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INTRODUCCION

Dentro de la formacion del Quimico Farmacéutico, el curso de Nutricion y Bromatologia
es importante como parte del proceso continuo en el estudio de los alimentos. Asi
mismo, el estudiante requiere de conocimientos sobre los procesos productivos,
las transformaciones, las formas de manejo, su estabilidad y su disefio a lo largo
de toda la cadena alimentaria haciendo énfasis en las operaciones unitarias a que
son sometidos. Ademas, la aplicacion de la legislacion nacional y la normalizacion
internacional como las complicaciones que pueden presentarse por el consumo de
alimentos contaminados y deteriorados.

El objetivo de este manual es proporcionar los conocimientos teoricos practico sobre
analisis quimico de los alimentos al estudiante de Quimica y Farmacia. Ademas,
conocer los métodos que se aplican para lograr mantener la estabilidad de las materias
primas utilizadas para elaborar alimentos y como determinar el valor alimenticio, los
factores fisicos, quimicos y microbioldgicos que afectan la calidad de los alimentos y
como definir criterios de calidad que deben cumplir los alimentos y aplicar métodos
analiticos para comprobar su genuinidad.

Es necesario recalcar que, este manual tiene como finalidad implementar en el
Laboratorio de Alimentos de la Universidad del Atlantico pruebas analiticas de mayor
interés en la industria alimentaria. Asi mismo, se explican los conceptos basicos y
aplicaciones que requiere en el desarrollo de métodos analiticos que determinan las
caracteristicas de calidad de los productos alimenticios.

Por otra parte, las practicas que se describen en este manual proveen la informacion
necesaria para comprender cada paso en el procedimiento. Asi mismo, la organizacion
del presente texto esta dispuesta en ocho (8) capitulos siguiendo una estructura
definida e igual. Cada capitulo se enfoca en un grupo alimenticio, con objetivos de la
practica, técnicas analiticas, materiales, reactivos y procedimiento a realizar teniendo
en cuenta el tiempo estimado en la ejecucion de las técnicas de laboratorio.
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INSTRUCCIONES AL TRABAJO DE LABORATORIO

El trabajo de laboratorio incluye el manejo de aparatos y reactivos que pueden ser
peligrosos si no se usan con las debidas precauciones. Por esto, el estudiante debe
conocer los peligros inherentes a los reactivos que utiliza y a los procedimientos que
lleva a cabo. Asi mismo, estar al tanto de todas las medidas que deben tomarse y los
primeros auxilios que deben proporcionarse en caso de accidentes.

Algunas medidas de tipo general:

+ Trabaje siempre en forma limpia, metddica y sin interrupciones.

+ Realice todos los analisis en estricta conformidad con las instrucciones dadas
en las técnicas del Manual de Laboratorio.

+ No coma ni fume en el laboratorio.

« Use siempre elementos protectores (Ej. Anteojos de seguridad, Bata de
laboratorio, botas de goma, guantes, etc.) cuando trabaje con sustancias
corrosivas o cualquier material desconocido que pueda ser corrosivo.

+ Cure de inmediato cualquier tipo de herida o cortadura por pequena que sea,
limpiandola con una solucion antiséptica apropiada y luego haga el vendaje
seglin corresponda.

+ Verifique siempre la etiqueta de un reactivo antes de usarlo, para asegurarse de
que tiene la botella o frasco correcto.

+ Nunca use la pipeta en la forma normal con liquidos corrosivos o venenosos. Si
es necesario pipetear dichos liquidos, use llenador de pipeta apropiada.

+ No pipetear los reactivos directamente desde la botella: transfiera una cantidad
adecuada de reactivo a un vaso pequeno y pipetear de él.

« Si tiene dudas sobre las reglas basicas de seguridad de cualquier operacion
en el laboratorio de alimentos, consulte con la persona encargada antes de
proceder.

Sustancias quimicas corrosivas:

+ Se encontraran en el laboratorio, entre otros, los siguientes reactivos
corrosivos: acido clorhidrico concentrado, acido sulfirico concentrado, acido
nitrico concentrado, acido cromico, acido oxalico, acido acético, hidroxido de
sodio concentrado, hipoclorito de sodio, bromo.
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+ Una salpicadura de cualquiera de estos reactivos en los ojos puede producir:
ceguera permanente. También, queman la piel, producen danos graves y fatales
al ingerirlos. Se les considera como venenos corrosivos.

Precauciones:

+  Ponerse todos los elementos de proteccion necesarios (por ejemplo: Delantal,
guantes, anteojos. protectores, etc.) cuando trabaje con estos liquidos.

+  Tomé con cuidado y vacie suavemente evitando derrames.
+ Lave de inmediato cualquier derrame con suficiente agua.

+ No succionar jamas ninguno de estos liquidos con pipeta, excepto cuando esta
se use con el llenador de pipeta apropiado.

+ No agregar agua o soluciones acuosas o envases que contengan acidos
concentrados, excepto cuando asi se indique en algin método de analisis y en
tales casos se seguira rigurosamente lo indicado en el manual de laboratorio.

+ Nunca mezcle hipoclorito de sodio con acido o cualquier solucion acida por
cuanto podria liberarse cloro gaseoso, el cual es extremadamente irritante y
venenoso.

Primeros auxilios:

+ Ojos afectados. Inmediatamente coloque la cabeza de la persona afectada
bajo la llave y moje con bastante agua el ojo afectado. Continle lavando con
agua fria por lo menos tres minutos. Mientras tanto llame al doctor y atienda al
afectado hasta que él llegue.

« Piel afectada. Lave de inmediato con bastante agua fria. Asegurarse que todo
el reactivo quimico ha sido removido de la piel por lavado con agua en la zona
afectada. Si hay cualquier evidencia de piel quemada, lleve al afectado a un
método para su tratamiento.

» Ingestion de sustancias quimicas corrosivas. Enjuagar bien la boca con agua
fria y dar bastante agua a beber, y de inmediato leche de magnesia en caso de
acidos.
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Reactivos venenosos:

Es comdn encontrar los siguientes reactivos quimicos venenosos:

Solucion de cloruro de Bario. Pesticidas, anilina, Nitrato de plata, Cianuro,
Mercurio, Nitrobenceno, Piridina, Trioxido de arsénico, acido tricloroacético, etc.

Estas sustancias son venenos irritantes y produciran graves danos en la boca al

ingerirlos o absorberlos a través de la piel.

Medidas de seguridad con equipos y aparatos de laboratorio:

Use los equipos en aquellas funciones para las que han sido disenados.

Refrigeradores. Deben estar disefados a prueba de explosion, cuando se usen
para almacenar compuestos altamente volatiles o liquidos inflamables. En
este caso no debe tener interrupciones en su interior y cables asociados. Los
controles de termorregulacion se ubicaran en el exterior del refrigerador.

Extinguidores de Incendio. Los extinguidores con sustancias quimicas secas de
clase B y C (para liquidos inflamables) deben ubicarse convenientemente en
cada laboratorio. Extinguidores de dioxido de carbono deben usarse en fuegos
producidos en equipos electronicos. Asi mismo, todo el personal del laboratorio
debe conocer el manejo y la ubicacion de los extinguidores.

Centrifugas. Antes de colocar los tubos en la centrifuga se debe ajustar el
peso de todos los tubos. No abrir la centrifuga hasta que esta se detenga
completamente. Antes de retirar los tubos desconecté la centrifuga en lugar de
llevar el redstato a posicion cero. Use solo tubos especiales para la centrifuga
en uso. Use las velocidades recomendadas por el fabricante en aquellos tubos
de materiales como vidrio, nitrato de celulosa, polietileno, etc. Los tubos de
nitrato de celulosa pueden romperse en la autoclave. Al calentar los tubos de
nitrato de celulosa sobre 60 °C pueden producirse vapores daninos de 6xido de
nitrogeno.

Destilacion Extraccion y Evaporacion. Liquidos inflamables. Realice estas
operaciones con calentador de agua apropiado, vapor o plato eléctrico. Use
sistema eficiente de eliminacion de vapores. Asegure las conexiones y soportes.
Agregue elementos para ebullicion suave antes de comenzar la operacion. Use
tiestos apropiados para los residuos inflamables.
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» Equipos Eléctricos. Conectar a tierra todos los equipos eléctricos. Operaciones
de instalacion, mantenimiento y reparaciones deben ser realizadas por
electricistas calificados.

* Presiones. No realice operaciones de presion con equipo de vidrio corriente.
En ciertas circunstancias pueden usarse materiales de vidrio disenados
especificamente para tales trabajos y en esos casos se deben seguir
las recomendaciones de seguridad del fabricante, por ejemplo, bombas
calorimétricas, generador de nitrogeno.

» Vacio. Proteger los envases o aparatos a usarse con vacio, para reducir los
afectados de la presion externa.

Otras precauciones importantes:

Radiacion ultravioleta U.V.se encuentran en el espectrofotometro, lamparas germicidas
y en lamparas tanto de onda larga y corta U.V. usadas en reparaciones cromatografias.
No exponga sus 0jos sin proteccion adecuada a los rayos U.V. por tiempo prolongado.

Tipos de analisis quimicos:

Hay varias formas de clasificar los métodos aplicados en la quimica Los dos grandes
grupos son analisis organicos y analisis inorganicos. Dentro de cada uno de ellos
pueden hacerse las siguientes clasificaciones:

e Analisis completo: Si se determina todos los elementos de un material
cuantitativamente, aun los que estan en cantidades de trazas.

« Analisis parcial: Es la determinacion cuantitativa de uno o mas constituyentes
de una muestra, tal como la determinacion del porcentaje de fosforo en una
roca fosforica.

« Analisis proximal: Es la determinacion del porcentaje de uno o mas
constituyentes de una muestra cuando todos ellos reaccionan del mismo modo
con un cierto tratamiento.

« Analisis Gltimo: Si se determina el porcentaje de cada elemento en una muestra,
el porcentaje se denomina analisis Gltimo. Se utiliza sobre todo para el analisis
de compuestos organicos cuando se va a establecer la formula de la sustancia.
Raras veces incluye determinaciones del porcentaje de trazas de elementos.
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Clasificacion de acuerdo al tamaio de la muestra:

Las pruebas analiticas algunas veces se clasifican de acuerdo al tamano de la muestra
que se toma para examinar:

+  Macro métodos para muestras de 0.1 g. 0 mayores.
+  Semi-micro métodos para muestras de 0.01g.a 0.1g.
+  Micro métodos para muestras de 0.001ga 0.01g.

+ Ultra-micro métodos se aplican para muestras de aproximadamente 1 a 10
microgramos, designados por el simbolo pg. Un microgramo es 0.001 mg.

Clases de meétodos de determinacion:

« Métodos gravimeétricos. Un constituyente o algin componente de él se pasa para
encontrar el porcentaje del constituyente. Se aplican varios métodos generales
en los métodos gravimeétricos. La precipitacion de un sélido, su filtracion, secado
y pesado proporciona en muchos casos un valor que esta relacionado con el
peso del constituyente requerido. La volatilizacion de un material que tiene una
presion de vapor relativamente alta o una baja temperatura de descomposicion
puede ser Gtil para medir la parte de una muestra que puede perderse por el
calor.

» Métodos volumétricos. La hedida del volumen de una sustancia o de un reactivo
se hace a menudo para determinar el porcentaje de un constituyente. El volumen
de reactivo que se adiciona a una solucion, generalmente se mide con la bureta.
El proceso de adicionar el reactivo de la bureta (en presencia de un indicador)
en algunos casos se llama titulacion. El analisis de gases es también un método
volumeétrico.

+ Métodos instrumentales. Son aquellos en que se determina un constituyente
midiendo algunas de sus propiedades fisicas con un instrumento. Algunas
se basan en métodos Opticos; otros se basan en mediciones de fenomenos
eléctricos y se llama de distintas maneras dependiendo de la propiedad
eléctrica que se mida. Algunos de los mejores métodos eléctricos conocidos
son los conductimétricos (medida de la conductancia), polarograficos (medida
de la polarizacién debida a la concentracién), y potenciométricos (medida del
voltaje o potencial en un electrodo, como en un p"- metro).
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« Métodos estandar para muestreo. Antes de cada analisis debe prepararse
cuidadosamente una muestra representativa de la sustancia, La seleccion de
la muestra es un paso importante en el analisis, ya que las condiciones que de
ello se produzcan.

Exactitud:

Independiente del cuidado que se tenga, a veces ocurren lamentables errores durante
el analisis. El movimiento brusco de un desecador es suficiente para que se pierda
parte de la ceniza, para que el registro del peso sea defectuoso, etc. Estos accidentes,
cuando la causa se desconoce, se pone de manifiesto el error si las determinaciones
se hacen por duplicado.

En todos los analisis de componentes mayoritarios que se realizan en los laboratorios
de control basta con que en los resultados se indique la primera cifra decimal. Si no
se procede de esta forma se pierde mucho tiempo haciendo pesadas con un grado de
exactitud que carece de importancia practica.
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1. ANALISIS DE UN ACEITE VEGETAL

1.1 Objetivos

+ Identificar la procedencia de una muestra de una substancia grasa desconocida.
+ Establecer de qué aceite se trata.
+  Comprobar la pureza de una muestra dada o si hay una mezcla de aceites.

+ Constatarsi el aceite es adecuado para el consumo o si esta rancio o adulterado
por adicion de aceite mineral.

+ Identificar en el caso de sustancias grasas solidas, si es una grasa natural o un
aceite hidrogenado (aceite endurecido).

+ Interpretar los resultados obtenidos.

1.2 Técnicas analiticas
1.2.1 Preparacion de la muestra.

Si la muestra es s6lida, es necesario fundirla previamente vy filtrarla (para separar
las impurezas), antes de envasarla como se indicd anteriormente, pero utilizando un
frasco de boca ancha. Si la muestra es liquida, envasar 100 gramos en un recipiente
seco, provisto de tapa y se guarda en un sitio fresco, al abrigo de la luz. La muestra
debe rotularse con los siguientes datos: Nombre del producto; procedencia; fecha y
lugar donde fue tomada.

1.2.2 Densidad o gravedad especifica

Determinar la densidad o gravedad especifica con un picndmetro a 25°C. Para muestras
de grasa solida se funde antes de llenar el picndmetro. Si la determinacion se hace a
una temperatura inferior a 25°C hay que corregirla aumentando 0,0064 por cada grado
de diferencia entre la temperatura de la determinacion y 25°C.
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1.2.3 indice de refraccion

Determinarlo con el refractometro Abbé. Si la muestra es una grasa, fundirla y
determinar el indice de refraccion. El aparato tiene un sistema de circulacion de agua
caliente y un termometro para controlar la temperatura. Para los aceites se hace la
observacion a la temperatura de 20°C. Para grasas solidas o muy espesas se emplean
temperaturas elevadas: 40°C, 60 °C.

Para convertir los indices de refraccion obtenidos a una temperatura cualquiera, a la
temperatura requerida. Se emplea la siguiente formula:

N1l=Nt —-(t—-0)F

Siendo:
N1 =indice de refraccion a la temperatura deseada

Nt= indice de refraccion obtenido

tyt'= Factor para aceites 0,00035y Factor 0,00036 para grasas solidas o acidos grasos.

1.2.4 Indice de acidez
Reactivos:

+ Hidroxido de potasio 0,1 N
+ Indicador: Solucion alcohoélica de fenolftaleina al 1%

+ Alcohol neutralizado.

Procedimiento: Pesar en un Erlenmeyer exactamente una muestra vecina de 5 gramos.
Agregar 25 cm? de alcohol neutralizado y unas gotas de solucion alcohdlica de
fenolftaleina al 1 %. Para disolver los acidos grasos libres calentar al baho maria con
agitacion. Por altimo, valorar con la solucion de KOH.

Calcular el indice de acidez: Pueden expresarse también los resultados en acido oleico
sabiendo que su miliequivalente es:
PM

—_ =0,282
LOO0 0.282
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Reservar el liquido para determinar el indice de Esteres.

% Acid {volumen « Normalidad » meq Actdo eleico ) Lol
e ACLOdeE — L
(Peso de muestra

1.2.5 indice de saponificacion
Reactivos:

+ Solucion alcoholica 0,5 de potasa cautica.
- Solucién de Acido clorhidrico 0,5 N

+ Solucion indicadora de fenolftaleina al 1%

Procedimiento: Pesar por diferencia una cantidad exacta de muestravecina de 2 gramos
y pasarla a un Erlenmeyer de 250 cm3. Adicionar con una pipeta o probeta 25 cm? de la
solucion alcoholica de potasa. Cerrar el Erlenmeyer con un tapon atravesado por un
refrigerante de reflujoy colocarlo por lo menos media hora en un bano Maria hirviendo,
agitando de vez en cuando y observando el liquido para conocer si la saponificacion ha
sido completa (Hasta cuando desaparezca las "gotas de grasa"). Retirar el Erlenmeyer
del bano Maria, dejar enfriar el liquido y agregar 10 gotas de fenolftaleina. Valorar el
exceso de potasa alcoholica con una solucion de acido clorhidrico 0.5N.

Paralelamente conducir un blanco con 25 cm? de potasa alcohélica sin adicion de la
sustancia grasa, trabajando en condiciones iguales a las de la muestra.

28.05 (titulodel blanco — Htulo de la muestra)

1.5 =
pese tomade en gramos

Nota: sera necesario tomar menos cantidad de muestras, si el indice de saponificacion
es alto.

De la diferencia entre los cm?® de acido clorhidrico gastados en el blanco de la muestra,
se puede deducir la cantidad de KOH necesaria para saponificacion de la substancia
grasa.
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1.2.6 indice de ésteres

El indice de esteres nos da de la diferencia entre el indice de saponificacion y el de
acidez.

1.2.7 Indice de yodo

Preparacion de la solucion de yodobromuro (reactivo de WUIGS): Solucion de
yodobromuro: Disolver 13,2 gramos de yodo pulverizado en un litro de acido acético
glacial, por porcionesy agitando cada vez que se adicionenx, hasta disolucion completa
de yodo. Agregar 3 cm®*de bromo. (Reactivo de WUIGS). Solucién de yoduro de potasio,
al 15% en agua fria recientemente hervida para eliminar el CO,. Esta solucion no se
almacena y por lo tanto es necesario preparar la cantidad requerida en el momento
del uso, debido a que se pone el yodo en libertad. Solucion de Tiosulfato de sodio 0,1
N exactamente valorada (pesar 25 gramos de Na,S,0, " 5H,0 por litro, afiadir 1 gramo de
Na,CO, y dejar en reposo un dia antes de estandarizar.

Materiales:

+ Bureta graduada

« Erlenmeyer con tapa de vidrio esmerilada
+  Pipetas

- Probeta

+ Vasos precipitados

Procedimiento: Pesar 0,1 a 0,2 gramos si es un aceite secante; 0,2 a 0,3 gramos si es
un aceite semi-secante; 0,3 a 0,4 gramos si es un aceite no secante (si la muestra
es desconocida se le hace el ensayo elaidinico) y 0,4 a 0,8 gramos si se trata de una
grasa/solida, en una pequefa ampolleta (ampolleta para inyectables). Pasarla a un
Erlenmeyer con tapa. Anadir 10 cm3 de cloroformo. Agitar para disolver la muestra.
Anadir 25 cm? de yodo bromuro; tapar el Erlenmeyer y dejar en la oscuridad por 2
horas agitando a intervalos de 5 minutos. Adicionar 10 cm3 de la solucion de yoduro
de potasio con una pipeta. Dejar en reposo, con agitacion ocasional por un minuto
exacto, anadir 100 cm? de agua destilada y titular con la solucion de tiosulfato de
sodio con agitacion constante, hasta casi desaparicion del color amarillo; agregar 1
cm3 del indicador y continuar la valoracion hasta desaparicion del color azul. Paralelo
al analisis correr un blanco de reactivos.
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Calculos:
1265 100

indicedeYodela —bIN =— =
1004

+ N=Normalidad de la solucion de tiosulfato
+ a=cm’de Na,S,0, para la prueba en blanco
+ b=cm?®de Na,S,0, gastados en la muestra

+ c=Peso de muestra.

1.2.8 Residuo insaponificable

El liquido que queda después de determinar el indice de saponificacion pasarlo por un
embudo de separacion y agitar con 50 cm? de agua para disolver el jabon. Agregar 30
cm?3 de éter o éter de petroleo y agitar suavemente varias veces. Para que se separen
dos capas dejar en reposo; en la superior se encuentra el éter, el cual ha disuelto el
residuo insaponificable. Separar la capa inferior acuosa y pasarla a otro embudo de
separacion. Hacer dos extracciones mas con 20 y 10 cm? del éter. Reunir los liquidos
etéreos en la primera ampolla y lavarlos 2 veces con 10 cm3 de agua. Pasarlos a un
Erlenmeyer que se enlaza con un condensador para destilar la mayor parte del éter
(inflamable, cuidado con las llamas). Terminar de eliminar el éter al baflo maria. Secar
el residuo hasta peso constante en la estufa a 105°C. Calcular el porcentaje de residuo
insaponificable.

1.3 REACCIONES CROMATICAS GENERALES
Estas reacciones permiten distinguir varios grupos de aceites vegetales:

Reaccion de Heydenreich: Utiliza el acido sulfirico concentrado y permite reconocer
aceites semisecantes y secantes. Los aceites secantes dan coloraciones pardas o
negras y el aceite se espesa. Hay que observar que los aceites viejos o enranciados
pueden dar coloraciones anaranjadas o pardas.

Técnica: Poner en contacto con una pipeta, unas gotas del aceite con 5 cm?® de acido
sulfdrico puro; al cabo de unos minutos aparece una coloracion que va del anaranjado
al pardo si se trata de un aceite semisecante.
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Reaccion de Hauchecorne: Utiliza el acido nitrico en frio y en caliente, dando con los
aceites de sésamo, algodon, linaza y otros una coloracion que va del anaranjado al rojo
oscuro, la cual se intensifica por el color (temperatura de un bafio maria). El aceite de
olivas da una coloracion verdosa y los aceites rancios una coloracion anaranjada.

Técnica: Colocar en un tubo de ensayo 5 cm? del aceite con 2 cm? de acido nitrico y
agitar. El reactivo se prepara diluyendo 3 partes del acido con una parte de agua.

1.4 REACCIONES CROMATICAS ESPECIFICAS

Prueba de Halphen-Gastaldi: Sirve para investigar aceite de algodon. Se basa en la
reaccion producida por el gosipol en presencia de azufre en bisulfuro de carbono.

Técnica: En un tubo de ensayo colocar 5 cm?3 de aceite, una gota de piridinay 4 cm3 de
una solucion de azufre en bisulfuro de carbono al 1%. Calentar por media hora en bano
maria. Una coloracion roja, rosada o amarillo-rosada indica la presencia de aceite de
algodon. Hay que observar que un aceite que se halla calentado a mas de 200°C no da
la reaccion por una posible destruccion del gosipol.

Prueba de Villavecchia - Fabris: Se utiliza para identificar aceite de ajonjoli 0 sésamo. Se
basa en la reaccion del sesamol con solucion furfural en medio alcohoélicoy clorhidrico.

Técnica: En un tubo de ensayo colocar 2 gotas de solucion alcohdlica de furfural
preparada al 2% en alcohol), 5 cm? del aceite en examen y 10cm?3 de acido clorhidrico
concentrado. Agitary dejar en reposo. Una coloracion roja indica la presencia de aceite
de ajonjoli.

Prueba de la elaidina: Esta prueba es muy U(til para diferenciar entre aceites no
secantes, semisecantes y secantes, lo mismo que para identificar aceites de pescado.

Técnica: Colocar en tubo de ensayo 10 cm3 del aceite problemay 5 cm? de acido nitrico
concentrado. Agitar por unos minutos. Adicionar 1 gramo de mercurio y disolverlo por
agitacion a una temperatura de 25°C. Los aceites no secantes como los de oliva, mani
y almendras dan una masa solida blanca o amarillenta. Los sésamos, algodon y otros
semisecantesy los de animales marinos dan una masa pastosay coloreada. Los aceites
secantes quedan liquidos y de color anaranjado o pardo.
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1.5 PRUEBA PARA ENRANCIAMIENTO

Para detectar el enranciamiento de una substancia grasa, ademas de la determinacion
de los caracteres organolépticos (olor, sabor) hay que efectuar en ocasiones pruebas
organicas cualitativas y cuantitativas. Entre las primeras se utilizan los ensayos
de Kreiss y de Fallenberg que ponen de manifiesto el enranciamiento aldehidico
autooxidacion, que es el mas frecuente. Para determinar cuantitativamente el grado
de Oxidacién de una substancia grasa, se recurre a la determinacién del indice de
Peroxido.

a) Ensayo de Kreiss: Colocar en un tubo de ensayo 1cm? del aceite problema, 10 cm? de
acido clorhidrico concentrado y agitar fuertemente por medio minuto. Anadir 1 cm? de
una solucion al 0,1% de floroglucinol en éter etilico. Agitar por 20 segundos y dejar en
reposo. Si la capa acida toma una coloracion rosada o roja, el aceite o la grasa estan
mas 0 menos rancios.

b) Ensayo de Fallenber
Reactivos:

« Fuschina

+ Metabisulfito de potasio.

- Solucién de Acido clorhidrico 1N
+  Cloroformo

+ Disolver en 800 cm3 de agua 5 gramos de fuschina, en caliente. Dejar enfriar
y anadir 5,4 gramos de metabisulfito de potasio disuelto en 200 cm? de agua,
agregar 100 cm3 de solucion de acido clorhidrico IN y filtrar con ayuda de carbon
activado.

Procedimiento: Disolver un gramo de la sustancia grasa en 1 cm3 de cloroformo.
Agregar 2 cm? de reactivo (que debe estar incoloro) y agitar. Dejar en reposo al abrigo
de la luz por 10 minutos. Una coloracion violeta indica enranciamiento.
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1.6 INDICE DE PEROXIDO
Materiales:

+  Pipetas
+ Erlenmeyer con tapa de vidrio esmerilada.

Reactivos:

+ Solucion de acido acético-cloroformo: Mezclar tres partes en volumen de acido
actico glacial con dos partes de cloroformo.

+ Solucion de yoduro de potasio saturada en agua recientemente hervida y fria.
Esta solucion no se conserva.

+ Solucion exactamente valorada de tiosulfato de sodio 0,1 N.

+ Solucion de almidon al 1% en agua como indicador.

Procedimiento: en un Erlenmeyer de 250 cm3 pesar 5 gramos de muestra y anadir 30
cm? de la solucion de acido acético y cloroformo. Para solubilizar la muestra se debe
agitar. Utilizando una pipeta adicionar 2,5 cm? de la solucion saturada de yoduro de
potasio. Con agitacion ocasional, Dejar en reposo, por 1 minuto exacto y luego anadir
30 cm? de agua destilada. Valorar el yodo puesto en libertad hasta casi desaparicion
del color amarillo con la solucion de tiosulfato. Adicionar 0,5 cm?3 de la solucion de
almidon y continuar la valoracion hasta desaparicion del color azul. Si se gastan
menos de 0,5 cm? de tiosulfato, repetir el analisis usando solucion de tiosulfato 0.1 N
recién preparada. Correr un blanco de reactivos que no debe gastar mas de 0,1 cm3 de
solucion 0,1 N de tiosulfato de Sodio.

Calculos:
Meg (Vm — VB)x Nx 1000
1000y peso de ln muestra

Valor de peroxide =

En donde:

+  Vm=cm?de Na,5,0, gastados en la titulacion de la muestra
+ Vb =cm?de Na,S,0,gastados en el blanco
+ N =Normalidad del Na,S,0,
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1.7 PRUEBA CUALITATIVA PARA ACEITES MINERALES

Al bajar los indices de saponificacion y de yodo proporcionalmente al aceite mineral
presente, este puede ponerse en evidencia en la forma siguiente: Colocar en un tubo
de ensayo 10 gotas de aceite y 5 cm? de potasa alcohdlica; calentar en un bano de
agua hirviendo por algunos minutos y con agitacion frecuente para saponificar
completamente la sustancia grasa. Anadir gota a gota 15 cm? de agua a la solucion
caliente del jabon formado, agitando y observando después de cada adicion. La
formacion de un enturbiamiento indica la presencia de aceite mineral.

1.8 LISTAS DE EQuUIPO

1. Refractémetro 2. Rotaevaporador 3. Estufa de desecacién

4. Picnébmetro 5. Balanza analitica 6. Viscosimetro

i
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2. ANALISIS DE PRoDUCTOS CARNICOS
2.1 OBJETIVOS

+ Familiarizar al estudiante con el control de calidad de la carney sus derivados.
«  Determinar los caracteres organolépticos de la carne y sus derivados.

+ Determinar el % de H,0 de vacunos por ser uno de los constituyentes mas
importantes.

+ Determinar si a un embutido se ha agregado fraudulentamente agua y almidon.

+ Comprobar en una carne enlatada su estado de conservacion por medio de
pruebas sencillas.

+ Poner en evidencia si se han utilizado preservativos para la conservacion de
las carnes.

2.2 OBSERVACION DE LOS CARACTERES ORGANOLEPTICOS
(OLOR, COLOR, ASPECTO)

Esta determinacion se efectlia sobre la muestra tal cual llegue al laboratorio ya sea
carne fresca, un embutido o un enlatado. En la carne enlatada observe, ademas, el
aspecto de la caja, la cual debe traer los fondos mas o menos concavos, lo cual indica
que se ha mantenido el vacio. Si los fondos son convexos, y mas o menos soplados es
indicio de la alteracion de la carne. En cuanto al olor del contenido al abrir la caja, en
caso de alteracion va a notarse un olor a amoniaco o hidrogeno sulfurado; el primero
se puede comprobar acercando a la superficie de la carne una tira de papel de tornasol
rojo, el cual vira al azul en presencia de substancias alcalinas (amoniaco); el hidrogeno
sulfurado se pone de manifiesto acercando una tirilla de papel de acetato de plomo; la
tirilla se oscurece por formacion de sulfuro de plomo PbS de color negro.

2.3 PREPARACION DE LA MUESTRA

La muestra, despojada de los huesos, cartilagos y tejido graso se muele con ayuda
de una maquina unas tres veces y el jugo que se separa se le incorpora nuevamente.
Se envasa en frascos herméticos que se colocan en un lugar fresco. Si no se va a
proceder inmediatamente al analisis debe mantenerse refrigerada y efectuarlo lo mas
rapidamente posible. En el caso poco frecuente de efectuar un analisis completo; se
muelen aparte los deben figurar la procedencia de la carne y la fecha de la toma de la
muestra. Huesos, cartilagos, etc., y el todo se mezcla mecanicamente.
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2.4 HUMEDAD

Puede seguirse el método corriente de desecacion en la estufa a una temperatura de
75 - 80°C, partiendo de una cantidad exactamente pesada de 5 gramos. Se determina
la humedad utilizando el analizador MB35 de halégenos.

2.5 CENIzAS

Seguir el método de calcinacion en una mufla a la temperatura de 500 - 550°C,
partiendo de una cantidad de muestra entre 2 y 5 gramos, exactamente pesada en
un crisol de porcelana seco y limpio, es necesario secar la muestra en la estufa para
evitar pérdidas antes de colocarla en la mufla. Comenzar la calcinacion con ayuda de
una pequena llama hasta carbonizacion de la muestra.

2.6 GRASA

Colocar 2 a 3 gramos de muestra exactamente pesada y desprovista de agua, en un
dedal de celulosa. Cubrir la muestra con lana de vidrio para evitar que se salga del
dedal y efectuar la extraccion de la grasa en un aparato de Soxhlet, utilizando como
solvente éter dietilico o éter de petroleo o n-hexano. Después de eliminar el solvente.
Secar el residuo hasta peso constante en la estufa a 90 - 95°C.

2.7 SUSTANCIAS NITROGENADAS TOTALES EXPRESADAS COMO
PROTEINAS

Aplique el método de Kjeldahl, pesar entre 0,5y 1,0 gramos de una muestra de carne.
Recuerde que este método se basa en la mineralizacion del nitrogeno haciendo una
digestion del material con acido sulfirico concentrado para transformarlo en sulfato
acido de amonio (NHA)HSOA y su posterior destilacion, el cual recibe en una solucion
de acido borico que contiene el indicador de Taschiro para transformarlo en borato de
amonio, el cual se titula con una solucion conocida de un acido (HCI 01N Y H,S0, 0.1 N).

> .14
i w v { el w Pl
erutaer X Wormelidad = Megl .I—';-ml
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B Predeitn = ShMT rl'll'!:ll_-"‘"l.l w205
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2.8 GLICOGENO EN PRESENCIA DE ALMIDON (CUALITATIVO)

Tratar unos 20 g, de muestra con 70 cm3 de solucion a 8% de Potasa alcohdlica (se
prepara disolviendo el KOH en la menor cantidad de agua y diluyendo esta disolucion
con alcohol de 95%) calentar al bafio maria hasta la disolucidén de la masa carnosa,
tapando con un vidrio de reloj y manteniendo el volumen de solucion adicionando mas
alcohol. Enfriar y filtrar al vacio utilizando un crisol de vidrio filtrante, lavar con alcohol
de 95%, pasar el residuo a un vaso precipitado y hervir con alcohol de 96% que disuelva
parcialmente el glicogeno, pero no el almidon. Filtrar en un vaso de precipitado
pequeno, evaporar el alcohol en un bano maria, disolver el residuo con un poquito de
agua destilada y anadir unas gotas de solucion diluidisima de yodo yoduro de potasio;
si hay glicogeno la solucion toma un color rojo vivo que desaparece por calentamiento
80-90°Cy que aparece nuevamente al enfriar la solucion. La coloracion debe ser neta
y bien definida, sin embargo, esta prueba no es concluyente en la determinacion del
glicogeno y se debe recurrir a la realizacion de otros ensayos confirmativos.

2.9 ALMIDON

Prueba cualitativa: Se puede reconocer el almidon, vertiendo unas gotas de la solucion
de lugol (yodo - yoduro de potasio en agua) sobre la superficie recién cortada del
embutido. En presencia de almidon aparece una coloracion azul caracteristico.

Ensayo Cuantitativo: Pesar exactamente 10g. De muestra y pasar a un papel de filtro
cualitativo, montado en un embudo. Lavar cuatro veces con porciones de 10 cm?® de éter
etilico y otras cuatro con 10 cm?3 de alcohol de 70° cada vez. Dejar drenar y transferir
el papel con el residuo a un vaso de precipitados de 100 cm?. Anadir 5 cm?® de una
solucion de HCI (1:1), agitar con una varilla de vidrio, ahadir otros 10 cm?® de la misma
solucion acida en porciones de 1 cm?, agitar y una vez finalizada la adicion, dejar en
reposo durante 30 minutos. Transferir cuantitativamente a un matraz volumétrico de
100 cm?® usando agua destilada, lavar el vaso y anadir las aguas de lavado al balon
aforado y completar a volumen. Agitar durante 5 minutos. Filtrar el contenido del
matraz a través de un panel de filtro seco y recibir el filtrado en un vaso limpio y seco.
Tomar una alicuota 50 cm?®y transferirla a un vaso de 250 cm® que contiene 115 cm?® de
etanol de 96", agitar durante cinco minutos, para que precipite cuantitativamente el
almidon. Pasar un crisol Goocho de vidrio poroso a 150°C. Pasar cuantitativamente el
precipitado al crisol, lavar con 100 cm? de alcohol de 70° y luego, con otros 100cm3 de
etanol de 96°. Llevar a la estufa a 105°C y secar hasta peso constante.
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2.10 COLORANTES

Tratar unos 50 gramos de carne con una solucion al 5% de salicilato de sodio en agua
y glicerina a partes iguales. Calentar al bano de maria por media hora, agitando con
frecuencia. Dejar enfriar y separar el liquido pasando la muestra tratada por una tela
y exprimiendo. Filtrar por papel el liquido, hasta que quede claro. Si éste es de color
amarillento y no rojizo, no existen sustancias colorantes. Si el filtrado es rojizo, pueden
presentes colorantes derivados del alquitran de hulla o carmin.

Para investigarlos proceder en la siguiente forma: Dividir el liquido en dos partes.
Anadir 10 cm? de una solucion de sulfato acido de potasio KHSO4 al 10% y unas gotas
de acido acético. Sumergir en esta solucion unas hebras de lana desengrasada y
calentar el conjunto en un bano de vapor por algunas horas. En presencia de derivados
del alquitran, la lana se tine de rojo y el color persiste después de lavado con agua. A la
otra porcion que se coloca en una probeta, agregar unas gotas de solucion de alumbre
ordinario al 10% y un ligero exceso de amoniaco. Si después de unas horas de reposo,
el precipitado formado esta tenido de rojo, queda comprobada la presencia de carmin.

2.11 CONSERVANTES

Entre estos mencionaremos el nitrato de potasio y el anhidrido sulfuroso y sus
derivados, los cuales los embutidos.

2.11.1 Nitrato de potasio

Para la investigacion cualitativa tomar unos 20 gramos de la masa de carne
previamente desecada y desengrasada con éter de petroleo. Tratarla con unos 25 cm?
de agua caliente y filtrar. En un vidrio de reloj colocado sobre un fondo blanco, colocar
un cristal de brucina y una gota de acido sulfirico concentrado. Anadir una o dos
gotas del filtrado. En presencia de nitratos aparece una coloracion roja fugaz. Pueden
comprobarse los nitratos reemplazando la brucina por difenilamina y procediendo en
la misma forma. En presencia del nitrato aparece una coloracion azul también fugaz.
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2.11.2 Anhidrido sulfuroso, sulfitos, bisulfitos

En un Erlenmeyer colocar de 5 a 10 gramos de carne y unos 20 cm? de agua destilada.
Agregar dos o tres granallas de zinc y unos 2 cm? de acido clorhidrico concentrado. Si
existe anhidrido sulfuroso o sus derivados, el hidrogeno que se produce por la accion
del zinc sobre el acido reduce los compuestos del azufre antes nombrados a hidrogeno
sulfurado, el cual se pone en evidencia colocando en la boca del Erlenmeyer una tirilla
de papel de acetato de plomo, la cual se ennegrece por la formacion de sulfuro de
plomo. Las tiras de papel de acetato de plomo se preparan cortando tiras de papel de
filtro que se introducen en una solucion acuosa de acetato de plomo y se dejan secar,
guardandolas en recipientes bien tapados.

2.12 LisTA DE EQUIPOS.

1. Analizador MB35 de halégenos. 2. Mufla 3. Equipo Soxhlet

4. Estufa de desecacién 5. Balanza analitica 6. kjeldahl Equipo
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3. ANALISIS FisicoQuiMico DE AGUA POTABLE

3.1 0bjetivos

Evaluar la calidad del agua de consumo humano

Determinar los parametros fisicoquimicos del agua de consumo humano
Interpretar los resultados obtenidosy comparar con la normatividad colombiana
vigente

Implementar los controles de calidad del agua de consumo humano

Comprobar que el agua de consumo relna las caracteristicas que garanticen su
potabilidad

3.2 TECNICAS ANALITICAS

3.2.1 Color. Standard method APHA. Platino-cobalto

Fundamento: El color puede ser expresado como color real o como color aparente. El

color se debe a materiales disueltos y materiales en suspension.

Por filtracion o centrifugacion el material suspendido puede ser retirado y el color real

puede ser determinado.

El programa del equipo es calibrado en color a 455nm unidades basadas sobre el

estandar de recomendacion de la APHA, una unidad de color equivale a 1 mg/L de
platino ion cloro platinato.

Equipo: Espectrofotometro HACH-DR 1900

Procedimiento:

Filtrar 50 ml de la muestra

Ingresar en el equipo el programa nimero 120 correspondiente a color.
Colocar una longitud de onda de 455 nm.

Llenar una celda de 25 ml con muestra filtrada.

Llenar una celda de 25 ml con agua desionizada y microfiltrada (blanco).

Calibrar el equipo con el blanco y seguidamente hacer una lectura de la muestra.
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3.2.2. Sabor:

Fundamento: La determinacion de este parametro se basa en la simple percepcion del
olor.

Procedimiento: Se toma la muestra de agua a temperatura ambiente y se lleva al

paladar una porcion de la muestra y se describen las caracteristicas del sabor.

3.2.3 Olor:

Fundamento: La determinacion de este parametro se basa en la simple percepcion del
olor.

Procedimiento: se toma la muestra de agua en un recipiente dotado con su respectiva
tapa, después de agitarla fuertemente, se destapa el recipiente y se percibe el olor.

3.2.4 Temperatura:

La medicion de la temperatura se efectiia en el momento de la toma de la muestra,
utilizando un termometro comiin y corriente, con escala en grados centigrados.

3.2.5 Turbidez: Método nefelométrico:

Fundamento: se basa en la comparacion de las intensidades de las luces dispersadas
en un angulo de 90° por una muestra de agua y patron de referencia (formacion) en un
equipo eléctrico (Nefelometro). A mayor intensidad de la luz dispersada, mayor sera la
turbiedad de la muestra.

Actualmente se ha impuesto el procedimiento Nefelométrico especialmente para
valores bajos, por su sensibilidad, amplitud, precision e independencia del operador.
Sin embargo, el método estandar para la turbiedad continla siendo el sistema visual
de Jackson.

Equipo:

+ Espectrofotometro HACH-DR 1900

+ Espectrofotometro Merck move100
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Procedimiento: Calibrar el espectrofotometro, para ello se utiliza suspension patron,
estas suspensiones las vende el fabricante o también se pueden preparar en el
laboratorio utilizando un polimero de formacina. La medicion de la turbiedad se
realiza mediante la introduccion de la celda con la muestra en el aparato previamente
calibrado y evitando la incidencia de la luz.

3.2.6 Potencial de hidrogeno, pH:

Fundamento: La mayoria de la fases de tratamiento del agua de consumo y agua
de desecho son dependientes del pH, por ejemplo neutralizacion acido-base,
precipitacion, coagulacion, desinfeccion, control de corrosion y ablandamiento de
aguas. Atemperatura dada la intensidad del caracter acido o basico de una solucion es
indicada por el pH o actividad del ion hidrogeno.

Teniendo en cuenta que el p" = - Log [H*], esto es la “intensidad” del factor de acidez.

El agua pura es ligeramente ionizada y en equilibrio. El producto idnico es:

[H+][OH-] = Ew = 1.01x10 — 14 a 25°C¥ [H+] = [0H-] = 1.005x10—7

La cantidad que se mide por medio del potenciometro en realidad no es la concentracion
ni la actividad del ion hidrogeno. Por lo tanto, es preferible definir p", en términos de
la F.E.M. la celda que es utilizada para la medicion, la cual depende de los potenciales
normales de dos electrodos que la constituyen al igual que la composicion del medio.

Equipo: pH—metro

Procedimiento: Encender el medidor de pH y dejar que se caliente varios minutos.
Calibrar el equipo con la solucidon buffer de p™ 7.0, llevar el dial a la posicion de
normalizacion y se ajusta el boton apropiado al valor de p" del buffer. Colocar la
muestra en un vaso de precipitado y sumergir el electrodo, esperar que se estabilice
la lectura y anotar el valor Expresar los resultados finales en valores de p™.

3.2.7 Conductividad. Medicion directa:

Fundamento: La conductividad eléctrica es la capacidad que tienen los iones de
transportar la corriente en una solucion y es reciproca a la resistividad de la solucion.
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La corriente es transportada por sélidos inorganicos disueltos (ejemplos: cloruros,
nitratos, sulfatos y aniones fosfatos) y cationes (ejemplo; sodio, calcio, magnesio,
hierro y aluminio). Los materiales organicos semejantes a aceites, fenoles, alcoholes y
azlcares no transportan bien la corriente eléctrica, de este modo no tienen suficiente
conductividad para estimar su concentracion.

La medicion de la conductividad realizada a través de la medicion de la resistencia en
un area de la solucion problema definida por las pruebas fisicas ideadas. El voltaje es
aplicado entre dos electrodos inmersos en la solucion y la caida del voltaje causada por
la resistencia de la solucion es usada para calcular la conductividad por centimetro. La
unidad basica de medicion para la conductividad es el Siemen (o mho), el reciproco del
ohm en la medicion de la resistencia. Debido a que los rangos normales obtenidos en
las soluciones acuosas son pequefios, las unidades utilizadas son milisiemens (10 3 So
mS/cm3) y microsiemens/cm3 (10 60 u S/cm?) son usados mas cominmente.

Equipo: Conductimetro
Procedimiento:

« Preparar el equipo para la determinacion de conductividad.
+  Sumergir el electrodo en un beacker que contenga la muestra a analizar.

+ Adecuar el equipo en el modo de conductividad y el valor de la lectura se
mostrara en la pantalla.

« Sacar el electrodo y enjugar con agua desionizada.

3.2.8 Solidos Totales. Método Gravimétrico:

Fundamento: El material que permanece en la capsula de porcelana después de la
evaporacion a sequedad de la muestra en un bano de vapor y luego de un secado en
una estufa de desecacion a una temperatura definida.

Equipos Y Materiales:

« Estufa
- Bafno de maria
+ Balanza analitica

+ Capsulas de porcelana
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Procedimiento: Lavar las capsulas de porcelana y secar en estufa a la misma
temperatura a la cual se va a secar el residuo; después de pesarla, se vierte ella un
volumen determinado de la muestra previamente homogenizada. Colocarla (capsula de
porcelana mas muestra) en un bafio de vapor hasta total evaporacion de la muestra.
Posteriormente someterla a secado a temperatura de 105 °C por espacio de una hora,
Dejar enfriar la capsula en el desecador después de retirarla de la estufa. Pesar la
capsula con su contenido (residuo).

Expresar los resultados finales en mg/L por medio de la formula:

myg A—-F
—salidos tatales =
il C

* 1000

A: Peso de la capsula mas residuo en mg.
B: Peso de la capsula vacia en mg.

C: Volumen de la muestra en ml. 1000: relacion de mililitros a litro.

3.2.9 sélidos suspendidos. Método fotométrico:

Fundamento: Este método de determinacion de solidos suspendidos es simple, directo,
no requiere la filtracion o ignicion y elimina pasos de procedimiento gravimétricos.

Procedimiento:

+  Homogenizar la muestra durante dos (2) minutos

+ Ingresar en el equipo el programa 630 para solidos suspendidos y ajustar a la
longitud de onda de 810 nm

+ Llenar una celda de 25 ml con agua destilada (blanco) y calibrar el equipo a cero
con el blanco

+ Agitar la celda con la muestra, para remover las burbujas de gas que suspender
los residuos uniformemente.

- Realizar la lectura en el equipo.
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3.2.10 Alcalinidad total. Método volumétrico
Fundamento:

La alcalinidad de un agua se debe a la presencia de carbonatos, bicarbonatos e
hidroxidos. La alcalinidad total TAC se mide por la valoracion con acido clorhidrico
empleando naranja de metilo como indicador. La concentracion de alcalis libre y
carbonatos TA, se determina empleando fenolftaleina en la valoracion con acido
clorhidrico. Es posible evaluar las cantidades de hidroxidos, carbonatos y bicarbonatos
a partir de los valores de TACy TA.

Materiales y reactivos:

+ Pipetas graduadas

+  Probetas

+  Bureta de 50 ml

«  Erlenmeyer

+  Solucion estandar de acido clorhidrico 0.02 N
+ Agua destilada

+ Solucion indicadora de naranja de metilo

+ Solucion indicadora de fenolftaleina

Procedimiento: Anadir 100 ml de agua a analizar y dos gotas de solucion indicadora
de naranja de metilo en un Erlenmeyer de 250 ml. Valorar con la solucion estandar de
acido clorhidrico 0.02 N el viraje del indicador a rojo-naranja (V1), hervir durante 1 a
2 minutos. Enfriar a temperatura ambiente y continuar la valoracion hasta viraje del
indicador (V2). Sea V3= V1 + V2.

Procedimiento (alcalis libres y carbonatos TA): En un Erlenmeyer de 250 ml afadir
100 ml de agua a analizar y dos gotas de solucion de fenolftaleina. Si no se colorea
la disolucion, el TA es cero. Valorar con la solucion de acido clorhidrico 0.02 N hasta
decoloracion del indicador. Sea V4 volumen consumido.
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Calculos:

Calcular el TACy TA en meq/L, como sigue:

r

[GE )
TAC = TR 1000
4= Iy

TA N = —
TAC T 1000

Donde:

V:volumen de muestra tomado

N: normalidad de la solucion estandar de acido clorhidrico

3.2.11 Dureza calcica

Fundamento: El principio es idéntico al método de la dureza total. No obstante, con
la determinacion se efectia a p" elevado (12-13), el magnesio precipita en forma de
hidroxido y no interviene, ademas, el indicador Murexida, solo se combina con el calcio.

Materiales y Reactivos:

+ Pipetas graduadas

+  Probetas

+  Bureta de 50 ml

+  Erlenmeyers

+  Solucion de hidroxido de sodio
+ Agua destilada inhibidor DECTS
+  Solucion indicadora Murexida

« Solucion estandar EDTA 0.01 M
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Procedimiento: Se mide un volumen de muestra de 50 a 100 ml de la muestra y se
pasan a un Erlenmeyer, se adiciona un volumen suficiente de hidroxido de sodio para
llevar el p"entre 12-13. Se agita la muestra y se agrega una medida del inhibidor DECTS
ademas del indicador Murexida. La muestra se torna de color rosado y se titula con
EDTA-Na2 hasta viraje del indicador a un color parpura.

Calculos:

mglal s AxEBEXC
L - Vm

dureza calcica =

= 1000

Donde:
A: Volumen gastado de solucion EDTA gastado en la titulacion
B: Concentracion molar de la solucion de EDTA 0.01 M

C: Peso formula del carbonato de calcio (100 mg/mol) 1000: Factor de conversion (mg/g)

3.2.12 Dureza total. Método complejo métrico del EDTA-Na,

Fundamento: El acido etilendiaminotetracético (EDTA) y sus sales sodicas, forman un
quelato con los cationes metalicos como el calcio y el magnesio; por eso cuando se
anade una minima cantidad del indicador Ericromo negro T a una muestra de agua
dura acondicionada a pH 10, se obtiene un color vino tinto que posteriormente al
titular con EDTA-Na2, cambia a una tonalidad azul, por quelacion de los cationes
correspondientes. La nitidez del punto final se incrementa con el pH; sin embargo, el
pH no puede incrementarse indefinidamente porque es probable que se precipite el
carbonato de calcio CaCO, o el hidroxido de magnesio Mg(OH)2 y porque el indicador
cambia de color a pH alto. Para minimizar la tendencia a la precipitacion del CaCo, la
titulacion debe ser realizada en un tiempo maximo de 5 minutos. Asi mismo, la dureza
total es la suma de las concentraciones de calcio y magnesio presentes, expresados
como miligramos de carbonatos de calcio en un litro de agua.
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Materiales Y Reactivos:

+ Pipetas graduadas

+  Probetas

+  Bureta de 50 ml

«  Erlenmeyers

+ Solucion reguladora de amonio
+ Agua destilada

+ Indicador Eriocromo negro T

+  Solucion estandar EDTA 0.01 M

Procedimiento:

+ En una probeta medir 25 ml de muestra problema de agua y diluirla con agua
destilada hasta 50 mly Transferirla a un Erlenmeyer de 250 ml.

+ Anadir 1 ml de solucion de amonio y mezclar.

- Agregar una pequena cantidad de indicador negro de Ericromo T en polvo con
una cucharilla de medicion a una gota de solucion.

+ Agitar hasta completar disolucion del indicador si aparece un color azul la
dureza total es igual a cero, por el contrario, si se torna de color vino tinto
continuar con el siguiente paso.

+ Titular con lasolucion de EDTA 0.01 M dispensando gota a gota desde una bureta
y con agitacion constante hasta la aparicion del color azul. Anotar el volumen
de la solucion EDTA gastado

3.2.13 Nitritos 1R. Método de diazotizacion

Fundamento: En la muestra el nitrito (NO,) reacciona con el acido sulfanilico formando
una sal de diazonio intermedia, esta reaccion en presencia de acido cromotropico un
complejo de color rojo - naranja, cuya intensidad es proporcional a la cantidad de
nitrito (NO,).
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Procedimiento:

- Seleccionar en el equipo el programa 371 correspondiente a nitrito (bajo rango).
Longitud de onda 507 nm.

+ Llenar una celda de 10 ml con la muestra previamente filtrada, adicionar una
bolsa de reactivo nitrito Nitriver 3, esperar el tiempo de reaccion de 20 minutos

+ Llenar una celda de 10 ml con agua destilada (blanco) y calibrar el equipo a cero
(0) con el blanco

+ Finalizando el tiempo de reaccion hacer la lectura correspondiente en el equipo.

3.2.14 Nitratos. Método de reduccion de cadmio

Fundamento: El cadmio metalico reduce los nitratos (NO3) presentes en nitratos. El
ion nitrato reacciona en medio acido con el acido sulfanilico hasta formar una sal de
diazonio, la reaccion se completa con el acido gentisico hasta formar un producto de
color ambar.

La intensidad del color del compuesto es proporcional a la concentracion de nitrato
de la muestra.

Equipo:

+ Espectrofotometro HACH-DR 1900

+  Espectrofotometro Merck move 100

Procedimiento:

- Seleccionar en el equipo el programa 255 correspondiente a nitrato HR (alto
rango) a una longitud de onda de 500 nm.

+ Llenar una celda de 25 ml con la muestra previamente filtrada, adicionar con
papeleta de reactivo Nitraver 5y esperar el tiempo de reaccion 5 minutos.

+ Llenar una celda de 25 ml con agua destilada (blanco) y calibrar el equipo a cero
con el blanco.

+ Finalizado el tiempo de reaccion hacer la lectura correspondiente en el equipo.
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3.2.15 Manganeso. Método oxidacion con periodato:

Fundamento: El manganeso en la muestra es oxidado al estado de permanganato
(parpura) por el periodato sodico, después la muestra es tamponada con citrato. El
color plrpura es directamente proporcional a la concentracion del manganeso.

3H20 + 2Mn+2 + 51042Mn 04— + 5103 — +6H +

Procedimiento:

+ Se pulsa el programa 295, el cual corresponde a determinacion de manganeso,
inmediatamente el equipo indicara que la determinacion se realiza a una
longitud de onda de 525 nm.

+ Sellena una celda de 10 ml con la muestra a investigar

+ Se adiciona una pildora de polvo de reactivo buffer (tipo citrato), se agita hasta
disolucion.

+ Posteriormente se agrega una pildora de polvo reactivo de periodato de sodio,
se agita hasta disolucion (dos minutos, lo indica el espectrofotometro).

+ Después de esto, se monta un blanco con agua destilada y se lleva el equipo
a cero; estando el equipo con esta condicion se procede a hacer la lectura de
manganeso en la muestra.

3.2.16 Cobre. Método de Bicinconinato:

Fundamento: El cobre es determinado con la reaccion de cobre 2.2-biquinolina- 4.4
acido bicarboxilico o bicinconinico. La reaccion del acido binconinico con el cobre
(Cu+1) produce un complejo coloreado parpura.

Procedimiento:

+ Seleccionar en el equipo el programa 135 correspondiente a cobre, colocar a una
longitud de onda de 560 nm.

+ Llenar una celda de 10 ml con la muestra previamente filtrada, adicionar una
bolsa del reactivo de cobre cubre 1,y esperar el tiempo de reaccion de 2 minutos.

+ Llenar una celda de 120 ml de agua destilada y calibrar el equipo da cero (0) con
el blanco.

+ Finalizando el tiempo de reaccion hacer la lectura correspondiente con el
equipo.
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3.2.17 Cloruros. Métodos Argentomeétrico:

Fundamento: Uno de los anionesinorganicos que se encuentran en mayor concentracion
en aguas de desechos y aguas de consumo es el cloruro (Cl). Algunas aguas contienen
250 mg/L de cloruros y pueden tener un sabor salino detectable si el principal cation
que lo acompana es sodio. En agua potable el sabor salino producido por la presencia
de cloruro es variable y dependiente de la composicion quimica del agua. El tipico
sabor salino puede estar ausente aun cuando la concentracion de cloruros sea de 100
mg/L, si los cationes predominantes son calcio y magnesio.

El método argentométrico, para la determinacion de cloruros, es 0til en aguas
relativamente claras que contienen de 0.15 a 10 mg Cl-/L en la alicuota de muestra
titulada. Un alto contenido de cloruro en el agua puede danar estructuras y tuberias
metalicas, al igual, que afecta el crecimiento de la flora.

El cloro puede titularse con una solucion de nitrato de plata utilizando cromato de
potasio (K2CrO4) como indicador del punto final, en medio neutro o ligeramente
alcalino. El cloruro de plata (AgCl) se precipita cuantitativamente antes de formarse el
color rojo del cromato de plata (Ag2CrO4).

Materiales y reactivos:

+ Pipetas graduadas

+  Probetas

+ Bureta de 50 ml

«  Erlenmeyers

+ Solucion estandar de nitrato de plata 0.05 M
- Agua destilada

- Solucion indicadora de cromato de potasio (K,Cr0,) 5 % p/v

Procedimiento:

+  Medir 100 ml de la muestra con una probeta y transferir a un Erlenmeyer de
250ml. Agregar 3 ml de suspension de Al(OH)3 si la muestra es altamente
coloreada.

«  Agitar, dejar decantar y filtrar. Si estan presentes los sulfuros, sulfitos o
trisulfatos, adicionar 1 ml de H20 y agitar por un minuto.
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+ Adicionar 2 gotas de solucion de fenolftaleina y ajustar el pH en un rango de 7
a 10 con solucion de acido sulfarico 1IN o hidroxido de sodio, segln sea el caso,
agregar 1 ml de solucion indicadora de cromato de potasio y homogenizar.

+ Titular la muestra con solucion estandar de nitrato de plata dispensandola gota
a gota desde una bureta, hasta un color rojo ladrillo que indicara el punto final
de la titulacion.

+ Titular un blanco de reactivos y ejecutando el procedimiento antes descrito

Calculos:
: 354507
(MgCl—fL) = (A—B) + N + ———
- : VM

Donde:

A= Volumen de solucion de AgNO, gastados en la titulacion de la muestra en ml.

B= Volumen de solucion de AgNO, gastados en la titulacion del blanco en ml.

N= Normalidad de la solucion de AgNO, 35.450= Peso equivalente de cloruro en mg/
eq-q VM= Volumen de muestra de agua titulada en ml.

3.2.18 Sulfatos. Método Turbidimétrico

Fundamento: Los iones sulfato en la muestra reacciona con el Bario del reactivo sulfato
Sulfaver 4 formando sulfato de bario insoluble, la cantidad de turbidez formada es
proporcional a la cantidad de sulfato en la muestra. Las aguas de vertimiento tienen
grandes cantidades de sulfato en forma de pirita oxidada y como acido sulfarico. El
sulfato es determinado por su precipitacion cuantitativa con el Bario.

Reaccion:

Ba2 + +3042Baf 04 precipitads)
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Procedimiento:

- Seleccionar en el equipo el programa correspondiente para sulfato (680) y
ajustar a 450 nm la longitud de onda.

+ Llenar la celda de 25 ml con la muestra previamente filtrada y adicionarle el
reactivo sulfato Sulfaver 4 y esperar el tiempo de reaccion de 5 minutos.

+ Llenar la celda de 25 ml con H20 destilada (blanco) y calibrar a cero con el
blanco.

+ Una vez finalizado el tiempo de reaccion hacer la lectura correspondiente en el
equipo.

3.2.19 Cloro residual. Método colorimétrico:

Fundamento: El cloro reacciona con el reactivo orto-toluidina, dando una coloracion
amarillenta, su intensidad dependera de la concentracion de cloro presente en la muestra
de agua.

Procedimiento:

+ Selava la probeta original del kit, inicialmente con agua desionizaday luego con
la muestra de agua a analizar.

+ Se toma la muestra directamente de los grifos o de los tanques de
almacenamiento y se tapa la probeta

+ Seagrega 4-5gotas de reactivo, y se observa una coloracion amarillenta intensa,
si se encuentra el cloro. En caso contrario no habra variaciones de color.

+ Leer de acuerdo a la intensidad de la coloracion, la cantidad de cloro presente.

3.2.20 Hierro total. Método de la fenantrolina:

Fundamento: La 1,10 fenantrolina del reactivo hierro Ferrover reacciona con el hierro
solubley laforma masinsoluble del hierro en la muestra a producir hierro ferroso libre
(Fe*2), para formar un complejo de color naranja cuya intensidad es proporcional a la
concentracion de hierro en la muestra.
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Equipo:

+ Espectrofotometro HACH-DR 1900

Procedimiento:

- Seleccionar en el equipo el programa 265, correspondiente a hierro total y
colocar a 510 nm de longitud de onda.

+ Llenar una celda de 10 ml con la muestra previamente filtrada.

+ Adicionar a la muestra el reactivo hierro Ferrover, esperar un tiempo de
reaccionar de 3 minutos.

+ Llenar una celda de 10 ml con agua destilada (blanco) y calibrar equipo a cero
con el blanco.

+ Una vez finalizado el tiempo de reaccion hacer la lectura de la muestra en el
equipo.

3.3 LiIsTA DE EQUIPOS

1. Espectrofotémetro HACH-DR 1900 2. Balanza Analitica

e
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3. pH-metro 4. Conductimetro 5. Espectrofotémetro UV

oy

-

4. ANALISIS DE FRUTAS, VEGETALES Y PRODUCTOS DE
FRUTAS.

4.1 Objetivos

Determinar la humedad total

preparar la muestra para el analisis proximal del vegetal.

Seleccionar los métodos mas comunes para el analisis de mermeladas y jaleas.
Distinguir las determinaciones que se efectian en jugo de frutas.

Aplicar algunos de los métodos descritos en el analisis de un jugo o de un
producto de fruto.

4.2 DETERMINACION DEL AGUA EN PRODUCTOS VEGETALES

Aplicable a hortalizas y frutas: Se requieren cuidados especiales, debido a las pérdidas
que sufre el material desde el lugar de la recoleccion hasta cuando llega al laboratorio,.
Asi mismo, es necesario pesar la muestra en el sitio donde se toma, anotando el peso
obtenido y empacarla en una bolsa de un material adecuado para su transporte, por
ejemplo, de polietileno. Volverla a pesar al llegar al laboratorio y anotar la pérdida de
peso que haya sufrir. Desecar a baja temperatura (40 a 60°C) durante unas seis horas
en una estufa de aire. Pasarla a una bolsa de polietileno y dejarla enfriar. Anotar la
pérdida de peso. En un molino de martillo moler la muestra. Pasarla por un tamiz
No.40 teniendo el cuidado que no se produzcan recalentamiento. Pulverizar lo que
quede sobre el tamiz y volverlo a pasar por el mismo. Luego, determinar la humedad
sobre una cantidad de muestra pulverizada, exactamente pesada, vecina de 5 gramos,
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secandola en la estufa a 90 - 95°C hasta peso constante. Sumar todas las pérdidas de
peso obtenidas. Relacionandolas a ciento, para obtener el dato de agua en el producto
vegetal.

El residuo pulverizado y bien mezclado se reduce por cuarteo, si es el caso, a unos
100 gramos y se envasa en frascos bocales herméticos, para un analisis proximal y el
contenido mineral. Recuerde que el frasco debe identificarse convenientemente.

4.3 DETERMINACION DE HIERRO EN LAS CENIZAS

Una vez efectuada la determinacion de cenizas, proceder a solubilizarlas como lo
indicamos en el capitulo 2 y determinar en la solucion calcio, fosforo y hierro.

Para la determinacion de hierro con orto-fenantrolina, se requieren los siguientes
reactivos:

- Acido clorhidrico concentrado libre de hierro.

+ Solucion de acetato de sodio. En un litro de agua disolver 350 gramos de
CH3COONA 3H,0.

+ Reactivo de hidroxilamina. En 100 cm? de agua destilada disolver 10 gramos de
NH20H. HCI

+ Solucion de orto-fenantrolina. Disolver 0.12 gramos de C,,H,N, H20 en 100 cm?

de agua destilada, con agitacion y calentamiento a 80 °C.

+  Embotellar en un frasco oscuro.

+ Solucion patron de hierro. Pesar 0,2 gramos de alambre de hierro analitico o de
limaduras de hierro. Disolver en 20 cm?3 de acido sulflrico 1:5y diluir a 1 litro con
agua destilada (solucion patronY)

+  Medir 50 cm? de la solucion patron Y y pasarlos a un matraz aforado de 1 litro.
Diluir a la marca con agua (solucion patron I1).

Lem3 - L0 microgramos de Rierro (Fe).

Procedimiento: Medir una alicuota de 0; 2; 5; 10 y 25 cm? de la solucion patron Il en
matraces aforados de 50 cm?3. Agregar a cada uno 1 cm? de acido clorhidrico y disolver
a 20 cm? con agua. Adicionar 1 cm? de reactivo de hidroxilamina, 5 cm?3 de solucion de
acetato de sodio y 5 cm?3 de solucion de orto-fenantrolina. Completar el volumen con
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agua en cada matraz, agitary dejar en reposo por 15 minutos. Examinar la Absorbancia
a 450 nm. Elaborar la curva patron en ppm de Fe vs. A. Tomar 25 cm? de la muestra.
Filtrada, acidular con HCl y completar el procedimiento descrito para los patrones.
Calcular el contenido de hierro en ppm.

4.4 ANALISIS DE MERMELADAS Y JALEAS

Preparacion de la muestra: Tomar del empaque un tercio del centro del material que
se va a analizar. Colocarlo en una licuadora o mezclador apropiado y mezclar durante
10 2 minutos. Tomar las porciones de analisis de tal forma que se recoja una muestra
representativa de toda la sustancia, evitando demasiadas semillas o particulas que se
haya separado por flotacion.

4.4.1Solidos insolubles en agua.

Pesar 25 gramos muestra. Traspasar cuantitativamente a un Beaker o vaso de
precipitado de 400 cm3, utilizando 200 cm?® de agua destilada. Mezclar y calentar
cuidadosamente por 15 minutos. Filtrar a través de un papel de filtro (Wathman No.4 u
otro similar previamente secado por 2 horas a 100°C, junto con un pesa sustancias (P),
enfriado en desecador pesado. Con pequenas porciones de agua caliente lavar hasta
que una gota de filtrado no haga virar el papel de tornasol azul, recibiendo los filtrados
en un matraz volumétrico de 250 cm3. Enfriar el liquido y completar el volumen. Guardar
el liquido para la determinacion de la acidez total. Prolongar el lavando del residuo
sobre el papel hasta gastar aproximadamente 80 cm? de agua caliente, despreciando
las aguas de lavado y tratando de agitar los solidos insolubles, sobre el papel de filtro.
Pesar el papel de filtro junto con el residuo en un pesa sustancias. Secar por unas 10
horas a 100°C, dejar enfriar en un desecador y pesar (P1).

(pl — plx 100
"~ Peso de la muestra

Shsolidos inselubles en agua

4.4.2 solidos solubles en agua - por refractometria.

Tomar una muestra de mermelada o jalea bien mezclada, libre de semillas y de fibra,
colocar sobre los prismas del refractometro y si éste esta equipado con escala de 0,4
de azicares, leer directamente. Se debe agregar que, se utiliza un equipo llamado
refractometro el cual mide los grados Brix, con lectura directa.
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4.4.3 Solidos totales (Brix verdadero).

Pesar20 gramos de muestra en una capsula de porcelana previamente tarada. Evaporar
a sequedad en bano de agua. Secar a 70°C en una estufa de vacio. Enfriar en desecador
y pesar. Volver a secar en estufa hasta que dos pesadas consecutivas no difieran en
mas de 3 mg:

Poso de la capsula deshidretada — Peso de I capsula racin

U Shididas rateles = = : = 10d
Fexp de lamuestra

4.4 pH

Colocar 50 a 75 gramos de muestra bien homogenizada en un Beaker de 100 cm3 vy leer
directamente en un pH-metro. Asi mismo, para estandarizar el pH-metro se utiliza una
solucion reguladora de pH4, la lectura se efectiia habitualmente a 20°C..

4.4.5 Acidez Total.

Medir 50 cm?3 del filtrado reservado en la determinacion de solidos insolubles en un
Beaker de 100 cm3. Titular con solucion de NaOH 0,1 N hasta p" 8,1 usando un p" -
metro. Con el volumen que se ha gastado, calcular el contenido de acido. La acidez
puede expresarse en el acido que predomina ya sea citrico, malico, tartarico o acético.

A continuacion, los pesos equivalentes de los siguientes acidos:

- Acido Citrico (monohidratado) = 70
- Acido Malico = 67
- Acido Tartarico = 75

- Acido Acético = 60

Valumen « Normalidad « Meq de dctda citrico| l,.'u I
YActder tatal = 00« 100
Peaa de la muestra
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4.4.6 Colorantes artificiales.

Diluir 2.0 a 40 gr de muestra con 1a 3 volimenes de agua destilada anadir 3 6 4 gotas de
HCl concentrado y una pequefa porcion de pano de lana virgen desenlosada. Calentar
a ebullicion y luego enfriar, Lavar el trozo de pano coloreado en un chorro de agua.
Exprimir el exceso de agua y cortar en cuatro trozos pequenos. Colocar cada uno de
esos trozos en la depresion de una placa de porcelana o sobre una baldosa blanca.
Humedecer el primero con HCL concentrado, el segundo con H_SO, concentrado,
el tercero con NaOH al 10% y el cuarto con NH,OH concentrado. La tabla 1 muestra
los cambios de color producidos sobre la lana coloreada con soluciones de algunos

colorantes presentes en concentraciones entre 0.5y al 1%.

Tabla 1. Cambios de color de algunos colorantes SEWN el medio

Colorante Solucion 10%
) ) ; Marron opaco a rojo )
Amaranto Ligeramente Oscuro | Violeta marron i Poco cambia
naranja
erythrosina Amarillo- naranja | Amarillo- naranja No cambia No cambia
Ponceau 3R Poco cambio Poco cambio Naranja opaco Poco cambio
Ponceau SX Rojo intenso Rojo intenso Amarillo naranja Amarillo naranja

Ligeramente

Fcp

Tartrazina oscura Ligeramente oscuro Poco cambio Poco cambio
oscuro
Amarillo naftol S Casi decolorado Marrén opaco No cambia No cambia
. Amarillo- naranja 3 .
Amarillo verdoso . Marron amarillento Decolorado Decolorado
palido
Azul brillante . . . .
Amarillo amarillo No cambia No cambia
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4.4.7 Pectina.
Reactivos:

-+ Acido acético 1,0 Normal. Disolver 30 cm3 de acido acético glacial a 500 cm?® con
agua.

+  Cloruro de calcio 1,0 Normal aproximadamente. Diluir 27,5 gr. de CaCl2 anhidro
en aguay diluir a 500 cm3.

+ Nitrato de plata. Solucion al 1% P/V en agua.

Procedimiento: Pesar 50 gramos de muestra homogenizada. Con la ayuda de 400 cm3
de agua destilada pasar a un Beaker de 800 cm?3. Hervir por una hora reemplazando el
agua destilada perdida por evaporacion. Trasferir a un matraz volumétrico de 500 cm?,
Dejar enfriar y completar a volumen. Agitar bien y filtrar a través de un papel de filtro
seco (Wathman No.4 u otro similar), recibiendo el filtrado en un Erlenmeyer de 500 cm?.
Asi mismo, en un Beaker de 800 cm3 colocar una alicuota de 100 cm3. Disolver con 300
cm3 de agua destilada. Anadir 10 cm?3 de solucion de NaOH, agitando constantemente
con una varilla de vidrio, colocar en reposo durante la noche. Agregar 50 cm? de acido
acético, con agitacion y dejar en reposo 5 minutos, anadir 25 cm?3 de solucion de cloruro
de calcio, con agitacion. Calentar a ebullicion y dejar hervir por un minuto. Secar un
papel de filtro por 2 horas a 100°C utilizando un pesa sustancia. Dejar enfriar en
desecador y pesar (P). Filtrar la solucion a través del papel en un Erlenmeyer tarado.
Lavar el precipitado con agua hirviente hasta fin de cloruros. Pasar el precipitado, en
el papel de filtro al pesa sustancia original. Secar durante la noche a 100 °C. Enfriar en
el desecador y pesar (P1).
F1L—F

Peso muestra

%hipectado) = * 100

4.4.8 Cenizas.

Pesar en una capsula de porcelana previamente tarada 5 gramos de muestray evaporar
sobre bano de vapor hasta sequedad. Calentar utilizando una llama pequena hasta
carbonizar la muestra sobre malla de asbesto. Calcinar en una mufla a 525°C hasta
obtener cenizas blancas. Enfriar en desecador y pesar.
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4.5 ANALISIS DE Jucos DE FRUTAS
4.5.1Acido ascérbico (Vitamina C).

4.5.1.1 Método volumétrico delindofenol. (Aplicables para jugos poco coloreados).

Reactivos:

- Acido oxalico al 0,4% p/V.

- Colorante indofenol al 0,4%. Pesar 0.2 gramos de la sal sodica de diclorolen
indofenol. Disolver en 200 cm? de agua destilada. Si es necesario, filtrar a través
de papel Wathman No.4, u otro similar, recibiendo el filtro en un matraz de 500
cm3. Completar a volumen. Guardar en refrigerador.

+ Estandarizacion del colorante. Los miligramos de acido ascorbico
correspondientes al cm3 de colorante se determinan asi: Pesar de 2 a 3 gramos
de yoduro de potasio en 5 cm3 de agua.

Calculos: El peso equivalente del acido ascorbico en esta reaccion es 88.

oy emd tipsul faote =0 X ag. dcido ascarbioo
e coloraate =

= = - - = mgde Acide ascarbico
elicuctn del colorante {cm 3]

Asi, por ejemplo, para titular una alicuota de 15 cm? se gastaron 3.2 cm? de tiosulfato
0,01 entonces: 1 cm? colorante -0,188 mg de acido ascorbico.

Procedimiento: En un matraz volumétrico de 100 cm3 medir 10 cm? para jugos rico en
vitamina Cy 25 cm? para jugos pobres en esta vitamina. Completar a volumen con la
solucion de acido oxalico. Agitar y filtrar si es necesario. En un Erlenmeyer de 50 cm3
tomar de 5 a 10 cm? para la titulacion, dependiendo del contenido de acido ascorbico.
Disolver con 15 cm? de solucion de acido oxalico al 0,4% p/V y titular con la solucion
de colorante hasta que el color rosado permanezca de 5 a 10 segundos. La titulacion
debe acabar antes de 1 minuto y debe utilizarse una micro-bureta, pues el volumen
de colorante utilizado no debe ser mayor de 1,5 cm3. Calcular el contenido de acido
ascorbico en mg por 100 cm? de jugo.
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4.5.1.2 (Método colorimétrico de la 2 -Nitroanilina)

Materiales y Reactivos:

+ Tubo de ensayo.

- Beaker o Vasos de precipitados de 100y 10 cm3
+  Embudo de vidrio pequeno

+ Pipetasde10y 1cm3

+ Grasa

+  Espectrofotometro

+ Papelfiltro

+  Solucion de acido oxalico al 0,15%

+  Solucion acética clorhidrica de 2 - nitro-anilina al 0,16%
+  Solucion acuosa de pitrito de sodio al 0,08%

+ Etanol absoluto o etanol del 96%

+ Solucion patron de vitamina C en acido oxalico del 0,15% en concentracion 0,2
mg de vitamina/cm3

+  Solucion de Hidroxido de sodio al 10%

+ Jugos de frutas citricas.

Procedimiento:

Las muestras liquidas se tratan (por ejemplo, zumos de frutas) con solucidn de acido
oxalico en cantidad suficiente para proporcionar una concentracion entre 0,2 y 2,0
mg de acido ascorbico en 5 cm?3 de extracto. Por otra parte, las muestras soélidas se
extraen con una solucion de acido oxalico al 0,15%.

a.) Preparacion del extracto problema: El zumo obtenido de la fruta citrica (limon,
naranja, mandarina, toronja, etc.) filtrarlo sobre una gasa. En un Beaker de 10 cm3
previamente tarado, medir con una pipeta 5 cm?3 del jugo libre de semillas y pellejos,
pesarlo de nuevo. Por diferencia hallar el peso de los 5 cm? de jugo y anotarlo. A un cm3
de jugo agregar 4 cm? de solucion de acido oxalico al 0.15 %, agitar y dejar en reposo
uno tres minutos. Filtrar con papel filtro seco.
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b.) Preparacion de la curva de calibracion: Diez tubos de ensayo se rotulan y en su
orden se pipetean los siguientes reactivos (Ver Tabla 2).

Tabla 2. Preparaciéon de la curva de calibracion

Tubo B 1 2 3 4 5 6 7 3 9
2-nitroanilina cm? 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01
Nitrito de Na recién preparado | 0.1 01 01 01 01 01 01 01 01 01

Mezclar bien y esperar Tmin

Solucion patron de acido
3.8 3.8 3.8 3.8 3.8 3.8 3.8 3.8 3.8 3.8

ascorbico
Extracto de acido ascorbico 01 0,2 0.3 0.4 0.5 0.7 01
Acido oxalico 0.1 09 | 0.8 | 0.6 0.5 0.25 0.5

Mezclar bieny dejar en reposo
por 5 minutos

Solucion de NaOH 10% cm3 1.2 12 | 12 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2

H20 destilada cm? 3.8 38 | 3.8 | 3.8 3.8 3.8 3.8 3.8 3.8 3.8

Mezclar el contenido de cada tubo. Luego, leer a 540 nm ajustando el 100% de
transmitancia con B.

Calculos y expresion de resultados: Con los valores de Absorbancia en ordenadas y
concentraciones en miligramos de vitaminas C/cm3 en abscisas, construir la curva
de calibracion. Interpolar el valor de la Absorbancia y hallar la concentracion del
problema. Hacer los calculos necesarios para expresar resultados en:

Mg de drtdo ascdrbice/ 100 om* dezumae ymyg de dcido ascarbicn/ 100 gr. de zume.

4.5.2 Acidez Total

Medir con una pipeta una alicuota apropiada del zumo libre de sélidos. Diluir con agua
destilada y titular con solucion de NaOH 0,1 N utilizando un pH-metro o indicador de
fenolftaleina para detectar el punto final. Los resultados se expresan teniendo en
cuenta el acido predominante.
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4.5.3 Aziicares Totales y Reductores: (Método De Lane-Eynon).

Preparacion de la muestra. Medir 25 cm? del jugo filtrado. Pasarlos a un matraz de 250
cm3, disolver con 100 cm? de agua destilada y neutralizar con solucion de NAOH1N,
calculando el volumen necesario a partir del dato de acidez total. Adicionar 2 cm3
solucion de acetato de plomo. Agitar y dejar en reposo por 10 minutos. Anadir la
cantidad necesaria de oxalato de potasio hasta que no se forme mas precipitado.
Llevar a volumen con agua vy filtrar a través de papel Wathman No.5 plegado u otro
similar comprobando en el filtrado la ausencia de plomo. Con esta solucion titular el
Fehling para obtener el dato de azlcares reductores®*.

Para azucares totales, medir 50 cm?3 de la solucion clarificada anteriormente, pasar a
un Erlenmeyer de 250 cm3. Anadir 5 gr de acido citrico y 50 cm? de agua; hervir por 10
minutos y enfriar (algunos autores recomiendan efectuar esta inversion con HCL como
se expuso en el capitulo correspondiente a azucares). Transvasar cuantitativamente
a un matraz volumétrico de 250 cm3. Neutralizar con solucion de NaOH. Completar a
volumen y utilizar esta solucion para obtener el dato de aziicares totales.

4.5.4 Gravedad Especifica.

Determinarla sobre el jugo libre de solidos en suspension, utilizando un picndometro o
si no se tiene, usar un hidrometro.

4.5.5 Solido Solubles.

Determinarlos por medio de refractometria utilizando el refractometro de Abbe.

4.6 DETERMINACION DE VITAMINA C POR IODIMETRIA
Materiales:

+ Pipeta volumétrica de 2 ml

- Pipeta graduada de 25 ml.
Reactivos:

« H2S04 al 10%
* Yodo 0.01NF
+ Almidon al 1%
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Procedimiento: Pesar de 11 a 12 gramos, de muestra, agregar 50 mL de agua destiladay
2 mL de H2504 y titular con solucién de lodo 0.1 N, agregando como indicador solucién
de almidon al 1%.

Calculos:

Chde Acido ascorbice 01 = mliode 17623
g de muesira ~ 2000 X g muestra

4.7 LISsTA DE EQUIPOS

1. Refractémetro de Abbe 2. Mufla 3. pH-metro
i
=r
4. Balanza 5.Balanza analitica 6.Picnémetro
1
"
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7. Halégeno 8. Refractémetro 9. Bafho Maria

10. Bureta digital 11. Espectrofotémetro UV 12. Viscosimetro

5. ANALISIS DE BEBIDAS ALCOHOLICAS

5.1 Objetivos

+ Describir los procedimientos mas usados en/el analisis de una bebida alcoholica.
+ Realizar las determinaciones mas importantes para clasificar un vino.

+  Comprobar si los componentes analizados se encuentran dentro de los limites
de tolerancia permitidos.



MANUAL DE LABORATORIO NUTRICION Y BROMATOLOGIA B}

5.2 Introduccion

Este laboratorio se ha planeado con el objeto de entrenar al estudiante en el analisis
de una bebida alcohélica. Como el analisis completo es laborioso y el tiempo limitado,
en el laboratorio solo se realizara las determinaciones minimas necesarias para la
clasificacion de un vino.

5.3 Densidad aparente

Sobre una muestra de vino, filtrada si es necesario, determine la densidad aparente en
la siguiente forma:

+ Saque un Picnometro en la estufa a 100°C por una media hora, paselo a un
desecador, déjelo enfriar quince minutos y péselo en una balanza de precision.

+ Con agua destilada llene el Picnometro y por media hora coloquelo en un bano
de agua a 20°C, séquelo por fuera con un trapo limpio y vuelva pesar.

- Reemplace el agua por una muestra de vino, cuidando de enjuagar antes varias
veces el Picnometro con pequenas cantidades de vino y proceda como en el
caso anterior.

+ La diferencia entre el peso del Picnometro con agua y el Picnometro vacio, le
da el peso del agua. La diferencia entre el peso del Picnometro con la muestra
de vino y el peso del Picndometro vacio le da el peso del vino. Para obtener la
densidad aparente, divida él peso del vino por el peso del agua.

5.4 Acidez total
Reactivos:

+  Solucion de NaOH 0,05 N
+ Indicador: Solucion alcohoélica de fenolftaleina al 1%

+ Agua destilada

Sobre unos 200 cm?® de agua destilada, recientemente hervida para eliminar el
anhidrido carbonico y neutralizada con solucion de NaOH 0,05N en presencia de la
solucion indicadora de fenolftaleina, agregue 5 cm? de vino oscuro o 10 cm? de vino
blanco y titule con la misma solucion de NaOH 0.05N hasta colocacion rosada; anote
el volumen gastado. Caliente la solucion del vino casi hasta el punto de ebullicion. Si
el color rosado desaparece continie titulando hasta que el color vuelva a aparecer.
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El volumen total de solucién de NaOH corresponde a la acidez total representada por
los acidos fijos y volatiles contenidos en el volumen de vino tomado, con excepcion
del acido carbonico que fue eliminado antes. Refiera los resultados a 1 litro. Estos se
expresan en acido lactico o acido tartarico. Para los calculos recuerde que el peso
miliequivalente del acido lactico es:

P, /L0 v el dcide tertdrice es p.om f2000

Foliemen » Nevrmalidod

« 100

Falumen de lo muestra

5.5 Acidez volatil.

Si se necesita determinar la acidez volatil exactamente, tome 25 cm®de la misma
muestra de vino y destilela con arrastre de vapor. Si no necesita tanta precision, mida
una alicuota de 25 cm?® del destilado que obtuvo para determinar el alcohol, paselo
a un Erlenmeyer. Adicionar unos 100 cm?® de agua destilada neutralizada y titule con
solucion de NaOH 0,05N. Relacione a 1 litro expresando los resultados en acido acético.

Fm 5 &
1000~ 1000

Fatumen = Normaiidad

Pora Mag Artdo nrétien =

« LK)

Vaoluoaen e e muesing

5.6 ACIDEZ FI13A

Obténgala por diferencia entre la total y la volatil expresada en la misma unidad
(Acido lactico o tartarico).

5.7 EXTRACTO TOTAL

Método indirecto: Llamando D1a la densidad aparente y D2 a la densidad del destilado,
aplicar la siguiente formula:

% Extracto total =1+ D1-D2

Con el valor obtenido se calcula el porcentaje de extracto total utilizando la tabla de
Windish que se encuentra en "Quimica Analitica Aplicada", V. Villavecchia.
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5.8 CENIzAS

En un crisol de porcelana previamente tarada, medir 25 cm?3 vino y evaporar al bano
Maria. Terminar la desecacion colocando la capsula sobre una mallay calentar con una
pequena llama, hasta principio de carbonizacion. Pasarla a la mufla a 500 - 550°C para
calcinar hasta obtener peso constante.

5.9 ALCALINIDAD DE LAs CENIzAS

A las cenizas obtenidas en el paso anterior, anadir 25 cm?3 de H2S04 0,1N humedeciendo
con el acido toda la masa de las cenizas. Anadir agua hasta completar unos 3/4 del
volumen de la capsula. Hervir, por unos minutos. Enfriar. Adicionar unas gotas de
solucion naranja de metilo al 0,2% en el alcohol. Inmediatamente titular el exceso de
acido con solucion 0,1 N dé NaOH. (También se usa como indicador el metilpurpura).
Expresar los resultados en gramos de SO4=po dm? de bebidas.

5.10 ESTERES

Medir 50 cm? del destilado anterior en un Erlenmeyer de 500 cm?3; neutralizar la acidez
con solucion de NaOH 0,05N y agrega un exceso de 25 cm?® exactamente medidos;
calentar en un bano de agua por 2 horas, cuidado de conectar la boca del Erlenmeyer
con un refrigerante de reflujo o una varilla larga de vidrio, que haga sus veces. Conducir
un blanco en las mismas condiciones, reemplazando el destilado por agua destilada.
Una vez frios los recipientes con sus contenidos, titular el exceso del NaOH con acido
clorhidrico 0,05N en presencia de fenolftaleina. La diferencia entre el volumen de acido
gastado en el blancoy el consumido en la muestra, corresponde a los esteres. Expresar
los resultados en acetato de etilo. El miliequivalente del acetato de etilo.

CHICOMCZHD es: P.M 1000

5.11 ALDEHIDOS

Generalmente se encuentra en los vinos en forma de trazas. Determinacion cualitativa.
En un tubo de ensayo colocar unos 10 cm? del destilado. Ahadir 2 cm? de reactivo de
Schiff, que es una solucion de anilina (fenilamina) decolorada con anhidrido sulfuroso.
Una coloracion roja inmediata demuestra la presencia de aldehidos. En los vinos
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apenas se observa ordinariamente una débil coloracion rosada, correspondiente a la
presencia de trazas de aldehidos.

Nota: En caso de tener que determinarlos cuantitativamente. Se utiliza el método
lodimétrico descrito en el AOAC.

5.12 FURFURAL

Determinacion Cualitativa: En un tubo de ensayo colocar unos 10 cm3 del destilado.
Agregar 2 cm3? de anilina incolora (fenilamina) y 0,05 cm3 de acido clorhidrico
concentrado. Una coloracion roja que adquiere su maximo de intensidad a los 15
minutos, Indica la presencia de furfural.

5.13 AZUCARES REDUCTORES

Preparacion de la muestra: Colocar de100 a 200 cm3 de vino seco o semiseco 0 10 cm3
de vino dulce en una capsula de porcelana. En este Gltimo caso anadir100 a 200 cm? de
agua destilada; neutralizar con NaOH 0.05N, agregando la cantidad necesaria para la
neutralizacion, la cual se conoce por la determinacion dela acidez total. Evaporar a la
cuarta parte del volumen en bano maria para eliminar el alcohol, ya que es reductor e
interfiere en el analisis.

Dejar enfriar y pasar el liquido aun matraz aforado de 250 cm? enjuagando la capsula
varias veces con agua que pasa también matraz. Clarificar la solucion adicionando por
fracciones solucion saturada de acetato neutro de plomo, hasta que no precipite mas.
(Proteinas, albiminas, etc.). Completar el volumen con agua. Tapar el matrazy mezclar.
Filtrar por papel seco, recibiendo el filtrado en un vaso seco. Agregar oxalato de sodio
anhidro en polvo hasta que no se produzca mas precipitado para descartar el exceso
de plomo oxalato insoluble. Por papel seco filtrar de nuevo. Reservar el filtrado. En
éste pueden encontrarse azlcares reductores y sacarosa. Su determinacion se lleva a
cabo por el método quimico de Fehling.
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5.14 LisTA DE EQUIPOS

1. Balanza analitica 2. Picnédmetro 3. Mufla

4. Bureta digital 5. pH-metro

6. ANALISIS DE LECHE LiQuUIDA

6.1 Objetivos

Comprobar la estabilidad de la leche mediante la prueba de alcohol

Caracterizar el contenido de grasa en la leche liquida, mediante un método
gravimétrico y un método volumeétrico.

Calcular la cantidad de acido lactico en la leche liquida.

Medir la densidad de la leche liquida
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+ Caracterizar los sélidos no grasos presentes en la leche liquida
- Determinar la presencia de agentes neutralizantes en la leche
+ Identificar la presencia de la enzima peroxidasa en la leche

- ldentificarlapresencia deagentesconservantesen lalecheliquida(formaldehido
y peroxidos)

+ Verificar residuos de antibioticos en la leche liquida.
+ Evaluar la presencia de antibioticos SL beta-lactamasa en la leche cruda

+ Cuantificar las impurezas macroscopicas y sedimento presente en la leche
liquida.

6.2 TECNICAS ANALITICAS
6.2.1 Prueba de alcohol
Materiales:

+  Pipetas volumétricas o graduadas de 2 05 ml
+  Tubos de ensayos

+ Gradillas para tubos de ensayos

Reactivos:

+ Alcohol Etilico al 75%

Procedimiento:

«  Enuntubo de ensayo adicionar 5 ml de leche

- Anadir 5 ml de alcohol Etilico al 75%

+ Invertir el tubo 10 2 veces observar la prueba

+ Reportar la prueba como positiva, si se observa presencia de grumos.

- Reportar la prueba como negativa si no hay presencia de grumos.
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6.2.2 Técnica de materia grasa.
6.2.2.1 Método de Rose Gottlieb (Método Oficial de la IDF)
Fundamento del método:

Se determina gravimétricamente el contenido de materia grasa por extraccion con
éter de petroleo y éter etilico, de una muestra de leche tratada con alcohol etilico y
amoniaco, evaporacion de los solventes y pesada del residuo.

Materiales y Equipos:

+  Alcohol Etilico de 96%

- Amonio hidroxido, solucion al 25% (gravedad especifica 0.910)
- Eteretilico r.a, libre de peroxidos

- Eter de petréleo r.a, (punto de ebullicidén entre 40 y 60°)

+ Solvente mixto, Antes de la determinacion, se prepara combinando volimenes
iguales de éter de petroleo y éter etilico, Se puede reemplazar la mezcla de
solventes por cualquiera de los dos solventes puros.

+  Probetas o matraces de extraccion apropiados, dotados de tapones de vidrio
esmerilado o de otro material inatacable por los solventes utilizados (seria
preferible no utilizar tapones de corcho)

+ Erlenmeyer de 200 cm?
+ Estufa de aire

- Balanza analitica

- Bano de vapor

+ Material de vidrio.

Procedimientos:

+ La muestra se mezcla, cuidadosamente a una temperatura de 20°C, para lograr
una distribucion homogénea de la materia grasa. Si resulta dificil esparcir la
capade nata, calentar lentamente a una temperatura entre 35a 40°C, mezclando
cuidadosamente y teniendo la precaucion de reincorporar a la muestra la nata
que pudiera haberse adherida a las paredes del recipiente. Se deja enfriar, a la
temperatura ambiente.
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En cualquier caso, no se debe batir energéticamente, para evitar la formacion
de espuma en la leche.

En el recipiente de extraccion se coloca unos 10 cm? de leche y por pesada
directa o indirecta se determina su peso exacto, con aproximacion de 1 mg.

Se anade 1.5 cm?3 de la solucion hidroxido de amonio y se mezcla.

Se agrega 10 cm? de alcohol etilico y se mezcla suavemente, pero de modo
uniforme, teniendo destapado el recipiente de extraccion. Se anade 25 cm? de
éter etilico, se tapa el recipiente y se agita rigurosamente, invirtiéndolo varias
veces, durante 1 minuto. Posteriormente, enfriar con agua corriente.

Se destapa cuidadosamente y se agregan 125 cm? de éter de petroleo, utilizando
las primeras porciones para lavar el tapon y el interior del cuello del recipiente.

Sevuelve a colocar el tapon y se agita, invirtiendo el recipiente, repetidas veces
durante 30 segundos.

Se deja en reposo hasta que la capa liquida superior esté completamente
limpia y claramente separada de la acuosa. Podra efectuarse igualmente la
separacion utilizando una centrifuga. Debe tenerse cuidado que la centrifuga
tenga un motor aislado para que no produzca chispas y evitar asi el riesgo de
una explosion o unincendio. Se quita el tapon y se enjuaga, al igual que el cuello
del recipiente, con algunos centimetros clbicos de la muestra disolvente. Se
traslada la capa superior etérea, utilizando un sifon u otro método adecuado
a un Erlenmeyer de 250 cm3 que ha sido previamente lavado, secado en una
estufay secado. La extraccion debe ser lo mas completa posible, pero sin pasar
nada de la parte acuosa, se lava el sifon o el dispositivo utilizado para aclarar el
solvente, con unos cm?3 de la mezcla de solventes que se agregan al recipiente
de extraccion.

Se repite las operaciones descritas desde la adicion de éter etilico diluyendo el
extracto etéreo con el primero, contenido en el Erlenmeyer.

Se elimina con cuidado, por evaporacion en bano de vapor o destilacion, la
mayor cantidad posible de disolvente de los extractos reunidos. Terminada la
evaporacion, se traslada el Erlenmeyer a una estufa y se mantiene por una hora
a una temperatura de 80 a 90°C. se debe enfriar en un desecador y se pesa con
aproximacion de 0.1 mg. Se repite la desecacion en la estufa hasta obtener el
peso constante.

Paralelo, se efectlia un ensayo en blanco, operando las mismas condiciones,
pero sustituyendo la leche por 10 cm?® de agua y se hacen las correcciones
correspondientes. Si el peso del residuo contenido en el ensayo en blanco es
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superior a 0.5 mg, abra que comprobar los reactivos y aquel que resulte impuro
debera sustituirse o purificarse.

Calculos y expresion de resultados:

El contenido de materia grasa expresado como un porcentaje (m/m), se calcula por la
formula:

s m ml—m2
materia grasa | — :| = — x 100
m 5

En donde:

m1= Peso del Erlenmeyer mas la materia grasa
m2= peso del Erlenmeyer vacio

s= Peso de la muestra

La norma internacional prescribe que la diferencia entre los resultados de dos
determinaciones repetidas (obtenidos simultaneamente o una inmediatamente
después de la otra, o por el mismo analista), no debe ser mayor de 0.03 g de materia
prima grasa por 100 g de producto.

6.2.2.2 Método Gerber - Método de Rutina.

Fundamento: Se libera la grasa total por disolucion de las sustancias proteinas, se
separa por centrifugas y, posteriormente, se determinaron volumétricamente.

Reactivos y Equipos:
- Acido Sulfirico: a partir de acido sulfirico r.a., se diluye adecuadamente, hasta
obtener una gravedad especifica de 1.820 a 1.825 (90 a 91%).
+ Alcohol isoamilicor.a.
- Pipetas aforadas especiales para Gerber (11 cm3)
+  Dosificador de embolo de 10 cm? (para medir 10cc de acido sulfirico)
+ Baro termostatado a 65°C

+  Butirébmetros graduados originales, Gerber.
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+ Centrifuga Gerber
+ Tampones especiales de caucho

- Embolo metalico

Procedimiento:

+ Se coloca en el Butirometros 10 cm? de acido sulfirico de 90-91% y se agregan
con cuidado 11 cm? de leche, previamente homogenizada; debe procederse
lentamente para que no se mezclen, observandose claramente la separacion
de las dos capas.

« Se agrega, a continuacion, 1 cm? exacto de alcohol isoamilico y se tapa el
Butirometros. Se envuelve este en un panoy se agita fuertemente hasta dilucion
total de la fase proteica de la leche.

+ Se deja en reposo por cierto tiempo, para observar mejor si la disolucion ha
sido completa; a continuacion, se centrifuga por 5 minutos, con el tapon hacia
abajo, contados a partir del momento en que el centrifugo alcance la velocidad
necesaria. (en el caso de leche homogenizada, la centrifugacion debe efectuarse
por 10 minutos).

+ Se pesa el Butirometros en la misma posicion, al bano termostatado a 65°C,
donde se deja de 5 a 10 minutos, manteniendo el nivel del agua por encima de
la columna de grasa del Butirometros.

+ Para leer, se presiona con el émbolo hasta que la base de la columna de grasa
quede al nivel de una division principal y se lee la altura de dicha columna.

Expresion de Resultado: La altura de la columna grasa da el porcentaje (m/v) de grasa
en la leche.

6.2.3 Prueba de acidez.

Fundamento: Para leche liquida se titula un volumen determinado de muestra, con
una solucion de hidroxido de sodio 01N, en presencia de fenolftaleina como indicador.
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Materiales:

+  Bano Maria

+ Bureta de capacidad de 25 o 50 ml de capacidad, graduada en incrementos de
0.05 ml.

« Erlenmeyer

Reactivos:

+ Hidroxido de sodio: la solucion volumétrica estandar usada, debe ser de una
concentracién [C (NaOH) = 0.1N] 0.0002 N, y libre de carbonato. Esta solucion
debe estar protegida contra la absorcion de didxido de carbono.

* Nota: La absorcion de dioxido de carbono se puede evitar conectando una
botella de lavado, que contenga la solucion de hidroxido de sodio a la bureta
que también contiene solucion de hidroxido de sodio, o por la conexion del
fondo de la bureta a un tubo pequerio de solucion de 6xido de calcio/hidroxido
de sodio para obtener un sistema cerrado. El CO, puede ser confinado en la
botella de lavado o ene el tubo pequeno para proteger la solucion de la bureta
contra la absorcion, lo que influenciaria la concentracion.

+ Solucion de fenolftaleina: al 1% m/v en alcohol etilico de 96%, previamente
neutralizado.

Preparacion de la muestra: Se lleva de 20 a 25°C. Se mezcla completamente para
obtener una distribucion homogénea de la grasa a través de la muestra. Se debe evitar
la agitacion vigorosa de la muestra que puede incorporar burbujas de aire en la leche,
afectando la distribucion de la grasa den la muestra. Si la grasa es de dincih dispersion
se calienta la muestra de 35 a 40°C en un bafno maria; se mezcla cuidadosamente,
incorporando a la muestra toda la crema adherida a las paredes de recipientes, y se
deja enfriar rapidamente de 20 a 25°C.

Procedimiento:

Muestra para ensayo: Se mide 10 ml de muestra preparada, directamente en el
Erlenmeyer de 125 ml, de acuerdo con lo indicado.

Determinacion: A la muestra para ensayo preparada segin lo indicado, se le adiciona
de 5 a7 gotas de fenolftaleina al 1%.
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Setitulaconsolucionde hidroxido de sodio 0.1N hasta obtener un color rosa persistente
por 30 segundo aproximadamente (p" de 8.30 0.01).

Calculo: Acidez expresada como porcentaje de acido lactico/100 g de producto:
px01l =009
—_——

[0 =
.ll:hq':r ]_l:l

LOD
V = Mililitros de solucion de hidroxido de sodio 0.1 N gastados en la titulacion
0.1= Normalidad de la soda

0.09= Factor de conversion para el acido lactico

10=Volumen de la muestra

Observaciones:

+ Antes de medir la leche, purgar la pipeta con esta
+ Al aproximarse el punto de viraje dejar caer la solucion gota agota
+ No gastar mas de 20 segundos en la titulacion

+ Cuando se emplea el equipo automatico con bureta calibrada en porcentaje de
acidez, multiplicar el valor obtenido en la escala de la bureta por el valor de f.

6.2.4 Determinacion de densidad a 15/15°C
Materiales:

+  Termo lactodensimetro a 15/15°C se expresa mediante la relacion de las masas
de un volumen de leche a 15°C, respecto al del agua destilada a 15°C.

+ Probeta de vidrio o metal, sin pico que permita el libre movimiento del termo
lactodensimetro y la total inmersion del vastago graduado. El diametro de
la probeta debe ser por lo menos 1 cm superior al diametro del flotador del
lactodensimetro.
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Preparacion de la muestra: Si la leche fresca y no hay separacion visible de la crema
mezclar transvasandola totalmente de un recipiente a otro, tres veces como minimo.
Cuando la muestra contenga grumos de grasa, calentar a 38°C en bano termostatado
antes de homogenizar. Tomar volumen adecuado para determinacion de la densidad.

Procedimientos:

+ Llevar la muestra a una temperatura cercana a los 15°C + 0.5 de aproximacion.

+  Mezclar la leche evitando la formacion de burbujas de aire o espuma,
trasvasandola totalmente de un recipiente a otras tres veces como minimo.

+ Agregar la leche a la probeta con esta inclinada para evitar la formacion de
espuma. Llenar la probeta por lo menos hasta un nivel tal que el volumen libre
sea netamente inferior al volumen del cuerpo del lactodensimetro.

+ Introducir suavemente el termo lactodensimetro manteniéndolo verticalmente
y sosteniéndolo en su descenso hasta un punto cercano a su posicion de
equilibrio. Provocar un ligero movimiento de rotacion. Asegurarse que las
oscilaciones mojen el vastago graduado menos de un centimetro por encima de
la posicion de equilibrio esperado. Evitar el contacto del termo-lactodensimetro
con las paredes de la probeta y dejar que flote libremente.

+ Dejar en reposo la muestra por un minuto y realizar la lectura del vastago del
instrumento.

+ Realizar la lectura a 15°C, teniendo presente un rango de + 5°C.
+ Encaso de la muestra no esté a 15°C. pueden ocurrir 2 situaciones:

+ a) La situacion en que la temperatura excede a los 15°C, se debe sumar 0.2 GL a
la lectura por cada °C superior a 15.

+ b) La situacion en que la temperatura este por debajo a 15°C se debe restar 0.2
GL a la lectura, por cada °C inferior a 15°C.
. LT+ rA+CT+ 1
D15° =
1000

LT: Lectura del lactodensimetro, grado lactodensimetro

CA: Correccion de aparato por calibracion en grado lactodensimetro CT: Correccion de
la temperatura
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6.2.5 Calculo de residuos magro: Extracto seco, sin grasa.

Definicion: El residuo magro corresponde a la diferencia entre los solidos totales y el
contenido de grasa en una muestra de leche liquida.

Calculos: Una forma rapida y aproximada, para calcular el extracto magro (SNG),
aceptadas actualmente por las autoridades competentes, se basa en aplicar la
siguiente formula:

250{D — 1) + 02xF + 014

En donde:
D= gravedad especifica de la leche

F= porcentaje de grasa

6.2.6 Prueba de neutralizantes. Prueba Neutralizante: (Alizarina)

Fundamento: Se comprueba la presencia de neutralizantes por cambio de color con
una solucion alcoholica de alizarina.

Reactivos y Material:

+ Solucion alcohodlica de alizarina: se disuelve 0.5g de alizarina en 1000 cm? de
alcohol de 75%, previamente neutralizado.

+  Tubos de ensayo

Procedimiento:

+  Enuntubo de ensayo colocar 10 cm?® de leche bien mezclada.

«  Agregar 3 cm? de la solucion de alizarina

Interpretacion de los resultados: La aparicion de la coloracion de un rojo violeta indica,
presuntivamente, la presencia de neutralizantes.
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Prueba de confirmacion

Fundamento: Al agregar fenolftaleina a una muestra de leche previamente hervida
y adicionarles oxalato de potasio, una coloracion rosada indica la presencia de
alcalinizante en la leche.

Reactivos:

+ Oxalato de potasio, solucion acuosa al 30% (m/v)

+  Fenolftaleina, solucion alcohdlica al 2%.

Procedimientos:

« Enuntubo de ensayo se colocan 5cc de leche y se calienta a ebullicion durante
3 minutos con agitacion.

+ Se deja enfriar, se agregan 5 gotas de solucion de oxalato de potasio y se agita.
+ Seagregan 5 gotas de la solucion de fenolftaleina, sin agitar.

« Se hacen pruebas paralelas con un testigo positivo y un testigo negativo.

Interpretacion De Resultados:

La aparicion de una coloracion rosada indica la presencia de alcalinizantes en la leche.

6.2.7 Prueba de peroxidasa

Fundamento: Las peroxidasas (de origen bacteriano), se ponen de manifiesta por la
capacidad de descomponer el agua oxigenada liberando oxigeno, lo cual se demuestra
por la coloracion que comunica a una solucion de guayacol.

Reactivos y Materiales:

+ Solucion de agua oxigenada al 0.3%: se diluye 1cm® de agua oxigenada
estabilizada, de 30% de concentracion hasta 100cm? con agua. Debe guardarse
en un frasco ambar, en un refrigerador.

+ Guayacol, solucion:
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+ Guayacol (con una pureza minima del 99%) 2g

+  Alcohol etilico del 75% 80 cm?

+  Solucion acuosa de fenol al 3% 20 cm?

+ Lasolucion debe serincolora. Se conserva en frasco ambar, en un refrigerador

+  Tubos de ensayo

Procedimiento:

«  Colocar en tubo de ensayo 3 cm? de leche.

+ Agregar 10 gotas de la solucion de guayacol y agitar. Esperar 1 minuto y observar
el color.

+ Agregar 5 gotas de la solucion de agua oxigenada y observar el color.

Interpretacion: Si en el lapso comprendido entre la adicion del primer reactivo y
el segundo, aparece coloracion rosada, indica la presencia de agua oxigenada y de
peroxidasa. Si solamente aparece la coloracion después de la adicion del segundo
reactivo, indica la presencia de peroxidasa. Es aconsejable esperar 5 minutos después
de la adicion del agua oxigenada

6.2.8 Determinacion de conservantes.
6.2.8.1 Prueba de Peroxidos

Fundamento: En presencia de pentoxido de vanadio en medio sulfiirico, el agua
oxigenada da una coloracion rosada.

Reactivos:

+  Solucion de pentoxido de vanadio al 1% m/v en acido sulfirico diluido.
+ Disuelva un gramo de V,0,en 100 ml de H,SO,

+  Tubos de ensayos
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Procedimiento:

« Colocar en un tubo de ensayo 10ml de muestra

+ Agregar 10 a 20 gotas de reactivos y observar el color

Interpretacion de Resultados: La aparicion de una coloracion rosada a salmoén indica
la presencia de agua oxigenada. Una coloracion amarillenta debe considerarse como
negativa.

6.2.8.2 Determinacion de formaldehido prueba tentativa

Fundamento: Se basa en la coloracion violeta que produce el formaldehido en presencia
de cloruro férrico en medio acido.

Reactivos y Equipos:

+ Cloruro férrico, solucion acuosa al 1% recién preparada.
- Acido sulfirico

+  Formaldehido, solucion testigo. Diluir una gota de solucion de formaldehido de
38- 40% en 100 cm? de agua.

+  Tubos de ensayos
+  Mechero

+ Balanza analitica

Procedimientos: Se colocan 3 cm?® de la leche, previamente homogenizada y se agrega
3 gotas de solucion de cloruro férrico. Por las paredes del tubo ligeramente inclinado,
se anaden lentamente unos 5 cm?® de acido sulfirico concentrado, procurando que no
se mezcle con la leche, de modo que al enderezar el tubo queden dos capas.

Se trabaja al mismo tiempo con un testigo negativo, constituido por 5cc de leche pura
y fresca y un testigo positivo preparado agregando una gota de solucion testigo de
formaldehido a 5 cm? de la misma leche pura.

Interpretacion De Resultado: Un anillo violeta en la interfaz entre el acido y la leche,
indica la presencia de formaldehido. Cuando la concentracion del formaldehido es
alta, la prueba es menos sensible; para hacerla mas sensible se deben hacer diluciones
de la muestra con la leche pura. Estando prohibida y siendo frecuente la adicion de
formaldehido a la leche, es aconsejable efectuar una prueba de confirmacion.
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6.3 LisTaDo DE EQUIPOS

1. Butirometro 2. Lactodensimetro 3. Estufa de aire

6. Bureta Digital 7. pH-metro

—
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7. ANALISIS DE HARINAS

7.1 Objetivos

+  Comprobar la pérdida de masa por desecacion

+ Calcular el contenido de cenizas por incineracion en condiciones determinadas
+ Caracterizar el contenido de proteina bruta por el método de Kjendahl

+ Cuantificar el contenido de grasa por el método de soxhlet

« Examinar la presencia de los agentes oxidantes en harina

« Determinar la presencia de bromatos e ionatos en harina

+  Comprobar la presencia de gluten en harina de trigo y sémola

+ Identificar la presencia de vitamina C por el método de colorimetria

+ Determinar la presencia de persulfato de amonio en harina

+ verificar la presencia de fosforo en harina por espectrofotometria

+ Calcular fibra bruta por hidrolisis acida y basica

7.2 TECNICAS ANALITICAS
7.2.1 Humedad

Principios: El contenido en agua en un producto se define como la pérdida de masa
que experimenta en condiciones determinadas. Secar el producto a 105°C bajo presion
atmosférica normal, durante 2 horas. Este método de desecacion a 105°C se aplica a los
granos, harinas y otros productos derivados de los cereales, reducidos a particulas de
dimensiones inferiores o iguales a 1700 y, de las cuales menos de 10 seran superiores
a 1000 p y mas de 50 por 100 inferiores a 500 y.

Materiales y Equipos:

+ Balanza con precision de 1 mg

+ Aparato triturador que no provoque calentamiento. Proporcione particulas de
dimensiones especificadas anteriormente. Asi mismo, este aparato es facil de
limpiar.

+ Pesa filtro metalico de vidrio o con tapadera y con una superficie Gtil que
permita un reparto de la muestra de 0.3 g/cm2, como maximo.
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Estufa isoterma de calentamiento eléctrica, regulada de tal manera que la
temperatura del aire en su interior sea de 105°Cy que tenga aireacion superficie.
Ademas, la estufa tendra una capacidad calorica tal que, regulada previamente
a latemperatura de 130°C, pueda alcanzar de nuevo esa temperatura en menos
de media hora, después de colocar simultaneamente en su interior el nimero
maximo de muestras a desecar. Por otra parte, la eficacia de la ventilacion se
determinara con la ayuda de sémola como material de ensayo que tenga 1 mm
como maximo de particula. Laventilacion seratal que secando simultaneamente
a 105°C todas las muestras que la estufa pueda contener, primero durante dos
horas y después durante tres horas, los resultados presenten entre ellos una
diferencia inferior a 0.15 por 1000.

Desecador dotado de placa de porcelana o metalica perforada, conteniendo
un agente deshidratante como anhidro fosforico, cloruro de calcio o silica gel
coloreado de azul.

Procedimiento: Introducir 5 g de la muestra en el pesafiltro tarado después de
permanencia en la estufay de enfriamiento en el desecador, cerrar el pesafiltroy pesar

con aproximacion de 1 mg. Debe operarse rapidamente.

Tener en la estufa durante 1.5 horas el pesafiltros destapado con la muestra.
Transcurrido este tiempo, y operando rapidamente, retirar el pesafiltros de la estufa
una vez tapado y colocarlo en el desecador. Pesar en cuanto se enfrie en el desecador.

Calculo: el contenido de agua de la muestra, en porcentaje es:

W —m)

Humedad = {'-—1' + 100

En la que:
M = Masa inicial, en gramos, de la muestra

m = masa en gramos del producto seco.

La medida de dos resultados, con una aproximacion de 0.05 g por 100, significara la

humedad de la muestra.
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Dispersion de los Resultados: La diferencia resultante no debera ser mayor que 0.1 por
100 en valor absoluto entre determinaciones duplicadas de la misma muestra. En caso
contrario, se repetira la determinacion por duplicado.

7.2.2 Cenizas.
Fundamento:

Definicion. El contenido de cenizas de un producto es el residuo resultante después de
su incineracion en condiciones determinadas.

Se debe agregar que, este método es aplicable a los granos, harinas y otros productos
derivados de los cereales.

Material Y Equipos:

+ Balanza analitica con precision de 0.1 mg

+  Horno de mufla eléctrico, con circulacion de aire suficiente, con mecanismo de
regulacion y control de temperatura.

+ Crisol de incineracion redondo de fondo plano, preferiblemente de platino, o
bien de cuarzo o de porcelana. El diametro de las capsulas sera unos5cm, y la
altura maxima de 3 cm.

« Desecador provisto de llave, con placa perforada de aluminio, conteniendo un
agente deshidratante como cloruro de calcio, anhidrido fosférico o silical gel
coloreado en azul.

Procedimiento:

- Con aproximacion de 10 mg pesar 5 g de muestra; Los restantes pesadas
deben hacerse con una aproximacion de 0.1 mg. Antes de usar los crisoles de
incineracion, calentarlos en el horno a 500°C durante 15 minutos.

+ Enfriarlos en el desecadory pesarlos cuando alcancen la temperatura ambiente.

+ Colocar la muestra pesada en el crisol repartiéndola en capa de espesor
uniforme, sin comprimirla. Colocar el crisol a la entrada del horno con la puerta
abierta, y deje que arda. Cuando las llamas se extingan empujar la crisol al
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interior del horno y cerrar la puerta del mismo. Una vez cerrada la puerta del
horno debe mantenerse en él una corriente de aire suficiente, que no sea tan
fuerte como para arrastrar la sustancia fuera de los crisoles.

+ La incineracion (a 500°C) se continda hasta lograr la combustion total de la
muestra, Incluso de las particulas carbonosas que puedan quedar incrustadas
en las cenizas. Dar por terminada la incineracion cuando el residuo es
practicamente blanco o gris del enfriamiento. Sacar los crisoles del horno y
dejarlos enfriar en el desecador. Pesar tan pronto alcancen la temperatura
ambiente.

Calculo: El porcentaje de cenizas sobre materia natural se obtiene con la siguiente
formulapor la formula siguiente:

(pl —p2) — 100
p— pl

certizas¥ lmaterio natwral =

En la que:

P = Peso en gramos del crisol con la muestra
P = peso en gramos del crisol con las cenizas
P2= Peso en gramos del crisol vacio

El porcentaje de cenizas sobre materia seca se obtiene relacionando el valor del
contenido en cenizas obteniendo sobre materia natural con el valor del contenido en
humedad, segin la siguiente formula:

Cenizas sobre materia natural X 100
100 — humedad de lo kerina

certizas s imaterio secal) =

Limite de errores. Cuando el contenido de cenizas no rebase el 1 por 100 de la muestra,
la diferencia de los resultados de un ensayo efectuado por duplicado no debera ser
superior al 0.02. Si el contenido de cenizas rebasa el 1 por 100, la diferencia no debera
sersuperioral 2 por 100 de dicho contenido. Si es superior se repetira la determinacion.

Expresion de los resultados: el contenido de cenizas se expresa por 100 partes tenidos
de cenizas se expresa por 100 partes de sustancia seca y con dos cifras decimales.
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7.2.3 Proteina.

Principio: El contenido en proteina bruta en un producto es el resultado de multiplicar
el contenido de nitrogeno, determinado por el procedimiento de Kjeldahl por un factor
de transformacion del nitrogeno en proteina.

Hay que mencionar, ademas, este método es aplicable a los granos, harinas y otro
derivado de los cereales.

Materiales y equipos:

+ Matraces kjeldahl de 500 a 800 ml
+ Bateria de ataque

+ Bateria de destilacion o equipo de destilacion

Reactivos:

- Acido sulfirico concentrado

+  Sulfato potasico anhidro

+ Sulfato de cobre

+ Solucidn de hidroxido sodico al 30 por 100 (P/V) en agua
+  Solucion de acido sulfirico 0.1 N

+  Solucion de hidroxido sodico 0.1 N

+ Solucion indicadora: disolver 0.3 g de rojo de metilo en 100 ml de alcohol etilico
del 95 por 100.

Procedimiento:

+ Pesar 1g de muestra, molida de forma que las particulas sean inferiores a 500
U, e introducirla en un matraz Kjeldahl. Anadir 10 g de sulfato y 0.1 g de sulfato
de cobre.

+ Adicionar 20 ml de acido sulfirico H2S04 concentrado y mezclar hasta que toda
la sustancia esté mojada por el acido. Iniciar el ataque a fuego lento para evitar
que la espuma arrastre el producto al cuello del matraz. Cuando desaparezca
la espuma hacer hervir vigorosamente hasta que la disolucion quede limpiay
prolongar todavia el ataque otros 30 minutos.
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+ Luego enfriar.

+ Agregar unos 200 ml de agua destilada. Adicionar 80 ml de hidroxido de sodio
al 33 por 100 y proceder al destilado. El liquido que destila se recoge en un
vaso que contenga 20 ml de acido sulfirico N/10 y una gota de disolucion de
indicador, anadiéndose nuevamente una cantidad conocida de acido sulftrico
N/10 sivirase de color durante la destilacion. La cantidad de destilado a recoger
es de unos 150 ml, dandose por acabada la destilacion cuando el liquido que se
destila no haga virar a azul el papel rojo de tornasol.

+ Finalizada la destilacion, titular el exceso de acido sulfirico con disolucion
valorada de hidroxido sodico 0.1 N.

Efectuar una prueba en blanco de destilacion y valoracion para controlar la pureza de
los reactivos

Calculos:El porcentaje de proteina bruta sobre sustancia natural es:

14

Volumen » Normalidad « Meég (-——=]

SNITROGEND = L0, 10c

Pego de la muestra

protefnag brute = W nilregene = 58,25

El porcentaje de proteina bruta sobre sustancia seca se determina teniendo en cuenta
el contenido en humedad. Dispersion de los resultados. Se consideran concordantes
las determinaciones duplicadas cuando los resultados expresados en porcentaje
difieran en menos en 0.25.

7.2.4 Grasa.

Fundamento: el contenido de grasa bruta de un producto se define como la parte del
mismo extraible por éter etilico en condiciones determinadas. Incluye ademas de la
grasa, otras sustancias solubles en éter etilico, como son: Ceras, pigmentos, vitaminas,
etc. Asi mismo, este método es aplicable a los granos, harinas y otros productos
derivados de los cereales.
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Materiales y Equipos:

+  Extractor tipo soxhlet

- Balanza analitica con precision de 0.1 mg

+ Estufa de desecacion, graduada a 100°C

+ Desecador con placa de porcelana o metalica perforada, conteniendo un agente
deshidratante, como anhidro fosforico o silical gel

-+ Cartuchos de extraccion

+ Matraces de 100 a 150 m, adaptables al extractor

+ Bateria de extraccion con bano de agua

Reactivos: Eter etilico
Procedimiento:

+ Pesarde5a 10 g de muestra, molida de forma que pase por un tamiz de 500 p
y desecada a 100°C, e introducirlos en un cartucho que se tapona con algodon.
Tarar el matraz, desecado en la estufa y enfriado en el desecador. Introducir
el cartucho en el desecador, anadir éter etilico una vez conectado el matraz
y proceder a la extraccion, continuandola hasta que el éter sea incoloro; son
suficientes 4 horas a una velocidad de destilacion de 4 a 5 gotas/s, y a 16 horas
para2 a3 gotas/s.

« Sacar el cartucho del extractor y recuperar el éter. Llevar el matraz con el
extracto y el resto del disolvente a la estufa de desecacion a 100°C y tenerlo
media hora, Dejar enfriar el matraz en el desecador y, en cuanto alcance la
temperatura ambiente, pesarlo.

Calculo: El porcentaje de grasa bruta sobre sustancia seca viene dado por la formula:
(pl — p2) + 100

P

Grasa bruta {materia seca) =

En la que:
P1=peso en g del matraz con el extractor etéreo
P2 =peso en gramos del matraz vacio

P = peso en g de la muestra empleada
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7.2.5 Agentes Oxidantes: Reaccion con Yoduro Potdsico

Fundamentos: El método revela todos los agentes oxidantes que se adicionan
generalmente a la harina, para mejorar sus propiedades de panificacion, excepto
percloratos y peroxido de benzoilo.

Materiales y Equipos:

+ Matraz Erlenmeyer de 500 ml

+  Centrifuga

Reactivos:

+ Yoduro potasico 10 por 100
«  Acido sulfirico (1 + 10 (v/v)

Procedimiento: Colocar50 g de muestra en un matraz Erlenmeyer de 500 ml, anadir 20 ml
de agua a temperatura ambiente, agitar bien y dejar reposar 1 hora, aproximadamente,
con agitacion frecuente. Filtrar o centrifugar. A5 ml del filtrado anadir la solucion de K
y 5 ml de H,S0, solucion (1+10) v/v. Soluciones amarillas o pardas indican la presencia
de agentes oxidantes.

7.2.6 Bromatos, lodatos en la harina (Método Cualitativo)

Fundamento: El método usa para determinar la presencia de bromato, iodato en la
harina, que actlan como mejorantes.

Materiales y Equipo:

+ Placa de Petri de un area aproximadamente de 100 cm?

+  Tamiz nimero 60
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Reactivos:

+ Para el bromato, iodato solucion de HCI en agua (1+7) v/v y KL (1 por 100)
mezclados a volimenes iguales.

+  Paraiodato solucion de 1volumen de KSCN (1 por 100) y 4 volimenes de solucidn
de HCI en agua (1+32) v/v mezclados.

Procedimiento Bromatos, lodatos: cubrir el fondo del recipiente con el reactivo KI-HCI.
Cerner uniformemente el tamiz nimero 60 sobre el reactivo, aproximadamente 4 g de
harina a ensayar. Alternativamente, cerner harina sobre la superficie del recipiente
seco y esparcir la mezcla de reactivo sobre la harina con un frasco pulverizador
hasta que todas las particulas estén humedecidas. La aparicion de manchas negras o
purplreas después de la adicion del reactivo indica la presencia de Bromato o lodato.

lodatos: (aplicable a 10 ppm. 0 mas). Distribuir suavemente, aproximadamente, 1g de
harina sobre el fondo de una placa de Petri y cubrir completamente con el reactivo
KSCN-HCI recientemente preparado, (Aplicable a 1-10 ppm.). Proceder como para
bromatos e iodatos, pero no usar el reactivo KSCN-HCI.

7.2.7 Gluten

Principio: Complejo de proteinas insolubles en agua que forman, por arrastre del
almidon de la harina mediante lavado, una masa gomosa muy extensible. Este método
se aplica para la determinacion del contenido en gluten debia harina de trigo y sémolas.

Materiales y Equipos:

+ Balanza con precision de 0.01¢g

+ Extractor de gluten con disco excéntrico y mecanismo tensor para gasa de seda;
velocidad del disco excéntrico: 80 r.p.m.

+ Recipiente para agua con gasto regulable
«  Cronometro

+  Tamiz de madera, de 30 X 40 cm, con gasa para sémola nimero 56.
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Placa de vidrio esmerilado 40 X 40 cm
Guantes de caucho delgado y de superficie lisa
Prensa para gluten. Sistema Berliner, con distancia entre placas de 2,4 mm

Capsula de porcelana barnizada interiormente o de metal esmaltado, de 10 a 15
cm de diametro.

Espatula de 18 a 20 cm de longitud

Reactivos:

Disolucion al 2 por 100 de cloruro de sodio (pH 6.2). Disolver 200 g de cloruro de
sodio, de calidad reactivo para analisis, en 10 litros de agua destilada. Anadir
7.54 g de KH2PO4. La disolucion se preparara cada dia que se utilice.

Solucion de yodo, aproximadamente N/1000; sirve para comprobar la presencia
de almidon.

Procedimiento:

Pesar 10 gramos de harina con una aproximacion de +0.01 g y colocarla en una
capsula de porcelana. Anadir gota a gota 5.5 ml de disolucion de cloruro sodico
removiendo continuamente la harina con la espatula.

Después de haber anadido a la harina toda la disolucion de cloruro sodico,
comprimir la mezcla cuidando de no perder nada de harina. La masa adherida a
la pared de la capsula se anade a la bola de masa.

Homogeneizar la masa enrollandola con la palma de la mano sobre la placa de
vidrio esmerilado hasta que tenga una longitud de 7 a 8 cm, volviéndola a dar
entonces la forma de bola y se repite el amasado en la misma forma hasta un
total de cinco veces. La mano que efectiia la homogeneizacion estara revestida
de un guante de caucho que proteja la masa del calor y de la transpiracion de
la mano.

Colocar la bola de masa sobre la gasa de seda ligeramente tensa del extractor
del gluten.

Mojar la masa con unas gotas de solucion de cloruro de sodio, colocando luego
en su sitio el disco excéntrico. Lavar durante 10 minutos, debiéndose gastar
unos 400 ml de solucion de cloruro de sodio.
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+ Cuando se disponga del aparato extractor de gluten, se sustituira el anterior
paso por un lavado a mano. Para ello, dejar caer gota a gota la solucion de
cloruro sodico, que debe tener una temperatura de 18°C, sobre la palma de
la mano. El ritmo de goteo debe ser tal que aproximadamente 0.75 litros de
la solucion, desagiien en 8 minutos. Durante este tiempo arrollar y prensar
alternativamente la masa vy estirarla siete veces de forma que se parta en dos
trozos que se juntan enseguida. La duracion de lavado depende del contenido
de la masa en gluten; sin embargo, debe ser aproximadamente la misma siempre
y no rebasar los 8 minutos.

+ Al lavado mecanico de gluten le siguen un lavado a mano cuya duracion en
general no debe exceder de 2 minutos. Se puede considerar terminada la
extraccion gluten tan pronto como al amasar la bola de gluten con la disolucion
fresca de cloruro de sodio no se encuentren mas trazas de almidon en agua
escurrida. Para comprobar la presencia de almidon en el liquido de lavado,
utilizar una disolucion de yodo 0.001 N.

+ Desprender de la bola de gluten la mayor parte de la disolucion de lavado
adherente cogiendo el gluten con la punta de los dedos de una mano vy
sacudiéndolo tres veces brevemente, pero con fuerza. Estirar a continuacion,
suavemente, el gluten en lamina delgada, manteniéndolo entre los dedos y
llevarlo a la prensa, cerrando esta. Abrirla a los 5 segundos y pasar la lamina de
gluten posicion seca sin deformarla. Prensarla otra vez. Hacer esta operacion 15
veces, secando bien las superficies de vidrio después de cada prensada.

+ Pesar el gluten en la balanza con aproximacion de 0.01 g.

Calculo:

Gluten himedo. El peso obtenido multiplicado por 10 da el porcentaje de gluten
himedo. Las determinaciones duplicadas se consideran concordantes cuando no
difieren en mas de 0.5 por 100 de contenido en gluten. Si la desviacion es mayor,
sé hacer una tercera determinacion y tomar la medida de las tres efectuadas como
expresion del contenido en gluten. Si la desviacion hallada entre los valores mas altos
y mas bajo en los tres ensayos es mayor del 1 por 100, proceder a hacer una cuarta
determinacion.

Glutenseco. La bola de gluten hiimedo obtenida en la determinacion anterior se deseca
en la estufa a temperatura de 100°C hasta peso constante. Dejarla enfriar y pesar. El
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peso obtenido multiplicado por 10 da el porcentaje de gluten contenido en la harina.

7.2.8 Acido Ascérbico (Vitamina C) (Método Cualitativo)

Fundamento: Este método sirve para determinar la presencia de vitamina C en harina
y consiste en la aparicion de puntos blancos sobre fondo rosa del reactivo sal sodica
del 2.6 diclorofenol indofenol en medio acido.

Materiales y Equipos:

« Caja de Petri de 65 cm?

Reactivos:

+ Solucion acuosa al 0.05 por 100 de la sal sodica del 2.6 diclorofenol indofenol.

+ Solucion acuosa al 5 por 100 de acido metalfosforico

Procedimiento: Extender 10 g de la muestra sobre una placa de vidrio compactandola
de forma que quede bien uniforme. Rociar por completo con la disolucion de acido
metalfosforico y a continuacion hacer lo mismo con la disolucion de la sal sodica del
2.6 diclorofenol indofenol. Al cabo de unos minutos aparecen unos puntos blancos mas
0 menos grandes sobre el fondo rosa.

7.2.9 Persulfato de Amonio (Método Cualitativo)

Fundamento: Este método sirve para determinar la presencia de persulfato de amonico
en harina y consiste en la aparicion de manchas azules con la bencidina.

Materiales: Placa de Petri de 65 cm3
Reactivos: solucion de bencidina en etanol al 1 por 100 (p/v)

Procedimiento: Extender 6 g de la muestra en la capsula Petri. Afadir unos 3 ml de
reactivo. Al cabo de unos minutos aparecen unas manchas azules.



MANUAL DE LABORATORIO NUTRICION Y BROMATOLOGIA 9]

7.2.10 Fosforo

Fundamento: Transformacion de los compuestos fosforados en ortofosfatosy posterior
valoracion colorimétrica con fosfomolibdovanadato.

Materiales y Equipos:

+ Espectrofotometro o colorimétrico que permita lecturas a 430 nm

+ Crisoles de porcelana de 35 mm de diametro y de 45 mm de altura, sin tapadera
+ Matraces aforados de 100 y 500 ml de capacidad

+ Bano de agua

+ Estufa de desecacion con sensibilidad de #1°C

Reactivos:

+ Amoniaco concentrado de densidad p=0.910 g/ml

+ Solucién de molibdato amdnico al 10 por 100 (p/v): diluir 100 g de molibdato
amonico en agua caliente; agregar 10 ml de amoniaco concentrado de p=0.910 g/
cm para asegurar su conservacion y completar hasta 100 ml con agua destilada.

- Acido nitrico de densidad p=1.38 g/ml

- Acido nitrico al 10 por 100 (p/v): disolver 16 ml de acido nitrico p= 1.38 g/cm?,
hasta 100 ml con agua destilada.

+ Solucion de metavanadato de amonio: disolver 2.35¢ de metavanadato de
amonio en 400 ml de agua destilada y caliente-anadir lentamente y agitando 20
ml de la disolucion que contiene 7 ml de acido nitrico p= 1.381 g/mly 13 ml de
agua destilada.

+ Reactivo nitromolibdonavato: mezclar 200 ml de la disolucion de molibdato
amonico al 10 por 100 y 200 ml de la solucion de metavanadato de amonio con
131 ml de acido nitrico p=1.38 g/cm? 0 en su lugar 192 ml de acido nitrico p=1.331
g/ml

- Acido clorhidrico concentrado de densidad P=1.18 g/ml

+ Solucion patron de fosforo: pesar 4.394 g de fosfato monopotasico, previamente
desecado en estufa a 100°C durante unas 12 horas. Disolver en agua destilada
y llevar a un volumen de 1000 ml en un matraz aforado 1 ml correspondiente a
1000 gammas de fosforo.
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+ Disoluciones patrones: tomar 10 ml de la solucion anterior y diluir con agua
destilada hasta enrase en un matraz aforado de 100 ml obteniéndose una
concentracion de 100 gammas de fosforo por mililitro. Tomar partes alicuotas
de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 y llevar a un volumen de 10 ml con agua destilada. Su
concentracion sera de 5, 10, 15, 20, 25 gammas/ml. Anadir 10 ml de reactivo
nitromolibdovanato y proceder como se describe en el método.

Procedimiento: Pesar con una aproximacion de 10.1 mg de 0.3 a 1.5 g de muestra en un
crisol previamente calcinado y tarado. Introducir el crisol en la mufla a una temperatura
inferior a 100°C. Aumentar la temperatura paulatinamente hasta alcanzar los 550°C,
mantener esta temperatura durante 2 horas. No se debe pasar de 550°C, para evitar
decrepitaciones y volatilizaciones, ya que cuando existen cloruros en el producto a
analizar, pueden afectar a los resultados. El tiempo que deben permanecer el crisol
con la muestra en la mufla es variable y estara de acuerdo con la naturaleza y con
la cantidad de la muestra. Suelen ser suficientes 2 horas, pero si transcurridos este
tiempo las cenizas del crisol no presentan el color blanco grisaceo deseado, sacar el
crisol de la mufla y dejar enfriar dentro de un desecador, anhadiendo posteriormente
unas gotas de agua o mejor, unas gotas de agua oxigenada de 50 volimenes. Introducir
el crisol en la estufa de desecacion a 100°C para eliminar el agua oxigenada. Eliminada
la humedad, introducir nuevamente el crisol en la mufla a 550°C. Dejar transcurrir
el tiempo necesario hasta que las cenizas contenidas en el crisol alcancen el color
deseado. Sacar el crisol de la muflay llevar a un desecador con sustancias desecadoras.
Dejar enfriar hasta la temperatura ambiente.

Obtenidas las cenizas, afadir en el crisol una cantidad de acido clorhidrico concentrado
hasta que las cenizas queden cubiertas. Evaporar el acido clorhidrico en el bano de
agua a ebullicion, hasta sequedad, en un dispositivo adecuado para eliminacion de
vapores acidos. Disolver el residuo en 3 ml de acido nitrico al 10 por 100 y hervir en el
bano de agua durante 5 minutos, utilizando el dispositivo adecuado para eliminacion
de los vapores acidos. No se debe dejar secar el contenido para evitar la hidrolisis de
los ortofosfatos que produciria reacciones coloreadas. Filtrar a través de papel, sobre
un matraz aforado de 500 ml lavando con agua destilada los crisoles donde estaban
contenidas las cenizas y diluir hasta el enrase.

Para desarrollar la reaccion del color, colocar, en una cubeta o un tubo de
espectrofotometro o fotocolorimetro, 10 ml de disolucion problema y anadir 10 ml de
reactivo nitromolibdovanadato. Agitar, dejar reposar durante 10 minutos.
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Efectuar la lectura espectrofotométrica o fotocolorimétrica a 430 nm, utilizando como
blanco la mezcla de 10 ml de agua destilada y 10 ml de reactivo nitromolibdovanadato.
La coloracion amarilla desarrollada es estable durante varios dias.

Calculos: Leer el espectrofotometro o fotocolorimetro y buscar su correspondencia en
fosforo en la curva patron.
[+ D005

)

Fésforo¥% =

Siendo:

F= Concentracion de fosforo, en gammas, encontrada en la curva patron/10 ml
disolucion

P= Peso en gramos de la muestra empleada

7.2.11 Fibra bruta

Fundamento: Tratar la muestra, desengrasada si es necesario, con soluciones de acido
sulfirico e hidroxido potasico de concentraciones conocidas. Separar el residuo por
filtracion, lavar desecar y pesar el residuo insoluble, determinar posteriormente su
pérdida de masa por calcinacion a 550°C

Materiales y Equipos:

+ Material de vidrio de uso corriente en el laboratorio

+  Crisol filtrante nimero 2

+ Horno de mufla con termostato

+ Desecador provisto de un deshidratante eficaz

+ Estufa capaz de mantener constante la temperatura de 130°C+1°C

« Equipo filtrante
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Reactivos:

+  Solucion de sulfiirico 0.26N: Disolver 1.25 g de acido sulfirico de d= 1.84 y riqueza
96 por 100 en 10 ml de agua

+ Antiespumante

+ Solucion de hidroxido potasico 0.23 N: Disolver 1.25 g de hidroxido potasico en
100 ml de agua

+ Acetona pura

- Eter dietilico puro

Procedimiento:

+  Pesar con precision de un mg de 1 a 3 g de muestra y anadir 200 ml de
acido sulfdrico 0.26N y unas gotas de antiespumante. Llevar a ebullicion y
mantenimiento.

+ Llevar a ebullicion y mantenerla durante 30 minutos en un sistema de
refrigeracion a reflujo.

- Transcurridos los 30 minutos, filtrar sobre el crisol, previamente incinerado y
lavar el residuo con agua caliente hasta que no de reaccion acida.

+ Transferir cuantitativamente el residuo a un matraz adaptable al sistema de
reflujo, anadir 200 ml de soluciéon de hidroxido potasico 0.23 N y unas gotas
de antiespumante. Llevar a ebullicion y dejar hervir durante 30 minutos. Filtrar
sobre crisol filtrante y lavar con agua caliente hasta que no de reaccion alcalina.

« Deshidratar lavando tres veces con acetona, usando un volumen total de unos
100 ml.

+ Llevar el crisol a la estufa y secarlo a 130°C durante 2 horas.

+ Dejar enfriar en desecado y pesar rapido. Introducir a continuacion el crisol en
el homo y dejar calcinar durante 3 horas como minimo a 550°C. Dejar enfriar en
desecador y pesar rapidamente.

Calculos:

1—p2
e T

Fibra bruta% =
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Po= Peso inicial de la muestra

P1= Peso del crisol conteniendo la muestra desecada
P2= Peso del crisol conteniendo la muestra calcinada
Observaciones:

Las muestras que contienen masde un 10 por 100 de materia grasa deben desengrasarse
con éter etilico antes del analisis.

Para efectuar el procedimiento anterior podra utilizarse sistemas automaticos o
semiautomaticos, adaptandose a las especificaciones del equipo.

7.3 LiIstTADO DE EQuUIPOS

1. Estufa isoterma de Calentamiento 2. Mufla 3. Balanza analitica

4. Kjeldahl 5. Soxleh
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6. Espectrofotometro UV 7. Balanza de precisién 8. pH-metro

8. ANALISIS DE MARGARINA

8.1 0bjetivos

- Calcular el contenido de cloruro de sodio mediante el método de Mohr en las
margarinas.

+ Determinar el contenido de agua, porcentaje de grasa, valor calorico, ceniza,
indice de acidez, acidos grasos libres y humedad en las margarinas.

8.2 INTRODUCCION

Las margarinas se obtienen mediante procedimientos industriales a partir de grasas
insaturadas de origen vegetal (margarina 100% vegetal) o bien a partir de grasas de
origen animal y vegetal mezcladas (margarinas mixtas), con un porcentaje minimo de
materia grasa del 80% y un contenido maximo de agua del 16%. Ademas, las margarinas
son grasas semisolidas con aspecto similar a la mantequilla, pero mas untuosas.

Por otra parte, estas pruebas se han planeado con el objeto de entrenar al estudiante
en el analisis de las margarinas. Asi mismo, estos métodos fisicoquimicos permiten
verificar el cumplimiento de las especificaciones de las margarinas.



MANUAL DE LABORATORIO NUTRICION Y BROMATOLOGIA 91

8.3 CONTENIDO DE CLOURO DE SODIO: (METODO DE MOHR)

En una balanza analitica (OHAUS) pesar entre 0.2 a 0.3 g de muestra en un Erlenmeyer.
Luego agregar 100 ml de agua destilada agregandole 2 ml de Dicromato de potasio 5%,
llevarlo a una titulacién con nitrato de plata 0.IN (estandarizado), hasta obtener un
viraje de color rojo ladrillo para determinar asi el porcentaje de cloruro de sodio en la
muestra por medio de la siguiente formula:

| . Vml+Nas megdeNall
TaNall = + 100
W muesira

Donde:
Vml = volumen de Nitrato de plata gastado.

N = normalidad del Nitrato de plata.

8.4 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE AGUA

El contenido de agua se determina mediante el método tradicional denominado
EVAPORACION HASTA PESO CONSTANTES, se pesa la muestra entre 1a 2 gramos en una
termo-balanza (OHAUS MB35 HALOGEN, después se programa el equipo para someterlo
a calentamiento a 105°C hasta que el porcentaje de variacion de la humedad sea
constante se procede hace: la lectura ce la humedad expresada en porcentaje.

8.5 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE GRASAS

Obtenido los resultados de los analisis de la determinacion de cloruros y de la
determinacion de humedad se efectla el calculo del porcentaje de grasas por medio
de la siguiente formula:

6h grasas = 100 — (%de humedad + % declorurode sodio)
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8.6 PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE VALOR
CALORICO

Para efecto de los calculos del valor energético se considera para las grasas 9 calorias
por gramo, y para las proteinas y carbohidratos 4 calorias por gramos entendiéndose
que para este tipo de producto él % de proteinasy el % de carbohidratos seran iguales
a cero por estar exento a estos. Asi mismo, se entiende por caloria, la kilocaloria o
calorias grande, equivalente a 4.18 kilocaloria.

8.7 CENIZA

Pesar 2 gramos de muestra en un crisol de porcelana previamente tarado. Colocar

en una mufla y calcinar al rojo oscuro (500 - 550° C) manteniendo a esta temperatura

durante 2 horas. Transferir el crisol directamente al desecador, dejar enfriar y pesar.
FPeso del crizol secada — Peso del crisol vocio

Lhceniza = s = 100
Feso de la muestra

8.8 DETERMINACION DEL INDICE DE ACIDEZ Y ACIDOS GRASOS
LIBRE

Reactivos:

+ Hidroxido de potasio 0.1N
+ Solucion indicadora de Fenolftaleina a 1%
+ Alcohol neutralizado

+ Agua destilada

Procedimiento: pesar 10g de muestra fundida en un Erlenmeyer. A continuacion, anadir
100 ml de alcohol neutralizado caliente. Titular la mezcla resultante con hidroxido
de potasio 0.1N usando fenolftaleina como indicador. Calcular la cantidad de acidos
grasos libres expresandolo en acido oleico.

Nota: el alcohol neutralizado se prepara hirviendo 50 ml de etanol afadiendo unas
gotas de fenolftaleina y titulando frente a hidroxido de potasio 0 1N.
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Calculos:

vt + Nt = 0.561
peso de lo muestro

indice de acidez =

Donde: Vty Nt son volumen gastado y normalidad de la solucion titulante

't =Nt « factar

deido graso l(bre = 100

r
peso de lamuestra (g)

Donde: Vt y Nt son volumen gastado y normalidad de la solucion titulante.

Factores de los acidos: acido ladrico: 0.00200 g/ml, acido palmitico: 0.00256 g/ml, acido
oleico: 0.00282 g/ml.

8.9 HUMEDAD
Materiales y Equipos:

+ Capsula de porcelana
+ Desecador provisto de un deshidratante eficaz

- Estufa de desecacion

Procedimiento: pesar5 g de muestra en una capsula de porcelana previamente pesada,
seguidamente, secar en la estufa a 105°C durante 2 horas hasta peso constante, enfriar
en el desecador y pesar.

Calculos:

g8—A
tohkumedad = - + 100
Peso de lo muestra

Donde:
B= peso de la capsula con la muestra

A= peso de la capsula con la muestra seca
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1. OHAUS MB35 HALOGEN 2. Mufla
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