). METODO DE ESTUFA POR VACÍO

Pésese, con una precisión de 1 mg, de 2 a 10g de muestra, según sea su extracto seco, en una caja metálica o de porcelana, previamente tarada y desecada a 98-100∞C.

Abra la puerta de la estufa e introduzca  la caja  dentro de la estufa de vacío conectada a una bomba de vacío capaz de mantener en ella un vacío parcial equivalente a 100mm (o menos) de Hg y equipada con un termómetro que penetre en la cámara de la estufa hasta las proximidades de la caja que contiene la muestra. Abrase la llave de la estufa de vacío para admitir una corriente de aire. Manténgase la muestra de 4 a 6 horas en la estufa a 60-70∞ y una presión reducida de aproximadamente  100mm de Hg o menos. Al cabo del tiempo de secado, cierre el vacío y déjese entrar cuidadosamente aire a la cámara de la estufa. Retírese la caja de la estufa y enfríese en el desecador. Pese tan pronto como alcance  la temperatura ambiente. Devuélvase las cajas a la estufa y continúe la desecación  hasta que la pérdida de peso entre dos períodos de desecación sucesivos no exceda de 2-3mg.

c). MÉTODO POR TERMO-BALANZA (alimentos con bajo contenido de humedad)
Primeramente triture la muestra finamente (< 0.5cm3), encienda la lámpara de humedad asegurándose  de utilizar un regulador de corriente. Una vez encendida la balanza y estabilizada la misma coloque una pequeña lámina de papel aluminio sobre el platillo de la balanza, tare la balanza y posteriormente coloque aproximadamente 5 g de la muestra  y proceda a programar el equipo siguiendo las indicaciones del maestro. Es necesario aclarar que las condiciones de tiempo y temperatura variaran dependiendo del tipo de alimento, por lo que primeramente es recomendable realizar cinéticas de secado del alimentos a diferentes temperaturas para establecer  a  partir de estas las mejores condiciones para dicho alimento.

RESULTADOS.

Redacte brevemente sus observaciones realizadas durante la práctica explicando las diferencias entre cada uno de los métodos empleados.

Anote los datos obtenidos durante el desarrollo de la práctica.

Método de estufa de aire



Peso del crisol más muestra húmeda (W1)

g

Peso del crisol más muestra seca (W2)


g

Peso de la muestra (W)




g

Método de estufa de vacío



Peso del crisol más muestra húmeda (W1)

g

Peso del crisol más muestra seca (W2)


g

Peso de la muestra (W)




g

Realice los cálculos considerando la siguiente fórmula




 EMBED Word.Picture.8  


CUESTIONARIO.

1. ¿Por qué es importante el determinar el porcentaje de humedad en los alimentos?

2. ¿Cómo calcularía el porcentaje de materia seca a partir de los resultados obtenidos anteriormente?

3. Mencione dos ventajas del método de Determinación del porcentaje de humedad en estufa de vacío sobre la estufa de aire

4. ¿Por qué es importante conocer las condiciones de tiempo y temperatura de secado antes de realizar la determinación de humedad utilizando una termobalanza?

5. ¿Cuáles son los métodos químicos usados en el análisis de agua en los alimentos?
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PRÁCTICA  No. 2

DETERMINACIÓN DEL PUNTO DE EBULLICIÓN

 (Obtención del diagrama de Duhring)

OBJETIVO.

Determinar la temperatura de ebullición a diferentes presiones de soluciones de sacarosa de distinta concentración . Con estos datos construir el llamado diagrama de Duhring utilizado en el diseño y manejo de evaporadores.

INTRODUCCIÓN.

MARCO TEÓRICO.

La presencia de sales y de solutos de tipo ionico, no ionico polar y  apolar causa cambios muy importantes en la estructura del agua, la cual se refleja en las propiedades físicas de este disolvente. Dichos efectos se aprecian en las llamadas propiedades coligativas del agua , que incluyen la depresión del punto de congelación del agua, el aumento del punto de ebullición, la reducción de la presión de vapor y la modificación de la presión osmótica. La elevación del punto de ebullición es una propiedad coligativa del alimento (Solución a concentrar), cuanto mas concentrada sea la solución mayor será su punto de ebullición . A medida que tiene lugar la evaporación, aumenta la concentración de soluto  (s) en la solución y se eleva el punto de ebullición .

Estos cambios conducen a una disminución progresiva de la diferencia de temperatura y por lo tanto de la velocidad de transferencia de calor

La elevación real del punto de ebullición debida a cambios en la concentración se puede obtener: 1) la segunda Ley de Raoult aplicable a soluciones diluidas de soluto no excesivamente disociado;  2) la regla de Duhring, aplicable a soluciones concentradas. Esta regla empírica establece que el punto de ebullición de una solución es una función lineal del punto de ebullición del disolvente puro a la misma presión.

El diagrama se construye con solo conocer dos valores de la temperatura de ebullición, tanto para la solución como para el solvente puro a distintas presiones para cada concentración de la solución. Se representa la temperatura de ebullición de la solución frente a la temperatura de ebullición del solvente puro a la misma presión  (Figura 1).

METODOLOGÍA

Preparar tres soluciones de sacarosa, determinando por refractometria la concentración de sólidos solubles (º Brix) de cada una de ellas.

Se introduce la cantidad necesaria de cada solución en un matraz de tras bocas  ( y se le acopla el termómetro (o termopar) y el refrigerante  (conectado a reflujo). La salida del refrigerante se conecta al sistema de vacío controlado. Se enciende el nido de calentamiento, se espera a que la solución hierva a presión ambiental (registrar la presión a la altura de Huejotzingo)  y se toma la medida de la temperatura de ebullición y se relaciona con la temperatura de ebullición del agua a la misma presión (Tabla 1).

                                                       Partes de sacarosa por 100 partes de agua.


Punto de ebullición de la 

Solución (ºF).

                                           200


                                         100

                                                  100                           150                                 200

Figura 1. Diagrama de Duhring para algunas soluciones de sacaroSA

Tabla 1. Presión de vapor (mm Hg) del agua liquida  de 0 a 100 ºC.

	T(ºC)
	0.0
	0.2
	0.4
	0.6
	0.8

	30
	31.824
	32.191
	32.561
	32.934
	33.312

	31
	33.695
	34.082
	34.471
	34.864
	35.261

	32
	35.663
	36.068
	36.477
	36.891
	37.308

	33
	37.729
	38.155
	38.584
	39.018
	39.457

	34
	39.898
	40.344
	40.796
	41.251
	41.710

	35
	42.175
	42.644
	43.117
	43.595
	44.078

	36
	44.563
	45.054
	45.549
	46.050
	46.556

	37
	47.067
	47.582
	48.102
	48.627
	49.157

	38
	49.692
	50.231
	50.774
	51.323
	51.879

	39
	52.442
	53.009
	53.580
	54.156
	54.737

	40
	55.324
	55.910
	56.510
	57.110
	57.720

	41
	58.340
	58.960
	59.580
	60.220
	60.860

	42
	61.500
	62.140
	62.80
	63.460
	64.120

	43
	64.800
	65.480
	66.160
	66.860
	67.560

	44
	68.260
	68.970
	69.690
	70.410
	71.140

	45
	71.880
	72.620
	73.360
	74.120
	74.880

	46
	75.65
	76.43
	77.21
	78.00
	78.80

	47
	79.60
	80.41
	81.23
	82.05
	82.87

	48
	83.71
	84.56
	85.42
	86.28
	87.14

	49
	88.02
	88.90
	89.79
	90.69
	91.59

	50
	92.51
	93.50
	94.4
	95.3
	96.3

	51
	97.20
	98.2
	99.1
	100.1
	101.1

	52
	102.9
	103.1
	104.1
	105.1
	106.2

	53
	107.2
	108.2
	109.3
	110.4
	111.4

	54
	112.51
	113.6
	114.7
	115.8
	116.9

	55
	118.04
	119.1
	120.3
	121.5
	122.6

	56
	123.8
	125.0
	126.2
	127.4
	128.6

	57
	129.82
	131.0
	132.3
	133.5
	134.7

	58
	136.08
	137.3
	138.5
	139.9
	141.2

	59
	142.6
	143.9
	145.2
	146.6
	148.0


	T(ºC)
	0.0
	1.0
	2.0
	3.0
	4.0
	5.0
	6.0
	7.0
	8.0
	9.0

	60
	149.4
	156.4
	163.8
	171.4
	179.3
	187.5
	196.1
	204.9
	214.2
	223.7

	70
	233.7
	243.9
	254.6
	265.7
	277.2
	289.1
	301.4
	314.1
	327.3
	241.0

	80
	255.1
	269.7
	384.9
	400.6
	416.8
	433.6
	450.9
	468.7
	487.1
	506.1

	90
	225.8
	546.1
	567.0
	588.6
	610.9
	633.9
	657.6
	682.1
	707.3
	733.2

	100
	760.0
	787.6
	
	
	
	
	
	
	
	


Adaptada de : Weast (1972).

Variando la presión del sistema (haciendo vacio ) y dejando que se alcance el equilibrio, obtener por lo menos cuatro temperaturas de ebullición a diferentes presiones del sistema. Dejar enfriar el sistema y repetir lo anterior para otra solución de sacarosa

     Reportar el diagrama de Duhring para cada concentración de sacarosa y determinar el aumento del punto de ebullición de las solucion endulzada cuando hierve a 341 mmHg. 

RESULTADOS.

Reportar los resultados obtenidos.

CUESTIONARIO.
1. Cuál es la importancia de determinar el punto de ebullición en los alimentos?

2. Menciona si existe otro método para realizar esta determinación?

3.Investiga el punto de ebullición de dos alimentos líquidos( jugos)?

4. Qué otras propiedades fisicoquímicas son importantes conocer en los alimentos?

5. Menciona todas las variables que intervienen en esta determinación?
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PRACTICA No. 3

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL AGUA (aw) EN ALIMENTOS

OBJETIVO.

Conocer diferentes métodos para determinar la actividad del agua en alimentos. Comparar las ventajas y desventajas a si como los resultados que se obtengan de la determinación de la aw en un alimento por cinco métodos.

INTRODUCCIÓN.

Del agua contenida en un alimento dependen las propiedades reológicas y de textura de éste, pero también es responsable en gran medida de las reacciones químicas, enzimáticas y microbiológicas, que son las tres principales causas del deterioro de un producto. Es por eso que el agua se dividio en libre y en ligada; la primera sería la única disponible para el crecimiento de los microorganismos o para intervenir en las transformaciones hidrolíticas, químicas y enzimáticas. Es decir, sólo una parte del agua es capaz de propiciar estos cambios. 

Para medir dicha fracción se acuño el término de acitivdad de agua. (aw).

MARCO TEÓRICO.

La aw es una propiedad importante a controlar en la manufactura y preservación de alimentos de humedad intermedia y de alta humedad. La mayoría de las reacciones químicas deteriorativas y la actividad microbiológica están controladas en gran parte por la aw del sistema. Por esta razón hay una demanda en investigación y control de calidad en la industria de alimentos de métodos exactos, rápidos y convenientes de medición de la aw.

En la actualidad se carece de un método estándar de medición de la aw en el rango de humedad intermedia, que asegure resultados comprobables de diferentes investigadores .Los higrómetros eléctricos y otros métodos como los de medición de  presión de vapor, métodos de equilibrio y  seudoequilibrio han sido utilizados en investigación en el área de alimentos (Vos y Labuza, 1974;Labuza y col., 1976; McCune y col.,1976., Gal, 1981), pero con raras excepciones se reporta la precisión y la exactitud del método y equipo. Troller (1977) Favetto y col.(1983) reportan  la evaluación estadística de las mediciones de la aw con equipos electrónicos .Recientemente se introdujo en el mercado el equipo “ CX-1 Water Activity System”  (Decagon Devices,Inc) que de acuerdo a su manual de operación ha sido diseñado para medir la aw con exactitud precisión y rapidez sin embargo el equipo no cuenta con un control sobre la temperatura de la medición Richard y Labuza (1989) y Roa  y Tapia de Daza (1991) evaluaron la precisión y exactitud de este equipo, sin embargo no evaluaron el efecto  del calentamiento  normal del equipo sobre las lecturas aw .

METODOLOGÍA.

1.-Métodos de rangos 

FUNDAMENTO. Algunas soluciones saturadas de sales orgánicas e inorgánicas generan humedades relativas constantes y conocidas; por lo que sus cristales se licuan a valores conocidos de humedad relativa o aw. Si se colocan gotas de estas soluciones saturadas en trozos de papel filtro, se secan y se exponen a la humedad relativa generada por un alimento, se licuaran aquellas sales de menor aw  que el alimento y por lo tanto los papeles aparecerán húmedos; por el contrario, aparecerán secos aquellos papeles que contienen las soluciones de aw  mayores a la del alimento; por lo tanto se podrá aproximar mediante un rango la aw de la muestra.

a. Técnica del papel filtro.

PROCEDIMIENTO. Se toma un papel filtro con unas pinzas y se cortan tiras de aproximadamente 0.5x2.0 cm. se extiende una tira de cinta adhesiva de tal manera que la parte gomosa quede hacia arriba, se colocan trozos de papel identificados de alguna manera, se moja cada uno con las soluciones salinas proporcionadas, una vez colocados todos los papeles se secan y se pegan dentro de la tapa de una caja Petri. En la base de la caja se coloca el alimento, se cierra la caja y se sella. Se observan los papeles a las 24 horas y se reporta el rango de aw del alimento, para lo cual se anexa la Tabla 1, que contiene los valores de aw  generados por algunas soluciones salinas sobresaturadas.

Tabla 1. Valores de aw a 25ª C para algunas soluciones salinas sobresaturadas.

	Sal
	aw

	Cloruro de litio (LiCl)
	0.112

	Acetato de potasio (CH3COOK)
	0.226

	Cloruro de magnesio (MgCl2)
	0.327

	Carbonato de potasio (K2CO3)
	0.438

	Nitrato de magnesio (Mg(NO3)2)
	0.529

	Bromuro de sodio (NaBr)
	0.577

	Cloruro de estroncio (SrCl2)
	0.708

	Cloruro de sodio (NaCl)
	0.753

	Cloruro de potasio (KCl)
	0.843

	Cloruro de bario (BaCl2)
	0.903

	Sulfato de potasio (K2SO4)
	0.975


Spiess y Wolf (1986)

b. Técnica de los cristales de sales.

PROCEDIMIENTO. Sobre un portaobjeto limpio se extiende una capa de grasa de silicón, se cuadricula por el reverso y se identifican los cuadros. Sobre cada cuadro se colocan cristales de las sales, una vez colocados todos los cristales, se introduce el portaobjeto en una cámara donde se haya colocado el alimento. Se observan los cristales a las 24 horas y se reporta en rango de aw del alimento.

2. Método de interpolación gráfica.

Si un alimento se expone a una humedad relativa mayor a la propia, este ganará humedad hasta alcanzar el equilibrio es decir, hasta que la humedad relativa de la atmósfera y del alimento sean iguales. La velocidad de perdida o ganancia de humedad aumenta al incrementarse la diferencia en humedades relativas entre el ambiente y el alimento.

Si un alimento se expone a diferentes humedades relativas constantes y conocidas y se mantienen las demás condiciones constantes (temperatura, tiempo de exposición, peso inicial de la muestra, etc.), la pérdida o ganancia de humedad será proporcional a la humedad relativa de la atmósfera en la que se almacenó a muestra. Si se grafica esta ganancia o pérdida de humedad (cuantificad como pérdida o ganancia de peso) contra la humedad relativa de las soluciones salinas sobresaturadas en las que se expuso el alimento, el punto donde esta línea cruza el cero representa la humedad relativa o aw de equilibrio del alimento.

PROCEDIMIENTO. Pese dentro de los recipientes proporcionados una cantidad constante de la muestra registrando el peso del recipiente y el peso total (recipiente + muestra). Coloque por triplicado los recipientes con la muestra de las celdas de equilibrio y estas a su vez dentro de una incubadora o baño a temperatura constante. Cada 2 horas durante 6 horas, registre el peso de los recipientes.

Grafique la ganancia o pérdida de peso por gramo de muestra contra la aw de las soluciones salinas sobresaturadas (Tabla 1) para cada tipo de exposición (2, 4 y 6 horas). Trace una línea que una todos los puntos (no necesariamente recta) y encuentre la aw del alimento por interpolación gráfica.

3. Método dinámico de interpolación.

FUNDAMENTO. Si un material de referencia seco (papel filtro, celulosa microcristalina, almidón, etc.) se expone a diferentes humedades relativas, la ganancia en peso (humedad) puede relacionarse con la aw generada por las soluciones salinas sobresaturadas en las que se colocó. Si al mismo tiempo el material de referencia se expone a la humedad relativa generada por un alimento (y se conoce su ganancia en peso), puede encontrarse la aw de la muestra mediante una interpolación entre las ganancias de peso del de referencia inmediatas (superior e inferior) a la del alimento.

PROCEDIMIENTO. Corte tiras de papel filtro de 2.5x10.0 cm. y entrecrúcelas. Póngalas a secar por 2 horas a 100º C dentro de pesafiltros de peso conocido. Enfrié en un desecador por 20 minutos y péselos tapados. Coloque tres pesafiltros destapados sobre cada una de las cámaras que contienen las soluciones salinas sobresaturadas. Cierre la cámara y anote la hora, repita lo anterior para las demás cámaras y para una que contenga a la muestra. Transcurridas 2 horas, pese tapado cada pesafiltro y calcule la ganancia en peso por 100 gramos del material seco. Encuentre los valores inmediatos superior e inferior al valor de la muestra. Interpole con estos valores para encontrar la aw del alimento.

4. Higrómetro de fibra (Lufft)

FUNDAMENTO. La marca Lufft desarrolló un higrómetro el cual contiene una fibra de poliamida recubierta con cloruro de litio conectada a un sistema de lectura mediante un resorte (Figura 1). Si esta fibra se expone a la humedad relativa generada por un alimento, la fibra se ensanchará o encogerá dependiendo de la w de la muestra.



Figura 1. Diagrama del Higrómetro de fibra Lufft.

El tiempo de permanencia recomendado es de 4 horas y las lecturas deben corregirse con una curva de calibración obtenida de la misma manera pero colocando como muestras soluciones salinas sobresaturadas de aw conocida.

PROCEDIMIENTO. Coloque una cantidad suficiente de muestra en el portamuestra del equipo, cierre el higrómetro e incúbelo por 4 horas exactamente a 25 ºC. Haga la lectura y corrija el valor leído de aw con la curva de calibración proporcionada.

5.-Higrómetro eléctrico DECAGON.

FUDAMENTO. En la Figura 2 se presenta el equipo  DECAGON modelo CX-1 y se esquematiza la cámara de medición del mismo. De acuerdo al manual de operación ha sido diseñado para medir la aw con exactitud, precisión y rapidez, sin embargo el equipo no cuenta con un control sobre la temperatura de la medición.







Figura 2. Esquema de la cámara de medición del medidor de actividad de agua DECAGON CX-1.

El equipo se basa en la medición del punto de rocío de la muestra, haciendo circular aire (por medio de un ventilador colocado dentro de la cámara (Figura 2) y así saturar el ambiente con la humedad relativa de la muestra, mediante un espejo enfriado y una serie de partes electrónicas se mide la temperatura a la cual condensa la primera gota (punto de rocío) y la convierte a valores de aw.

PROCEDIMIENTO. Coloque la muestra de alimento en el portamuestra especial del equipo, cuidando que no se rebase la tercera parte de la caja (Figura 3). Gire la perilla hacia la posición de lectura “READ” y espere a que el equipo indique que ha terminado “BIP-BIP”. Registre el valor de aw y la temperatura  de la medición. Repita lo anterior dos veces mas, con una nueva caja portamuestra.

Con los valores de aw obtenidos para la misma muestra por los diferentes métodos, compare sus resultados y concluya acerca de cada método y del valor de aw del alimento.





                    portamuestra

Figura 3. Esquema de la cantidad de muestra máxima necesaria para la medición de la actividad de agua en el DECAGON CX-1.

RESULTADOS.

Reportar los resultados obtenidos.

CUESTIONARIO.

1. Cuál es la importancia del agua en los alimentos?

2. De acuerdo al contenido de agua los alimentos se clasifican en:?

3. Cuál es el nombre del equipo empleado para la determinación de la actividad de agua?

4. Qué relación guarda la aw con la humedad relativa?
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PRACTICA No. 4

DETERMINACION DE ISOTERMAS DE SORCION DE VAPOR DE AGUA EN ALIMENTOS

OBJETIVO.
Conocer un método estándar para determinar las isotermas de adsorción de vapor de agua en alimentos. Aplicar los modelos de ajuste de isotermas y comparar los resultados.
MARCO TEÓRICO.
La utilidad e importancia de las isotermas de sorción en la deshidratación, empacado, almacenamiento de los alimentos y en problemas de mezclas de ingredientes y otros que involucren transferencia de humedad, es evidente.Sin embargo, en la mayoría de los casos los datos de sorción se obtienen a una temperatura, usualmente la temperatura normal de almacenamiento. Para poder realizar los análisis termodinámicos de sorción y modelar los procesos de deshidratación, rehidratación y estabilidad durante el almacenamiento, es necesario conocer las propiedades de sorción en un intervalo amplio de temperatura, para poder calcular los calores isostéricos netos de sorción.

El nivel de contenido de humedad en el cual el calor isostérico neto de sorción es cero o casi cero (calor diferencial de sorción se aproxima al calor de vaporización del agua) se toma como una medida de la cantidad de agua atada en los alimentos (Duckworth, 1972). El conocimiento del calor isostérico de sorción es muy importante para el diseño de equipos de deshidratación (Becker y Sallans, 1956; Heldman y col., 1965 ; Rizvi, 1986). En los últimos años se han sugerido un sin número de ecuaciones tanto teóricas como empíricas para describir las isotermas. La ecuación de (GAB) Guggenheim-Anderson-deBoer (Van Den Berg y Bruin, 1981) ha recibido mucha atención dado que describe adecuadamente las isotermas de muchos alimentos (Lomauro y col.,1985ª,b).

METODOLOGÍA.
Preparación de las muestras. La muestra (almidón de papa ó maíz ó arroz) se pasa por una malla ·#60 y se coloca aproximadamente 0.5g en pesafiltros (anotando el peso del pesafiltro vacío y el peso del pesafiltro+muestra) y se secan al vacío (22 pulgadas de mercurio) a 50 ºC por 24 horas y después se mantienen a temperatura ambiente en un desecador de vacío conteniendo drierite (22 pulgadas de mercurio) por una semana.

Procedimiento para obtener las isotermas de adsorción. Se utiliza el método recomendado por el COST (Spiess y Wolf,1986) adaptado por López-Malo y col.(1990) para la determinación de las isotermas, y se usan (Tabla 1) las sales sobresaturadas y los valores de actividad de agua (aw  ) reportados por Labuza y col. (1985 ). Las determinaciones de humedad de equilibrio se realizan por triplicado ( 3 pesafiltros en cada celda). Las celdas se mantienen en incubadoras con circulación forzada de aire a temperatura controlada de 25 ºC, y se colocan como se muestra en la figura 1.



Figura 1.Celda de equilibrio para la determinación de isotermas de sorción de vapor de agua en alimentos.

Cada tercer día (a partir de que se colocan los pesafiltros con la muestra seca) se abren las celdas se tapan los pesafiltros y se pesan, esto se repite hasta que la diferencia en peso entre dos pesadas consecutivas sea de ±0.0005g. Se calcula la humedad de equilibrio a partir de este peso.

Modelos de isotermas. Los datos de humedad de equilibrio se describen con los modelos de isotermas mostrados en la Tabla 2. Las constantes de cada modelo se obtienen por regresión lineal, excepto para el modelo de GAB donde se usa una regresión de segundo orden. Para evaluar la bondad de ajuste de los diferentes modelos, se utiliza el porcentaje  de desviación media relativa (%E) definido con la siguiente ecuación (Iglesias y Chirife, 1976 a)

	

	% E =     Σ  me-- mp         x 100




Donde me y mp son la humedad experimental y predicha respectivamente, y n es

el número de datos experimentales.

Tabla 1. Soluciones salinas sobresaturadas y su actividad de agua a las temperaturas usadas.

	Solución 

      (#)
	            25
	Actividad de agua*

              35
	             45 ºC

	1 LiCl
	0.115
	0.108
	0.103

	2 CH3COOK
	0.234
	 0.215
	0.197

	MgCl2
	0.329
	0.318
	0.309

	4 K2CO3
	0.443
	0.436
	0.429

	Mg(NO3)2
	0.536
	0.515
	0.496

	6 NaBr
	0.588
	0.557
	0.515

	7 Sr C2
	0.708
	    --
	    --

	8 NaCl
	0.765
	0.743
	0.727

	9 KCl
	0.846
	0.821
	0.786

	10 BaCl2
	0.903
	   --
	   --


*Labuza y col. (1985);-- valores no disponibles.

Determinación de humedades de monocapa. Las humedades de monocapa se determinan con la ecuación de BET y la ecuación de GAB. La ecuación de BET (Tabla 2) se rearregla a la  siguiente forma:

                                           aw                 1                C-1        

                                       m(1-aw)          mo C             mo  C


Se regresiona                           contra aw hasta valores de awmenores de 0.50 y de

 la pendiente e intercepto se despeja el valor de humedad de monocapa ( m0).

La ecuación de GAB (Tabla2 ) se rearregla a la siguiente forma.



Donde:

Tabla 2.Modelos usados para describir las isotermas de sorción de alimentos.

	BET(Brunauer y col., 1938):
	
m =



	Bradley (Bradley, 1936):
	      

In       = ABm



	GAB (Van Den Berg y Bruin, 1981):
	                
m =



	Halsey (Halsey, 1948):
	aw  = e(-A/mB)

	Oswin (Oswin,1946):
	                                     B
m  = A                  



	Smith (Smith, 1947):
	m = A – B In (1-aw)




A;B;C Y K contantes de los modelos de isotermas; aw = actividad de agua , m = contenido de humedad (base seca); y mo = contenido de monocapa (base seca).

RESULTADOS.

Reportar los resultados obtenidos.

CUESTIONARIO.

1.Cuál es la diferencia entre una curva de sorción y una de desorción?

2. Explique detalladamente que es el fenómeno de histeresis?

3. A qué se refiere el valor de monocapa en una isoterma?
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PRÁCTICA No. 5

DETERMINACIÓN DEL PORCENTAJE DE CENIZAS EN ALIMENTOS

OBJETIVO.

Determinar el contenido de cenizas en una muestra de alimento con la finalidad de cuantificar  los minerales presentes en ella.

INTRODUCCIÓN.

Tres principales métodos para la Determinación de cenizas han sido descritos anteriormente (calcinación por secado, calcinación por vía húmeda u oxidación húmeda, calcinación a bajas temperaturas). El método a elegir depende principalmente del uso de las cenizas obtenidas después del análisis. El método de calcinación por secado es el mas comúnmente usado y está basado en  la incineración a altas temperaturas en una mufla. A excepción de varios elementos, el residuo puede ser usado para futuros análisis de minerales específicos. La calcinación húmeda (Oxidación húmeda) es a menudo empleada en carnes y productos cárnicos como una preparación preliminar para el análisis elemental específico por la simultánea disolución de los minerales y oxidación de todos la materia orgánica. La calcinación a bajas temperaturas incinera la materia orgánica en un vacío parcial por formación de oxígeno naciente con un generados de campo electromagnético de radiofrecuencia. Elementos altamente volátiles son preservados por este método1. 

Los métodos de calcinación húmeda y calcinación a baja temperatura conservan elementos volátiles pero tienen el inconveniente de ser muy caros. requieren un mayor tiempo del analista y están limitados a un número pequeño de muestras1.

Tres procedimientos post calcinación se encuentran sugeridos para ciertos alimentos y que son: determinación de cenizas solubles e insolubles en agua, cenizas insolubles en ácido y determinación de la alcalinidad de las cenizas5.

MARCO TEÓRICO.

Análisis de cenizas

Fundamento e importancia del análisis de cenizas en los alimentos

Las cenizas se refieren a los residuos inorgánicos que permanecen después de la ignición u oxidación completa de la materia orgánica2. El conocimiento básico de las características de varios procedimientos para la Determinación de cenizas es muy necesario para la obtención de procedimientos confiables. Tres principales tipos de Determinación de cenizas existen: 1. Calcinación por secado el cuál funciona para la mayoría de los alimentos. 2. Calcinación por vía húmeda u oxidación húmeda, este es para muestras con alto contenido de grasas (carne y productos cárnicos), como una preparación para el análisis mineral  y 3. Calcinación de plasma  a baja temperatura, también llamado calcinación a bajas temperaturas, el cuál funciona para muestras que contienen elementos volátiles1. Muchas muestra secas (tales como granos de trigo, cereales, vegetales deshidratados) no requieren una preparación, mientras que los vegetales frescos necesitan ser secados antes de calcinarse3. Productos con  alto contenido de grasa necesitan ser secados y desengrasados antes de calcinarse. Frutas y vegetales deben estar sujetos a procedimientos adicionales a la Determinación de cenizas, tales como cenizas solubles en agua y alcalinidad de cenizas. Por otro lado el contenido de cenizas puede ser expresado tanto en base húmeda o base seca5.

Calcinación por secado

Este método se refiere al uso de una mufla capaz de mantener temperaturas de 500 a 600oC.  El agua y los compuestos volátiles de evaporan y las substancias orgánicas son incineradas en presencia de oxígeno y convertidas en CO2 y óxidos de N2.  Muchos minerales son convertidos a óxidos, sulfatos, fosfatos, cloruros y silicatos4. Elementos tales como Fe, Se, Pb y Hg pueden ser parcialmente volatilizados , así que otros métodos deben ser aplicados si desea realizarse un análisis elemental a dicha muestra1.

Calcinación por vía húmeda u oxidación húmeda

Este es un procedimiento de oxidación de substancias orgánicas usando ácidos y un antioxidante o una combinación de ambos. Los minerales así son solubilizados sin volatilizarlos.  La calcinación húmeda es a menudo preferible como una preparación de la muestra antes del análisis elemental de la misma. El ácido Nítrico y el ácido Perclórico, sin embargo para el ácido perclórico una campana de extracción de humos es preferible. Este procedimiento debe ser realizado en campana de extracción de humos especial y con mucha precaución cuando se trabaje con alimentos grasos1.

Calcinación a bajas temperaturas

Este procedimiento emplea un procedimiento de calcinación por secado muy especial, en el cual el alimentos es oxidado bajo condiciones de vacío parcial. La incineración ocurre a mucho menor temperatura que en la mufla normal, previniendo la volatilización de muchos elementos. Las estructuras cristalinas generalmente permanecen intactas1.

La determinación de la alcalinidad de las cenizas es una medición útil para determinar el balance ácido-base en los alimentos y para detectar adulteración de los alimentos con minerales1.

Importancia de la determinación de cenizas en los alimentos

El contenido de cenizas representa el contenido total de minerales dentro de un alimento. Determinar el  contenido de cenizas puede ser importante por varias razones. 1.- es una parte importante del análisis proximal para la evaluación nutricional de un alimento. 2.- La obtención de las cenizas es el primer paso en la preparación de una muestra para  análisis elemental  en específico. 3.- Debido a que ciertos alimentos llegan a tener un contenido alto de un mineral en particular, el contenido de cenizas llega a ser importante5. 

En forma general el contenido elemental de minerales es constante en las cenizas provenientes de muestras de origen animal, sin embargo en muestras de origen vegetal este es variable4.

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO.

Triángulo de porcelana 

Mechero bunsen

Crisoles de porcelana

Pinzas para crisol

Desecador

Baño María

Parrilla de calentamiento 

Mufla

Balanza analítica

METODOLOGÍA.

Pesar 5g de muestra bien homogénea en un crisol previamente tarado y evaporar a sequedad en baño María (para el caso de muestras líquidas) o bien carbonizar lentamente con ayuda de un triángulo de porcelana y un mechero de bunsen (para el caso de muestras sólidas), en este caso es importante no permitir que la muestra se encienda o se derrame ya que esto ocasionará pérdidas que afectarán al resultado. Posteriormente incinerar en una mufla a 525-550 ∞C hasta que las cenizas estén libres de carbono (cuando las cenizas presenten un color blanco grisáceo. Enfriar en desecador, pesar y calcular el porcentaje de cenizas.

RESULTADOS.

Redacte brevemente sus observaciones realizadas durante la práctica

Anote los datos obtenidos durante el desarrollo de la práctica.

Peso del crisol con muestra calcinada (W1)


g

Peso del crisol solo (W2)




g

Peso de la muestra  (W)




g

Realice los cálculos considerando la siguiente fórmula


 EMBED Word.Picture.8  


CUESTIONARIO.

1.  ¿A que tipo  de metodología  pertenece la determinación de cenizas utilizado en esta práctica?

2.  ¿Por qué las cenizas finalmente obtenidas deben estar libres de carbono?

3.  ¿Un alto contenido de cenizas en un alimento que puede indicar?

4. ¿Químicamente  que tipo compuestos constituyen las cenizas?

5. ¿Qué tipo de ácidos son usados en la determinación de cenizas por calcinación húmeda?
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PRÁCTICA No. 6

DETERMINACIÓN DEL PORCENTAJE DE GRASA CRUDA O EXTRACTO ETÉREO EN UN ALIMENTO (MÉTODO DE SOXHLET  Y METODO DE GOLDFISH)

OBJETIVO.

Determinar el contenido de grasa en una muestra, utilizando un equipo de extracción intermitente como el equipo Soxhlet.

INTRODUCCIÓN.
El contenido de lípidos libres, los cuales consisten fundamentalmente de grasas neutras (triglicéridos) y de ácidos grasos libres, se puede determinar en forma conveniente en los alimentos por extracción del material seco y reducido a polvo con una fracción ligera del petróleo o con éter dietílico en un aparato de extracción contínua o semicontínua. La extracción con un equipo Soxhlet da una extracción intermitente con un exceso de disolvente recientemente condensado. La eficiencia de estos métodos depende tanto del pretratamiento de la muestra como de la selección del disolvente2.

MARCO TEÓRICO.

Aspectos generales sobre los lípidos

Los lípidos son un grupo de substancias, que en general son solubles en solventes orgánicos, tales como cloroformo o éter. Las grasas, junto con las proteínas y los carbohidratos constituyen los principales componentes estructurales de los alimentos. Una parte importante a considerar es el hecho de que su característica de solubilidad es única en los lípidos. La definición de lípidos describe un amplio grupo de substancias que tiene las misma característica y composición estructural similar. No obstante que algunos lípidos, tales como los triacilglicéridos, son muy hidrofóbicos, otros lípidos, tales como los di y monoacilglicéridos  tienen tanto partes hidrofóbicas como hidrofílicas en sus moléculas, lo que las hace relativamente solubles en solventes polares. Es importante señalar que los triacilglicéridos son los lípidos con mayor incidencia en los alimentos por lo que los términos de lípidos, grasas y aceites son usados en forma intercambiable3. 

Clasificación de los lípidos en los alimentos

En forma general los lípidos se clasifican en tres grupos5.

a). Lípidos simples. 

Estos son ésteres de un ácido orgánico y alcohol. Dentro de éstos encontramos a las grasas y aceites los cuales son ésteres de ácidos grasos con glicerol, por lo que se les denomina triacilglicéridos. Por otro lado encontramos éster de ácidos grasos con alcoholes de cadena larga mayor que el glicerol. Ejemplo, miricilpalminato, cetilpalmitato, éster de vitamina A y ésteres de vitamina D5.

b). Lípidos compuestos. 

Son lípidos que poseen un grupo funcional adicional al éster los ésteres de ácidos orgánicos con alcohol. Entre este tipo de compuestos encontramos los siguientes:

Fosfolípidos. Estos son ésteres de glicerol, ácidos grasos, ácido fosfórico y otros grupos conteniendo nitrógeno. Ejemplo, fosfatidil colina, fosfatidil serina,  fosfatidil etanolamina y fosfatidil inositol5.

Cerebrósidos. Compuestos constituidos por ácidos grasos, carbohidratos y pares nitrogenadas. Ejemplo Galactocerebrósido y glucocerebrósido.

Esfingolípidos. Compuestos que contienen ácidos grasos, una parte nitrogenada y fósforo. Ejemplo, Esfingomielinas5.

c). Lípidos derivados

Los derivados de lípidos son substancias derivadas de lípidos neutros o compuestos lipídicos. Ellos poseen las propiedades generales de los lípidos. Ejemplo, ácidos grasos, alcoholes de cadena larga, esteroles y vitaminas liposolubles5.

Contenido de lípidos en los alimentos

Los alimentos pueden contener alguno o todos los tipos de compuestos lipídicos mencionados anteriormente, sin embargo, los de mayor importancia en los alimentos son los triacilglicéridos y los fosfolípidos. Los triacilglicéridos en estado líquido a temperatura ambiente se denominan aceites, tales como el aceite de soya, oliva y generalmente la mayoría son de origen vegetal. Los  triacilglicéridos  los cuales son sólidos a temperatura ambiente son llamados grasas. La manteca de cerdo, de cacao y otras; en general son de origen animal.  Es necesario aclarar que el término de grasa es aplicado en forma general a triacilglicéridos tanto en estado sólido como líquido3.

Métodos de análisis de lípidos en alimentos

Los constituyentes grasos de los alimentos consisten en diversas sustancias lipídicas. El contenido en “grasa” (algunas veces llamado extracto etéreo o grasa cruda), se puede considerar que consiste de constituyentes lipídicos “libres” o sean aquellos que pueden ser extraídos por los disolventes menos polares como las fracciones ligeras del petróleo y el éter dietílico, mientras que los constituyentes lípidos “combinados” necesitan disolventes más polares como alcoholes para su extracción. Las uniones de los lípidos pueden romperse por hidrólisis o algún otro tratamiento químico para producir lípidos libres. Por esto la cantidad de lípidos que se extraen en los alimentos dependerá del método de análisis que se haya usado3.

En general los métodos de análisis de lípidos en los alimentos se dividen en tres principales grupos3: 


1. Métodos de extracción directa con disolventes


2. Métodos de extracción por solubilización


3. Métodos volumétricos

 Métodos de extracción directa con disolventes

El contenido total de lípidos en los alimentos es comúnmente determinado por extracción con solventes orgánicos. La exactitud de esos métodos depende de la solubilidad de los lípidos en el solvente usado. El contenido de lípidos de un alimento determinado por extracción con un solvente, puede ser bastante diferente del resultado obtenido por extracción con otro solvente de diferente polaridad. La eficiencia de estos métodos depende tanto del pretatamiento de las muestras como de la elección del disolvente3.

Preparación de la muestra para la determinación de lípidos por extracción con disolventes

La preparación de la muestra para el análisis de lípidos depende del tipo de alimento y del tipo y naturaleza del lípido del alimento. Sin embargo en forma general, para la extracción con solvente, las muestras son preparadas considerando los siguientes puntos.

a). Deshidratación de la muestra.  Los lípidos no pueden ser extraídos con éter etílico desde muestra húmedas debido a que el solvente  no penetra a los tejidos húmedos de la muestra. El éter, debido a que es muy higroscópico, llega a saturarse con agua y la extracción entonces se hace in eficiente. Por lo anterior es recomendable realizar el análisis a partir de una muestra seca4. El método de deshidratación mas sugerido es en estufa de vacío, debido a que los lípidos de la muestra no sufren alteraciones ni combinación con carbohidratos o proteínas durante el secado3.

b). Reducción del tamaño de partícula. La eficiencia en la extracción de lípidos desde alimentos secos depende grandemente del tamaño de la partícula. Por lo tanto una molido es muy importante3.

c). Hidrólisis ácida.  Una significativa porción de lípidos en algunos alimentos (como leche, pan, harinas y productos cárnicos) están enlazados a proteínas y carbohidratos de tal forma que una extracción directa con solventes no polares es in eficiente. Tales alimentos deben ser preparados previo a la extracción con una hidrólisis ácida. La hidrólisis ácida puede romper los enlaces covalentes y iónicos para extraer más fácilmente las formas lipídicas3. 

Métodos de extracción con solventes

La determinación de lípidos realizando la extracción con solventes puede realizarse siguiendo diferentes métodos, éstos se clasifican  como a continuación se indica3,1.

a). Métodos de extracción continua1.



Método de Goldfish

b). Métodos de extracción semicontinua1


Método de Soxhlet

c). Métodos de extracción discontinua3
4.2. Métodos de extracción por solubilización

Los lípidos asociados pueden ser liberados si la muestra se disuelve completamente antes de hacer la extracción con disolventes polares. La disolución del alimentos se puede lograr por hidrólisis ácida o alcalina. En el método ácido (procedo de Werner Schmind) el alimento es calentado en baño de agua hirviente con ácido clorhídrico para romper las proteínas y separar la grasa como una capa que flota sobre el líquido ácido. Las proteínas se disuelven en el ácido y la grasa que se separa puede ser extraída por agitación, cuando menos tres veces, con éter  dietílico o una mezcla de éter dietílico y petróleo ligero. Si el alimento que se analiza contiene una elevada proporción de azúcares, el método de extracción ácida es menos aconsejable que el método alcalino. El éter dietílico tiende a coextraer algún material no lipídico, por lo que los lípidos extraídos y pesados en el extracto  seco necesitan ser eliminados cuidadosamente con éter de petróleo y el residuo no lipidico se  vuelve a secar y  pesar para dar por diferencia, el contenido de la grasa total en la muestra6.

La disolución usando un álcali (método de Rose-Gottlieb), el material se trata con amoniaco y alcohol en frío y la grasa se extrae con una mezcla de éter y petróleo ligero. El alcohol precipita las proteínas que se disuelven en el amoniaco; entonces las grasas pueden ser extraídas con éter. EL petróleo ligero es entonces adicionado ya que reduce la proporción de agua  y consecuentemente también las substancias no grasas solubles, tales como la lactosa en el extracto. La extracción alcalina da resultados muy exactos, lo que hace que la técnica sea recomendable6. 

Métodos volumétricos
Estos consisten en disolver la muestra en ácido sulfúrico y separar la grasa por centrifugación en tubos de vidrio calibrados especialmente. En los Estados Unidos usan el método de Badcock y en los países europeos el método de Gerber es el usado comúnmente en las determinaciones de rutina de grasa en leche y en productos lácteos. Si consideramos que el proceso se efectúa  cuidadosamente, el método de Gerber da resultados que concuerdan bien con los obtenidos usando lentos procedimientos gravimétricos3.

Importancia del análisis de lípidos en alimentos.

El análisis exacto y preciso de los lípidos en los alimentos es importante para establecer la información nutricional requerida en la etiqueta, para determinar saber si un alimento cumple con los requerimientos de identidad y para entender el efecto de las grasas y aceites sobre las propiedades funcionales y nutricionales de los alimentos3.

Análisis físicos y químicos de las grasas

Existe un gran numero de análisis para evaluar las características físicas y químicas de las grasas a lo que continuamente  se añaden nuevos procedimientos, sobre todo instrumentales, que son más rápidos y exactos; sin embargo, los tradicionales empleados son de rutina en muchos laboratorios e industrias y se usan para llevar a cabo un control de calidad adecuado. Los resultados de estos análisis ofrecen mucha información sobre la naturaleza, el origen y el posible comportamiento de la grasa en diferentes condiciones de almacenamiento y procesamiento. A continuación se discuten los métodos más comunes3,6.

Indices

Indice de acidez: es el numero de miligramos de KOH necesarios para saponificar los ácidos grasos libres de una grasa y se expresa generalmente como porcentaje de ácidos grasos calculados en términos del ácido oleico5.

Indice de hidroxilo: es el peso en miligramos de KOH necesario para neutralizar el ácido acético que puede combinarse por acetilación con 1 gramo de muestra5.

Indice de Polenske: es el numero de mililitros de KOH 0.1N necesarios para neutralizar los ácidos grasos volátiles insolubles en agua de 5 gramos de una masa5.

Indice de Reichert-Mesissl: es el numero de mililitros de NaOH 0.1N necesarios para neutralizar los ácidos grasos volátiles y solubles en agua de 5 gramos de grasa; se emplea para caracterizar las grasas lácteas ya que mide la cantidad de ácidos de menos de 12 átomos de carbono, abundante en la leche5.

Indice de saponificación: es el peso en miligramos de KOH que se requiere para saponificar completamente 1 gramo de grasa; este índice es inversamente proporcional al peso molecular promedio de los ácidos grasos5.

Indice de yodo: es el numero de gramos de yodo que reaccionan con 1 gramo de lípidos, y es una medida del promedio de insaturaciones que contienen los aceites y las grasas. Por tratarse de un análisis un poco empírico, debe hacerse en condiciones muy precisas para obtener resultados reproducibles; no ofrece información respecto de la distribución y localización de las dobles ligaduras, por lo que no se usa para determinar la composición y la naturaleza de la grasa. Este análisis se utiliza en la industria para conocer rápidamente el grado de insaturación de un aceite antes de su hidrogenación5.

Otros análisis

Temperatura o punto de fusión: Solamente las grasas constituidas por muy pocas clases de

Valores de ISG de algunas grasas naturales









Valores de ISG





Punto de


Grasa



fusión ( C )

10
21.1
26.7
33.3
37.8

Mantequilla


36.1


32
12
9
3
0

Manteca de cacao

29.5


62
48
8
0
0

Aceite de coco

26.1


55
27
0
0
0

Manteca de cerdo

43.3


25
20
12
4
2

Aceite de palma

39.4


34
12
9
6
4

Aceite de semilla

 28.9


49
33
13
0
0

de palma

Manteca de becerro
47.8


39
30
28
23
18

triacilglicéridos tienen su temperatura de fusión bien definida. A medida que aumenta el numero de estos ésteres, el punto de fusión se convierte verdaderamente en un intervalo de temperatura, ya que cada acilglicérido tiene el suyo propio. Este es una constante básica de cada grasa que es preciso conocer, sobre todo en el caso de las que se emplean para elaborar alimentos; en la fabricación de chocolates se requieren lípidos con un punto de fusión ligeramente menor que la temperatura del cuerpo humano para que pueda derretirse suavemente en la boca en un intervalo de temperatura lo más pequeño posible5.

Temperatura de formación de humos o puntos de humo: es la temperatura a la cual se producen compuestos de descomposición en una cantidad suficiente para volverse visibles5.

Prueba del frío: se aplica fundamentalmente para determinar la eficiencia del proceso de hibernación. Se mantiene una muestra de aceite en un baño de hielo a = C y se mide el tiempo que permanece transparente. Los triacilglicéridos de alto punto de fusión son los responsables de que el aceite se enturbie durante el enfriamiento; en caso de que el aceite se utilice en productos que requieran refrigeración, deberán eliminarse. En términos generales, si el aceite se mantiene transparente durante cinco horas y media, se considera de buena calidad5.

3.9. Determinación de la estabilidad de las grasas

Existen varios tipos de análisis de grasas para predecir su estabilidad a la oxidación en el almacenamiento, entre los cuales los más comunes son:

Método del oxigeno activo: La muestra, de 30 g aproximadamente, se calienta a 100 C en un tubo de ensayo y se le hace pasar una corriente de aire a una velocidad controlada; se determina el índice de peróxido continuamente y el valor del oxigeno activo se expresa como el tiempo requerido para que la grasa alcance un índice de 100 meq/kg. El valor Swift es el tiempo necesario para llegar a 20 meq de índice de peróxido por kilogramo de muestra analizada6.

Método de la bomba de oxigeno: El aceite se somete a una presión de oxigeno de 3.5 kg/cm en un recipiente metálico o “bomba” que se sumerge en agua en ebullición; al inciarse la oxidación se produce un consumo de oxigeno, lo que trae como consecuencia la caída de presión del gas. El resultado se expresa como el tiempo que tarda en reducirse la presión hasta 2 lb/in 6.

Método de incubación en estufa: Se coloca la muestra en un recipiente plano, el cual a su vez se pone en una estufa a temperatura constante (generalmente 65 C) y se determina periódicamente su índice de peróxido o sus propiedades sensoriales; el tiempo necesario para llegar a un limite de rancidez establecido es el resultado de este análisis6.

REACTIVOS MATERIALES Y EQUIPO.

	Vaso de precipitados de 50 ml.

Pinzas para crisol

Equipo Soxhlet

Termómetro

Parrilla de calentamiento

Desecador

Estufa

Balanza analítica
	Eter de petróleo (con punto de ebullición 40 a 60 C)


METODOLOGÍA.
a). Método de Soxhlet

Colocar el matraz del equipo Soxhlet en la estufa hasta peso constante, transferirlo a un desecador, enfriar y pesarlo.

Pesar de 3 a 4 gramos de muestra (debidamente picada) en un vaso de precipitados y secar en estufa 6 horas a 100-105 C; o 1.5 horas a 125 C.

Vaciar la muestra a un cartucho de extracción y extraer la muestra en un extractor Soxhlet durante 4 horas, si la condensación es de 5 o 6 gotas/segundo o durante 16 horas si es de 2 a 3 gotas/segundo. Evaporar el éter contenido en el matraz con precaución, secar en la estufa a 100 C durante 30 minutos, enfriar en desecador y pesar.

a). Método de Goldfish

Colocar el vaso de precipitados del equipo Goldfish en la estufa hasta peso constante, transferirlo a un desecador, enfriar y pesarlo.

Pesar de 3 a 4 gramos de muestra (debidamente picada) en un vaso de precipitados y secar en estufa 6 horas a 100-105∞C; o 1.5 horas a 125∞C.

Vaciar la muestra en un cartucho de extracción, colocar este dentro del contenedor de cartuchos del equipo y colocar este en el equipo. Por otro lado coloque 50ml de éter de petróleo en el vaso del equipo Goldfish y colóquelo en el equipo de extracción junto con los empaques y sujetador. Una vez colocado el vaso y el contenedor de la muestra en el equipo, coloque las placas de calentamiento del equipo por debajo de los vasos Goldfish asegurándose de que se encuentren en contacto. Abra el flujo de agua fría a través del equipo e inicie el calentamiento para la extracción. Extraer la muestra en un extractor Goldfish durante 3 horas. Posteriormente retire el vaso del equipo Goldfish y  cambie el contenedor de muestra por el tubo recolector de solvente. Instale nuevamente el vaso con el solvente y grasa extraída e inicie nuevamente el calentamiento hasta recuperar el solvente dentro del tubo. Una vez recuperado el solvente, desmonte el vaso y el tubo recolector y deje evaporar el éter de petróleo restante  a temperatura ambiente. Finalmente secar el vaso Goldfish con la grasa extraída en una estufa a 100∞C durante 30 minutos, enfriar en desecador y pesar.

RESULTADOS.
Redacte brevemente sus observaciones realizadas durante la práctica

Anote los datos obtenidos durante el desarrollo de la práctica.

Método de Soxhlet



Peso de matraz con grasa (W1)


g

Peso del matraz sólo (W2)



g

Peso de la muestra (W)



g

Método de Goldfish



Peso del vaso con grasa (W1)


g

Peso del vaso sólo (W2)



g

Peso de la muestra (W)



g

Realice los cálculos considerando la siguiente fórmula


 EMBED Word.Picture.8  


CUESTIONARIO.
1. ¿ Por qué es necesario que la muestra este deshidratada antes de realizar la extracción de grasa ?

2. ¿Mencione tres tipos de solventes orgánicos (diferentes al éter de petróleo) en los cuales sean solubles los lípidos?

3. ¿Cuál es la función de los tubos externos que forman parte del extractor  del equipo Soxhlet?

4. ¿Cuál es la función del refrigerante dentro del equipo Soxhlet?

5. Comparando los métodos de Soxhlet y Goldfish, explique porqué al ultimo se le considera un método de extracción continua.
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PRACTICA No. 7

DTERMINACION DE ALGUNAS CONSTANTE DE GRASAS Y ACEITES

OBJETIVO.
Conocer los métodos más importantes en la evaluación de algunas constantes físicas y químicas de las grasas y aceites.

INTRODUCCIÓN.

Existe un gran número de análisis para evaluar las características físicas y químicas de las grasas a lo que continuamente se añaden nuevos procedimientos, sobre todo instrumentales, que son más rápidos y exactos; sin embargo, los tradicionalmente empleados son de ruitina en muchos laboratorios e industrias y se usan para llevar a cabo un control de calidad adecuado. Los resultados de estos análisis ofrecen mucha información sobre la naturaleza, el origen y el posible comportamiento de la grasa en diferentes condiciones de almacenamiento y procesamiento. 

El análisis de grasas se lleva a cabo en base a una serie de propiedades físicas y químicas las cuales 

sirven como base para la identificación y evaluación de una muestra de grasa dada. Los valores de dichas propiedades varían en un rango pequeño por lo que pueden ser considerados como constantes.

A continuación se describen los métodos más comunes.

MARCO TEORICO.

a) Número de saponificación. Es una medida de la longitud promedio de las cadenas de los ácidos grasos. Se define como el número de miligramos de KOH requeridos para hidrolizar completamente un gramo de grasa o aceite. En la reacción de saponificación una molécula de triglicérido reacciona con tres moléculas de KOH para dar una molécula de glicerol y las sales de álcali de los ácidos grasos correspondientes. 

La determinación se basa en hacer reaccionar la grasa con una solución alcohólica de KOH, con el fin de hidrolizar a sales de ácidos grasos y glicerol. Posteriormente se avalúa el álcali que no reaccionó y por diferencia se calcula el KOH requerido para la hidrólisis.

Los álcalis acuosos y las grasas son insolubles entre sí, de tal forma que sólo pueden reaccionar unos con otros en la superficie entre la fase acuosa y la fase gaseosa. La parte inicial de la reacción es lenta y heterogénea por estar los componentes reaccionantes en diferentes fases. Sin embargo, a medida que se va llevando a cabo la reacción, se forma jabón, que tiene la propiedad de disolver tanto grasas como agua, de tal forma que ambos componentes reaccionan en la misma fase aumentándose con esto la reacción. En general

b) Número de yodo. Es una medida del promedio de dobles enlaces o instauraciones que contienen las grasas o aceites. Se define como el número de gramaos de halógenos que reaccionan con 100 g de grasa o aceite. La determinación se basa en la propiedad que tienen los ácidos grasos insaturados de unirse a una cantidad definida de halógeno. Consiste en hacer reaccionar la muestra con un exceso de halógeno, para posteriormente evaluar el halógeno que no reaccionó y calcular por diferencia, la cantidad de halógeno adicionada a la grasa.

 c) Valor de peróxido. Es una medida de la concentración de peróxidos en una grasa o aceite y esta relacionado con el grado de rancidez que presenta el mismo. El valor de peroxido se define como los miliequivalentes de peróxido presentes en 1 gramo de grasa o aceite. La determinación se basa en la alta reactividad de los peróxidos, los cuales pueden ser fácilmente estimados por yodimetría.

a) Ácidos grasos libres. El aceite se disuelve en un disolvente neutro y se valora la acidez con álcali normalizado. El valor obtenido representa la extensión de la descomposición de los glicéridos del aceite por la lipasa. Los ácidos grasos libres se calculan normalmente como ácidos oleicos.

b) Indice de refracción. Cada grasa o aceite presenta un índice de refracción característico y que es de gran ayuda para su identificación

MATERIALES. REACTIVOS Y EQUIPO.

1. Muestra

200 ml de aceite de maíz

1. Reactivos

Sol alcohólica de hidróxido de potasio:
                     Colocar 7.5 g de KOH en un matraz de 2 lt y 

                                                                                                                               agregar 1.3 l t de etanol al 95% .  Hervir en  un 

                                                                                                                                baño maría bajo reflujo por 30-60 minutos . 

                                                                                                                                Destilar y colectar el alcohol. Disolver 40 g de 

                                                                                                                               KOH en 1 lt de alcohol destilado, manteniendo 

                                                                                                                                la temperatura a bajo de 15.5 °C mientras se 

                                                                                                                                logra la disolución.

Fenoftaleina

Soln. de ácido clorhídrico 0.5 N valorada

Acetona

Cloroformo

Soln. del reactivo de Hanus

Yoduro de potasio

Soln. de tiosulfato de sodio 0.1 N valorada

Soln. de almidón al 1%

Soln. ácido acético: cloroformo (2:1)

Soln. de yoduro de potasio al 5%

Soln. de etanol al 95%

Éter etílico

Soln. de hidróxido de sodio 0.1 N valorada

1. Materiales

6 vasos de precipitados de 50 ml

2 matraces Erlenmeyer de 500 ml (24/40)

2 refrigerantes rectos (24/40)

2 mecheros

2 telas de asbesto

2 anillos

2 pinzas de 3 dedos c/nuez

1 pipeta volumétrica de 50 ml

  perlas de ebullición

2 buretas

2 pinzas para bureta

2 matraces para valoración de yodo

1 pipeta volumétrica de 25 ml

1 pipeta volumétrica de 10 ml

1 probeta de 100 ml

1 pipeta de 5 ml

3 tubos de ensaye de 50 ml

2 pipetas volumétricas de 20 ml

1 baño maría

6 Erlenmeyer de 125 ml

1 pipeta de 10 ml

1 matraz volumétrico de 100 ml

1 pipeta volumétrica de 2 ml

2 probetas de 50 ml

1 Erlenmeyer de 250 ml

2. Equipo

Balanza analítica

Refractómetro

· Material que deben traer los estudiantes

METODOLOGIA

1. Número de saponificación

Lavar todo el material a usar en esta determinación con potasa alcohólica y enjuagarlo perfectamente con agua destilada.

Pesar exactamente 5 g de muestra y colocarlos en un matraz esmerilado de 500 ml. Adicionar 50 ml de una solución alcohólica de hidróxido de potasio, haciendo uso de una pipeta volumétrica.

Colocar el matraz a un refrigerante recto, montado para trabajar a reflujo, y verificar que el sistema de enfriamiento esté funcionando adecuadamente. Iniciar el calentamiento y mantenerlo durante el tiempo necesario para que lograr que la muestra se encuentre clara y uniforme ( aproximadamente 1.5 horas). Una vez esto haya concluido, suspender el calentamiento, esperar a que el contenido del matraz se enfríe y posteriormente desconectar el refrigerante. Agregar unas gotas de fonoftaleina a la mezcla y valorarla con una solución de HCL 0.5 N, hasta que el color rosa desaparezca

Paralelamente llevar a cabo esta determinación sin hacer uso de muestra y considerar ésta como referencia. A partir de los datos obtenidos calcular el número de saponificación como se indica a continuación:



Número de saponificación = 28.05 ( A – B )









  P

Donde:


A = Volumen de HCL 0.5 N requerido para valorar la referencia


B = Volumen de HCL 0.5 N requerido para valorar la muestra


P = Peso de la muestra

Reportar los resultados obtenidos y las observaciones hechas.

2. Número de yodo

Lavar todo el material a usar en esta determinación con potasa alcohólica y 

enjuagarlo perfectamente con agua destilada. Secar el material con papel toalla y enjuagarlo con acetona para asegurar la completa sequedad.

Pesar exactamente 0.35 g de aceite en un matraz para valoración de yodo conteniendo 10 ml de cloroformo. Añadir 25 ml del reactivo de Hanus, haciendo uso de una pipeta volumétrica. Agitar suavemente para obtener un buen mezclado.

En seguida llevar el matraz a una estufa a 25 ± 5 °C durante 30 minutos.

Concluido el tiempo de reacción, remover el matraz de almacenamiento y añadir 1.5 g de yoduro de potasio y 100 ml de agua destilada hervida y fría. 

Valorar con una solución de tiosulfato de sodio 0.1 N hasta que la solución sea incolora. En seguida añadir 2 ml de solución de almidón al 1% y continuar titulando hasta que desaparezca el color azul. Cerca del punto final, tapar el matraz y agitarlo vigorosamente, para que las ultimas trazas de yodo que queden en el cloroformo pasen a la solución de yoduro de potasio; determinar la titulación.


Paralelamente llevar a cabo esta determinación sin hacer uso de la muestra y considerarla como referencia. A partir de los datos obtenidos calcular el número de yodo  como se indica a continuación:



Número de yodo = ( B – A ) x N x 12.69








P

Donde:


A = Volumen de tiosulfato de sodio 0.1 N requerido para valorarla muestra


B = Volumen de tiosulfato de sodio 0.1 N requeridos para valorar referencia


P = Peso de la muestra

3. Valor de peroxido.

Pesar alrededor de 1 g de aceite (anotar el peso exacto) en un tubo de ensaye de 50 ml, añadir 1 g de yoduro de potasio y 20 ml de la mezcla ácido acético cloroformo e introducir el tubo en agua hirviendo durante 60 segundos. Inmediatamente verter el liquido caliente en un matraz conteniendo 20 ml de la solución de Kl al 5% y llevar el tubo con 15 ml y 10 ml de agua

Adicionar solución de almidón al 1% y valorar con tiosulfato de sodio 0.002 N.


Realizar estas determinación por triplicado y calcular el valor de peroxido de acuerdo a lo siguiente:




Indice de peroxido = V/P

Donde:


V = Volumen de tiosulfato de sodio 0.002 N gastados


P = Peso de la muestra.

Reportar los resultados obtenidos e investigar la relación que existe entre el índice de peroxido y el grado de rancidez.

4. Ácidos grasos libres

Mezclar 20 ml de alcohol ( 95% ) con 20 ml de éter etílico, añadir 1 ml de fonoftaleina y neutralizar la mezcla con NaOH 0.1 N.

Pesar 5 g de aceite en un matraz de 250 ml y adicionar la mezcla de solventes; valorar con la adición de NaOH 0.1 N agitando constantemente, hasta color sosa persistente durante 15 segundos. Si se separan dos capas repetir la valoración usando una cantidad menor de muestra.

Realizar esta determinación por triplicado y calcular el porcentaje de ácidos libres expresados como ácido oleico.




% a. g. l ( ácido oleico ) = V x 0.0282 x 100









   P

Donde:


V = Volumen de NaOH 0.1 gastados


P = Peso de la muestra

Reportar los resultados obtenidos y las observaciones hechas.

5. Indice de refracción

Estandarizar el refractómetro a 25 °C, limpiar los cristales con etanol al 50%, esperar a que seque. Colocar 2 o 3 gotas del aceite y realizar la lectura.

Limpiar los cristales, primero con agua y después con alcohol al 50% utilizando un algodón.

Repetir las mediciones 2 veces más.

Nota:

Investigar las constantes para el aceite y compararlas con las obtenidas.
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PRÁCTICA No. 8

DETERMINACIÓN DEL PORCENTAJE DE PROTEÍNA CRUDA EN UN ALIMENTO POR EL METODO KJELDAHL

OBJETIVO.
Determinar el contenido de proteína en un alimentos de origen animal ya que éste es una fuente importante de proteínas para el hombre.

INTRODUCCIÓN.
En general, los métodos de análisis de proteínas están basados en características únicas de las proteínas  y de sus aminoácidos. Así por ejemplo, el método de Kjendahl mide el nitrógeno orgánico de la muestra. Las interacciones de estructura entre el enlace peptídico y el cobre contribuye al análisis por el método de biuret y Lowry. Por otro lado, varios aminoácidos de una proteína están relacionados con el enlazamiento entre el colorante y el enlace peptídico de la proteína o bien con la absorción de luz UV  a 280 nm, otros métodos existentes se  basan en la combinación con los anteriormente mencionados, tales como los métodos de Ninhidrina y Lowry4.

MARCO TEÓRICO.

Aspectos generales sobre el análisis de proteínas

Las proteínas son un componente abundante en todas las células y casi todas son importantes para las funciones biológicas y/o estructurales de las células. Estas varían en masa molecular y pueden encontrarse desde aproximadamente cinco mil Daltons hasta más de un millón de Daltons. Estas están constituidas por hidrógeno, carbono, nitrógeno, oxígeno y azufre. Veinte aminoácidos son las principales unidades estructurales de las proteínas. los enlaces entre los aminoácidos dentro de una proteína son denominados enlaces peptídicos. El nitrógeno es el elemento distintivo de las proteínas, no obstante, su contenido en varios alimentos proteicos varía de 13.4 a 19.1% debido a la composición aminoacídica específica de cada proteína. Generalmente las proteínas ricas en aminoácidos básicos contienen más nitrógeno2. 

El análisis de proteínas es complicado por algunos factores, tales como la presencia de componentes de los alimentos con propiedades fisicoquímicas similares a las proteínas. Este nitrógeno no proteico puede provenir de aminoácidos libres, pequeños péptidos, ácidos nucleicos, fosfolípidos, aminoazúcares, porfirinas y algunas vitaminas, alcaloides, ácido úrico, urea e iones amonio. Por lo tanto el nitrógeno total de los alimentos debería representar primariamente el nitrógeno proveniente de proteínas y en menor grado al nitrógeno contenido en substancias no proteicas. Otros componentes de los alimentos, tales como lípidos y carbohidratos pueden interferir físicamente con el análisis de proteínas en los alimentos1.

El análisis de proteína es importante para:

1. Determinación de la actividad biológica. algunas proteínas, incluyendo enzimas e inhibidores enzimáticos son importantes para la ciencia de los alimentos y la nutrición por ejemplo: las enzimas proteolíticas en el ablandamiento de la carne, pectinasas en la maduración de las frutas y los inhibidores  de tripsina en la soya1.

2. Investigación de las propiedades funcionales. Las proteínas en varios tipos de alimentos presentas propiedades funcionales únicas, por ejemplo: gliadinas y gluteninas en la harina de trigo para la elaboración del pan, caseína en la leche para la coagulación en  quesos y la albúmina de huevo por su capacidad espumante en la elaboración de merengue1.

3. Información Nutrimental para el etiquetado1.

El análisis es requerido cuando queremos conocer:



1. Contenido proteico total.



2. Composición de aminoácidos.



3. Contenido de una proteína en particular en una mezcla.



4. Contenido proteico durante el aislamiento y purificación de una 


proteína.



5. Nitrógeno no proteico.



6. Valor nutritivo (digestibilidad, Relación de Eficiencia Proteica o 


Balance de nitrógeno) de una proteína.

Numerosos métodos han sido desarrollados para medir el contenido de proteína. Los principios básicos de éstos métodos incluyen, las determinaciones de nitrógeno, enlaces peptídicos, aminoácidos aromáticos, absorción de radiación UV por proteínas, grupos amino libres y capacidad de enlace de colorantes. Factores tales como, sensibilidad, exactitud, precisión, rapidez y costo del análisis, deben ser considerados para la selección de l método apropiado para una aplicación particular1.

Métodos de análisis de proteínas en alimentos

Hasta hace poco tiempo, el  contenido proteínico en los alimentos podía estimarse sólo  a partir del contenido en nitrógeno determinado por el procedimiento de Kjendahl. Ahora se dispone de varios métodos alternativos físicos y químicos, algunos de los cuales son automáticos o semiautomáticos. 

En general los métodos de análisis de proteínas en alimentos se clasifican en dos 1) métodos indirectos y 2) métodos directos. Entre los métodos indirectos, el más conocido es el método de Kjendahl, el cual ha experimentado diversas modificaciones. En referencia  a los métodos directos encontramos principalmente a). Titulación con formol, b) métodos colorimétricos c) destilación directa y d) método infrarrojo6.

Método de Kjendahl-Gunning-Arnold

Aunque el método se ha modificado durante años, el procedimiento básico de Kjendahl mantiene aún su posición como la técnica más fidedigna para la determinación de nitrógeno orgánico. En consecuencia, es incluido entre los métodos oficiales establecidos y aprobados por las organizaciones internacionales. Además los resultados obtenidos mediante el método de Kjendahl se usan para calibrar los métodos físicos y los automáticos5. 

El método Kjendahl esta basado en  la combustión húmeda de la muestra, calentándola con ácido sulfúrico concentrado en presencia de catalizadores metálicos y de otro tipo para efectuar la reducción del nitrógeno orgánico de la muestra a amoníaco, el cual es retenido en solución como sulfato de amonio. La solución de la digestión se hace alcalina y se destila o se arrastra con vapor para liberar el amoníaco que es atrapado y titulado5.

Este método se lleva a cabo específicamente en dos etapas:

Digestión:

El nitrógeno  proteico y no proteico se combina a temperaturas elevadas con el hidrogeno, formando amoniaco al que a su vez tiene una gran tendencia  a combinarse con el ion hidrógeno y formar el grupo iónico NH4 monovalente y que lleva el nombre de amonio, el cual por la digestión con el ácido sulfúrico y su oxidación con oxígeno naciente se desprende bióxido de carbono y agua, quedando como el producto de la digestión sulfato de amonio1.

 Destilación :

Al añadir álcali en exceso, el sulfato de amonio se descompone en hidróxido de amonio que se desprende y va a combinarse con el ácido valorado, que se pone en exceso para que se combine en el matraz receptor con un indicador.

Con una solución de hidróxido de sodio 0.1 N se titula el excedente de ácido. Así se neutraliza el ácido clorhídrico que no se combino con el hidróxido de amonio, por lo que al hacer el cálculo se resta la cantidad de  NaOH 0.1 N gastada en la titulación de ácido clorhídrico que se puso al iniciar la destilación. La diferencia corresponde a la cantidad del ácido que se combino con el hidróxido de amonio para formar el cloruro de amonio1.

Factores de conversión de nitrógeno a proteína cruda

La determinación de nitrógeno total por los procedimientos normales de Kjendahl no incluyen la forma de nitrógeno inorgánico, por ejemplo, los nitritos y nitratos. Sin embargo, los métodos radioquímicos pueden detectar y medir el nitrógeno en todas la formas de combinación. En ciertos alimentos es alto el nitrógeno no proteico (pescado, frutas y legumbres), pero los factores usados comúnmente para convertir nitrógeno en proteína cruda están basados en el contenido promedio de nitrógeno  en las proteínas contenidas en ciertos alimentos en particular. Se recomienda incluir los siguientes factores6:

	Trigo-Harina entera
	5.83
	Soya
	5.71

	harinas excepto  la entera
	5.70
	Nueces-cacahuates, nueces
	5.41

	Macarrones
	5.70
	almendras
	5.18

	Salvado
	6.31
	Otras nueces
	5.30

	Arroz
	5.95
	Leche y productos l∑cteos
	6.38

	Cevada,avena, centeno
	5.83
	Gelatina
	5.55

	Maíz
	6.25
	Todos los demás alimentos
	6.25


Estos factores, basados en los primeros análisis de proteínas, han sido criticados por Heidelbaugh y cols, (1975), quienes han publicado otros factores para una amplia gama de alimentos basados en un análisis detallado de aminoácidos. Por consiguiente, es una buena práctica para los analistas citar el factor usado al informar sobre contenidos proteínicos6.

Determinación directa de proteínas

Las proteínas de los alimentos contienen aminoácidos que tienen varios grupos funcionales, por lo que muestran una gran variedad de reacciones químicas. Debido a que los alimentos contienen mezclas de proteínas, los métodos directos para la estimación de proteínas deben ser calibrados contra un método estándar de referencia para nitrógeno, por ejemplo, el procedimiento de Kjendahl1.

Titulación con formol

Cuando se adiciona formalina a una solución acuosa neutralizada, que contiene proteínas, el grupo -NH2 reacciona para formar el grupo metilenimino -N=CH2 con la liberación de un protón que puede titularse. El procedimiento ha sido descrito por Taylor (1957) y se ha usado para la determinación de sólidos de leche en los helados de crema1.

Métodos colorimétricos

Se ha empleado la reacción de biuret que da una coloración púrpura cuando los enlaces peptídicos reaccionan con los iones cúpricos a un pH alcalino y se ha informado que no interfieren pequeñas cantidades de azúcares reductores. El método ha sido mejorado considerablemente mediante el uso de propano-2-ol y la aplicación de calor. El reactivo de Folin (ácido fosfomolibdico-fosfotúngtico) es reducido por las proteínas para formar un complejo azul de molibdeno. La reacción fue modificado y aumenta su sensibilidad por Lowry y cols. y ha encontrado amplio uso, especialmente en el análisis bioquímico. El método ha sido automatizado para el análisis de leche6.

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO.
	Perlas de granataria 

Mortero

Bureta, probetas de 50 y 100 ml

Pipetas

Matraces Erlen Meyer de 500 ml

Matraces de granatar de 800 ml

Aparato digestor y destilador granatar

Balanza analítica con sensibilidad de 0.1 ml 

Balanza granataria.
	Sulfato de potasio

Sulfato cúprico pentahidratado

Dióxido de selenio

ácido sulfúrico concentrado

ácido sulfúrico 0.1N.

ácido bórico al 2%

Rojo de metilo

Hidróxido de sodio  al 50%

Zinc granulado




.

METODOLOGíA
Preparación de Reactivos:

Preparar la mezcla digestora como se indica a continuación:

200 g de sulfato de potasio, R.A. , 20 g de sulfato cúprico pentahidratado, 5 g de dióxido de selenio sublimado para síntesis.

Moler el sulfato cúprico hasta que el tamaño de la partícula sea similar a la del dióxido de selenio, posteriormente hacer lo mismo con el sulfato de potasio, mezclar. Añadir el dióxido de selenio y mezclar bien. Es necesario que al manipular  el dióxido de selenio se tenga precaución, se recomienda el empleo de mascarillas. Guardar la mezcla en un frasco bien tapado.

Indicador Rojo de Metilo

Se disuelven 0.1g de rojo de metilo en 60ml de alcohol etílico y se diluye a 100ml con agua destilada.

a). Digestión:

Pesar 0.5 a 1 g de muestra en un papel libre de nitrógeno, pasarlo a un matraz de Kjeldahl , añadir 8.5 g de mezcla digestora, 25 ml de ácido sulfúrico concentrado y unas perlas de ebullición. Prender el extractor de humos y las parrillas de calentamiento . A partir de que el líquido este transparente calentar 30 minutos más. Enfriar y proceder con la destilación.

b). Destilación:

Colocar el tubo terminal del refrigerante del aparato un matraz Erlen Meyer con 50ml de ácido bórico diluido con 2 gotas de rojo de metilo. Prender las parrillas de calentamiento  y abrir a la llave del agua de los refrigerantes. Añadir 300 ml de agua destilada al matraz con la muestra digerida previamente enfriado , disolver bien, enfriar si es que se ha calentado  por la adición de agua , añadir unas granallas de zinc (0.5g) y 90 ml de sosa al 50% lentamente  de manera que se formen dos estratos. Conectar el matraz a la trampa, agitar. Destilar aproximadamente 250 ml, apagar la parrilla e inmediatamente secar la terminal del refrigerante del matraz Erlen Meyer  y lavar con una pizeta que contenga agua destilada.

c). Titulación:

Titular el líquido destilado con ácido sulfúrico 0.1N ó 0.01 N dependiendo de la cantidad de nitrógeno que espera encontrar. El punto final de la titulación será cuando al adicionar una gota más del ácido sulfúrico diluido haya un vire de amarillo a rosa.

RESULTADOS.
Redacte brevemente sus observaciones realizadas durante la práctica

Anote los datos obtenidos durante el desarrollo de la práctica.

Volumen  gastado por la muestra problema 

ml

Volumen  gastado por el blanco



ml

Normalidad del ácido




N

Peso de la muestra





g

Realice los cálculos considerando la siguiente fórmula


(ml problema - ml blanco)(meq N)(Normalidad del ácido sulfúrico)

% N = ------------------------------------------------------------------------------------------ X 100





Peso real de la muestra

% Proteína = (%N)( 6.25)

El factor de 6.25 variará dependiendo del alimento.

CUESTIONARIO.

1. ¿Durante la digestión qué le sucede a la muestra?

2. ¿ Antes de la destilación qué coloración muestra la solución de ácido bórico y rojo de metilo?

3. ¿Qué compuesto es liberado durante la destilación de la muestra y que posteriormente es condensado y recolectado en la solución de ácido bórico?

4. ¿De donde se obtiene o qué indica el valor de 6.25 de la fórmula?

5. ¿Mencione el nombre del equipo con que se mide la concentración de proteína en los métodos colorimétricos?
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PRÁCTICA No. 9

DETERMINACIÓN DEL PORCENTAJE DE FIBRA CRUDA EN UN ALIMENTO

OBJETIVO.
Determinar el contenido de fibra cruda a una fruta o vegetal ya que estos constituyen una fuente muy importante de fibra.

INTRODUCCIÓN.

En los inicios de los años setenta Burkitt y Trowel establecieron que la prevalencia de enfermedades cardiovasculares y ciertos tipos de cáncer en las sociedades occidentales estuvieron relacionados al inadecuado consumo de fibra dietaria. Sus observaciones generaron mucho interés y un gran número de investigaciones han sido realizadas para probar su hipótesis. Aún cuando las investigaciones no han producido resultados consistentes y la gran expectación inspirada por Burkitt y Trowel no ha sido materializada, es claro que el inadecuado consumo de fibra dietaria es importante para una buena salud2.

El consumo de fibra dietaria de una gran variedad de alimentos ayuda a proteger contra el cáncer de colon y normaliza los lípidos en sangre, reduciendo las enfermedades cardiovasculares. Ciertos tipos de fibra pueden retardar la absorción de glucosa y reducir la secreción de insulina, lo que es de gran importancia para los diabéticos y para los no diabéticos también. La fibra también ayuda a prevenir la constipación intestinal. Con este amplio rango de beneficios atribuidos a la fibra dietaria es fácil perder la perspectiva y considerar a la fibra dietaria como un ingrediente mágico que corregirá o prevendrá todas las enfermedades. Un punto de vista más adecuado es el que considera a la fibra dietaria como un componente esencial de una dieta bien balanceada, por lo que una ingesta adecuada de este componente ayudará a minimizar algunos de los problemas de salud más comunes1.

La fibra dietaria es generalmente definida como lignina más polisacáridos de plantas que no pueden ser digeridas por las enzimas del tracto gastrointestinal. Algunos tipos de almidón no son digeridos en el intestino delgado por lo que son considerados dentro de esta definición como fibra dietaria1.

Los principales componentes de la fibra dietaria son celulosa, hemicelulosa, pectinas, hidrocoloides y lignina. Desde un punto de vista botánico la fibra es categorizada como polisacáridos de la pared celular y lignina.

La fibra dietaria es estimada por dos procesos básicos: gravimétrico o químico. En el primero los carbohidratos digeribles, lípidos y proteínas son selectivamente solubilizados por algunos compuestos químicos en solución y/o enzimas. Los materiales no digeridos son entonces recolectados por filtración y el residuo de fibra es cuantificado gravimétricamente. En el segundo proceso los carbohidratos digeribles son removidos por digestión enzimática y los componentes de la fibra son finalmente hidrolizados por vía ácida y sus monosacáridos son medidos. La suma de monosacáridos en el hidrolizado ácido representan a la fibra1.

Todos los métodos para determinar fibra incluyen un paso de calentamiento de 80 a 130 C por 10 minutos a tres horas. En el proceso gravimétrico es importante que todos los materiales digeribles sean removidos de la muestra de tal manera que únicamente los polisacáridos no digeribles permanezcan. Los lípidos son fácilmente removidos de la muestra con solventes orgánicos y generalmente no producen problemas analíticos en la Determinación de fibra. Las proteínas y minerales que no son removidos durante los pasos de solubilización deberán ser corregidos por análisis de nitrógeno total y por análisis de cenizas de la fibra obtenida5.

MARCO TEÓRICO.

Aspectos generales acerca de los polisacáridos y la fibra en los alimentos

Polisacáridos

Convencionalmente se ha considerado polisacárido aquel polímero por más de 10 monosacáridos unidos por distintos enlaces glucosídicos; los de menos de 10 son los oligosacáridos. A pesar de esta distinción la gran mayoría de los polisacáridos naturales contiene cientos de monómeros y en ocasiones varios y miles. No producen verdaderas soluciones, sino más bien dispersiones de tamaño coloidal; puros no tienen  color, aroma, o sabor. Su peso molecular, que puede llegar a ser hasta de millones, es en realidad un promedio. Puesto que las moléculas no son iguales y siempre presentan una distribución de valores4.

Se encuentran como cadenas lineales, o bien ramificadas que a su vez pueden  estar integradas por un solo tipo de monosacáridos (homopolisacáridos) como el almidón y la celulosa, o también por varios tipos de monosacáridos (heteropolisacáridos) como es le caso de la mayoría de las gomas. De cualquier manera, sus componentes siempre están unidos regularmente con una secuencia y estructura repetitivas, representando polímeros con un alto grado de ordenación4.

De acuerdo con su función biológica se han dividido en dos grandes grupos: los que constituyen la estructura celular y le confieren rigidez a los tejidos (celulosa, pectinas, gomas) constituyen y lo que representan la reserva energética de animales y vegetales (glucógeno, inulina y almidón): cada grupo tienen propiedades físicas y químicas muy distintas que se resumen en los siguientes cuadros3.

Los polisacáridos se encuentran en forma natural en muchos alimentos, pero en algunas ocasiones se añaden a otros para obtener la formulación correcta, como en el caso del almidón, la carragaenina y las pectinas, que se utilizan por sus propiedades funcionales, por su gran capacidad de retener agua, producen partículas coloidales muy hidratadas, razón por la cual a los polisacáridos se eles da el nombre de hidrocoloides4.

Principales usos de los polisacáridos en alimentos4
	Estabilizadores a través de sus interacciones con agua.
	Controlan la cristalización de azúcares, sales y agua

	Emulsionantes
	Forman películas recientes.

	Gelificantes
	Agentes de suspensión de sólidos en líquidos

	Estabilizan o forman espumas
	Agentes adhesivos

	Mejoran la textura, dándole “cuerpo al alimento
	Espesantes en alimentos dietéticos bajos en calorías

	Espesantes y agentes de viscosidad
	Agentes floculantes

	Encapsulacion de sabores artificiales fijación de sabores.
	Reducen el daño estructural del alimento causado por el congelamiento

	Estabilizan sistemas donde hay ciclos de congelamiento y descongelamiento
	


Celulosa

Es el polisacárido estructural de todo el reino vegetal: por esta considerado como el compuesto orgánico más importante en la naturaleza y ser una fuente de glucosa prácticamente inagotable que se renueva continuamente mediante la fotosíntesis, los científicos han desarrollado muchas investigaciones para aprovecharlo en la obtención de glucosa4.

Los animales herbívoros, a diferencia de los monogástricos como el hombre, son los únicos capaces de aprovechar la celulosa en su metabolismo pues cuentan con la correspondiente enzimas celulasas en el  tracto gastrointestinal: para el organismo humano la celulosa es parte de la fibra cruda y consecuentemente se elimina en las heces sin haber sido aprovechada4.

Se encuentran en las frutas, las hortalizas y los cereales como constituyentes estructural de las paredes celulares, y también la producen ciertos microorganismos. En el arroz, el maíz, el trigo se localiza en el pericarpio y el germen junto con las hemicelulosas y la lignina y representan 1.0,2.5, y 2.0% del grano, respectivamente2.

Comercialmente la celulosa se obtienen de la madera y del algodón; esta segunda fuente es la más pura del polisacárido, generalmente la celulosa no se usa como aditivo de manera, directa; Se emplean más bien sus diversos derivados, principalmente la carboximeticelulosa, los usos de los derivados de la celulosa son muchos y muy derivados, por ejemplo: en el control de la cristalización de la lactosa en helados, en productos congelados, en aderezos para impartir “cuerpo” e incrementar la viscosidad, en mezclas con otras gomas para evitar la síntesis, en alimentos dietéticos (pues no se metabolizan).etc. 4
Hemicelulosa

Este término es algo ambiguo y se emplea para referirse a un grupo muy extenso de polisacáridos con diversos tipos de monómeros (heteropolisacáridos) que se localizan principalmente en la pared celular y que son muy distintos a la celulosa  o almidón, generalmente son solubles en soluciones alcalinas concentradas(118 a 24% de los hidróxidos de sodio o de potasio), presentan una estructura amorfa, aún cuando algunos tipos desarrollan una forma fibrial, y actúan como agente cementante en el tejido vegetal4.

El trigo contiene de 2 a 3% de hemicelulosa y una fracción de esta (0.5 a 0.8%) es de peso molecular bajo y soluble en agua, mientras que la otra es de peso molecular  alto e insoluble. La presencia de la primera provoca que la harina de este cereal absorba mayor cantidad de agua, lo cual reduce el tiempo de amasado y mejora el volumen y la textura del pan de trigo. Cuando aumenta el contenido de hemicelulosas insolubles, la calidad global de los productos de la panificación tienden a reducirse4.

Estos hidratos de carbono presentan diferentes capacidades de hidratación, o retención de agua: por ejemplo la hemicelulosa proveniente de los frijoles  tiene un valor de 3.3 g de agua por gramo de polímero, mientras que el valor de la col es de 12g y el del trigo 22.8g4.

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO.
	Desecador

Pinzas para crisol

Matraz Erlen Meyer de 500 ml

Refrigerante

Filtro Buchner

Papel filtro

Espátula

Parrilla de calentamiento

Bomba de vacío

Estufa

Mufla

Balanza analítica
	Solución de ácido sulfúrico al 1.5%

Solución de hidróxido de Sodio al 1.25%




METODOLOGíA.
Preparación de la muestra. Mezclar completamente la muestra en un contenedor cerrado. Reducir la muestra a un tamaño adecuado y guardarla en un desecador.

Extraer 2g de material seco con éter etílico o de petróleo (se puede usar la muestra proveniente de la Determinación de grasas), y transfiere el residuo a un Erlen Meyer de 500 ml, adicionar 200 ml de solución caliente de H2SO4 al 1.25%. Conectar el Erlen Meyer al refrigerante y hervir durante 30 min., agitar el matraz periódicamente para evitar que los sólidos se adhieren a los lados. Quitar al matraz y filtrar a través de un embudo buchner con papel filtro seco, de cenizas conocidas y previamente pesado, lavar el residuo a través del buchner. Repetir el lavado con tres porciones de 50 ml de agua destilada caliente. Colocar nuevamente la muestra en el matraz y adicionar 200 ml de solución caliente de NaOH al 1.25% y hervir durante 30 min. Quitar el matraz y filtrar como arriba. Lavar con 25 ml de solución caliente de H2SO4 al 1.25% y tres veces con porciones de 50 ml de agua destilada caliente. Transferir el residuo y papel a un crisol tarado, secar 2 hrs. A 130 ( 28∞C o durante toda la noche a 1008C, enfriar en desecador y pesar. Incinerar 2 hrs. a 550 ± 108C, enfriar en desecador y pesar. No sacar los crisoles de la mufla hasta que la temperatura sea menor de 2508C. Restar el peso de las cenizas del incremento de peso en el papel debido al material insoluble, y reportar la diferencia como fibra cruda.

RESULTADOS.

Redacte brevemente sus observaciones realizadas durante la práctica

Anote los datos obtenidos durante el desarrollo de la práctica.

Peso de la fibra retenida en el papel filtro (w1)



Peso de las cenizas (w2)



Peso de la muestra (w)



Realice los cálculos considerando la siguiente fórmula




CUESTIONARIO.

1. ¿Cuál es la razón por la cual la muestra debe encontrarse seca y libre de materia grasa antes de la determinación de fibra cruda?

2. ¿Qué tipo de compuestos constituyen a la fibra cruda?

3. ¿Por qué los alimentos de origen vegetal son los únicos que poseen fibra?

4. En base a los resultados obtenidos, liste de mayor a menor los alimentos que mayor contenido de fibra presenten

5. Mencione las enfermedades o padecimientos en el que el consumo de fibra pueda ayudar a prevenir o proteger.
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PRÁCTICA No 10

DETERMINACIÓN DE AZÚCARES TOTALES Y SACAROSA 

OBJETIVO.
Determinar el contenido de azúcares presentes en la muestra fresca, ya que este dato es de utilidad para canalizarla hacia un uso  adecuado, ya sea para consumo en fresco o para su industrialización.

INTRODUCCIÓN.

Método de Lane y Eynon.

Los azúcares invertidos reducen las soluciones de feling a un color rojo (oxido de cobre insoluble) 2.

El contenido de azúcar en una muestra de alimento es estimado por Determinación del volumen de solución de azúcar de la muestra requerida para reducir completamente un volumen determinado solución de feling3.

MARCO TEÓRICO.

Aspectos generales sobre azúcares y otros carbohidratos

Los hidratos de carbono o carbohidratos son compuestos con estructura de polihidroxialdehído o de polihidroxiacetona; son la fuente más abundante y barata de los alimentos de la naturaleza y por lo tanto los más consumidos por los seres humanos (en muchos países constituyen de 50 a 80% de la dieta del pueblo): los provenientes de las especies del reino vegetal son más variados y abundantes que los del reino animal son los principales compuestos químicos almacenadores de la energía radiante del sol: de hecho,  la glucosa sintetizada en las plantas por el proceso de fotosíntesis representa la materia prima fundamental para la fabricación de la gran mayoría de ellos: el bióxido de carbono reacciona: 6CO2+12H2O------>C6H12O6+6H2O.  A su vez mediante diversa rutas bioquímicas, este azúcar da origen a muchos otros como la sacarosa y la fructosa, o bien a polímeros como la celulosa y el almidón4.

Existe un gran número de hidratos de carbono: los más conocidos son la sacarosa, la glucosa, el almidón y la celulosa: existen otros que aunque se encuentran en menor concentración en los productos que consumimos diariamente, tienen mucha importancia debido a sus propiedades físicas, químicas y nutricionales4.

Clasificación y nomenclatura

El término carbohidratos o hidrato  de carbono se acuño en primero para designar una familia de compuestos que contienen carbono ,  hidrógeno y oxigeno, estos dos últimos en la porción del agua , e integran moléculas del tipo Cn(H2O)n. Como es el caso de la glucosa  C6(H2O)n sin embargo, posteriormente se descubrieron  muchas otras sustancias que además de tener  C ,H ,y  O  presentaban N, P, S. etc. Con lo cual la formula empírica inicial se modifico considerablemente4. 

Su clasificación se hizo de acuerdo a diversos criterios: estructura química, abundancia en la naturaleza,  uso en alimentos, poder edulcorante, etc. Normalmente se prefiere el criterio de la estructura química, que se basa en el tamaño de la molécula o en el numero de átomos  de carbono que contiene  46. según la cual, los hidratos de carbono pueden ser monosacáridos, oligosacáridos y polisacaridos4.

Clasificación de los hidratos de carbono más importantes en alimentos4
	a)
Monosacáridos
	b) oligosacáridos


	b)
polisacáridos

	pentosas: xilosa, arabinosa, ribosa, etc
	Disacáridos: lactosa, sacarosa,  maltosa, rafinosa, etc. Aldoexosas: glucosa, galactosa, manosa etc.

Tetra y pentasacaridos: estaquiosa verbascosa, etc.,

Cetohexosas, fructosa, sorbosa, etc.,
	Homopolisacáridos: almidón , glucógeno, celulosa, etc. Heteropolisacáridos: hemicelulosa, pectinas,etc.


Los hidratos de carbono que no pueden ser hidrolizados en otros más simples se denominan monosacáridos, como los de tres átomos de carbono llamados triosas, o los de cuatro, cinco y seis  que corresponden a las tetrosas, pentosas y hexosas, respectivamente a su vez los que contienen el grupo cetona se les asigna el sufijo”ulosa” para distinguirlos de los aldheídos  que llevan a la terminación “osa” por ejemplo la levulosa (fructosa) es una cetosa del grupo de las hexulosas, mientras que la glucosa es una aldosa  que pertenece a las hexosas. A pesar  de que en el reino vegetal se encuentran muchos azucares  de seis átomos de carbono , solo cinco  se han aislado en estado libre, tres de los cuales  son aldosas (glucosa, galactosa y manosa)y dos cetonas (fructosa y sacarosa). Los monosacáridos son los monómeros o unidades básicas de los hidratos de carbón más complejos : la unión  química  de pocos de ellos (de 2 a 10 aproximadamente) da como resultado los oligosacáridos : cuando el número es muy grande, se forman los polisacáridos que a su vez pueden estar constituidos  por una o varias clases de monómeros. La palabra azúcar se emplea para designar generalmente a los hidratos de carbono clasificados como mono y oligosacáridos4.

Distribución en la  naturaleza

La glucosa es el   monosacárido más  abundante se encuentra en diferentes frutas y hortalizas tales, como cebollas, manzanas, fresas etc. Y su concentración depende básicamente del grado de madurez del producto: en las mieles se encuentra aproximadamente 40% debido a que es dextrorratoria  también  se conoce con el nombre de dextrosa y como es muy abundante ene la uva (95% de los azucares totales) se le dice azúcar de la uva. La glucosa que comercialmente se emplea en la elaboración de un gran numero de alimentos  se obtiene de la hidrólisis controlada por el almidón4

Contenido de azucares de algunas frutas4.

                       SACAROSA                      GLUCOSA                                 FRUCTOSA

Fresa                        1.3                          2.6                                                2.3

Pera                          1.0                         2.4                                                7.0

Manzana                   3.6                          1.7                                                  6.0

Durazno                    6.7                          1.5                                                 1.0

Chabacano               4.4                         2.0                                                  0.4

Ciruela                      4.3                           4.0                                                 1.4

Por su parte, la fructosa se encuentra principalmente en los jugos de diversas frutas y en las mieles, y se produce en cantidades equimoleculares con la glucosa cuando se hidroliza la sacarosa. Al igual que la mayoría de los monosacáridos, es una azúcar  y dado que un metabolismo inadecuado de este azúcar puede acarrearle al ser humano problemas muy serios de salud. Al igual que otros monosacáridos, este se encuentra poco en estado libre, pero es muy abundante en forma combinada, principalmente con la glucosa, para integrar la lactosa de la leche; además, participa en muchos polímeros, como las galactomananas  y algunas gomas4.

La galactosa es parte constitutiva de algunos compuestos químicos, como los cerebrósidos y los gangliosidos, indispensables en los tejidos nerviosos del cerebro;cabe indicar4.

En la maduración de las frutas climatéricas , como plátano, el etileno provoca la activación de diversas enzimas que  catalizan la síntesis de fructosa, glucosa y sacarosa a partir  del almidón; por su importancia destacan la sacarasa sintetasa y la invertasa. La figura 2.1 muestra estas transformaciones; se observa que  el almidón da origen a la sacarosa, la que a su vez produce la mezcla de los respectivos monosacáridos que la constituye4.

.MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO
	Matraz Erlenmeyer de 250ml

Pipeta volumétrica de 10ml

Vaso de precipitados de 100ml

Bureta de 25ml

Pinzas para bureta

Soporte universal

Perilla de succión

Probeta de 50ml

Tripie metálico

Tela de asbesto

Mechero bunsen

Matraz volumétrico de 250ml

Pipeta graduada de 10ml

Embudo Buchner

Matraz kitazato de 500ml
	Solución de Feling A

Solución de Feling B

Azul de metileno

Solución de NaOH 1N

Solución de acetato de plomo

Solución de oxalato de sodio

Solución alcohólica de Fenolftaleína




METODOLOGíA.

Preparación de Reactivos:

Solución de feling (A): Disolver 69.28g de sulfato cúprico pentahidratado (CuSO4.5H2O) en agua, diluir a 1000ml y si es necesario; filtrar en papel filtro (whatman no. 4)

Solución de feling (B): Disolver 346g de solución rochelle (tartrato de sodio y potasio tetrahidratado KOCO(CHOH)2COONa 4H2O) y 100g de NaOH en agua y aforarlo a 1000ml.

Indicador de azul de metileno: disolver 1g de azul de metileno en 100 ml de agua.

Solución neutra de acetato de plomo 45%:  disolver 225g de acetato de plomo neutro en agua y diluir a 500 ml.

Solución de oxalato de potasio (22%): disolver 110g de oxalato de potasio (K2C2O 4H2O) en agua y diluir a 500ml. Un exceso de acetato de plomo en la solución de azúcar tendrá como resultado un error en la titulación. Determine la cantidad exacta de oxalato de potasio necesaria para precipitar el plomo en la solución de acetato de plomo. Para obtener este valor tome con una pipeta 2ml de solución de acetato de plomo dentro de 6 vasos de precipitados de 50ml conteniendo 25ml de agua. A los vasos adicionar 1.6, 1.7, 1.8, 1.9, 2.0 y 2.1ml de la respectiva solución de oxalato de potasio, filtre a través de papel filtro (wathman no. 41) y coloque los filtrados en un matraz Erlenmeyer de 50ml respectivamente. A cada uno de los filtrados adicione unas gotas de solución de oxalato de potasio. La cantidad correcta de oxalato de potasio requerida  es la cantidad mas pequeña , la cual el cuyo filtrado presente  una prueba  negativo al adicionarle el oxalato al plomo (al filtrado). En presencia de plomo, el filtrado tiene como resultado un precipitado blanco con HCl o un precipitado amarillo con solución de cromato de potasio. El volumen equivalente  deberá ser marcado sobre el frasco y empleado cuando la solución  sea usada. 

deposítelo en un matraz volumétrico de 1000ml, adicionar 100ml de agua y 5ml de 

Solución estándar de azúcar invertido: pese exactamente 9.5g de sacarosa, HCl concentrado deje reposar la solución por tres días a una temperatura de 20 C  a 25 C o siete días a 15 C para que la inversión se lleve a cabo, y entonces lleve la solución a 1000ml con agua. Esta solución es estable por varios meses.

Tome con una pipeta 25ml de la solución estándar de sacarosa dentro de un matraz volumétrico de 200ml y adicione 50ml de agua, adicione unas cuantas gotas de Fenolftaleína y neutralice con NaOH (20%) hasta que la solución cambie a un color rosa, acidifique con HCl 1N adicionándole gota a gota hasta que el color rosa desaparezca finalmente afore con agua. (1ml =  2.5mg de azúcar invertido).

Estandarización de la solución de feling.

Mezcle cantidades similares de soluciones de feling (50ml de A y 50ml de B) tome con una pipeta exactamente 10 ml de la mezcla y deposítela en un matraz Erlenmeyer de 250ml y agregue de 25 a 50ml de agua, coloque la solución estándar de azúcar invertido preparada por inversión de Sacarosa en una bureta de 50ml. Adicione a la solución de feling la solución la solución de sacarosa invertida hasta su casi completa reacción    (18-19ml). Para efectuar la reducción completa de todo el cobre, de tal manera que no mas de 1ml sea requerido para completar la titulación. Caliente los matraces conteniendo la mezcla fría sobre una placa de calentamiento o en un mechero de bunsen con tela de alambre con asbesto, cuando el liquido empiece a ebullir manténgalo a ebullición moderada por dos minutos, sin moverlo de la placa adicione 3 gotas de azul de metileno y complete la titulación en el próximo minuto de tal forma que la muestra de reacción hierva por tres minutos al mismo tiempo sin interrupción.

El punto final está indicado por la decoloración del indicador. Anote el volumen de solución de azúcar requerido para completar la titulación de 10ml de solución de feling. El volumen equivalente debería ser 20.37 ± 0.05ml. Pequeñas desviaciones debido a variaciones de procedimientos y o de la composición de los reactivos pueden ser ajustados con los factores tabulados, si la variación es muy alta, ajustar la ampliación de la solución de feling tal que el volumen equivalente de neutralización del azúcar para 10ml de solución de feling sea de 20.37 ±0.05ml.

Preparación de las muestras:

a) Jugos de frutas: tome la masa de 25g de jugo filtrado (en filtros whatman No. 4) y transfiéralo a un matraz volumétrico de 250ml, agregar 100ml de agua y neutralice con NaOH 1M. adicione 2ml de acetato de plomo. Agite y deje en reposo por 10 minutos, adicione la cantidad necesaria de solución de oxalato de potasio para remover el exceso de plomo y afore con agua destilada y filtre.

b)
Conservas, dulces y mermeladas: coloque 50g de conserva molida en un vaso de precipitados  de 500ml y agregue 400ml de agua. Neutralice la solución con NaOH 1M usando fenolftaleína como indicador. Hierva gentilmente por una hora con agitación ocasional, adicione agua hirviendo para mantener en nivel original deje enfriar y transfiera a un matraz volumétrico de 500ml afore y filtre a través de papel filtro whatman No. 4 tome 100ml dentro de un matraz volumétrico de 500ml, agregue 2ml de solución de acetato de plomo mas 200ml de agua mantenga en reposo por 10minutos, después precipite el exceso de plomo con solución de oxalato de potasio, afore y filtre.

Azúcares reductores.

Método de titulación:

La solución de azúcar debería ser neutra la concentración de azúcar debería ser tal que los valores de la titulación varía entre los 15 y 50ml. Por este propósito debe ajustarse la concentración de azúcar en la solución considerando que contenga de 0.1 a 0.3g de azúcar por 100ml de agua cuando de use 10ml de solución de feling titule inicialmente por el método incremental. Cuando la dilución correcta sea establecida, desarrolle titulaciones por el método estándar.

Método incremental de titulación:

Tome 10 ml de la mezcla de soluciones de feling y deposítela en un matraz Erlenmeyer de 250ml. Adicione desde una bureta suficiente solución de azúcar invertido (muestra) para reducir casi completamente reducir casi completamente la solución de feling empleada.

Mezcle y caliente a ebullición sobre una placa de calentamiento. Ebullir por 15 segundos, si el color permanece azul (indica que la solución de feling ha sido revertida completamente.), agregar de 2 a 3ml de solución de azúcar invertido (muestra). Hierva la solución por unos pocos segundos después de cada adición hasta que únicamente un ligero color azul permanezca.  Adicione  tres gotas de solución de azul de metileno y complete la titulación por adición de la solución de azúcar gota a gota hasta que el indicador sea totalmente decolorado. Registre el volumen de la solución requerida . La exactitud del método incremental es mayor  en tanto el punto final de titulación sea rápidamente alcanzado y manteniendo la ebullición total por un período de 3 minutos. 

Método estándar de titulación:

Pipeté 10 ml de la mezcla de la solución de Fehling dentro de 2 matraces Erlen Meyer. Llene la bureta de 50 ml con la solución a titular. Adicione dentro del frasco casi el volumen total de solución de azúcar  requerido (determinado por el método incremental)  para reducir la solución de Fehling, de tal forma que únicamente de 0.5 a 1.0ml sean requeridos posteriormente  para completar la titulación. Mezcle  el contenido del matraz, caliente a ebullición  moderada por 2 minutos y entonces adicione 3 gotas de solución de azul de metileno . Finalmente complete la titulación hasta que el colorante sea completamente decolorado . En el punto final, el liquido en ebullición adquiere un color rojo ladrillo debido al precipitado del óxido cuproso.  

Azúcares totales.

Pipeté 50 ml de solución clarificada de la muestra dentro de un matraz Erlen Meyer de 250ml. adicione  5g de ácido cítrico y 50 ml de agua destilada. Hierva suavemente  por 10 minutos para completar la inversión de la sacarosa y entonces enfríe. Transfiera a un matraz volumétrico  de 250ml  y neutralice con NaOH 1N usando fenolftaleína como indicador. Afore con agua destilada

Tome una alícuota y determine los azúcares totales como azúcar invertido.

RESULTADOS..

Redacte brevemente sus observaciones realizadas durante la práctica

Realice los cálculos considerando la siguiente fórmula
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	% Azúcar total

 como azúcar

 invertido
	=
	Calcular como el % de azúcares reductores usando el valor obtenido en la Determinación de azúcares totales   después de la inversón.
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CUESTIONARIO.

1. ¿Durante la reacción entre los azúcares reductores de  la muestra y el cobre del reactivo de Fehling, quién se oxida y quién se reduce?

2. ¿Cómo se llama el precipitado rojo obtenido después de la titulación?

3. ¿La sacarosa es un azúcar reductor?

4. ¿Mencione dos azúcares reductores que se encuentren naturalmente en el jugo de diferentes frutas?

5. ¿El término azúcares totales a quién se refiere, a los monosacaridos, disacáridos, oligosacáridos o polisacáridos?

                                UTs

PRACTICA No. 11

DETERMINACIÓN DE ALMIDON

OBJETIVOS.

1. Conocer un método para la determinación de almidón en alimentos.

2. Determinar cuantitativamente el contenido de almidón en un alimento.

INTRODUCCIÓN.

El almidón se diferencia de todos los demás carbohidratos en que en la naturaleza se presenta como complejas partículas discretas. Los gránulos de almidón son relativamente densos e insolubles, y se hidratan muy mal en agua fría. Pueden ser dispersados en agua, dando lugar a la formación de suspensiones de baja viscosidad que pueden ser fácilmente mezcladas y bombeadas, incluso a concentraciones mayores del 35% porciento.

MARCO TEÓRICO.

El almidón es un polisacárido con la siguiente fórmula general (C6H6O5)n y se encuentra en raíces, tubérculos, granos y frutos. Los gránulos de almidón tienen una forma característica dependiendo del tipo de vegetal del que provengan y estas diferencias pueden identificarse en la mayoría de los casos microscópicamente.

Los alimentos que contienen almidón son importantes en la dieta y en los últimos 200 años se han hecho grandes avances en la tecnología de su utilización; sin embargo sólo hace 30 años que se conoce su estructura y composición. Se reconocen dos diferentes estructuras dentro de los gránulos de almidón, una lineal llamada amilosa y otra ramificada conocida como amilopectina. La mayoría de los almidones se componen de 22 – 26 % de amilosa y de 74 – 78 % de amilopectina; el conocer las fracciones que constituyen el gránulo de almidón es un factor importante durante su análisis, ya que pueden presentarse diferencias dependiendo de la razón amilosa-amilopectina presente.

La elección del método para la determinación de almidón depende del material a analizar y de la exactitud deseada. Las pruebas cualitativas se basan en la formación del complejo yodo-almidón de color azul negruzco característico. Una prueba positiva de este tipo depende de la presencia de una cantidad normal de amilosa. Si la prueba es negativa, el almidón puede estar presente pero en una forma no reactiva con el yodo, como en el caso del almidón degradado y las dextrinas.

Los métodos cuantitativos pueden ser hidrolíticos o no. Los hidrolíticos consisten en la disolución del almidón en un solvente apropiado e hidrolizarlo con ácidos, enzimas o ambos; determinando posteriormente azúcares reductores por algún método químico o calorimétrico. Los procedimientos no hidrolíticos consisten en la dispersión del almidón en un solvente y su posterior cuantificación por recuperación y pesado, polarimetría, o cilorimétricamente a partir del complejo yodo-almidón.

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO.

1. Muestra

50 g de trigo*

50 g de salchichas*

2. Reactivos

Soln. de lugol: Disolver 10 g de yoduro de potasio en 70 ml de agua. Cuando esté completamente disuelto

                                                     , añadir 5 g de yodo metálico. Disolver y llevar a 100 ml.
Soln. de sulfato de cobre (ver práctica de azúcares)

Soln. de tartrato alcalino (ver práctica de azúcares)

Ácido clorhídrico concentrado

Hidróxido de sodio (lentejas)

Soln. de hidróxido de sodio 1 N

Soln. de azul de metileno al 0.2 %

3. Materiales

3vasos de precipitados de 50 ml

1 baño maría

1 mechero

1 arillo

1 tela de asbesto

1 agitador de vidrio

3 Erlenmeyer de 250 ml

1 probeta de 50 ml

2 pipetas volumétricas de 50 ml

  perlas de ebullición

1 bureta

1 pinzas para bureta

1 Erlenmeyer de 500 ml (24/40)

1 refrigerante recto (24/40)

1 piseta

1 embudo

1 Erlenmeyer de 500 ml

   papel filtro

4. Equipo

balanza analítica

Potenciómetro

*Material que deben traer los estudiantes.

METODOLOGÍA.

Prueba cualitativa

Pesar 5 g de muestra triturada finamente, añadir 10 ml de agua o la cantidad suficiente para que la muestra se disgregue completamente. Calentar esta preparación en un baño de agua hirviendo por unos segundos; agregar unas gotas de la solución de lugol. Realizar las observaciones; la prueba es positiva si aparece un color azul negruzco.

Prueba cuantitativa

Hidrólisis del almidón

En un matraz Erlenmeyer de 500 ml (24/40) colocar de 1 a 5 g (registrar el peso exacto) de una muestra molida, añadir 150 ml de agua y 25 ml de HCl concentrado.

Mantener bajo reflujo la muestra por un periodo de 1 a 1.5 horas. Enfriar y neutralizar el producto con NaOH, primero con unas lentejas y ya para acercarse a la neutralidad con NaOH 1 N. Transferir cuantitativamente a un matraz volumétrico de 250 ml, aforar con agua y filtrar.

Determinación de azúcares reductores

Colocar el filtrado en una bureta y proceder como en la determinación de azúcares reductores directos por el método de Lane-Eynon.

Obtener el porcentaje de azúcares reductores y multiplicarlo por 0.9 para obtener el porcentaje de almidón.

Realizar esta determinación por triplicado y reportar los resultados obtenidos y las observaciones hechas.

REFERENCIAS.
Badui, S. “Hidratos de Carbono” En Quimica de los Alimentos, Editorial Alhambra Mexicana, Segunda Edición, México D.F., 1990.

Hart, F. L., and H. J. Fisher. Análisis Moderno de los Alimentos. Translated by Burgos, J. Edited by Editorial Acribia. Primera ed. 1 vols. Vol. 1. Zaragoza, España, 1971.

Nicholas, L. “Carbohydrate Analysis.” In Introducction to the Chemical Analysis of Foods, edited by S. Suzanne Nielsen, 139-143. Boston, MA: Jones and Bartlett Publishers, 1994.

Ranganna, S. Manual of Analysis of Fruit and vegetable Products. Edited by McGraw-Hill. Primera ed. 1 vols. New Delhi, India, 1977.
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PRÁCTICA No. 12

DETERMINACIÓN DE SODIO EN AGUA POR EL MÉTODO

DE FOTOMETRIA DE FLAMA

OBJETIVO.
Determinar el contenido de sodio en una muestra de agua potable.

INTRODUCCIÓN.

El sodio es el sexto elemento en orden de abundancia en la corteza terrestre, es por esto y por la solubilidad de sus sales, que casi siempre esta presente en la mayoría de las aguas naturales. Su cantidad puede variar desde muy poco hasta valores apreciables3. 

Altas concentraciones de sodio se encuentran en las salmueras y en las aguas duras que han sido ablandadas con el proceso de intercambio ciclo sodio. 

La relación entre sodio y los cationes totales es de importancia en la agricultura y en la patología humana5. 

La permeabilidad de los suelos, es afecta negativamente cuando se riega con agua de alta relación de sodio. 

A las personas que tienen una alta presión arterial, se les recomienda ingerir agua y alimentos de bajo contenido de sodio. 

Cuando se requiere, se puede eliminar el sodio, por procesos de intercambio ciclo hidrógeno, por destilación o por osmosis inversa. 

Almacenaje de la muestra 

Las muestras para análisis del sodio se deben almacenar en frascos de polietileno o polipropileno3. 

No deben ser guardadas en recipientes de vidrio suave, ya que existe la posibilidad de contaminación con los elementos que forman el vidrio. 

Campo de aplicación 

Este método de análisis es aplicable a muestras que contengan sodio dentro de los intervalos de concentración siguiente2: 

De  0 a 1,  0-10  y de 0-100  mg/l. Para cada uno de los intervalos de deberá

elaborar una curva de calibración estándar. 

MARCO  TEÓRICO.

Aspectos generales sobre el análisis de metales

Modernos instrumentos han hecho posible la cuantificación de un amplio espectro de minerales. Algunos instrumentos son capaces de detectar concentraciones en un rango de partes por billón. Algunos minerales son inherentes a los alimentos en forma natural, por ejemplo, la leche es una buena fuente de calcio. En algunos casos, la sal es empleada para disminuir la actividad de agua en los alimentos y de esta forma actúa como un agente conservador, incrementando significativamente el contenido de sodio en tales productos. Ejemplos de esto  lo representan el tocino y el queso.  Por otro lado la fortificación de alimentos ha permitido la adición de minerales dentro de alimentos en niveles por encima de los encontrados naturalmente en tales alimentos; así por ejemplo cereales para el desayuno son a menudo enriquecidos con minerales tales como calcio, hierro y zinc4. 

Algunos procesos a los que son sometidos los alimentos ocasionan una disminución en el contenido de minerales. Una gran porción de fósforo, zinc, manganeso, cromo y cobre se encuentran en la cascarilla de los granos. Cuando la cascarilla es removida durante el procesamiento, esos minerales son también eliminados. Otro ejemplo de esto es el caso del queso ácido cottage en el cual la acidez ocasiona que el calcio enlazado a la caseína sea liberado y consecuentemente perdido en el desuerado del mismo4.

Importancia de los minerales en la dieta

Aproximadamente el 98 % del calcio y el 80% del fósforo en el cuerpo se encuentra en el esqueleto.  Por otro lado, el sodio, potasio, calcio y magnesio son minerales involucrados en la conducción neural y la contracción muscular. El ácido clorhídrico en el estómago influye grandemente en la solubilidad y subsecuentemente en la absorción de muchos minerales de la dieta5. 

El calcio, fósforo , sodio, potasio, magnesio , cloro y azufre son considerados como macrominerales de la dieta, ya que ellos se requieren en más de 100mg por día, en el caso de un adulto. Cada uno de estos minerales tiene un función en organismos de tal forma que un mal suministro de ellos conllevaría a mal funcionamiento del cuerpo5.

Por otro lado, 10 minerales más son requeridos en cantidades de miligramos por día  y son referidos como minerales traza. Estos incluyen al hierro, zinc, cobre,cromo, manganeso, molibdeno flúor, selenio y iodo. Estos minerales tienen roles bioquímicos muy específicos que ayudan a mantener las funciones del cuerpo. Por ejemplo, el hierro es parte de la hemoglobina y mioglobina, involucradas en el transporte de oxígeno 5.

Hay también un grupo de minerales llamados ultratrazas los cuales, actualmente están siendo investigados  en sus posibles funciones biológicas, sin embargo aún no se tiene bien definidos sus roles en el organismo. Estos incluyen al Vanadio, níquel y boro5.

Además, algunos minerales han sido documentados como tóxicos para el cuerpo y deberían, por lo tanto , ser evitados en la dieta. Algunos de estos incluyen a el plomo, mercurio, cadmio y aluminio. Minerales esenciales como el flúor y el selenio son también peligrosos si se consumen en cantidades excesivas, aun cuando ello tengan funciones bioquímicas beneficas5.

Preparación de las muestras para el análisis

Muchos métodos de análisis de minerales permiten la estimación de ellos sin la destrucción de la matriz de carbón que involucran los carbohidratos, lípidos, proteínas  y vitaminas que constituyen al alimento. Sin embargo, los métodos tradicionales requieren que los minerales sean liberados de esa matriz orgánica de alguna manera3. 

El principal punto a considerar en el análisis de minerales es la contaminación. Solventes  tales como el agua pueden contener cantidades significantes de minerales. Por lo que todos los procedimientos que involucre el análisis de minerales, debe requerir es uso de ultrapuros. En algunos casos el costo de los reactivos ultrapuros es limitante, por lo que debe siempre considerarse  trabajar siempre con un reactivo  blanco o testigo1.

. Métodos  de análisis de minerales

En general los métodos de análisis de minerales están clasificados como5:

Análisis gravimétricos


Titulación de complejos de EDTA


Reacciones Redox


Titulaciones de precipitación

Métodos colorimétricos


Espectroscopia de Absorción Atómica

De los anteriores el más usado actualmente es la espectrofotometría de absorción atómica y la fotometría de flama para algunos metales.

7.5. Principios generales de la fotometría de flama

En el análisis de sodio, potasio o litio por fotometría de flama, la muestra es aspirada por medio de un nebulizador que descarga la muestra en forma de aerosol (atomizada) a una flama. 

Los átomos de sodio son excitados  en dicha flama a un nivel de energía mayor. Al regresar a su estado fundamental emiten energía en forma de luz de una longitud de onda de específica para cada tipo de elemento (589 nm que es específica para el análisis de sodio).  La luz pasa a través de un filtro o un monocromador, que selecciona la longitud de onda de la luz emitida por los átomos del mineral en estudio. La luz pasa a un detector de tipo fototubo integrado al sistema de lectura que puede ser digital o analógico. 

La intensidad de la luz emitida y la respuesta eléctrica del detector, son

directamente proporcionales a la concentración del mineral4. 

Interferencias 

Las partículas que contiene la muestra pueden tapar el mechero, por lo que se

recomienda filtrar esta antes de su análisis. El calcio y el potasio pueden causar interferencias si se encuentran en mayor cantidad que el sodio, 5:1 en el caso del potasio y 10:1 en el caso del calcio. Para minimizar el problema de las interferencias, se recomiendan las siguientes acciones1,2: 

    1.Diluir las muestras, para analizarlas en un rango bajo de sodio 

    2.Utilizar la técnica de las adiciones estándar o de estándar interno 

    3.Adición de cantidades iguales de los cationes que interfieren a los

       estándares de calibración 

    4.Utilizar agua destilada y desionizada, del tipo II espec. ASTM D 1193-91

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO.
	Matraz volumétrico de 1000 ml 

matraces volumétricos de 100 ml. 

Cápsula de porcelana 

Pipetas volumétricas de 10 ml, 5 ml y de 1 ml. 

Bureta de precisión de 25 ml 


	Solución patrón de Na + 




Para evitar la contaminación por sodio, todo el material de vidrio deberá ser lavado con una solución diluida de ácido nítrico 1:25 y enjuagada varias veces con agua destilada. 

Solución patrón de Na + 

Disolver 0.2543 gr. de NaCl secado a 140o C. durante 2 horas y aforar a 1000 ml. Con agua destilada. Esta solución contiene 0.1 mg de Na + por cada ml. 

METODOLOGíA.

Estandarización 

Se prepara una serie de diluciones de la solución patrón con agua destilada, de

acuerdo a la siguiente tabla: 

	Ppm Na +
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	ml sol. patrón
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Aforar a ml
	100
	100
	100
	100
	100
	100
	100


  

 Procedimiento                                                

Coloque el fotómetro de flama apartado de la luz del sol o fuentes de luz indirecta,evite corrientes de aire, polvo humos y contaminación por jabones, detergentes, sudor y material mal enjuagado. Considerando las diferencias entre marcas y modelos de los fotómetros de flama comerciales, sería imposible formular instrucciones detalladas para el manejo y

operación. Se recomienda leer cuidadosamente el instructivo de operación y mantenimiento

del equipo en uso. Los parámetros que generalmente se deben considerar son los siguientes: 

* Escoger la fotocelda, la longitud de onda y la ranura adecuada. 

* La sensibilidad requerida para el análisis. 

* Las presiones adecuadas de combustible , aire u oxígeno. 

* El procedimiento de encendido, calentamiento, corrección de la señal de fondo de   la flama. 

* Lavado del quemador. Introducción , quemado de la muestra y medida de la   emisión. 

* Limpieza del quemador y Apagado del equipo. 

Encendido del fotómetro de flama: 

Conectar a la corriente eléctrica 110 volts. 

Abrir el tanque de gas LP, regular la presión a 5 lb/pul2 y encender la flama 

Abrir el tanque del oxígeno y regular la presión de salida a 15 lb/in2 

Apagado del fotómetro de flama: 

Cerrar el tanque de oxígeno y la válvula 

Cerrar el tanque de gas y la válvula de salida. 

NOTA: La secuencia de encendido y apagado, se deberá seguir estrictamente en el orden anotado para evitar posibles explosiones. 

Curva de calibración: 

Preparar una curva de calibración con los siguientes puntos : 0, 1, 3, 4, 5, y 6 ppm de Na+ 

Ajustar el 0 % de lectura con agua destilada y los botones de Blanco. 

Ajustar a 60 % de lectura con la solución de 6 ppm de Na+ con los botones de la

sensibilidad (fine and coarse) . 

Ya calibrada a 0 y 60 % de lectura, leer las soluciones restantes. 

Graficar el % lectura. contra las ppm de Na+ 

Análisis de una muestra: 

Calibrar el fotómetro de flama a 0 % Lectura con agua destilada 

Calibrar el flamómetro a 60 % Lectura con la solución de 6 ppm de Na + 

Introducir la muestra o su dilución y leer el % de Lectura 

Determinar las partes por millón de Na + con la ayuda de la curva de calibración. 

RESULTADOS.

Redacte brevemente sus observaciones realizadas durante la práctica

Determine los meq/L de Na+ ( miliequivalentes por litro ) de acuerdo a la

siguiente fórmula: 

meq/L Na + = ( ppm )*( FD ) / peso equiv del Na+ 

                            ppm:  ppm de sodio en la muestra, de la curva

de calibración 

                              FD: Factor de dilución 

                            Peso equiv. del Na + =  22.99 

CUESTIONARIO.

1. ¿ Que tipo de combustible usa el fotómetro de flama?

2. ¿ Qué  color adquiere la flama del fotómetro al leer una muestra con alta concentración de sodio?

3. ¿ Qué funciones principales desempeña el sodio en el organismo?

4. ¿Quién suministra el comburente al fotoflamometro durante el análisis?

5. ¿ Por que es necesario el uso de agua desionizada el la preparación de las diluciones de la solución patrón.

REFERENCIAS.

American Society for testing and Materials. Annual book of Standards 1994 

Determinación de sodio en agua. Método ASTM D 2791-93 

Standard methods for the examinatión of water and waste water publicado por la APHA. Determinación de Sodio en Agua. Método 3500 Na-D 1995 

Hart, F. L., and H. J. Fisher. Análisis Moderno de los Alimentos. Translated by Burgos, J. Edited by Editorial Acribia. Primera ed. 1 vols. Vol. 1. Zaragoza, España, 1971.

Badui, S. “Elementos de Nutriología” En Quimica de los Alimentos, Editorial Alhambra Mexicana, Segunda Edición, México D.F., 1990.

Hendricks, D. “Mineral Analysis by traditional Methods” In Introducction to the Chemical Analysis of Foods, edited by S. Suzanne Nielsen, Boston, MA: Jones and Bartlett Publishers, 1994.

                                UTs

PRÁCTICA No13

DETERMINACIÓN FLUVALINATO EN MIEL DE ABEJA

OBJETIVO.

Medir la concentración de fluvalinato en miel de abeja de la región.

INTRODUCCIÓN.

Los pesticidas han sido usados continuamente a escala masiva para disminuir las pérdidas económicas asociadas con la disminución en los rendimiento por cosecha de diferentes alimentos debido a los efectos nocivos de insectos, hongos y otras plagas que atacan a diferentes cultivos. Cuando estos pesticidas son aplicados inadecuadamente residuos de ellos pueden permanecer en el alimento llegando a significar un significante riesgo a la salud humana. Así en muchos países del mundo, la venta, distribución y últimamente l aplicación de esos venenos químicos y biológicos son estrictamente controlados por las leyes. Para ser distribuido y vendido en los Estados Unidos un producto como agente controlador de una plaga, éste debe ser registrado en la Agencia de Protección Ambiental (EPA). Los procedimientos de registro son procesos administrativos en los cuales la agencia revisa en completo detalle el comportamiento químico, bioquímico y ambiental de tal agente, así como, también realiza un revisión toxicologica del pesticida tanto en el organismo blanco como en los organismos no blanco. En esta etapa de investigación deben establecerse los métodos analíticos para la determinación de residuos terminales en el producto1. 

MARCO  TEÓRICO.

Plaguicidas

De acuerdo con CICOPLAFEST (1994), plaguicida es cualquier substancia o mezcla de substancias que se destina a controlar cualquier plaga, incluidos los vectores de enfermedades humanas o de animales, así como las especies no deseadas que causen perjuicio o que interfieran con la producción agropecuaria y forestal, por ejemplo, las que causan daño durante el almacenamiento o transporte de los alimentos u otros bienes materiales, así como las que interfieren con el bienestar del hombre y de los animales. Se incluyen en esta definición las substancias defoliantes y las desecantes2.

En México están registrados y permitidos para su aplicación 278 plaguicidas: 97 insecticidas, 71 fungicidas, 70 herbicidas, 25 acaricidas, 12 rodenticidas y 3 nematicidas. De los insecticidas 23 pertenecen al grupo de los piretroides2
Clasificación

Los plaguicidas pueden ser clasificados de acuerdo a tres principios básicos: de acuerdo a el organismo blanco (organismo sobre el que actúan), a su modo de entrada al organismo blanco, o a su naturaleza química2.

Clasificación de acuerdo al organismo blanco



Acaricidas


Miticidas



Alguicidas


Molusquicidas



Avicidas


Nematicidas



Bactericidas


Rodenticidas



Fungicidas


Piscicidas



Herbicidas


Predacidas



Insecticidas


Silvicidas

Debido a que uno de los insecticidas fue objeto de este estudio las clasificaciones subsiguientes se limitan sólo a éstos2.

Clasificación por su modo de entrada al organismo

Plaguicidas estomacales: Son los ingeridos por organismos masticadores y que matan a éstos por acción directa sobre el sistema digestivo o por su paso a través del sistema circulatorio a todo el cuerpo2.

Venenos de contacto: Son absorbidos a través de la pared corporal al estar en contacto directo con los organismos blanco, se utilizan comúnmente para el control de insectos voladores: moscas y mosquitos2.

Fumigantes: Son los que penetran al organismo a través del sistema respiratorio en forma gaseosa2.

Clasificación por su naturaleza química

Compuestos inorgánicos: como arsenito de sodio, arseniato de calcio, arseniato de cobre, arseniato de plomo, derivados de azufre, etc. 2
Compuestos orgánicos naturales que se dividen a su vez en:

Aceites. Como los de brea o alquitrán2.

Compuestos orgánicos de origen botánico. Un gran número de plantas tienen propiedades insecticidas, aunque solamente unas pocas son utilizadas en cantidades comercialmente significativas. Los más importantes plaguicidas derivados de plantas son las piretrinas, la rotenona, la nicotina y la sabadilla2.

Compuestos orgánicos sintéticos. Constituyen el grupo más importante de insecticidas, el más grande, y el más utilizado a nivel mundial. Se subdivide en organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides y otros2.

Toxicidad de plaguicidas

Los plaguicidas se emplean principalmente en la agricultura (50%), pero también en las industrias (20%), en los hogares (20%), y en las instituciones públicas (10%); este uso entraña un riesgo, que puede tener consecuencias inmediatas o a largo plazo2.

Clases de toxicidad

Toxicidad oral aguda. Se refiere a la ingestión de una sola vez de un producto tóxico; se expresa en términos de "Dosis letal media" (DL50), que significa la cantidad de tóxico que es necesario ingerir de una sola vez para producir la muerte en el 50% de los animales de ensayo. Se expresa en miligramos por kilo de peso del animal ensayado2.

Toxicidad dérmica aguda. Se refiere a los riesgos tóxicos debidos al contacto y absorción del plaguicida por la piel. Se expresa también en términos de DL50, en miligramos por kilo de peso2.

Toxicidad crónica. Se refiere a los niveles de riesgo del plaguicida a través de su administración diaria a los animales de ensayo a lo largo del tiempo a través de dietas alimentarias preparadas con dosis variadas del tóxico. Los ensayos duran generalmente un par de años, pero también se hacen a corto plazo (meses, semanas o días), en este caso se les denomina "toxicidad subaguda o "subcrónica". Se expresa en mg/kg del producto en la dieta alimentaria, o en miligramos por kilo de peso vivo, por día. En este tipo de estudios se busca el denominado Nivel Sin Efecto (NSE), que representa aquella cantidad de plaguicida que ingerida diariamente durante todo el tiempo que dura el ensayo no ha producido ningún efecto tóxico en el animal estudiado2.

Aunque las tres anteriores son consideradas las toxicidades básicas, se han considerado otras clases de riesgos como son: exposición por inhalación, irritación y sensibilización dérmica, irritación ocular, neurotoxicidad, mutagénesis y carcinogenia, efectos en la reproducción y teratogenia 2.

Residuos tóxicos

Para el consumidor de alimentos, los mayores riesgos se presentan en los residuos de plaguicidas que puedan existir en ellos y cuya ingestión continua podría llegar a ocasionar una toxicidad crónica. Para prevenir tales riesgos se han establecido internacionalmente los Límites Máximos de Residuos (LMR) o tolerancias, que señalan las concentraciones máximas permisibles de residuos de un plaguicida en el alimento a consecuencia de su uso y que se expresan en mg/kg en el alimento en cuestión. La base para la estimación del LMR se encuentra en el denominado Nivel Sin Efecto (NSE), que representa aquella cantidad de plaguicida que ingerida diariamente durante todo el tiempo de ensayo no ha producido ningún efecto tóxico en el animal estudiado. De este se obtiene el valor de Ingestión Diaria Admisible (IDA) para los seres humanos, que es la ingestión diaria durante toda la vida de un producto químico que no parece tener riesgos apreciables hasta el momento. El LMR tiene en cuenta esta IDA y también la cantidad de un alimento concreto, expresado en kilogramos por día que puede ingerir una persona de peso normal, alrededor de 60 kilogramos2.


La determinación de los LMR pertenece al Gobierno de cada país, aunque toman en cuenta los datos estudiados y aportados por organismos internacionales (FAO, OMS, etc.), y están sujetos a revisiones continuas2.

Tipos de métodos analíticos para determinar residuos de plaguicidas

Existen diversas metodologías para el análisis de residuos de plaguicidas. Estos métodos varían en su grado de complejidad, tiempo, esfuerzo e instrumentación analítica requerida para realizar la determinación. Los procedimientos pueden ser métodos multiresiduos o métodos de residuos sigulares, o semicuantitativos o cualitativos. Típicamente debería usar el método que presentara el nivel de confiabilidd suficiente para responder a nuestros requerimientos1.

Métodos multiresiduos. 

Estos métodos son muy utilizados por la agencias de monitoreo encargadas de realizar tareas regulatorias. Estos métodos han sido diseñados para detectar y medir una multiplicidad de residuos en un amplio rango de alimentos. Estos métodos son suficientemente precisos para proveer estimaciones confiables a niveles muy por debajo de los establecidos en las tolerancias. Estos métodos implican una serie de pasos los cuales incluyen: preparación de la muestra, extracción y limpieza seguida por la separación cromatográfica incluido un sistema de detección en línea y un sistema de cuantificación automática. De los 10 métodos multiresiduos usados por FDA y la USDA, ocho de ellos están basados en cromatografía de gases y los dos restante en cromatografía de líquidos de alta resolución1.

Métodos de residuos singulares

En contraste a los métodos multiresiduos, los métodos de residuos singulares han sido diseñados para medir un analito en particular, a menudo es el principal metabolito y productos de transformación de importancia toxicológica. La mayoría de los métodos de residuos singulares están basados en la misma secuencia de pasos que los métodos multiresiduos, sólo que en este caso cada uno de ellos ha sido optimizado para el analito en interés. Generalmente estos métodos consumen menos tiempo y a menudo proveen menores límites de detección que los multiresiduos1. 

Métodos semicuantitativos y  cualitativos

Los métodos semicuantitativos varían ampliamente en sus habilidades para estimar niveles de plaguicidas en particular en una muestra. En general ellos son capaces de detectar un número limitado de algunos plaguicidas similares. Estos métodos son a menudo referidos como métodos de monitoreo o de barrido en el sentido de que ellos son capaces de analizar un gran número de muestras en un número limitado de residuos en un corto tiempo. Además ellos son generalmente robustos y confiables. Los métodos semicuantitativos proveen un estimado del rango de concentración de un residuo. Por otro lado, los métodos cualitativos detectarán la presencia de cierto plaguicida por arriba del nivel predeterminado. El principal beneficio de éstos métodos son su bajo costo, relativa velocidad y simplicidad. Estos métodos utilizan técnicas tales como cromatografía en capa delgada, inhibición enzimática e inmunoensayos1.

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO.
	Embudo de separación de 500ml

Probeta de 100 ml

Matraz Erlen Meyer 250 ml

Matraz aforado de 100 ml

Matraz aforado de 10 ml

Cromatógrafo de gases con detector de captura de electrones

Columna de vidrio borosilicato empacada con SP-2100
	Acetona

Hexano

Acido acético glacial

Sulfato de sodio anhídro

Estándar analítico de fluvalinato

Apiztan

Gas Nitrógeno


METODOLOGíA.

Estándar

Se prepara una solución de fluvalinato (500 mg/L) utilizando 51.39 mg del estándar analítico de fluvalinato, disolviéndolo en 5 ml de acetona y luego aforando hasta 100 ml con hexano. Por diluciones sucesivas de la solución anterior se obtienen soluciones de: 50, 5, 0.5, 0.05, 0.04, 0.03, 0.02, 0.01 y 0.005 mg/L.

Extracción de las muestras de miel

Cada muestra de miel de 10 g, se transfire a un embudo de separación (500 ml) disolviéndola en 250 ml de agua destilada; después se realiza una extracción con una mezcla de hexano y ácido acético (50ml:25ml), seguida de dos extracciones más, cada una con 50 ml de hexano. Las fases hexánicas se colectan en otro embudo de separación y se transfirieron a un matraz erlenmeyer de 250 ml. La emulsión hexano-agua se destruye por adición de sulfato de sodio anhídro. El extracto hexánico se pasa a través de una capa de sulfato de sodio anhídro (20 g), y se evaporó casi a sequedad utilizando un rotavapor con el baño de agua a una temperatura de 65°C. El residuo se reconstituye hasta 10 ml con hexano y una alícuota de 1µl se inyecta al cromatógrafo de gases para la determinación del fluvalinato.

Análisis cromatográfico

Se utiliza un cromatógrafo gas-líquido marca Varian modelo 3300 equipado con un detector de captura de electrones de Ni63 e integrador marca Varian modelo 4400.

La columna a utilizar es de vidrio borosilicato de 1 m de longitud por 2 mm de diámetro, empacada con 3% SP-2100, una resina de metilsilicona de la compañía SUPELCO Inc.

Las condiciones de operación son las siguientes:

Gas acarreador: Nitrógeno con un flujo de 25ml/min.


Temperatura de inyección: 250°C.


Temperatura del horno: 230°C.


Temperatura del detector: 300°C.

RESULTADOS.

Redacte brevemente sus observaciones realizadas durante la práctica y escriba los resultados obtenidos.

CUESTIONARIO.

1. ¿Qué es un plaguicida?

2. ¿El fluvalimato a que tipo de plaguicida pertenece?

3. ¿En qué consisten los métodos de multiresiduos y que equipos utilizan?

4. ¿Qué es DL50?

5. ¿Qué es un residuo tóxico?

REFERENCIAS.

Marshall, W. “Analysis of Pesticide, Mycotoxin, and Drug Residues in Foods” In Introducction to the Chemical Analysis of Foods, edited by S. Suzanne Nielsen, Boston, MA: Jones and Bartlett Publishers, 1994.

Ochoa, A. “Estabilidad del fluvalinato en la miel de abeja” Tesis de Maestria, Departamento de Ingeniería Química y Bioquímica, Instituto Tecnológico de Veracruz, 1996.
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PRACTICA No. 14

DETERMINACIÓN DE NITRITOS

OBJETIVO.

Determinar cuantitativamente la presencia de nitritos en alimentos procesados.

Conocer algunas de las aplicaciones para llevar a cabo ésta determinación.

INTRODUCCIÓN.

Un aditivo es una sustancia que se añade a un alimento en forma premeditada para mejorar algunas características del mismo como pueden ser sabor, olor, textura,,color, vida de anaquel, etc.

Los principales tipos de aditivos son conservadores, antioxidantes, colorantes, acidulantes, surfactantes, polioles, secuestrantes, etc.

MARCO TEÓRICO.
El término procesado implica que la carne ha sido sometida a algún tratamiento que añade valor, como precocinado, troceado y/o envasado. Sin embargo, más específicamente el término “carnes procesadas” comúnmente significa productos que han sido salazonados o curados, y/o posiblemente reestructurados o mezclados con otros ingredientes para conseguir productos muy diferentes del músculo intacto cocinado. Las carnes salazonadas se estabilizan con sal y/o salmuera ácida., pues la sal y/o el bajo pH y los ácidos orgánicos inhiben el desarrollo microbiano. Estos productos, en general son refrigerados para inhibir el desarrollo de mohos, estabilizar el flavor y asegurarse contra el desarrollo y la producción de toxinas por gérmenes patógenos.

El curado se refiere a la aplicación de cloruro sódico, casi siempre junto con sales de nitrito o nitrato. Actualmente el curado se utiliza poco para conservar las carnes ( con excepción de los productos muy salados como el jamón tipo serrano). También se utiliza para el desarrollo de flavores y colores característicos.

Los nitratos y nitritos de sodio y de potasio se han usado pór muchos años con el cloruro de sodio como componentes de mezclas secas de salmueras en la preparación de carnes curadas. También tiene un uso limitado en la fabricación de algunos quesos. En la siguiente tabla se puede observar la cantidad de nitritos y nitratos permitida en carnes curadas y en quesos.

	
	Límites en mg/Kg, total de nitrato y nitrito de sodio (x) del cuál no se permite más de (y) nitrito de sodio

	Producto
	           X                               y


	Carne curada (incluyendo derivados) envasado en empaque estéril, dentro o fuera del mismo.
	150
	50

	Productos cárnicos curados, acidificados y/o fermentados (incluyendo salami y productos similares) no envasados en empaques estériles
	400
	50

	Jamón y tocino sin cocer, tocino cocido y jamón que no está  ni ha sido empacado en envases herméticamente sellados.
	500
	200

	Cualquier carne curada o producto cárnico curado no especificado arriba
	250
	150

	Queso suave y otros quesos, excepto los tipo Cheddar, Chesire. Granapadano o Provolone
	50
	5


Los nitritos y los nitratos se usan en las mezclas de curado de diferentes embutidos, en las cuales cumplen funciones tales como desarrollo de color y sabor característicos e inhibición del crecimiento microbiano.

El óxido nitroso proveniente de los nitritos y los nitratos reacciona con la mioglobina para formar nitrosilmioglobina, de color rojo, la cual se transforma a nitrosohemocromo que es un pigmento de color rosado, durante el subsecuente tratamiento térmico.

La  acción antimicrobiana de los nitritos y nitratos está muy relacionada con las temperaturas de almacenamiento de los alimentos y con la concentración de cloruros de sodio en los mismos, ya que éste ultimo compuesto presenta un efecto sinergístico con los nitritos y nitratos en su actividad como agentes antimicrobianos. Esta acción también depende del pH del sistema.

Los efectos de los nitritos y nitratos sobre el organismo humano están relacionadas con su capacidad para reaccionar con diferentes aminas y formar nitrosaminas, las cuales según algunos estudios recientes han resultado carcinogénicas para animales de laboratorio. Sin embargo, todos estos efectos son todavía objetos de estudio.

La concentración de nitritos y nitratos adicionada a los embutidos debe controlarse ya que si es baja no se desarrolla el color adecuado, y si es excesiva causa lo que se conoce como quemadura por nitritos y también se obtiene un color indeseable.

Los métodos más ampliamente usados para la determinación de nitritos en alimentos se basan en la reacción con ácido sulfanílico- naftilamina, propuesta por Grau y Mirna (1957 ).

La siguiente tabla muestra algunas publicaciones recientes sobre los niveles de nitritos y nitratos específicos para cada uno de los alimentos, especificando el método de determinación.

	Alimento
	Método
	Referencia

	Legumbres (sólo nitratos)
	Colorimétrico, nitración
	Tanaka et al (1982)

	Legumbres (nitratos y nitritos)
	
	Anon (1981 b)

	Frutas, legumbres, carnes curadas, quesos, leche, jugo de frutas, maíz, tocino, cerveza, agua
	Colorimétrico

LC
	Collet (1984)



	Legumbres, carnes frescas y curadas

Productos de zanahoria
	HPLC

Electroquímico,colorimétrico


	Wooton et al. (1985)

	Productos de caseína
	Colorimetr
	Woollard (1980)


MATERIALES, REACTIVOS, Y EQUIPO.

1. Muestra

50 g de jamón *

2. Reactivos

Solución de nitrito de sodio ( o.005 mg/ml ) 

Solución de alfa-naftilamina: 
Disolver 0.1 g de nidro cloruro de alfa-naftilamuna en 20  ml de agua en ebullición y en caliente hasta su completa disolución. Verter la solución caliente sobre 150 ml de ácido acético el 15% ( 22 ml de ácido acético glacial y 128 ml de agua ). Guardar en frasco ámbar.

Solución de ácido sulfanílico:
 Disolver 0.5 g de ácido sulfanílico en 150 ml de ácido acético al 15%. Guardar en frasco ámbar.

Solución saturada de cloruro de mercurio ( 70 g/tl ).

3. Material

29 matraces Erlenmeyer de 50 ml con tapón

2 pipetas volumétricas de 1 ml

2 buretas

1 pinza para bureta

1 matraz volumétrico de 500 ml

1 termómetro

1 probeta de 250 ml

1 pipeta de 5 ml

   papel filtro Whatman # 1

1 matraz Kitazato

1 cuchillo *

1 tabla de picar *

4. Equipo 

Balanza analítica


Baño de temperatura controlada a 80°C


Espectrofotómetro

· Material que deben traer los estudiantes

METODOLOGÍA

1. Elaboración de la curva estándar

Transferir. 0.0, 1.0, 2.0 y así sucesivamente hasta 10 ml de la solución estándar de nitritos a matraces volumétricos de 50 ml. Añadir agua hasta aproximadamente 40 ml de mezcla.

Añadir 1 ml de solución de ácido sulfanílico y 1 ml de la solución alfa-naftilamina a cada uno de los matraces y aforar con agua destilada. Mezclar y dejar reposar a temperatura ambiente por 1 hora. Leer la absorbancia a 520 nm contra el blanco ( 0.0 ml ).

Con los datos obtenidos elaborar una curva que relacione el contenido de NaNO2 en microgramos con la absorbancia, determinando la pendiente, el intercepto y el coeficiente de correlación de la misma. Reportar los resultados obtenidos y las observaciones hechas.

2. Determinación de nitritos en la muestra. 

Pesar 5   0.05 g de muestra y colocarlos en un matraz aforado de 500 ml. Adicionar 250 ml de agua destilada a 80 °C, agitar e inmediatamente llevar el matraz a un baño a 80 °C. Mantener el matraz en el baño durante 2 horas, agitando 2 ó 3 veces durante ese periodo.

Transcurrido el tiempo, enfriar el matraz, añadir 5 ml de la solución saturada de cloruro de mercurio y aforar a 500 ml con agua destilada.

Filtrar la mezcla a través de papel filtro Whatman # 1 y posteriormente tomar alícuotas de 5, 10, 15 ml y transferirlas a cada uno de los tres matraces volumétricos de 50 ml.

Adicionar el contenido de cada matraz 1 ml de solución de alfa-naftilamina, i ml de solución de ácido sulfanílico y agua destilada.

Dejar reposar la mezclas durante 1 hora y tan pronto como el periodo de reposo haya transcurrido leer la absorbancia de las mismas en un espectrofotómetro previamente estandarizado a 520 nm.

Determinar el contenido de nitritos presentes en la muestra ( en ppm ) haciendo uso de la curva estándar elaborar en el inciso 1.

Llevar a cabo esta determinación por triplicado. Reportar los resultados obtenidos y las observaciones hechas.

RESULTADOS.

Reportarlas observaciones.
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PRACTICA No. 15

ANALISIS DE  LECHE

OBJETIVO.

Aplicar las pruebas de plataforma en el análisis de leches.

INTRODUCCIÓN.

La leche proporciona prácticamente todos los nutrimentos necesarios para la alimentación, contiene también diferentes  sustancias que actúan como parte fundamental de los sistemas inmunológico y de protección del niño.

La leche de vaca tiene una enorme importancia en la dieta y el bienestar del  humano.

La mayoría de las leches tienen propiedades y características físicas y químicas 

MARCO TEORICO

En  general la leche está compuestas por agua, grasas, proteínas, azucares, vitaminas y minerales, además de otras sustancias que están presentes en menor concentración y que en conjunto forman un sistema físico químico relativamente estable; esto se debe  a que todos los constituyentes se encuentran en equilibrio, estableciendo tres estados de dispersión. 

Los sólidos totales de la leche (grasa y sólidos no grasos) representan entre 10.5 y 15.5 % de su composición total y varían de acuerdo con muchos factores, tales como la raza de la vaca, tipo y frecuencia de la alimentación, época del año, hora del día de la ordeña, etc.

De todos los componentes, la grasa presenta la mayor variación, ya que las proteínas, la lactosa y las cenizas permanecen en un intervalo más ó menos estrecho. Se ha visto que existe una relación directa entre las concentraciones de algunos de los constituyentes y el contenido de grasa; con base en muchos análisis químicos, se elaboraron ecuaciones de regresión que relacionan los componentes de la siguiente manera:

Nitrógeno total


= 331.0
+51.80
X % de grasa

Nitrógeno caseínico


= 236.0
+44.10
X % de grasa

Calcio total



= 83.2

+12-8

X % de grasa

Fósforo total



= 66.0

+6.38

X % de grasa

De las ecuaciones anteriores se deduce que los cambios en el contenido de grasa afectan en mayor proporción las concentraciones de nitrógeno total y nitrogeno caseínico, que las de calcio y fósforo; el nitrógeno no proteico, el fósforo soluble, el ácido cítrico y el magnesio, no varían considerablemente con los cambios de grasa.

La proteína se encuentra generalmente por encima de 3% de los sólidos totales; es un componente fundamental para el buen desarrollo de cada especie animal.

La flora microbiana de la leche que no ha sido sometida a tratamiento alguno está constituida por aquellos microorganismos que es posible existan tanto en la ubre como en la piel de la vaca como en los utensilios o tuberías de ordeño. En condiciones apropiadas de manipulación y conservación, la flora predominante en la leche es grampositiva. Si bien en ella se puede encontrar levaduras, mohos y bacterias gramnegativas junto con bacterias ácido lácticas, la mayoría de los microorganismos de estos tipos son más termo sensibles que las bacterias grampositivas y de aquí que se más probable que sean destruidos durante la pasteurización. Algunos estillos han puesto de manifiesto que en las leches frescas existen bacterias psicrotrofas esporógenas y bacterias.

Productos lácteos tales como la leche, la mantequilla, la nata y el queso, debido a su composición química todos ellos son susceptibles de ser alterados por microorganismo. La leche es un excelente medio de crecimiento para todos los microorganismos que habitualmente la alteran, incluidos los mohos y las levaduras . la leche cruda no pasteurizada generalmente contiene un número variable de microorganismos, que dependen del cuidado empleado en el ordeño, la limpieza y la manipulación de los utensilios de la leche. La leche que ni ha sido sometida a tratamiento alguno, mantenida a temperaturas de nevera durante varios días, invariablemente muestran la presencia de alguna o de todas las bacterias de los siguientes géneros: Enterococus, Láctococus. Stretococus, Leuconostoc, Láctobasillus, Microbacterium, Propinibaterium, Micrococcus, Coliformes, Proteus, Pseudonomas, Basillus, y otros. Aquellos que son incapaces de crecer a baja temperatura usual de conservación suelen estar presentes en escaso número. El tratamiento de pasteurización elimina todos los microorganismos excepto las cepas termodúricas, principalmente Estreptococus y Láctobacilos, y las bacterias esporógenas de género Bacillus (y los clostridios en caso de que estén presentes en la leche cruda ). La alteración de la leche pasteurizada es causada por el crecimiento de Estreptococos termorresistentes que utilizan la lactosa para producir ácido láctico, el cual disminuye el pH hasta un valor (Ph de un valor aproximado a 4.5 ) en el que tiene lugar la coagulación. En el caso de que existan en la leche, los láctobacilos son capaces e crecer a valores de Ph inferiores del que necesita láctococus latís. Estos microorganismos mantienen las actividades fermentativas y es posible que hagan descender el Ph hasta 4.0 hasta valores inferiores a este. Si existen e4sporas de mohos estos microorganismos empiezan a crecer en la superficie de la leche agria y elevan el pH hacia la neutralidad, permitiendo con ello las bacterias más proteolícas, como son las especies de Pseudomonas, crezca y lleven a cabo la licuación de la cuajada.

Es de suponer que la leche cruda ocurra la misma pauta general de alteración, en especial si se mantiene a temperatura de nevera. Otra alteración que a veces se observa en la leche cruda es la conocida con la denominación de viscosidad. Esta alteración es causada por el crecimiento de Alcaligenes Viscolactis y es favorecida por la conservación de la leche cruda a baja temperatura durante varios días. La materia viscosa esta formada por hebras de mucílago producido por las células bacterianas que comunican a la leche una consistencia filamentosa. Hoy día, esta alteración no es tan corriente como lo fue en otro tiempo.

REACTIVOS MATERIALES Y EQUIPO.

Lactodensímetro

Probeta graduada de 100 ml.

Butirometro

Acido Sulfúrico

Alcohol isoamilico

Baño maría

Centrífuga

Tubos de centrifuga

Probeta de 50 ml

Balanza granataria

Agua libre de CO 2

Fenolftaleina

NaOH 0.1 N

Balanza granataria

Placas de fondo plano

Baño maría

Estufa de secado

Desecador

METODOLOGÍA.

Peso específico:

El peso específico de la leche se determina con un lactodensímetro con la escala adaptada a los límites inferior y superior, esté método se basa en el principio de Arquímedes ( un cuerpo flota en un líquido hacía un nivel tal que el volumen del líquido desplazado será igual en peso al del cuerpo flotante.

Verter en una probeta graduada la muestra ( leche ) al indicador

Sumergir al lactodensímetro y  medir.

Determinación de sólidos grasos:

El uso del ácido sulfúrico  al 90% provoca el rompimiento de la membrana proteíca que cubre el glóbulo de grasa, formándose así un complejo de caseína, la grasa queda libre y se puede separar por centrifugación. El alcohol isoamilico facilita la separación de la grasa al disminuir la tensión entre la grasa y la mezcla ácido-leche.

El uso del ácido sulfúrico  al 90% provoca el rompimiento de la membrana proteíca que cubre el glóbulo de grasa, formándose así un complejo de caseína, la grasa queda libre y se puede separar por centrifugación. El alcohol isoamilico facilita la separación de la grasa al disminuir la tensión entre la grasa y la mezcla ácido-leche.

En un butiro metro verter 10ml de ácido sulfúrico, con 10.77ml de muestra y 2ml de alcohol isoamilico

Tapar perfectamente y homogenizar muy bien

Colocar el butiro metro a baño maría de 3 a 5 minutos

Centrifugar de acuerdo a la siguiente tabla.

Tabla No 1. Tiempo y revoluciones por minuto muestras de leche.

	Tiempo (minutos)
	RPM

	4
	1200

	*5
	1000

	6
	800


· Relación que se utiliza en los análisis.

Determinación de acidez:

Mida o pese la cantidad adecuada  (aproximadamente 20 ml. ó 20 g), en un recipiente adecuado, y diluya al doble de su volumen con agua libre de CO 2. Adicione 2 ml. de fenolftaleina, y titule con NaOH 0.1 N hasta obtener un color rosa persistente. Si se utilizó una muestra medida en volumen, determine su peso por medio de la gravedad especifica de la muestra. 

Reporte la acidez como % de ácido láctico por peso ( 1 ml. de NaOH 0.1 N 0.0090 g de ácido láctico ). Si se utiliza la pipeta para leche de Babcock, los ml de NaOH utilizados / 20  = % de ácido láctico.

Los resultados también se pueden expresar como ml. de NaOH =.1 N/100 g. de muestra.

Determinación de sólidos totales:

Pese una muestra de 2.5  a 3.0 g  de muestra en una placa de fondo plano de por lo menos 5 cm de diámetro.  Caliente la muestra en un baño de vapor por 10 ó 15 minutos, exponiendo la máxima superficie del fondo de la placa al vapor vivo; después caliéntese por 3 horas en una estufa de 98-100  grados c. , enfriese en el desecador, ´pése rápidamente y reporte el peso original como  % de sólidos totales.

Determinación de cenizas.

(ver  Metodología en prácticas anteriores)

Pese 5 g de muestra en un crisol de porcelana y evapore a sequedad en un baño de vapor.

Calcine a 550 grados c.  Hasta obtener cenizas libres de carbono, enfrie en el desecador, pese y reporte % de cenizas.

Determinación de Nitrógeno Total:

(ver metodología en  prácticas anteriores)

Transfiera 2.5 g. de muestra en un mátráz de digestión Kjeldahl, y proceda a realizar el análisis.

Calcule de acuerdo a la siguiente fórmula

% de N   X  6.38     =  % de Proteína

RESULTADOS.

Reportar los análisis y porcentajes correspondientes.

CUESTIONARIO.

1. Cuál es la función del ácido sulfúrico?

2. Que nos indica el contenido de ácidez y que relación tiene con la calidad?

3. Investigar si existe una norma que rija los análisis practicados a leche y /o sus derivados?

REFERENCIAS

Charles, A., 1998. Normas de control de calidad, procedimientos Físico-químicos y Microbiológicos. Editorial CECSA.

Badui, S, 1999. Química de los alimentos. 

COMISION ACADEMICA NACIONAL


AGRO-INDUSTRIAL ALIMENTARIA





COMISION ACADEMICA NACIONAL


AGROINDUSTRIAL ALIMENTARIA





COMISION ACADEMICA NACIONAL


AGROINDUSTRIAL ALIMENTARIA





COMISION ACADEMICA NACIONAL


AGROINDUSTRIAL ALIMENTARIA





COMISION ACADEMICA NACIONAL


AGROINDUSTRIAL ALIMENTARIA





COMISION ACADEMICA NACIONAL


AGROINDUSTRIAL ALIMENTARIA





COMISION ACADEMICA NACIONAL


AGROINDUSTRIAL ALIMENTARIA





COMISION ACADEMICA NACIONAL


AGROINDUSTRIAL ALIMENTARIA





COMISION ACADEMICA NACIONAL


AGROINDUSTRIAL ALIMENTARIA





COMISION ACADEMICA NACIONAL


AGROINDUSTRIAL ALIMENTARIA





COMISION ACADEMICA NACIONAL


AGROINDUSTRIAL ALIMENTARIA





COMISION ACADEMICA NACIONAL


AGROINDUSTRIAL ALIMENTARIA





COMISION ACADEMICA NACIONAL


AGROINDUSTRIAL ALIMENTARIA





COMISION ACADEMICA NACIONAL


AGROINDUSTRIAL ALIMENTARIA





COMISION ACADEMICA NACIONAL


AGROINDUSTRIAL ALIMENTARIA





COMISION ACADEMICA NACIONAL


AGROINDUSTRIAL ALIMENTARIA











Lufft





AW-wert-Messer





Espejo





Cámara de equilibrio














ventilador








Portamuestra








Muestra





Blouqe del portamuestra




















Cámara de medición





muestra





=





Soln. sobresaturada de sal





1000


800





Tapa pesafiltros





Celda de equilibrio








Pesafiltro








Muestra








Base














me





n





i=1





n





      aw


  m(1-aw)





+





aw





                   


a = KmO            ;  b =               ;  Y =                 





   1


C - 1





1– 


  mO





      1


mO CK





2


C





= a aw2 + b aw +  Y





 aw  


 m  





  mOCaw





(1-aw)+(c-1)(1-aw)aw





1


aw





          moCKaw


(1-Kaw)(1-KaW + Ckaw)





  aw


(1-aw)








1
135

_1026105886.unknown

_1026105892.unknown

_1026105895.unknown

_1026105896.unknown

_1026105894.unknown

_1026105888.unknown

_1026105884.unknown

