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Prélogo

2. PROLOGO

aboratorio de Bioguimica de Alimentos en la Facultad de estudios Superiores

El presente trabajo de tesis tiene como finalidad actualizar las practicas en el
Cuautitlan, de la Universidad Nacional Auténoma de México.

Para ello, se propone una gufa metodoldgica (manual) que proporciona a
los estudiantes de la Licenciatura de Quimico Farmacéutico Bidlogo, los
conocimientos esenciales de las técnicas basicas de laboratorio, necesarias para
el alumnade en las primeras etapas de su formacién profesional se espera que
este manual agifice la experimentacién y conocimientos gracias al disefio ilustrado
y seguimiento por diagramas de fiujo, que permitan al alumno implementar las
técnicas con mayor confianza, asl mismo se pretende reafirmar los conocimientos
que se adguieren a la par con otras asignaturas y asi obtener un 6ptimo desarrollo
dentro del laboratorio. Por Gltimo, se pretende que 'os asesores que imparten
dichos laboratorios se apoyen en este manual, para un mejor desemperfio de su
labor docente.

E! trabajo se presenta en 3 partes, siendo el primero de ellos, el Aspecto
general, nos ubica perfectamente en el desarrollo esencial del laboratorio, sus
requisitos, su constitucion, el nimero de profesores que la imparten, la forma en la
cual se trabaja dentro de él y por Gltimo muestra la forma de evaluacion que se
sigue en este laboratorio.

En la segunda parte se presentan las técnicas de laboratorio a desarrollar
por los alumnos; asi mismo la introduccién de algunos términos no muy comunes
o que pasan desapercibidos.

En la dltima parte se muestran los bloques a desarrollar, asi como las
técnicas necesarias para el desarrollo de éstos. El seguimiento de los proyectos
se podra llevar a cabo dentro del laboratorio.

Se pretende en primera instancia impartir el curso de Bioquimica de
Alimentos para Quimicos Farmacéuticos Bi6logos, estudiantes de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitian y en un determinado momento hacer extensivo su
empleo en algunas otras insfituciones que consideren pertinente adoptarlo.
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Objetivos

3. OBJETIVOS:

3.1.0bjetivo General:

o Elaborar un Manual de Laboratorio de la materia de Bioquimica de Alimentos
para alumnos que cursan la carrera de Quimico Farmacéutico Biblogo.

3.2.0bjetivos Particulares:

B Seleccionar los experimentos adecuados y congruentes con el programa
tedrico de la asignatura mediante la estandarizacién de técnicas utiles en el
estudio de las propiedades de los alimentos, asi como de las biomoléculas que
los conforman.

m Adecuar las experiencias para que cubran las necesidades de tiempo, reactivos
y material con que se cuenta en el laboratorio de Bioquimica de Alimentos

m Implementar didacticamente el uso de este Manual en el Laboratorio para asi
facilitar el proceso - aprendizaje; ademas, homogeneizar el trabajo en los
diferentes grupos de laboratorios.

m Que al finalizar el curso, el alumno pueda proyectar nuevos modelos de
experimentacién o modificaciones a los existentes, con la finalidad de mejorar el
curso experimental semestre a semestre.

Manual da Laboratorio de Bloquimica Alimentos 9




Ganeralldades

4. ASPECTOS GENERALES

4.1. Informacién Basica

La asignatura de Bioquimica de Alimentos se ofrece para los alumnos del
50. Semestre de la Carrera de Quimico Farmacéutico Biblogo, consta de 6
créditos, cuya clave es 1504 y es una asignatura teérico - practica. Esta asignatura
es impartida por dos profesores de asignatura, uno en el laboratorio y el otro en la
parte tedrica de la asignatura.

£l curso consta de 4 horas semanales de las cuales 2 son para la
ensefianza practica y las 2 restantes son para la parte tedrica.

4.1.1. Requisitos y tramites para inscribirse.

Los tramites para inscribirse al curso son los acostumbrados ( Pago de uso
de laboratorio, 1 fotografia tamafio infantil ). No es necesario cubrir algin otro
requisito.

Sin embargo se considera recomendable que los alumnos hayan cursado la
asignatura de Bioquimica Celular, ya que apoya mucho los conocimientos y
lenguaje que tiene que van con la asignatura.
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Genoralidades

4.1.2. Temas Experimentales que incluye el Manual

Se propone que el Manual de Bioguimica en Alimentos esté constituido de
forma, tal como se ilustra en el diagrama 4.1.2.1:

MANUAL DE LABORATORIO
DE BIOQUIMICA DE ALIMENTOS

l

I 4 Blogues ]
And lisis * Bromatoldgico
Determinacié n del Cuantificaclén de Triptéfano

contenido de agua

Deaterminacién de Protel nas Mineralizacién por vl a seca

Cuantificacién y
cliaslficaclén de LI pldos

Leche y Derivados

Cuantificaclén de Determinacién de & cldo
Lactosa La ctico
Detorminaclié n de Turbidez Elaboracié n de Queso,
on Leche raquesdn y yogurt

Enzimas en los

Allmentos
Extraccién de Cind tica de la
Polifencloxidasa Polifencloxidasa
Actividad de Peroxidasa Actividad de Bromelal na
Vitaminas

Cuantificaclé n de Acldo _I
Ascérbico

Diagrama 4.1.2.1. “Partes que Constituyen el Manual’
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Generalidades

4.2. Descripcidn de la Parte Teérica del Curso Experimental

4.2 .1.Objetivos Particulares:

* Que el alumno adquiera las bases tedricas necesarias para que
pueda enfrentar con seguridad aspectos practicos dentro del campo
del andlisis de los alimentos.

* Que el alumno sea capaz de aplicar las técnicas sugeridas a

diferentes tipos de muestras, tan natural como industrializado y de
diferente origen alimentario,

4.2.2. Programa del Curso.

A continuacién se presenta el programa de éste perfectamente desglosado,
incluyéndose el tiempo requerido para cubrir los temas:

Bloque I:
"Analisis Bromatologico"
Objetivos Generales:
» Describir de manera general lo que se refiere al Anélisis Bromatologico.

« Dar a conocer las diferentes técnicas analiticas que se aplican en el area de los
alimentos.

El tiempo sugerido para cubrir esta sesidnes: 2h

Blogue |l:
“Leche y Derivados”

Obijetivos Generales:

« Conocer las propiedades fisicas y quimicas de la leche; asl como la importancia
de la misma para la alimentacién.

« Inferir los fundamentos de algunas técnicas analiticas que se aplican en el area
de Lactologia.

El tiempo sugerido para cubrir esta sesidnes: 2 h

Manual de La!:;omtoﬂo de Bioguimica Afimentos 12




Generalidades

Bloque 1I1:
"Enzimas en los alimentos"

Objetivos Generales:

s Describir un panorama general que permita conccer las diferentes propiedades
de estudiar las enzimas como la importancia de las mismas

e Conocer de manera general diferentes técnicas con que se "miden" las
actividades de éstas.

El tiempo sugerido para cubrir esta sesiénes: 2 h

Bloque IV:
"Vitaminas"

Objetivo General:

» Describir de manera general los usos a nivel industrial que tiene el acido
ascorbico en el area de los alimentos.

+ Estudiar las técnicas que permiten determinar cuanlitativamente vy
cuantitativamente el ac. ascorbico.

El tiempo sugerido para cubrir esta sesidn es: 2 h

Antes de cada blogue se efectia una evaluacién.
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Generalidades

4.3. Descripcion del Curso Experimental

4.3.1. Prélogo al Trabajo en el Laboratorio.

El trabajo experimental es de vital importancia en el Laboratorio de
Bioguimica de Alimentos, se pretende apoyar, mativar, impulsar y desarrollar al
alumno, en los conocimientos y metodologias fundamentales, porque hace que ios
alumnos adquieran habilidades y destrezas necesarias para desarrollar las
metodologias fundamentales para trabajar en el campo de los alimentos.

Dado el interés por la mejoria del laboratorio de Bioquimica de
Alimentos, se ha considerado y hecho posible la adaptacion y estandarizacién de
algunas técnicas que se utilizan a nivel tanto industrial, como para aplicar algunas
normas de calidad.

Este modelo de ensefianza experimental, le proporciona al alumno otra
forma de trabajo, en la cual la ensefianza experimental esta vinculada con la
ensefianza tedrica, lo que permite al alumno, desarrollar, aplicar, analizar,
sintetizar y evaluar sus conocimientos, asi mismo este manual pretender reafirmar
algunos aspectos experimentales que pudieron ser olvidados como lo puede ser
poner a peso constante, incinerar titular etc.

Es importante aclarar que la técnicas incluidas en este manual no son muy
sofisticadas; sin embargo estan dentro de un nivel muy didactico que es a final de
cuentas lo que se propone con este manual.
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Generalidades

4.3.2. Objetivos del Curso Experimental.

4.3.2.1. Objetivo General:

Describir a los alumnos de Bioguimica de Alimentos los aspectos basicos de
cuantificacion, extraccion y detemminacion de la actividad de algunos
nutrimientos contenidos en los alimentos

4.3.2 2. Objetivos Particutares:
Que el alumno utilice los procedimientos experimentales disponibles para el

analisis de los alimentos.

Que el alumno pueda aplicar eficientemente algunos de los métodos analiticos
en el area de alimentos.

Que el alumno utilice e identifique, los equipos, instrumentos y materiales
basicos que con mayor frecuencia se utilizan para realizar estas técnicas.

Que el alumno proponga con base a los conocimientos adquiridos, las
modificaciones al procedimiento metodolégico que se le proporciona, para que
establezca sus objetivos personales o de grupo

Que el alumno evalie los resultados experimentales obtenidos y que los discuta
en grupo, para establecer las condiciones Optimas de cada técnica,

Manual de Labbratorio de Bioquimica Alimentos 15




Generalidades

4.3.3. Programa de Actividades

En el cuadro 4.3.1. se describen las actividades a realizar en el
taboratorio por cada sesién experimental. Cabe aclarar que cada sesién consta de

2 horas.
Sesion No. Actividad

1 Inscripcidn y presentacién del curso de laboratorio de Bioguimica de
Alimentos

2 Examen y Seminario de presentacién del proyecto |: "Andlisis
Bromatelégico”

3 Practica 1: "Cuantificacién de! Contenido de Agua” y
Préactica 2: "Cuantificacién de Nitrégeno total (Kieldahl)

4 Practica 3: "Cuantificacién de Nitrdgeno No proteice ( Triptéfano )" v
Practica 4: "Mineralizacion por via seca (Cenizas )"

5 Practica 5: "Cuantificacion y clasificacion de lipidos de origen alimenticio”

(5] Tratamiento de datos y anélisis de resultados

7 Entrega del Primer Reporte, Examen y Seminario de presentacion del
proyecto Ii:" Leche y Derivados”

8 Practica 6 " Cuantificacion de Lactosa"
Practica 7: "Determinacion de Turbidez en leche”

9 Practica 8: "Determinacion de Acido Lactico”
Practica 9:"Elaboraciéon de queso ,requeson y yogur”

10 Tratamiento de datos y andlisis de resultados

11 Entrega del Segundo Reporte, Examen y Seminario de presentacion del
proyecto iil: “Enzimas de los alimentos”

12 Practica 10: "Extraccion de |a polifenoloxidasa”

13 Practica 11: "Actividad de la Peroxidasa”
Practica 12: "Cinética de la Polifenoloxidasa"

14 Practica 13: "Actividad de Bromelaina ( en leche y gelatina }

15 Tratamiento de datos y andlisis de resultados

16 Entrega del Tercer Reporte, Examen y Seminario de presentacion del
proyecto V. "Vitaminas"

17 Practica 14: "Cuantificacién de Acido Ascérbico”

18 Tratamiento de datos y anlisis de resultados

19 Entrega del ultimo Reporte y Examen Final de Laboratorio.

Cuadro 4.3.1. Programa de Actividades.
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Generafidades

4.3 4. Evaluacién del Laboratorio.

En relacion a la evaluacion que se hara en cada sesion experimental no
s6lo corresponde al desarrollo experimental, sino también al de los examenes que
se efecttian al inicio de cada proyecto y a la entrega del protocolo y el respectivo
reporte de cada proyecto. Las actividades que se toman en cuenta son:

a) Asistencia ( Minimo el 80% de asistencia —3 retardos equivalen a una falta- )
b) Examen ( En cada inicio de proyecto y un examen final )

¢) Trabajo en el Laboratorio

d) Reporte del proyecto:

En el reporte se presentan los siguientes puntos:

Caratula

Objetivos

Introduccién
Observaciones y resultados
Andlisis de resultados
Conclusiones

Bibliografia

Todos los pardmetros suman 10puntos
La informacién anterior se vertera en la Hoja de Evaluacidon de Desarrollo

Experimental ( Fig. 4.3.4.1.),que el asesor manejara dando como resultado el tota!
del 30% de la calificacion final de la asignatura.
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Generalidades

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan Foto
Seccion. de Bioquimica y Farmacologia Humana
Laboratorio de Biogquimica de Alimentos

HOJA DE EVALUACION DE DESARROLLO EXPERIMENTAL

BIOQUIMICA DE ALIMENTOS

Nombre del Alumno:

Numero de Cuenta:
Semestre:
Fecha Proyecto Nombre de la Practica Examen TrabajJoenel | Reporte | Promedio
laboratorio
AB. Cuantificacién del
Contenido de Agua
AB. Cuntificacién de Nitrégeno
Total (Kjendahl}
AB. Cuantificacién de Nitrégeno
No Proteico
A.B, Mineralizacién por Via Seca
AB Cuantificaclén y
clasificacién de Lipldos
L.yD. Determinacién de lactosa
LyD. Determinacion de Turbidez
en leche
L. yD. [Determinacién de Acido
Léctico
L.yD. Elaboracién de quese,
raguesén y yogur
E. de los A, | Extraccién de
Polifencloxidasa
E. de los A, | Actividad de la Peroxidasa
E. de los A, |Cinética de ta
Polifencloxidasa
E. de los A. ] Actividad de la Bromelaina
Vitaminas { Cuantificacién de Acido
Ascdrbico

Promedio Final

Promedio Final de Laboratorio { 80% }

Calificacidon de Examen Final (20% )

Firmas de los asesores

Esta hoja $6!0 es valida si es firmada por los asasores.

Fig.4.3.4.1 Hoja de Evaluacién de Desarrclio Experimental
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4.3.5. Normas Generales de Actuacidn en el Laboratorio!

El laboratorio tiene un reglamento que ordena y optimiza el trabajo en el
laboratorio y que a continuacién se presenta:

+ Aspecto Profesional

* Todos los estudiantas deben utilizar bata de algodén de manga larga
abotonada. No se les permitira a los estudiantes trabajar si no tienen la
vestimenta adecuada. Cada estudiante es responsable de mantener su ropa
limpta. Una bata limpia es deseable tanto por sanidad en e! laboratorio como
para la proteccion de la ropa de calle.”

2. El cabello debe estar recogido. Si es largo debe atarse.

3. Debe observarse una correcta higiene personal.

+ Normas Generales

1. Antes de comenzar a trabajar;

a) Recopile todo el equipo y materiales necesarios limpios y secos.

b) La falta de ingredientes o de equipo en el momento oportuno puede dar
lugar a resultados pobres o al fracaso.

¢) Practique los principios de una buena organizacion. tanto en el manejo de!
equipo y de los reactivos para lograr una maxima eficacia.

2. Antes de comenzar el experimento:

a) Lea el protocolo cuidadosamente.

b) Decida quiénes van a llevar a cabo cada parte del experimento.

c) Lavese las manos

d) Lea las efiquetas detenidamente, pese y mida con exactitud. Tome sélo
las cantidades  necesarias para su equipo.

e) Retire los reactivos de su lugar en bandejas.

f) Tenga todos los materiales medidos y listos para su uso antes de
comenzar a trabajar.
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3. Durante la preparacién del experimento.

a) Mantenga su lugar de trabajo ordenado. limpie los reactivos derramados.
Lave a medida que trabaja { esto puede incluir los utensilios que no vayan a
utilizarse mas).

b) Tras ocupar el equipo y materiales asegurese de que queden limpios y listos
para guardar o para un futuro uso.

¢) Coloque los residuos en contenedores generales de basura separandolo en
bolsas. No tire al desagiie o a la tarja el cristal, metal, porcelana, madera,
paja, cuerdas, papel, tela, residucs de alimentos empleados.

d) No ingiera alimentos ni bebidas dentro del laboratorio y menos adn cuando
sean muestras para trabajar.
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5.MUESTREO

5.1. Qué es un muestreo?

El proceso de muestreo es una faceta de la estadistica que se utiliza para
determinar una muestra. @

5.2. ; Como identificar una buena muestra?

Para realizar un analisis quimico, los problemas reales comunmente
comienzan con una muestra que no es idonea para realizar con ella un
experimento de laboratorio. La mayoria de los analisis quimicos suelen consistir
en cinco pasos:¥

1. Obtencién de una muestra representativa del material por analizar.

2. Transformar la muestra en una especie adecuada para el anélisis.

3. Eliminar o enmascarar las especies que podian interferir en el analisis quimico.
4. Realizar el analisis.

5. Interpretar los resultados

En la operacién de muestreo participan varios conceptos. Un lote es el
material completo del que se toman las muestras. Pueden ser una carga de
reactivos, toda el agua de un lago o el bazo de un caballo. A menudo, los lotes
estan formados por unidades muesirales, como las cajas individuales que
constituyen la carga de un camién. Una muestra bruta es la que se toma del lote
para andlisis o almacenamiento; suele seleccionarse de modo que sea
representativa del lote, y su eleccion es critica para realizar un anélisis valido. De
la muestra bruta se toma una muestra de lahoratorio, mas reducida, la cual debe
tener exactamente la misma composicion que aquélla. Por ejemplo, ello podria
lograrse pulverizado finamente toda una muestra bruta sélida, mezclandola bien y
conservando una parte de ese polvo en un frasco para comprobacion. Entonces
se emplean porciones de prueba (alicuotas) de la muestra de laboratoric para
realizar analisis individuales."

Es necesario contar con un plan cuidadoso para tomar partes de un lote y
conformar una muestra bruta. Se colecta una muestra al azar (o muestra
aleatoria) dividiendo el lote en muchos segmentos reales o imaginarios. entonces
se toman muestras de algunos segmentos determinados al azar, de preferencia
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con ayuda de una tabla de nimeros aleatorios. en el caso de materiales altamente
segregados ( con regiones cuya diferencia de composicién es obvia), se
constituye una muestra compuesta, de modo que resulte tan representativa
como sea posible del lote entero. Por ejemplo, si se observa que un sdlido
presenta tres zonas con volimenes relativos de 1:6:3, una muestra compuesta
consistiria en muestras de cada zona en una relacién de volumen de 1:6:3. El
muestreo en cada zona puede al azar, l.a muestra compuesta se homogeneiza
(quiza moliéndola), y se toma una muestra de laboratorio. se espera Eue la
composicién de la muestra compuesta sea representativa del lote completo.®

Con muy pocas excepcicnes los alimentos no son sistemas fisicos bien
definidos, como las disoluciones ideales o los sélidos cristalinos. Por el contrario
se caracterizan por la presencia de una multitud de fases interactuantes. Por
ejemplo: La Textura, que se debe principalmente a la presencia de componentes
macromoleculares y a fases en dispersion coloidal. Por tal motivo la textura puede
afectar en forma indirecta la reactividad quimica del afimento.©

5.3. Selecciéon de una muestra

Si se trata de muestras de materiales granulares o en polvo se realiza de la
siguiente forma:®

1. Depositar los granulos o polvos sobre una hoja de papel y mezclar con una
espatula. Trazar una cruz sobre el material apilado.

2. Elimine 2 de los segmentos diagonalmente opuestos y vuelva a introducirlos en
el paquete.

3. Mezcle nuevamente ¢on la ayuda d la espétula y repita los pasos 1 y 2.
Continuando hasta que sélo se tenga una muestra de aproximadamente 0.025
kg.

3. Transfiera a un frasco de vidrio limpio { de preferencia esterilizado), con tapa
hermética que no sea de metal.

4. Si es necesario triturar la muestra; lo hara con un mortero con pistilo y hacer
pasar la muestra por un tamiz antes de realizar los pasos anteriores.

Para tomar muestras de carne y productos cérnicos®:

1. Se pare la carne del tejido 6seo, de la piel y de todos tipo de cubierta
superficial.

2. La muestra se hara pasar por la maquina picadora para convertirla en

picadillo fino.

3. Transferir al frasco de la muestra y almacenar en refrigeracion.
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Las muestras de semisdlidos o con fases liquidas y sélidas mezcladas,
como lo pueden ser el que so el chocolate deben desmenuzarse. En la toma de
muestra del material ya desmenuzado, se debe seguir con los pasos para
muestras granulares.®

Otro tipo de muestras son las pastas semiviscosas, como el budin de
leche y los liguidos que contienen sélidos tales como las frutas troceadas en
almibar, tienen que homogeneizarse, la muestra debe enfrascarse
inmediatamente. ©

Las muestras deben transportarse en frascos de vidrio o plastico. Estos
recipientes ademas de lavarlos perfectamente tienen que secarse cuidadosamente
antes det uso. Asi mismo con la tapa debe quedar absolutamente seca, ya que
puede q:nac)adar dentro de las ranuras dando lugar a resultados erréneos durante el
analisis.

5.4. Tipos de errores

Para realizar en optimas condiciones el analisis de nutrientes a nuestro
producto terminado y evitar que se produzcan errores ajenos a la eficiencia y
exactitud del usuario. E! analisis de los alimentos esta siempre sujeto a una serie
de errores que afectan tanto a su exactitud ( su capacidad para ofrecer una
respuesta "verdadera" ) como su precisién ( su capacidad para producir una
respuesta). Estos errores son de los dos tipos principales que se indican a
continuacion, ¥

Errores indeterminadas. La magnitud de estos errores normalmente no
puede predecirse y es por ello esencial que sean detectados, explicados y
suprimidos. Se deben a graves emores experimentales o a fluctuaciones
ambientales. Ejemplos tipicos serian los errores matemdticos en los célculos o los
causados por vibraciones al utilizar una balanza muy sensible, tocar los vasos de
precipitado cuando estan a peso constante, no leer bien el desarrollo de la
practica.

Errores concretos. Son los inherentes al procedimiento analitico global
utilizado, pudiendo ser de naturaleza operacional ( técnica o reactivos) o
instrumental. Pueden cometerse al "azar" en el sentido de que obedecen a las
leyes de la distribucion al azar y su frecuencia se sitia en torno al resultado medio
de un gran nimero de experimentos ( es decir, estan relacionados con la precisién
del método), o "sistematicos”, lo que indica que son constantes y discurren en la
misma direccién, por ej., los causados por calibracion defectuosa, prejuicios
personales e interferencias quimicas ( es decir, estan relacionados con la
exactitud del método)™
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En la determinacién analitica de un componente de un alimento intervienen
tres fases principales, cada una de las cuales puede ser fuente de error:®

1) la toma y preparacion de la muestra,
2) la manipulacion de la muestra y
3) la media de una caracteristica de la muestra preparada.

Es evidente que si en la primera etapa se comete un grave error, cualquier etapa
siguiente resulta indatil y por ello el muestreo debe considérese una importante
operacién, con su propio conjunto de problemas y técnicas para salvarlos ©

En el &area del muestreo, aparte de los errores operacionales e
instrumentales, existen dos fuentes principales de error indicadas a continuacién.
{8

« Muestra no representativa del conjunto debido a inhomogeneidad. Este
fallo puede ocurrir en la fase primaria del muestreo, bien por diferencia en la
composicion entre unidades individuales del alimento de la misma variedad y
madurez, o por diferencias en la composicion entre las diversas pares del
mismo producto alimenticio, por ejempleo, 1a variacién del contenido vitaminico
de numerosas coles de la misma variedad y madurez cultivadas
individualmente, y la variacién del contenido vitaminico entre las hojas
exteriores y el cogollo de una co! individual. Para compensar éstas variaciones
es esencial tomar suficiente cantidad de muestra. Si la precisién de los
resultados fuese peor de la que seria de esperar del método usando muestras
de referencia, entonces queda manifiesta la existencia de problemas de
muestreo y los procedimientos de muestreo deberan reexaminarse.®

e Cambios en la composicion del producto durante la preparacion de la
muestra. Como ejemplos de esta clase pueden citarse la pérdida o captacion
de humedad, la pérdida de componentes volatiles y la descomposicién quimica
o enzimatica de componentes sensibles como las vitaminas. Estos cambios
estan relacionados con los procedimientos de manipulacidn como la reduccién
del tamano de particula por trituracién, molturacion, troceado o pulverizacion, el
grado de mezclado por agitacién ¢ sacudida, la necesidad de desecar para
estabilizar u obtener una muesfra mas facilmente manipulable Y los efectos de
la duracién y condiciones de almacenamiento antes del analisis. 8

Se ha visto que muchos de estos procedimientos causan cambios indeseables en
la composicién de nutrientes particulares en alimentos particulares.
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5.5. Como podemos etiquetar una muestra?

Ya que elegimos la muestra se procede con e! Etiguetade y Hojas de
Registro. La informacién minima requerida para identificar la muestra es la
siguiente™:

Numero consecutivo de la muestra

Tipo de muestra

Namero del lote o producto

Fecha y hora de la toma de muestra

Fecha de recepci6n en el laboratorio

Fecha de elaboracién del analisis

Nombre de los integrantes del equipo que analizara la muestra
Lugar de adquisicién y suministrados de la materia prima
Caracteristicas especiales

* 9% & & & & 5 0 b

HOJA DE REGISTRO

Nombre de la Técnica
usada

Tipo y nombre de
muestra

Ndm. De la muestra

Fecha de recepcién

Fecha del registro

Nombre(s} del
analista(s)

Fecha de realizacién
de analisis

Calculos comprobados

por:

Resultados:

Conclusiones:

Fig. 5.1. Hoja de Registro!"

25




Muestreo

En la hoja de registro,(Fig. 5.1) y también no ubicada en la seccion de
Resultados, casi al final de cada técnica en el primer bloque ) se encuentra una
celda que se denomina 1"Céalculos comprobados por”, esto significa que los
calculos sean comprobados por otra persona del equipo, es decir un colaborador,
para evitar errores. Otro punto muy importante es el que las determinaciones se
deberan hacer por duplicade.

Para reportar los resultados no es necesario tener mas de dos cifras
significativas o decimales, ya que con una cifra es suficiente y que ésta coincida
con el reportado en la bibliografia o del total de muestras. El precisar con mas
escripulo el peso de la muestra o el volumen de agente valorante consumido no
mejora el resultado ni aumenta su significado desde el punto de vista analitico
industrial.’

Algunas recomendaciones que se hacen son las siguientes abreviaciones 0
simbolos de las unidades que se utilizan en el llenado de la Hoja de Registro "

Simbolo {Unidades

g gramo

mL mililitro

% polvo |peso del componente disuelto en 100
mL de disolucién
% VoIV, |volumen del componente en 100 mL de
disolucién
% polPo |peso del componente en 100 g de
muestra
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6. TECNICAS DE LABORATORIO

En la siguiente seccién se ofrece una descripcion introductoria a los
métodos instrumentales y técnicas especiales para el analisis de alimentos; como
la espectrocopia, cromatograffa y ofras técnicas. Asi mismo hacemos la
sugerencia del manejo de algunos materiales que son muy usados en el
laboratorio, como lo son: la balanza analitica, desecadores, crisoles, pipetas y
buretas, etc.

6.1. Pesada
6.1.1.Balanza Analitica
La balanza analitica comin es la de tipo semi-micro de un sélo platillo, cuya

capacidad es de 100 a 2009 y su sensibilidad es de 0.01 a 0.1 mg. Una balanza
tipica se presenta en la Fig. 6.1.

13
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Fig. 6.1 Vista lateral y por secciones de una balanza analitica Mettler.*
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6.1.2.Balanza Electrénica

El instrumento de Ia Fig. 6.1 es una balanza mecanica, aunque tenga una
luz eléctrica para iluminar la escala de lecturas. La pesada se realiza retirando
pesas incorporadas, en cantidad equivalente al peso del cuerpo por pesar. La cruz
se vuelve a una posncuﬁn cercana a la original, y la desviacion residual se lee en
una escala iluminada.“

La balanza electronica, que reemplaza rapidamente a la batanza mecanica, no
tiene pesas incorporadas. En ella se utilizan una accion electromagnética para
volver la cruz a su posicion original. La corriente eléctrica necesaria para generar
dicha accién es proporcional a la masa del objeto que se pesa. “

El instrumento esta calibrado o graduade para permitir la toma de lecturas en
unidades de masa.”

La balanza electronica tiene errores potenciales que no se observan en las
balanzas mecdanicas. Por ejemplo, pueden producirse errores al pesar materiales
magnéticos. Es posible comprobar la existencia de este factor moviendo el objeto
magnético cerca del platilio vaclio y observando si hay fluctuaciones en la lectura
de cero. No debe penetrar Folvo en el espacio situado entre la bobina y el iman
permanente del servomotor.

Dulecior de
iy

i

Fig. 6.2. Principio de un servosistema electromagnético’"!
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6.1.3. Desarrollo de la pesada

La forma habitual de efectuar una pesada consiste en pesar primero un
trozo de papel satinado o un recipiente en el platillo de la balanza. A continuacion,
la sustancia que se va a pesarse vierte en el papel o el recipiente y se efectiia una
segunda lectura. La diferencia entre las dos masas cotresponde a la masa de la
sustancia agregada. L.a masa del recipiente vacio se denomina tara. Ninguna
sustancia quimica debe colocarse directamente sobre el platillo de la balanza. De
este modo la balanza queda protegida contra acciones corrosivas, y es posible
recuperar la totalidad de la sustancia que se pesa.”!

De manera alternativa, a veces es conveniente pesar “por diferencia”.
primero se pesa un pequefio frasco que contiene al reactive. Luego se transfiere
una parte de éste a un recipiente, y el frasco se pesa de nuevo. La diferencia entre
las dos masas es igual a la masa del reactivo transferido. Pesar por diferencia es
particularmente util en el caso de reactivos higroscépicos (aquellos que
absorben répidamente la humedad atmosférica), puesto que el frasco que se pesa
puede mantenerse cerrado durante las operaciones de pesar.

Deben tomarse precauciones para minimizar los errores de pesada.
Durante ésta no debe tocarse el recipiente con las manos descubiertas, puesto
que las huellas digitales modifican su masa. Una muestra siempre debe estar a la
temperatura ambiente antes de pesarla, para evitar los errores causados por las
corrientes de conveccion del aire. Para enfriar una muestra secada en un horno,
generalmente se requiere que permanezca media hora en un desecador a la
temperatura ambiente. El platillo de la balanza debe estar en posicién de bloqueo
cuando en & se coloca una carga, y en posicion de semiblogueo cuando en él se
coloca una carga, y en posicion de semibloqueo cuando se hacen los ajustes de
pesada. De ésta forma se protegen las cuchillas (Fig. 6.1) contra el desgaste
causado por esfuerzos bruscos. Las puertas de vidrio de la balanza analitica
deben estar cerradas durante las operaciones de lectura, a fin de evitar
oscilaciones producidas por las corrientes de aire. Las balanzas abiertas que se
cargan por arriba deben estar provistas de una proteccién eficaz alrededor del
platillo, para minimizar los efectos de dichas corrientes. las balanzas sensibles se
montan frecuentemente sobre una base pesada (como una plancha de marmol)
para reducir los efectos de las vibraciones sobre las lecturas. Una balanza se
nivela mediante los soportes ajustables, y haciendo uso del nivel de burbuja.”
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Fig. 6.3 Vista en seccién transversal de una balanza electrénica®™

Deben tomarse precauciones para minimizar los errores de pesada.
Durante ésta no debe tocarse el recipiente con las manos descubiertas, puesto
que las huellas digitales modifican su masa. Una muestra siempre debe estar a la
temperatura ambiente antes de pesarla, para evitar los errores causados por las
corrientes de conveccidn del aire. Para enfriar una muestra secada en un horno,
generalmente se requiere que permanezca media hora en un desecador a la
temperatura ambiente. El platiilo de la balanza debe estar en posicién de bloqueo
cuando en él se coloca una carga, y en posicion de semiblogqueo cuando en él se
coloca una carga, y en posicidn de semibloqueo cuando se hacen los ajustes de
pesada. De ésta forma se protegen las cuchillas (Fig. 6.1) contra el desgaste
causado por esfuerzos bruscos. Las puertas de vidrioc de la balanza analitica
deben estar cerradas durante las operaciones de lectura, a fin de evitar
oscilaciones producidas por las corrientes de aire. Las balanzas abiertas que se
cargan por arriba deben estar provistas de una proteccién eficaz alrededor del
platillo, para minimizar los efectos de dichas corrientes. las balanzas sensibles se
montan frecuentemente sobre una base pesada {(como una plancha de mamol)
para reducir los efectos de las vibraciones sobre las lecturas. Una balanza se
nivela mediante los soportes ajustables, y haciendo uso del nivel de burbuja,*”

6.2.Secado

Los reactivos y precipitados, asi como el material de vidrio, pueden secarse
facilmente en una estufa u horno eléctrico cuya temperatura se mantiene
aproximadamente a 110°C (ciertos reactivos o precipitados requieren otras
temperaturas de secado). Cuando un crisol para filtracion debe llevarse a peso
constante antes del andlisis gravimétrico, hay que secarlo durante una hora o mas,
y luego enfriarlo en un desecador. El crisol se pesa y se calienta de nuevo durante
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unos 30 min. Cuando dos pesadas sucesivas no difieren en mas de 0.3 mg, se
considera que el filtro ha sido secado y llevado a peso consfante. El secado en
estufa de los reactivos sélidos o de crisoles para filtracion debe efectuarse .
utilizando un vaso de precipitados y un vidrio (o cubierta) de reloj (Fig. 6.4), a fin
de evitar la calda de polvo en el reactivo.')

Después de que un reactivo 0o un crisol se han secado a temperatura
elevada, se dejan enfriar hasta la temperatura ambiente en un desecador, el cual
es una camara cemada que contiene una sustancia secadera o desecante (El
cloruro de célcio fundido, granular, con un tamafio de particula que oscila entre
cuatro y ocho mallas es una de las sustancias desecantes que mas se emplean.
Sin embargo, el cloruro de célcio no es un desecante muy eficaz. El acido sulfurico
concentrado es mejor deshidratante pero es incémodo porque existe peligro
continuo de que se produzcan salpicaduras. Si es necesario usar este material, las
salpicaduras pueden reducirse al minimo cubriendo parcialmente la camara de
desecacion con porcelana perforada. un desecante mucho mejor es la silica gel
tratada. Este desecante puede adquirirse con un cambio de color visual que indica
cuando debe ser regenerado. los desecantes mas poderosos son el perclorato de
magnesio y el pentoxido de fésforo. Ambos son caros y ademas su manipulacién
es delicada. El desecante se coloca bajo un disco con perforaciones situado cerca
del fondo de la camara.®

Widklo de rehh

Fig.6.4. Forma de utilizar un vaso de precipitados semicubierto y un vidrio de reloj para
impedir ta entrada de polvo a un reactivo durante su secado en una estufa.’

La superficie de contacto entre la tapa y el cuerpc del desecador se
engrasa, con el fin de tener un sellado hermético. Dos tipos comunes de
desecadores se muestran en la Fig. 6.5.
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Fig.65 Desecadores. a) Comun. b) De vaclo. El aire se elimina por aspiracién a través del conducto
lateral situado en la parte superior, y luego se sella haciendo girar la junta que tiene dicho
conducto. El secado a presién reducida es mas eficaz™

Después de colocar un objeto caliente en un desecador (con la ayuda de
algunas pinzas - evite tener contacto con las manos-}, se deja la tapa entreabierta
durante un minuto o dos hasta que el objeto se haya enfriade un poco. Ello evita
que la tapa salte cuando el aire interior se dilata debido al calor del objeto. Antes
de ser pesado, un objeto debe dejarse enfriar durante unos 30 min para alcanzar
la temperatura del ambiente. La manera correcta de abrir un desecador consiste
en hacer deslizar {a tapa sobre la superficie que separa las dos partes hasta que
aquélla pueda retirarse. El cierre con lubricante impide que la tapa pueda quitarse
tirando de ella directamente hacia arriba.

6.3. Filtracion.

Es la separacion fisica de dos sustancias quimicas ( soluto y solvente)
mediante la accion de hacer pasar pasar la mezcla a través de una membrana con
un poro determinado que solamente pemmitira el paso de una de las sustancias,
esto por la uayda de la gravedad o uso de vacio. Los papeles filtro tienen que
humedeserse con el solvente antes de afadir el liquido para su filtracion. El liquido
a filtrar se vertera de forma que se deslice sobre una varilla de vidrio que se apoya
en la boca del recipiente y se dirige hacia el embudo. Este proceder evita en gran
parte el riesgo de que se produzcan salpicaduras. La utilidad de las varillas
agitadoras de vidrio aumenta si se les pone en la parte terminal un protector de
goma. (Como protector de goma puede usarse un tubo de goma de didmetro
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apropiado y 2.5 cm de longitud, al cual se le denomina gendarme). El protecior de
goma que cubre a la varilla sirve para desprender las sustancias que queden
adheridas a las paredes del recipiente. Por otra parte tales protectores reducen el
riesgo de roturas cuando se agita enérgicamente. Las particulas que permanecen
en el vaso pueden ser retiradas con un pequefio trozo de papel filiro humedecido,
el cual se coloca en el filtro para calcinarlo con el resto del precipitado. El liquido a
partir del cual precipita o~cristaliza una sustancia se llama solucién madre. El
liquido que atraviesa el filtro se denomina filtrado. .}

Los papeles de filtro pueden emplearse también para obtener sustancias
viscosas que van a ser sometidas a pruebas destructivas. Igualmente pueden
utilizarse para contener muestras polvorientas.

En el andlisis gravimétrico se determina la masa de producto de una
reaccion a fin de conocer la cantidad de sustancia problema inicialmente presente.
Los precipitados para el andlisis gravimétrico se recogen por filtracion, se lavan y
luego se secan. Cuando no es necesario calcinar el precipitado, es preferible
recogerlo en un embudo de filtracion con vidrio sinterizado como el que se ve en la
Fig. 6.6. Tal embudo tiene un disce de vidrio poroso que deja pasar el liquido pero
detiene las particulas solidas. Cuando se utiliza crisol filtrante se seca y se pesa
antes de recoger el precipitado. Después de que el producto se ha recogido del
precipitado. El crisol filtrante suele emplearse con aspiracion mediante una trampa
de agua, como se chservaen la Fig. 6 7.7.

En algunas técnicas gravimétricas se requiere separar el precipitado y
tuego calcinarlo a temperatura elevada, a fin de transformarlo en un producto bien
definido de composicidon conocida. El papel debe adaptarse firmemente y
asentarse con un poco de agua destilada en la cavidad del filtro. Cuando se vierte
liquido en el embudo, el vastago de éste debe quedar lleno de una vena
ininterrumpida de Iitluido. El peso del liquido en diche vastago contribuye a
acelerar la filtracién. ¢

6.4. Medicidn de Volimenes

6.4.1. Buretas

Una bureta es un tubo de vidrio con graduacién que permite medir el
volumen de liguido vertido por él. Esto se realiza leyendo el nivel antes y después
de verter liquido. La bureta tipica que se muestra en la Fig. 6.8 (a) tiene llave de
teflon. Una tapa superior holgadamente adaptada evita la entrada de polvo y
vapores. Se garantiza que las buretas de Clase A satisfacen las tolerancias de la
Tabla 6.1. @
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Fig. 6.6. Procedimiento para filtrar un precipitade y forma en que se pliega el papel filtro para
caolocarlo en un embudo cénico (a) Se dobla el pape! por la mitad; (b) Se dobla de nuevo por la
mitad; {c)Se le corta una esquina; (d) Se abre del Iadg)que no haya sido roto para introduciro en el

embudo.

Cuando se lee la altura del liquido en una bureta, es preciso que el ojo se
situé al mismo nivel que la superficie libre del liquido. Ello minimiza e} error de
paralaje en la lectura del nivel. Cuando el ojo se encuentra por encima de este
nivel, el liquido parece estar de su nivel real. Cuando el ojo se encuentra
demasiado bajo, parece que hay menos liquido.

La superficie de la mayoria de los liquidos forma un menisco concavo,
como se muestra en la Fig. 6.9. Es practico utilizar una tira de cinta negra,
adherida a una tarjeta blanca como fondo, para la posicién precisa del menisco. A
fin de utilizar esta tarjeta, se alinea la parte superior de la cinta negra con el fondo
del menisco y se lee la posicidn sobre la bureta. Algunas saluciones, en particular
las que estan fuertemente coloridas, parecen tener dos meniscos. En tales casos,
cualquiera de los dos puede utilizarse. Lo que importa es realizar las lecturas en
forma reproducible. Para utilizar con la mayor exactitud posible una bureta es
necesario seleccionar |a parte de una marca que se toma come cero. ¢
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Fig. 6.7. Dispositivo para filtracidn con un crisol de Goch. La funcién de la trampa es impedir el
posible retorno de agua del desde la trompa de agua hacia e! frasco de aspiracion ( de Kitasate)™

Tabla 6.1 Tolerancias de las buretas Clase A

Capacidad Graduacién min. {  Tolerancia (
{mL) mi) ml)
5 0.01 +/- 0.01
10 0.05 6 0.02 +/-0.02
25 0.1 +/-0.03
50 0.1 +/- 0.05
100 0.2 +-0.10

En la proximidad del punto final de una titulacién o valoracién, es necesario
verter con la bureta menos de una gota a la vez. Ello permite la localizacién mas
precisa del punto final puesto que el volumen de una gota a la vez. El volumen de
una gota es aproximadamente de 0.05 mL (en una bureta de 50 mL). A fin de
verter una fraccion de gota, se abre con cuidado la llave hasta que una fraccién de
gota penda de fa punta de la bureta. (También puede verterse una fraccién de
gota haciendo girar rapidamente la llave, pasando por la posicion de apertura).
Entonces se hace que la punta de la bureta toque 12 pared interna del recipiente
de vidrio, para transferir el liquido a dicha pared. El recipiente se inclina con
cuidado después para que el liquido que contiene arrastra al que se acaba de
agregar, y éste se mezcle con el resto del contenido. ¥
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Fig. 6.9 Buretas. a) Bureta de vidrio b} Titulador digital con cartucho de plastico que contiene
solucién de reactivo.*

Cerca del final de una titulacion, el recipiente debe inclinarse y hacerse girar
de manera que las gotas de reactivo adheridas a la pared y que no reaccionaron
se mezclen con el resto del liquido. En la pared de la bureta, el liquido debe
escurrir de manera uniforme. Si no lo hace, la bureta debe limpiarse con
detergente y un escobillén para buretas. Si esto resulta insuficiente, hay que dejar
durante un tiempo la bureta llena con solucién de acido sulfirico y peroxidisulfatoo
o con mezcla crémica.

El material volumétrico de vidrio nunca debe dejarse en contacto con
soluciones detergentes alcalinas, puesto que el vidrio sufre un ataque lento por las
bases. la tendencia de los liquidos a adherirse a la pared interna a la pared interna
de una bureta puede reducirse mediante un vaciado lento. El vaciar con lentitud
una bureta también contribuye a la reproducibilidad de los resultados. Se
recomienda que la rapidez de vaciado no exceda de 20 mL /min. )
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Fig.6.10. Parte de una bureta que indica el nivel del menisco en 9.68 mL. Siempre debe estimarse
la lectura de cualquier escala hasta un décimo de la menor division. esto corresponde a 0.01 mbL
para la bureta de la figura.”

Uno de los errores mas comunes al usar una bureta consiste en no expulsar
la burbuja de aire que se forma con frecuencia bajo la llave. Cuando tal burbuja se
encuentra presente al inicio de una titulacién o valoracién ( Fig.6.11 ), puede
escapar mientras se vierte reactivo y provoca un error en la lectura del volumen de
liquido vertido de la bureta. Suele ser posible expulsar la burbuja abriendo
completamente la llave durante uno ¢ dos segundos. A veces, una burbuja muy
adherente puede eliminarse agitando la bureta con cuidado mientras se vacia el
liquido en un sumidero. Cuando se llena una bureta con un solucién nueva es
recomendable enjuagarla varias veces con esa solucion, eliminando cada
g;ljuague. No se requiere llenar por completo la bureta con la solucion de lavado.

Fig. 6.11. La burbuja de aire que frecuentemente queda atrapa bajo la llave de la bureta debe ser
expulsada antes de utilizar ef instrumento.¢
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6.4.2. Pipetas y Jeringas

Las pipetas se utilizan para verter volimenes conocidos de liquido. La
pipeta volumétrica o aforada, que es la mas exacta, se calibra o gradia para
transferir un volumen invariable. La ultima gota de liquido no escurre fuera de la
pipeta, y debe dejarse en ésta. No se le debe expulsar soplando. La pipeta
graduada se calibra para verter un volumen variable que corresponde a la
diferencia entre los volimenes lefdos antes y después de la entrega. Cuando hay
duda de si la pipeta debe usarse soplando o no, es preciso consultar el catalogo
de! fabricante. Las pipetas serolégicas tienen graduaciones hasta la punta. La
ipeta seroiégica transfiere 10 mL cuando la Gltima gota se expulsa soplando. (ver
Fig.6.1.2.).¥
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Fig.6.12. Algunas pipetas comunes. a) Volumétrica o aforada, b) graduada ( de Mohr ), ¢) de
Ostwald-Folin ( la Gltima gota se expulsa soplande), d) seroldgica { la dltima gota se expulsa
soplando)®

Capacidad { mL ) Tolerancia (mL)
0.5 +/- 0.006
1 +/- 0.006
2 +/- 0.006
3 +-0.01
4 +/- 0.01
5 +/- 0.01
10 +- 0.02
15 +/- 0.03
20 +/- 0.03
25 +/- 0.03
50 +/- 0.05
100 +/- 0.08

Tabla 6.2. Tolerancia de las pipetas volumétricas Clase AY
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6.5. Calcinacién

Para calcinar un precipitado como el Fe(OH);, primero se colecta en papel
filtro sin cenizas. Entonces se permite que se seque por completo (de preferencia
toda una noche), protegiéndolo del palvo can un vidrio de reloj. Con cuidado se
retira el papel del embudo, se pliega como en la Fig. 6.13, y se transfiere a un
crisol de porcelana que se ha llevado a peso constante por medio de varios ciclos
de calentamiento, enfriamiento en un desecador, y medicién de! peso. Junto con el
crisol se debe calentar, enfriar y pesar su tapa.®

SLsAlaY)

Fig.6.13. Formas en que se pliega el papel filtro y se le coloca dentro de un crisol para fa
calcinacion.

El papel filtro y el precipitado se introcducen en el crisol y se secan
cuidadosamente con una llama pequefia, como se muestra en fa Fig. 6.14. La
llama debe dirigirse a la parte superior del crisol, que estara destapado. es
necesario evitar el chisporroteo. Una vez que el papel filtro esta seco, se calcina
incrementando la temperatura de la llama. La tapa del crisol se mantiene a la
mano a fin de sofocar las llamas si el papel se inflama. Para manipular el crisol y
su tapa se emplean pinzas, no las manos Cualquier residuc de carb6én que quede
en el crisol o su tapa debe quemarse dirigiendo contra €l la llama del mechero. La
calcinacion se completa calentando el fondo del crisol a la maxima temperatura de
la llama (llama azul) durante 15 min.*

Después de la calcinacion, el crisol y su tapa se enfrian brevemente al aire
y después en un desecador durante 30 min. Junto con su contenido, se llevan a
peso constante por medio de calentamientos repetidos.

6.6. Métodos Cromatograficos
La cromatografia es un proceso fisico dindmico en el cual los componentes

moleculares de una mezcla son separados debido a sus debido a sus diferentes
afinidades hacia dos sustancias referencias como las fases, una que es fija o
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estacionaria, y la otra, movil. La fase mévil puede ser un liquido, de donde surge
un grupo de técnicas conocido como cromatografia liquida; o puede ser gaseosa,
en cuyo caso la técnica basica se conoce como cromatograﬁa de gases. Ambas
técnicas tiene un gran valor para el analista de alimentos.*

Fig. 6.14. Colocacién de un crisol sobre un mechero.*

6.6.1. Cromatografia en capa fina

La cromatografia en capa fina o delgada constituye otro método para
separar y, en algunos casos identificar mezclas de dos o mas compuestos
organicos. En algunos aspectos esta técnica es similar a la cromatografia en
columna y en papel. @

En principio, la practica de la cromatografia en capa fina es sencilla, como
se muestra en la Fig .6.15. Se cubre una placa de vidric con una capa fina de un
adsorbente adecuado, se coloca en el origen de la placa una mancha de una
solucion del compuesto organico (0 mezcla) en estudio, se deja que un disolvente
adecuado ascienda por la capa del adsorbente y el compuesto (o compuestos) se
localizan en la placa, directamente en el caso de compuestos coloridos o con la
ayuda de un indicador (o utilizando juz ultravioleta) cuando los compuestos son
incoloros. @

Los diversos compuestos ascienden por la capa de adsorbente a
velocidades diferentes con relacién al disolvente y de esta forma se realiza la
separacion de los componentes de una mezcla. A veces es posible identificar los
componentes de la mezcla midiendo las razones de emigracién de las manchas
con respecto a la del frente del disolvente Y estableciendo comparaciones con el
comportamiento de compuestos conocidos. 2"
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Practicamente. pueden emplearse las mismas consideraciones tanto en
cromatografia de columna como en capa fina para determinar el grado en que el
compuesto en cuestion se mueve a lo largo de la superficie del adsorbente. El
compuesto que avanza se ve atraido a zonas polares de la superficie del
absorbente por fuerzas electrostaticas, quedando reversiblemente ligade a la
misma. Esta interaccion competitiva triple entre soluto, disolvente y adsorbente
establece las proporciones relativas en que el frente del disolvente y el soluto
asciende por la capa de adsorbente en la placa de vidrio. 2"
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Fig. 6.15 Cromatografia en capa fina. a) Mancha original de la solucién. b) Desarroflo del
cromatograma. ¢) Calculo del valor de R;. d) Manchas originadas por dos soluciones.

Como en la cromatografia en columna, un scluto se ve atraido por el
adsorbente tanto mas intensamente cuanto mayor es su polaridad. De esta forma,
compuestos como alcoholes, acidos carboxilicos y aminas son atraidos por el
adsorbente con mayor fuerza que compuestos tales como hidrocarburos y sus
derivados halogenados. En consecuencia, el primer tipo de compuestos asciende
por la capa de adsorbente con mayor lentitud que el segundo. La actividad del
adsorbente influye asimismo en el grade de emigracién del soluto. Los
adsorbentes mas activos establecen “ligaduras” realtivamente intensas con las
moléculas de soluto a lo large de la superficie de tales adsorbentes es
relativamente lenta. Los dos adsorbentes mas corrientes son alimina activa y gel
de silice. Como en la cromatografia en columna, las actividades de estos
adsorbentes se ven afectadas en gran manera por su contenido de agua. Las
muestras mas activas son aquellas que contienen menor cantidad de agua.“"

La polaridad det disolvente influye asimismo en el grado de ascencion del
soluto por la capa fina de adsorbente determinados, el cambio de un disolvente
menos polar a otro de mayor del soluto por parte del disolvente, y, por tanto, el
solutogis)cenderé en mayor grado por el adsorbente en el caso del disolvente mas
polar.
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Como en |a cromatografia de papel, es posible el célculo de valores de Ry
en la cromatografia en capa fina. El valor de R¢ se define como la relacion entre la
distancia recorrida por soluto y la recorrida por el disolvente en el mismo tiempo .
(Fig. 6.15 c). Légicamente, los valores de Ry de un compuesto determinado varian
ampliamente con los cambios de soluto o de disolvente y son menores de uno.?"

6.7. Métodos Espectroanaliticos
6.7.1.Analisis Colorimétrico 6 Espectrofotormnetria Visible

La radiacién electromagnética puede ser considerada como energia
propagada en forma de ondas. EI rango de longitudes de onda se extienden
desde menos de un angstrom hasta mas de 2000 m. Las regiones del espectro
electromagnético se muestra en la Fig. 6.18 con la naturaleza de los cambios
atbmicos y moleculares que se encuentran asociados con la radiacion
correspondiente. Ingle y Crouch en 1898 desarrollandoc métodos
espectroanaliticos para investigar y medir estos cambios y efectos. En el analisis
de alimentos, los métodos generalmente usados son aquellos que miden la
emision o la absorcién de la radiacién en las longitudes de onda ultravioleta ( UV ),
visible o infrarroja.?

Cuando a través de un liquido se hace pasar un haz de luz blanca parte de
la radiacion es absorbida por la muestra. El color de la solucion sera el
complementario del absorbido; asi, si se absorbe el anaranjado, el color
observado es el azul-verdoso. Un efecto similar tiene lugar cuande la luz se refleja
sobre una superficie. La longitud de onda transmitida de la absorcién puede
relacionarse con la concentracion, con tal que la prueba se realice en las mismas
condiciones.

El color a medir puede deberse bien a la presencia de un pigmento afiadido
o bien a la formacion de un producto coloreado por reaccién quimica. A partir de la
intensidad del color obtenido, al reaccionar la muestra con los reactivos del color,
se determina la concentracién de la sustancia problema y a éste tipo de andlisis se
le conoce como andlisis colorimétrico. Las mediciones se realizan en fotometros
especialmente disefiados para comparar la intensidad de luz transmitida por la
solucién problema frente a la de un blanco (solvente puro o solvente puro y
reactivos sin la muestra). Durante el paso del haz de luz a traves de la solucién
ciertas longitudes de onda resultan absorbidas. mientras que otras son
transmitidas y las que originan su coloracion. La relacién entre el color transmitido
y el absorbido se indican en la Tabla 6.3.®
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Transmitido Absorbido Long de onda

absorbida (nm)
verde azulado rojo 650 - 700
azul verdoso anaranjado 600 - 650
azu) amarillo 570 - 600
purpura verde 490 - 570
rojo azul verdoso 475 - 490
amarillo azul 440 - 475
verde amarillento | violeta 400 - 440

Tabla 6.2. Color absorbido o transmitido™

El disefio del eqguipo existente en el mercado es muy variado aungque su
funcionamiento es basicamente similar.*

El medio mas simple de seleccionar una determinada longitud de onda es
usar un filtro. Normalmente en su fabricacién se procura que el nivel de
transmitancia sea méximo y el rango de longitud de onda transmitida sea estrecho
( normalmente de 40 a 50 nm).®

6.7.2. Colorimetria y Espectrofotometria

La colorimetria o andlisis colorimétrico es la medicién de la concentracion
de un compuesto colorido en solucién. Dado que la aparicién de color se debe a la
absorcion de ciertas longitudes de onda de la luz visible, el método deberia
llamarse con mas exactitud andlisis de absorcimétria. Esto elimina el uso de
“colorimetria”, palabra que también describe ef método empleado para la medicién
absoluta del color de sélidos y de liquidos. El color de una solucidon puede ser
inherente a la sustancia disuelta, o puede ser generado por adicién de un reactivo
que reacciona con un compuesto no colorido para formar un color. Dentro de
ciertos limites, la intensidad del color formado sera proporcional a la concentracion
del compuesto original colorido o sin éste en solucion, y puede medirse visual o
instrumentalmente. Las soluciones en tubos de ensayo o en probetas pueden ser
comparadas a simple vista. Los colorimetricos visuales sencillos o comparadores
del color son aditamentos visuales que sostienen tubos o celdas y usan luz
externa natural o artificial cono fuente de luz. Es posible estimar la concentracion
de un compuesto haciendo una comparaciéon de la intensidad de color de la luz
transmitida de la solucién de prueba con la de soluciones estandares preparadas,
o bien con cristales coloridos estdndares permanentemente calibrados. Sin

”
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embargo, el ojo humano esta sujeto a la fati?a y tiene poca sensibilidad fuera del
rango de longitud de onda de 450 - 675 nm.. *¥ (Ver Fig. 6.16).

Fig. 6.16. Espectrofotometro de Beckmann

6.7.3. Fotocolorimetros

Los colorimetros fotoeléctricos son instrumentos secillos en los que el ojo
se reemplaza por una fotocelda sensible a la luz, ya sea una celda delgada de
selenio o un fototubo y la fuente de luz es una lampara incandescente. Se utilizan
filtros 6pticos para aislar las regiones espectrales de modo que solamente las
longitudes de onda seleccionadas de la luz transmitida por la solucién colorida
pueden hasta la fotocelda detectora. En tales instrumentos, también conocidos
como fotometros con filtro, la corriente originada por la luz que cae sobre la
fotocelda es amplificada e indicada como densidad optica, absorbancia o
transmitancia en un medidor o mediante un indicador digital. En especial, se
utilizaban filtros insertables de gelatina, cada uno con un paso de banda de 40 nm
o menos, que permitan mediciones selectivas de absorrbancia en el rango de 400
- 710 nm. Estos instrumentos son relativamente baratos y resultan adecuados
para un nimero de determinaciones en el andlisis de alimentos, en donde sélo se
requiere una medicién en una banda amplia de absorcién. Instrumentos de este
tipo, equipados con celdas de paso, se utiizan en sistemas analizadores
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automaticos de inyeccion de flujo y de flujo interrumpido, incluyendo instrumentos
para el anélisis de inmunoensayo enzimatico automatizado de inmunoabsorbencia

ligada a enzimas ( ELISA, por sus siglas en inglés, Enzyme Linked Inmunosorbent
Assay).
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7. Bloque I:

ANALISIS

BROMATOLOGICO
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Objetivos

7.1 OBJETIVOS:
7.1.1. Objetivo General
Analizar el contenido de las biomoléculas mayoritarias de un alimento (
en este caso de un producto terminado), por medio de diferentes técnicas que son
elementos de un Analisis Bromatoldgico.
7.1.2. Objetivos particulares:

Al desarrollar este proyecto el alumno:

a) Conocerd que todo alimento esta constituido por agua, mediante la

determinacion del contenido de agua por via seca.

b) Cuantificara el contenido de proteina mediante la determinacion de nitrégeno
total { N2 amino y amido) por un método denominado Kjeldahl.

c) Determinar el nitrégeno no proteico por la composicion de aminoacidos a través
de la cuantifiacion de Triptéfano.

d) Cuantificard los lipidos brutos por arrastre de disolvente, pemnitiendo la

clasificacién de ellos por cromatografia en capa fina

8) Realizard una mineralizacién por via seca, es decir una cuantificacién de

micronutrinentes, como lo son el Na, Ca, I, etc.
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7.2. Introduccion:

Los alimentos procesado se elaboran dentro de los limites establecidos en
las férmulas de fabricacion, satisfaciendo también requerimientos legales y otros
establecidos. Esto hasta donde sea posible se logra mediante la estandarizacién
del proceso en cada una de las siguientes etapas de cultivo, la “materia prima’, el
proceso de elaboracién y por Glitimo, el producto terminado y su almacenamiento.
La creciente capacidad de produccién y la complejidad requirieren el desarrollo de
técnicas adecuadas para un rapido control y evaluacion. Al mismo tiempo se ha
intentado reemplazar los métodos subjetivos de evaluacién de varias propiedades
organolépticas por procedimientos objetivos mas precisos. El conocimiento de los
constituyentes presentes aun en pequefias cantidades en los alimentos, ha
mejorado en forma notable debido particularmente a que se utilizan nuevas
técnicas de separacion, identificacion y medicion,®

En muchos laboratorios de andlisis de alimentos, la mayor parte del trabajo
de rutina comprende métodos de andlisis rapidos y el estudio de aditivos y
contaminantes. Los principales componentes de interés son humedad, grasa,
proteinas, cenizas y carbohidratos accesibles e inaccesibles. En la practica los
métodos varian segun el alimento examinado; también pueden ser empiricos, por
ejemplo, los resultados para humedad y la grasa dependen det procedimiento
adoptado y, a menudo, lo que se determina solo es la humedad libre o la grasa
libre. Los valores obtenidos para la humedad ( mas bien las pérdidas por secado)
por secado en estufa, incluyen otras materias volatiles, como aceites esenciales,
residuos de acidos volatiles. Se debe poner mucha atencion a la preparacitn de la
muestra y al tamafio de las particulas. Los azicares provenientes de fuentes
naturales, como las frutas incluyen una mezcla de diversos compuestos, por lo
cual es conveniente reportarlos como el total de sélidos solubles ( sin corregir) que
se miden mediante una simple determinacion refractométrica. Las proteinas se
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calculan a partir del nitrégeno total por el método de kjeldahl usando un factor
arbitrario, el cual varia segun el alimento debido a las diferentes proporciones de
aminoacidos presentes. La “fibra” y las “"cenizas” son esencialmente términos
analiticos; ninguno de los dos representa un componente en particular o un grupo
de componentes presente en el alimento original, pero siempre gue se apligue un
procedimiento estandar al mismo tiempo de alimento, los resultados constituyen
una base de interpretacién adecuada. En muchas estimaciones es preciso
efectuar ajustes debido a interferencias del propio alimento o por contaminacion
con los reactivos, por lo cual es necesario realizar determinaciones testigo.
Algunas veces estos ajustes son necesarios por los cambios que ocurren durante

el almacenaje.? ¥

La mayor parte de los alimentos que son consumides, son mezclas
complejas de miles de especies quimicas. Pero sélo son tres grupos de
biomoléculas de origen orgénico como lo son los carbohidratos, los lipidos y las
proteinas en conjunto con el agua de origen inorganico que constituyen la parte
principal de los alimentos y generalmente llegan a ser mas del 89% de su masa.
Sin embargo, el total se haya formado por cientos de compuestos diversos,
algunos de ellos en concentraciones de ppm o adn menores. Por lo comun, a
estos componentes “secundarios” se debe el sabor, el olor y el color caracteristico

de los alimentos.®

Para poder cuantificar el contenido de los componentes mayoritarios, sin precisar
su naturaleza ni su interés nutritivo, necesitamos hacer uso de una herramienta de
la Ciencia de Ios Alimentos; como lo es el Anélisis Bromatolégico, que es el
tratado de los alimentos y de la dietética. Incluye varias técnicas y procedimientos
analiticos de aplicacién general para determinar aquellos nutrientes de conocida
significacién en la dieta humana las cuales nos informan sobre la cantidad de
nutrientes que contienen un alimento, como lo son las proteinas brutas o totales,

de lipidos brutos y de cenizas ©
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Existen algunos métodos, como la titulacion de Karl Fischer, que
determinan el contenido de agua por medio de una reaccion estequiométrica.
También existen otros métodos que se basan en la destilacion, directa o

azeotropica, con un disolvente inmiscible.®

También existen otros métodos que estan incluides en este campo
analitico, debido a la enorme diversidad de productos alimenticios actuaimente
disponibles existen métodos muy sofisticados como puede ser el método de
cromatografia de alta resolucion (CLAR), para determinar ciertas vitaminas ©
métodos de absorcidon atdmica que sustituyen a los procedimientos quimicos
clasicos y un poco obsoleto para determinar metales.®

En este manual sélo se trataran las técnicas mas sencillas y adecuadas de

acuerdo al tiempo y al material con que se cuenta en ¢l laboratorio.
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Determinacién del Contenido de Agua

7.3.1. Determinacién del Contenido de Aqua

7.3.1.1. Objetivo:

Conocer el contenido de humedad de la muestra.

7.3.1.2. Fundamento:

Todos los alimentos, cualquiera que sea el método de industrializacién al
que hayan sido sometidos, contienen agua en mayor o menor proporcion. Las
cifras de contenido de agua varian entre un 60 y 95% en los alimentos naturales.
En los tejidos vegetales y animales, puede decirse que existe en dos formas
generales: “agua libre” y “agua ligada”. El agua libre o absorbida, que es la forma
predominante, se libera con gran facilidad y es estimada en la mayor parte de los
métodos usados para el célculo del contenido de agua. El agua ligada se halla en
los alimentos como agua de cristalizacion (en los hidratos) o ligada a las proteinas
y a las moléculas de sacaridos y absorbida sobre la superficie de las particulas
coloidales. Estas formas reguieren para su eliminacién en forma de vapor un
calentamiento de distinta intensidad. Parte de la misma permanece ligada y/o

coordinada a compuestos del alimento incluso a temperaturas que lo carbonizan.®

El método de determinacién del contenido de agua consiste en deshidratar
la muestra en una estufa hasta tener un peso constante, a determinadas
temperaturas y presiones. Pero en el transcurso del desarrolio de éste método
pueden formarse hidratos, lo que dificulta mas la eliminacién del agua por
vaporizacion. Esta técnica es aplicable a todos los productos alimenticios excepto
los que puedan contener compuestos voldtiles distintos def agua o los que son
susceptibles a la descomposicién a 100° C.*%
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7.3.1.3: Secuencia Experimental de: Determinacién del contenido de

agua.

Desecado y pesado
de capsula

Pesado de
(1

la muestra
q)

Desecado de Muestra
{1.2h)

Enfriamiento y pesado
de Ja capsula con
la muestra

Desecado y pesado
de la cé psula con la muestra
(peso constante}
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7.3.1.4. Desarrollo Experimental

Material y/o equipo Reactivos a utilizar

s 2 capsulas de niguel o porcelana ( ¢ Cloruro calcico seco { contenido en
de ser posible con tapas que ajusten el desecador
perfectamente) ¢ Muestras problema

» 1 Estufa de aire

s 1 desecador

+ 1 pinzas para capsula de porcelana

o crisol

Procedimiento experimental:

1. Marcar con lapiz en un lugar determinado el nimero y nombre que identifique la
muestra. Pesar la capsula vacia con la tapa hasta el mg mas proximo. Calentar
o secar la capsula y la tapa en la estufa durante 15 min. a 800°C y transfiera
con ayuda de unas pinzas para capsula a un desecador para que se enfrien
{alrededor de 10 min. para las cépsulas metélicas y unos 20 min. para las de
porcelana). Repita la operacion cuantas veces sea necesario hasta encontrar el
peso constante.

2. Transferir 1.0 g de muestra ya seleccionada, a la capsula. Colocar la tapa y
pesar con su contenido, tan répidamente y precisamente como sea posible,

hasta el mg mas préximo.

3. Quitar la tapa y colocar capsula y tapa en la estufa evitando el contacto de la
capsula con las paredes. Desecar durante 1.2 h ( 72 min.) a una temperatura de
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600°C. En el caso de productos que no se descomponen durante largos
periodos de desecacion, es permisible la desecacion durante mas de 16 horas.

4. Retirar la capsula de la estufa, colocar la tapa, dejar enfriar y colocar en un
desecador, volver a pesar después de 24 horas. ( Recuerde que todo este
procedimiento debe flevarse a cabo con ayuda de pinzas para capsula o para

crisol).

5. Desecar durante una hora adicional para comprobar que se ha llegado al peso

constante,

6. Pesar finalmente y calcular el contenido de agua.

7.3.1.6. Procesamiento de Datos:

7.3.1.6.1. Calculos

Para el obtener el valor del contenido de agua se necesita hacer vso de la
siguiente formula
W, -W,
W,
donde:
Peso (g) de la muestra = W,
Pérdida de peso (g) = W»
Peso (g) muestra desecada = W»
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Humedad (%) = { W /W, ) x 100
Sélidos totales (%) = ( W3 / W,) x 100

7.3.1.6.2. Resultados

Determinacion del Contenido de Agua

Vierta todos los datos en la Hoja de Registro:

HOJA DE REGISTRO

Nombre de la Técnica
usada

Tipo y nombre de muestra

Num. De la muestra

Fecha de recepcién

Fecha del registro

Nombre(s) del analista(s)

Fecha de realizacién de
analisis

Calculos comprobados
por:

Resultados:

Conclusiones:
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Cuantificacion de Proteinas { Método Kiendahl )

7.3.2. Cuantificacion de Proteinas { Método Kijendahl )

7.3.2.1. Objetivo

Extraer y cuantificar las proteinas en los alimentos para conocer los
principales parametros usados para establecer la calidad proteica de los alimentos
y diferenciar los mejores alimentos proteicos, para implementarlos a la dieta.

7.3.2.2. Fundamento

La funcién principal de las proteinas presentes en nuestros alimentos es
aportar el nitrdgeno y los amino&cidos necesarios para la sintesis de las proteinas
corporales y las demas sustancias nitrogenadas.

El metabolismo de las proteinas corporales, puede expresarse por la
diferencia entre el aporte y la eliminacién de nitrégeno, diferencia que se llama
equilibrio nitrogenado. Si es positiva, como la que se produce durante el
crecimiento, convalecencia, cicatrizacién o gestacién, entonces la retencion de
nitrégeno sirve para depésito tisular y sintesis proteica. si fuese negativa, como la
que se produce durante una malnutricion proteica, Heridas, infecciones, etc.
entonces se pierde nitrégeno. En el hombre adu'to, el equilibrio nitrogenado es
igual a 0 pues se mantiene aunque e! aporte proteico exceda mucho las
necesidades corporales ya que el exceso de proteina se convierte en energia y
urea.

Ya que las necesidades proteicas aumentan durante el crecimiento (
crianza, embarazo) y la produccion de secreciones ( mujer lactante, leche de vaca,
gallinas en periodo de puesta) .Las heridas, quemaduras, infecciones, ataques
parasitarios, malnutricién anterior y otros factores, también pueden aumentar las
necesidades proteicas. Las necesidades proteicas del adulto pueden calcularse
determinado el aporte proteico minimo, necesario para mantener el equilibrio
nitrogenado; en la lactancia o en la infancia, se considera como aporte proteico
minimo aquel que permite una tasa del crecimiento épfima. Sin embargo, en el
adulto, frecuentemente, las necesidades proteicas se determinan a partir de la
inevitable pérdida de nitrégeno, provocada por un régimen desprovisto de
proteinas.
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Aun se desconocen los efectos que sobre la salud representa a largo plazo
un aporte proteico minimo ( funcionamiento de los drganos, resistencia a las
enfermedades) y la productividad en el frabajo; parece que los jovenes adultos, .
alimentados durante largos periodos con cantidades de proteinas de huevo
estrictamente suficientes para mantener el equilibrio nitrogenado, presentan
algunas anomalias de caracter biogquimico.

La cuantificacion de proteinas y compuestos nitrogenados por el método
Kjeldahl, desarrollado en 1883 sigue siendo uno de los mas exactos y
ampliamente utilizados; ésta técnica se resume en tres pasos:

1. Digestion
2. Destilacion
3. Titulacion o Cuantificacion

En el primer paso la sustancia nitrogenada se digiere en H;S0, a
ebullician, para convertir el nitrégeno en ion amonio y oxidar los demas elementos
presentes como se muestra en la reaccién

Hz: SOy
(C, H, N) organicas ——— NH,* + CO; + H:0
A

Los compuestos de Hg, Se y Cu catalizan el proceso de digestion. Para
incrementar la velocidad de reaccién, se eleva el punto de ebullicion del H;50,4 en
una bomba de microondas especialmente Otil y sélo requiere de 15 min. el
proceso de digestion que se presenta enseguida es aplicable a las aminas y
amidas ( proteinas). es necesario efectuar modificaciones para compuestos nitro,
nitritos, compuestos azo, cianuros y derivados de la hidrazina. ( También se
recomienda la digestion de Kjendahl para destruir desechos organicos altamente
toxicos).

Después de que termina la digestién, la disolucién que contienen NH;" se
hace basica y el NH; formado se destila en un recipiente receptor que contiene
una cantidad conocida de HCI.

Destilacién de NH; :
NH4+ +OH —mm8M8M NHy + H:0

Coleccién de NH; en HCI:
NH; + H* — NH.*
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El HCI que no reacciond se titula con NaOH para determinar cuanto HCI se
consumid con NH, . Puesto que la disolucién per titular contiene tanto HCI como
NH4" , es preciso seleccionar un indicador que permita la titulacién de HCi sin que .
comience la de NH4' . E! verde de bromocresol ( intervalo de transicion de 3.8 a
5.4) satisface esta necesidad.

Titulaciéon de HCI:

H" + OH" RE— H.0
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7.3.2.3.Seguimiento Experimental. Cuantificacion de Proteinas y
Compuestos Nitrogenados

A: Digestidn

Secado de muestraa 105 C
durante 45 min
Y pesar s muestra
{de 2-3 mmaol)

Colocar la mustra dentro de
un matraz de digeation
kKleidahl

B: Destilacion

Trasfiera un volumen de 25 mit
de HCI patrdn al vaso de pp
receptor

|

Cologue 25 ml de NaOH 6M en el matraz de
destilacién y vierta gota a gota en el matraz

durante 1 min

Agregar 1.5g9 de Sulfato de
Potasio y perias de
ebullicién

Lavar las paredes del matraz
con 4 ml de Ac. Sutfurico al 98%

Caliente el matraz suavemente hasta
que 2/3 partes del lfiquido se haya destilado

Dar inicio a la digestidn con un calentamiento
suave, culdando que no haya producckin
de espuma

Retire el embudc del vaso de pp, antes de
suspender el calor del matraz

{ 30 min de duracion)

Enfrie durante 20 min al aire.
Sumerja ¢l matraz en un bano
de higlo { 16 min)

l

Incorpore 20 ml de agua helada.
Transfiera |a soln. al aparato da
destilackin

|

Lavar & veces el matraz digestor con
porciones de 10 mi de agua fria
y reunir el volumen an ol matraz
do destilacksn

Erjuague con agua fria ! embudo y colecte los

lavados en el vaso de pp

|

Agregue 6 gotas de indicador
verde de bromocresol

Proceda a neutalizar con NaOH 6.1 N,
hasta obtener una coloracién azul
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7.3.2.4. Desarrollo Experimental

» Matraces de kjeldahl para digestion
s Aparato de destilacién con vapor o

s 1 espatula
» 1 balanza analitica

de teflon o virio esmerilado

Material y/o equipo Reactivos

H,S0, concentrado ( 93-98%)
HC! de conc. 0.1 N estandarizado
Hg

K280, en polvo 0 anhidro

Disoln. de Na;SO, o sulfuro
Granulos de cinc

Indicador acido-base verde de
3 matraces erlenmeyer de 125 ml  bromocresol

de vidrio + Disoln. de NaOH de conc. 0.1 N
1 vaso de precipitado de vidrio de

100 mL 1 soporte universal

completo

directa { ver figura )

1 bureta de 50 ml de vidrio con llave

NOTA:

Los reactivos deben nommalizarse valorandolos con patrones primarios

titularse luego e! uno con el otro. hagase una determinacién en blanco
sustituyendo por 2 g de sacarosa el peso de la muestra, para efectuar las
oportunas correcciones por el contenido en N de los reactivos.

Procedimiento experimental:

A. Digestion

1.

Se seca el problema a 105°C durante 45 min. y se pesa con exactitud una
cantidad que produzca 2 a 3 mmol de NH;. Coloque la muestra en un matraz
de kjendahl de 500 mL totalmente seco de manera que la menor cantidad
posible se adhiera a la pared. se aiaden 10 g de KzSO4 y un cristal de CuSO, (
aprox. 0.2 g). se transfieren 25 mL de H;SO, al 98% (p/p), de forma que
arrastre el sélido adherido a la pared. (Precaucién: El H;SO, concentrado es
muy corrosivo. Si cae sobre la piel, debe lavarse de inmediato con una disoln. al
20% de NaHCO3)

. En una campana ( vitrina) se colocan los matraces sobre el digestor. Si no se

dispone de un digestor el matraz con pinzas a 30° de inclinacion, hacia el lado
opuesto al operador. Se calienta suavemente con un mechero hasta que cese
la produccién de espuma y la solucién se vuelva homogénea. Se prosigue con
una ebullicion suave durante otros 30 min.
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. El matraz se deja enfriar durante 30 min al aire y luego se sumerge en un bafo
con hielo durante 15 min. Con agitacion constante se anaden lentamente 50 mL
de H;O helada. se disuelve cualquier solido que se haya cristalizado. el liquido
se transfiere a un matraz para destilacion. el matraz de Kjendahl se lava 5
veces con porciones de 10 mL de agua, y se reunen los lavados en el matraz
para destitacion.

. Destilacion

. Se monta un equipo como el de la Fig.7.3.2.1.las conexiones deben ser
herméticas. Un volumen de 50 mL de HCI patrén se transfiere con un pipeta al
vaso de precipitados receptor, y el embudo se sujeta en su posicién por debajo
del nivel del liquido.

Condenzador

Vaso de
Precipitedos

Embudo de virio de
vastago

Fig. 7.3.2.1. Montaje de Destilador Kjendah!™¥

. Vertimos 50 mL de hidréxido de sodio ( NaOH) de concentracion 6 M, en un
embudo de separacién, y de aqui se vierten gota a gota en el matraz de
destilacion durante un periodo de 1 min. No debe dejarse pasar el dltimo mililitro
por la llave de paso, de manera que el gas no escape del matraz. se cierra la
llave de paso y se calienta el matraz. suavemente hasta que 2/3 partes del
liquido hayan destilado.
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3. Se retira e! embudo del vaso de precipitados antes de dejar el mechero del
matraz ( para evitar que el destilado regrese por vacfo hacia el condensador). .
se enjuaga completamente el embudo con agua destilada y se recegen los
lavados en el vaso de precipitados. Agregue 6 gotas de la solucidn del indicador
verde de bromocresol al vaso de precipitados y se titula cuidadosamente con
NaOH a conc. 0.1 N hasta el punto final, de color azul. Lo que busca es la
primera aparicion del color azul palido.

7.3.2.6. Procesamiento de datos

7.3.4.6.1. Célculos

Se calcula el porcentaje en peso de nitrdgeno en el problema de la
siguiente manera:

Nitrogeno total (%) = (V2-V1)xN x1.4
w

Proteina bruta (%)= (V2-V1)xN x1.4x6.25"
w

Donde:

Peso {g) de la muestra problema = W,
Volumen {mL) de soln. De HCI requerido
para la prueba en blanco =V,

Volumen de soln. HCI requerido en la
muestra problema = V;

Normalidad del HCI =N

*El valor de proteina bruta se calcula a partir de! nitrégeno total utilizando el factor
apropiado: valor general: 6.25; productos cdrnicos 6.25; productos lacteos 6.38;
productos de cereales 5.70.
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7.3.2.6.2. Resultados

Verter todos sus datos de la Hoja de Registro.

HOJA DE REGISTRO

Tipo o nombre de muestra

Niom. De la muestra

Fecha de recepciéon

Fecha de realizacion de
analisis
Fecha de! registro

Nombre(s) del analista(s)

Calculos comprobados
por:
Nombre de la Técnica

usada

Resultados:

Conclusiones:
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7.3.3. Cuantificacion de Triptofano

7.3.3.1. Objetivo:

Determinar cuantitativamente el contenido de triptofano en diferentes
muestras de cereales mediante una técnica espectrofotométrica

7.3.3.2. Fundamento:

Las proteinas son polimeros cuyas unidades basicas son los aminoacidos o
iminoacidos y que se encuentran unidos por un enlace peptidico:

H 0 H 0
| Al ]
/N\C/C‘\N/C\c/’ \c:/ ~
w R 'L l‘) ™

Fig. 7.3.3.1. Enlace Peptidico

Algunos de los amino4cidos requeridos se forman en el cuerpo a medida
que se necesitan pero otros solo pueden obtenerse del alimento. A éstos se
llaman aminodcidos esenciales ( indispensables). Frecuentemente las proteinas
de cereales son pobres en lisina y en algunos casos deficientes en triptéfano v
treonina usualmente los granos, de oleaginosas y las nueces estan escasos de
metionina y lisina, mientras que las leguminosas suelen ser pobres en metionina.
los aminoacidos indispensables que resultan mas deficiente con relacion a las
necesidades, se llaman “aminoacidos limitantes” ®

El triptofano fue aislado en 1902 por F:G: Hopkins de un hidrolizado de
caseina obtenido con enzimas pancreaticas (Fig.7.3.3.2.). Las proteinas animales
lo contienen en cantidades relativamente pequefas (1 - 2%), siendo todavia
menores en las proteinas de cereales (alrededor del 1%). Es de resaltar el
contenido extraordinariamente elevado de triptofano de la lisina (7.8%). En Ia
hidrélisis 4cida de las proteinas se destruye totaimente. Desde el punto de vista
bicldgico, el triptéfano es un aminoacido esencial de extraordinaria importancia,
ante todo como precursor del acido nicotinico."”

Analisis Bromatolbgico 65




Cuantificacién de Triptéfano

COOH
HaN—CH

CH:

\‘

NH

Fig.7.3.3.2. L- Triptofano ( Trp).""

Ya que los aminoacidos, péptidos y proteinas son componentes importantes
de los alimentos, proporcionan los elementos necesarios para la sintesis proteica.
Por otro lado, los aminodcidos y péptidos contribuyen directamente al sabor de
los alimentos y son precursores de los componentes aromaticos y las sustancias
coloreadas que se forman mediante las reacciones térmicas y/o enzimaticas que
ocurren durante la obtencion, preparacion y aimacenamiento de los mismos. Sélo
los aminoacidos tirosina, triptéfano y fenilalanina contienen dobles ligaduras que
absorben energla radiante del ultravioleta en forma maxima de 200 - 230 nmy 250
- 280 nm respectivamente. Al hacer esta determinacion hay que recordar que
todos los aminoacidos, por su estructura quimica, absorben a 210 nm. En tales
reacciones también pueden participar otros componentes de los alimentos, por
ejemplo carbohidratos.*"

La cuantificacién de triptéfano se resume en tres pasos:

1. Construccion de la curva patrén
2. Tratamiento de la muestra
3. Desarrollo del color

+ A grandes rasgos trataremos de describir lo que sucede en esta técnica; para
empezar se pone en contacto el p-dimetitfaminobenzaldehido con el H;SO, en
una concentracién de 16 N lo cual podemos inferir que se forme la base de
Shiff;
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N

PN

Produciéndose asi una entidad que reacciona con el triptéfano contenido en la
muestra, dando una coloracion determinada, debida a la presencia de un grupo
NO. que contribuye a la presencia de una Sustitucién Nucleofilica Aromatica y
ofrece una deslocalizacién de las cargas.

HzN—CH——COOH )—l N CH-—-—COOH

é@@ @«5@
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7.3.3.3. Secuencia Experimental; Cuantificacion de Triptéfano

A. Construccion de Curva Patrén

Preparacién de disolns de triptofano
en diferentes conc. partiendo de
una soln, patrén de 100 mg/m!

Preparacién de la disoln. blanco
{ 10 ml p-dimetilaminoenzatdehido
en acido sulfarico 16 N )

Pesar de 10 - 15 mg de muestra
resuspenda en10 mi de una disoln.
p-dimetilaminoenzaldehido en
acido sulfirico 16 N

Se colocan en frascos goteros
dejando en reposos de
20 - 24 h en refrigeracion

B. Desarrollc del Color

I Filtrar si es necesario |

Adicionar 0.1 mi de NaNO2
al 0.35% a cada disoln.

Agitar y dejar reposar
durante 15 min.

Leer en el Espectrofotométro
al= 670 nm
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7.3.3.4. Desarrolio Experimental

Material y/o equipo Reactivos

« 2 pipetas graduadas de vidrio de 1 ¢ H,S0, 16 N

mL + p-dimetilaminobenzaldehido
2 matraces volumétricos de 10 mL  « NaNO, 0.35%

2 pipetas graduadas de 10 mL » Agua destilada

8 frascos goteros color &mbar s Triptéfano

1 espatula

1 pizeta

1 balanza analitica

2 celdas para fotocolorimetro (Klett)
1 Fotocolorimetro Klett

1 filtro de color rojo

1 Espectrofotémetro

Muestras Problemas:

Granos de frijol, semillas de soya, harina de maiz, germen de maiz, harina de
soya, harina de arroz, formulaciones a base de maiz (soya y arroz soya), aislado
de germen de trigo, aislado de soya. Leche entera y descremada en polvo.

Procedimiento Experimental:

A. Construccidn de Curva Patrén.

1. Se preparan disoluciones de Triptéfano en p-dimetilaminobenzaldehido/ H;S0,
(16 N ) a las siguientes concentraciones: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 y 15 ug de
Triptéfano por mL, partiendo de una solucién patrén de 100 pg/mL. Para esto,
se tomaran 0.1ml, 0.3 mi, 0.5 mL, 0.7 mL, 0.9 mL, 1.1 mL, 1.3 mL y 1.5 mL de
la solucion patron y se llevardan a 10 mL con una solucibn de p-
dimetilaminobenzaldehido (3 mg/mL) en 10 mL de H,SO, (16 N ).

2. La solucién bianco se prepara con 0.3mg de p-dimetilaminobenzaldehido por
mL de acido sulfurico { 16N )
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3. Para las muestras problema pesar 15 mg de muestra, las cuales se
resuspenden en 10 mL disoln. de p-dimetilaminobenzaldehido/ H,S0, (16 N ).

4. Estas diluciones y las muestras problema se colocaran en frascos goteros
ambar perfectamente etiquetados dejando de 20 - 24h en reposo y en
refrigeracion.

B. Desarrollo de Color

6. Una vez transcurrido el tiempo de reposo. Filtrar si es necesario y se le
adicionara 0.1 mL de NaNO; al 0.35%, a cada uno de los frascos que contienen
las diluciones de la curva patrén, el blanco y las muestras problema. Agite y
deje reposar durante 15 min.

7. Proceda a leer en el espectrofotdmetro a A= 670 nm. Si no se cuenta con
espectrofotémetro utilice fotocolorimetro ( Klett) con filtro de color rojo.

7.3.2.6. Procesamiento de Datos

7.3.2.6.1. Calculos

Elabere una grafica en papel milimétrico en el cual graficara las lecturas de
absorbancia obtenidas wvs. concentracion. de Triptéfano (ug/ml). La curva
esperada es una recta.

En ésta curva se va a extrapolar las lecturas obtenidas para las muestras
problema encontrando asi la concentracidén de Triptéfano para cada sistema.

Reporte las valores encontrados en mg de Triptéfano/100 g de muestra.
Compare todos los resultados obtenidos por el grupo.

¢ Si utilizé fotocolorimetro ( Klett ), recuerde que tiene que hacer una conversion

usando, la siguiente férmula:

Absorbancia= D.O. = lectura obtenida
500
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donde
D.O.: Es la Densidad Optica = Absorbancia

7.3.2.6.2. Resultados

HOJA DE REGISTRO

Nombre de la Técnica
usada
Tipo y nombre de muestra

Nam. De la muestra

Fecha de recepcion

Fecha del registro

Nombre(s) del analista(s)

Fecha de realizacién de
analisis
Calculos comprobados

por:

Resultados:

Conclusiones:

Analisis Bromatolégico 71




Extracclén e Identificaclén de Lipidos

7.3.4. Extraccién e Identificacion de Lipidos

7.3.4.1. Objetivo:

Extraer e identificar lipidos contenidos en algunos alimentos.
7.3.4.2. Fundamento:

Las carnes , huevos, productos lactecs y grasas particulamente la de
mantequilla , margarina y aceites de fritura, son las fuentes primarias de los lipidos
de la dieta. Los lipidos suministran la mayor proporcién de la energia que requiere
el hombre, aportando a igualdad de peso mas del doble energia que las proteinas
o los carbohidratos.®®

Los lipidos son un grupo de compuestos de estructura heterogénea muy
abundantes en la naturaleza. Estan formados por carbono, oxigeno y hidrégeno,
en ciertos casos también pueden contener fésforo y nitrégeno; dentro de los
compuestos clasificados como lipidos existe una variedad de sustancias que
presentan la peculiaridad de que son solubles en disolventes organicos e
insolubles en agua , de hecho, esa es la definicién de lipido." compuestos
solubles en éter, cloroformo y otros disolventes no polares, pero insolubles en

agua”'"

La extraccion de este tipo de macromoléculas involucra las propiedades de
solubilidad, caracteristicas de este tipo de compuestos. Existen diferentes tipos de
métodos para realizar una extracecion lipidica, algunos solo contemplan ésta tarea
en extractos arrastrados en disolventes organicos, como sucede para muestras
liquidas en aceites, algunas son mas especificas, como la técnica de extraccion de
lipidos neutros. Este tipo de métodos de estudio y experimentacion resultarian
incompletos si no fuera seguida de por lo menos un técnica de separacion.“®4%

Existe también la posibilidad de recurir a la utitizacién de la cromatografia
en capa fina ( ver la técnica en el apartado correspondiente ), que tiene una gran
utilidad en la separacion de mono, di y triacilglicéridos, que se logran separar
facilmente por esta técnica, pudiendo realizarse también una separacion rapida de
1-2 y 1-3 diacilglicéridos, estos compuestos pueden ser separados por
cromatografia sobre gel de silice. Los ftriacilglicéridos, segin su grado de
insaturaciébn pueden separarse por cromatografia sobre silice impregnada con
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nitrate de 5‘{!:;Iata Los triacilglicéridos con el mismo nimero de enlaces se separan
juntos.“®

La caracterizacion de los lipidos a través de los diferentes disclventes
organicos empleados en su extraccion puede ser resumida de la siguiente
manera:

1. Lipidos solubles en acefona: Comprende éste grupo acilglicérido, estéridos,
céridos, alcoholes grasoso y esteroles.*?

2. Insolubles en acetona pero solubles en éter, que a su vez puede subdividirse en
dos grupos: Un primer grupo soluble en etanol ( lecitina) y el segundo grupo
insoluble en etanol, que comprende fosfatidilinnositol y glicofosfatidos.“®!

3. Lipidos insolubles en éter, que comprende las esfingomielinas y los
cerebr%s;dos los cuales pueden separase entre si mediante el acido aceético
glacial
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7.3.4.3. Secuencia Experimental: Extraccion e Identificacion de
Lipidos

Peaaar 10 g & 10 mL de
mMuostra

Agregar 2 mbL de stanol
v B8 ml de agua. Disolver
m muoestra

Incorpors 4 mL de HCl cono. vy
mantonga a una teMmperatura de
TO C© durante 20 min

Transvase a un embudo de
asparaclon

Agregue 28 mL de étor de patrdlec
w 256 il de éter distilico.
Inlole extracclsn

I Dajar on reposo l

En un vasc doe PP B PSRO Ote. e
e agrega ln fasc stérnes

Reopita in operacldn antoerior 2
voeoces. Unlendo os extractos

Someta a calemamisrto los
sxtractos etérecs hata cque
«f volurmen sea casl ol de
segquedac

|

Comprobar que todo el dter
ha sido sliminade dessoando y
peaando

Comprobar el contenido de grasa
a partir dol peso de A austancla
on o) vaso doe ppR

Aptloar uria arcmatografiis en oapn
fina para diferenciar los HSpos
e lipldos
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7.3.4.4. Desarrollo Experimental

Material y/o Equipo Reactivos
1 embudo de extraccién de 250 ml + Etano!
1 pipeta graduada de 5 ml » acido clorhidrico conc.
1 vaso de precipitado de 250 ml » éter de petrdleo
1 tripie con tridngulo de porcelana. o éter dietilico
1 vaso de precipitado de 100 ml o silica gel

1 parrilla eléctrica
1 desecador
1 balanza analitica

1 placa de cromatografia en capa fina

Procedimiento Experimental:

. Pesar 10 g de muestra en un vaso de precipitado de 250 mL y agregar 2 mL de

etanol y 9 mL de agua. Disclver la muestra

. Afiadir 4 mL de HCI conc. Y mantener a 70° C durante 20 min., enfriar.

Transfiera a un embudo de extraccién.

. Agregue 25 mL de éter de petrdleo y 25 mL de éter dietilico, agite ligeramente

el matraz.

4. Deje en reposo para permitir que se separen las fases.

. Decantar a un vaso de precipitado previamente desecado y pesado, la capa

mixta de éter.

. Repetir la extraccion con la mezcla de éter, dos veces mas, combinando los

extractos etéreos decantados.
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7. Destilar la mezcla de éter.

8. Desecar el matraz en estufa durante 3 h. y, después enfriar en desecador y
pesar. comprobar que todo el éter ha sido eliminado desecando y pesando
posteriomente.

9. Comprobar el contenido de lipidos a partir de! peso de la sustancia en el
matraz.

10.Aplicar una cromatografia en capa fina para diferenciar los tipos de lipidos
contenidos en la muestra. Para este paso busque lo relacionado con la
cromatografia bidimensional o simplemente vea el la propiedades de solubilidad

de los lipidos.
7.3.4.6. Procesamiento de Datos

7.3.4.6.1 Calculos:

Para obtener el valor de los lipidos totales se tiene que realizar el
calculo con la siguiente formula:

El extracto etéreo =100(b -a})
M

Donde:

a: Peso del vaso de precipitados vacio
b: Pesoc del vaso de precipitados + extracto etéreo
M: Peso de la muestra
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7.3.4.6.2. Resultados:

Vierta en |la Hoja de Registro los resultados obtenidos:

HQJA DE REGISTRO

Nombre de la Técnica
usada
Tipo ¥y nombre de muestra

Num. De la muestra

Fecha de recepcidén

Fecha del registro

Nombre(s) del analista(s)

Fecha de realizacion de
andlisis
Calculos comprobados

por:

Resultados:

Conclusiones:
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7.3.5. Cuantificacién de cenizas (Mineralizacion por via seca)

7.3.5.1 Objetivo:
Realizar una cuantificacién de cenizas a diversas muestras alimentarias.

7.3.5.2. Fundamento:

lL.a ceniza de un producto alimentario que es el residuo inorganico que
queda después de quemar la materia organica. La ceniza obtenida no tiene
necesariamente la misma composicibn que la materia inorganica del alimento
original, ya que puede haber pérdidas por volatilizacion o alguna interaccién entre
los componentes. Las condiciones de incineracion se especifican para diversos
materiales en la norma britanica (BS 4603: 1970). El valor de cenizas se puede
considerar como una medida general de calidad logrado ( por ejemplo, en té,
harina y gelatina comestible), y a menudo es un criterio Util en la identificacion de
la autenticidad de un alimento. Cuando un valor aito de cenizas sugiere la
presencia de un adulterante inorgénico, es recomendable determinar también las
cenizas insolubles en 4cido.®

Todos los seres vivos necesitan muchos minerales para sus procesos
vitales. en las células vivas se han encontrado virtualmente todos los elementos
de la Tabla Periodica, si bien no todos son necesariamente esenciales para la
vida. E! estudio de la nutricién mineral es importante al igual que las proteinas,
carbohidratos y grasas. Los minerales o nutrientes inorganicos  estan
interelacionados y equilibrados unos con otros. Por ejemplo, el calcio y el fosforo
participan en una relacion definida en la formacion de huesos y dientes. Los iones
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sodio, potasio, magnesio, fosfato y cloruro participan individual y colectivamente
en el control de los fluidos corporales. Muchos elementos actian solos o en
conjuncién con otros como catalizadores de procesoso enzimaticos esenciales
que ocurren en el cuerpo.®

El cuerpo requiere siete minerales en cantidades relativamente grandes, del
orden de gramos { Ca,Na,Mg,K,P,Cl y S) y amenos otros siete en cantidades traza
( Co, Cu, |, Fe, Mn. Mo, Zn). ademas , aunque no totaimente reconocidos como
esenciales, el flior parece tener una importe accién profilactica en huesos y
dientes, del cromo se ha dicho que es un factor de tolerancia a la glucosa y se ha

comprobado que el selenio protege frente a las necrosis de higado y otros
trastornos de los animales.®

Por lo que podemos decir que los minerales se pueden agrupar en tre
clases principales;

a} los implicados en el control de los liquidos corporales

b) Los implicados en la formacién de estructuras rigidas de soporte del cuerpo
¢) Los que intervienen en las reacciones quimicas corporales y como
componentes quimicos del mismo,

La determinacién de los niveles de nutrientes inorganicos en los alimentos
de forma concentrada, separados de cuantas fuentes de interferencia sea posible.
invariablemente esto se consigue destruyendo la matriz organica del alimento por
oxidacion hameda con &cido sulfirico o nitrico concentrados o por incineracién
seca, eligiendo las condiciones de forma que se reduzca las pérdidas al minimo y
se obtenga los elementos que se desean medir en a forma mas manipulable para
la subsiguiente determinacion.®
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7.3.5.3:Seguimiento  Experimental: Cuantificacion de Cenizas
(Mineralizacion por Via Seca)

Pesar5g 6 10 mlde
muestra

Pesado y secado previo
de la capsula

Si es liquida la muestra
se gvapora sobre un bafio | |
caliente (maria). Y se le agrega
1 ml de etanocl:glicerol { 50:50)

Carbonizar sobre la
llama de un mechero

|
Incinerar a 550-570 C
&en la mufia
durante 1 h

1
L

Retiara la capsula y colocarla
dentro de un desecador para
que se enfrie. Y posteriormente
se pese,

l

Incinere otros 15 min. Repita
el paso anterior

Repetir el paso anterior
si se observa una
disminucién de peso
significativa
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7.3.5.4. Procedimiento Experimental

Material Y/O Equipo Reactivos

1 capsula de platino o porcelana « Etanol: Glicerol (50:50)
perfectamente desecada.

1 mechero de bunsen

1 espatula de acero inoxidable

1 tela de alambre con centro de asbesto

1 tripie

1 triangulo de porcelana

1 pinzas para capsula de porcelana o
crisol

1 desecador con clururo de calcio

1 balanza analitica
+ Mufla

Procedimiento Experimental:

1. Pesar 5 g de muestra solida o tomar 256 mL de muestra liquida en capsula de
evaporacion de platino o porcelana perfectamente desecada.

2. Si la muestra es de naturaleza liquida, evaporar el agua sobre bafio de agua
caliente. Afadir 1 mL de solucion de etanol:glicerol (50:50).

3. Colocar la capsula conteniendo la muestra en el tridngulo de porcelana que es
sostenida en el tripie.

4. Inicie la combustidn hasta obtener cenizas negras.
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5. Sin retirar del fuego proceda a mover la materia carbonizada con la ayuda de
una espatula, de vez en vez.

8. Retire la muestra del fuego directo e introduzca ta muestra en el Horno-Mufla.

7. Proceda a incinerar a 550-570° C. Esta temperatura aproximadamente se
alcanza al aparecer en el interior del horno mufla un color rojo oscuro.

8. Pasada una hora retirar la capsula y colocarla en un desecador para que se
enfrie. Pesar la capsula

9. Si con éste procedimiento no se logra obtener cenizas exentas de carbén,
agitese la masa carbonizada con agua destilada caliente, recéjase el residuo,
insoluble en un pape! filtro de cenizas conocidas, incinérese el papel! filtro y el
residuo hasta obtener cenizas blancas o casi blancas.

10.Incinerar durante otros 15 min. Y volver a pesar después de enfriar. Repetir si

se observa una disminucidn de peso significativa.
Nota:
* La ceniza del t& debe ser gris en lugar de verde.

*Para acelerar la prueba se afiade a la ceniza fria 2 gotas de éter de petrdleo y se

vuelve a incinerar.

7.3.5.6. Procesamiento de Datos:

7.3.5.6.1. Céalculos:

a} Cuando no se usa papel filtro:

% de cenizas= (b-c) x100
a-c
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En donde:

a : Peso del crisol mas la muestra
b: Peso del crisol méas las cenizas

¢: peso del crisol vacio

b) Cuando se usa papel filtro:

% de cenizas= [b-c)-d x100
a-c¢

En donde:

d: Peso de las cenizas del papel filtro

Realice un tratamiento estadistico a los datos de todos los equipos. Aun

teniendo el mismo tipo de muestra.

Busque e! valor que se encuentra en la literatura e investigue: ;Qué
factores son los que se vieron afectados ? ¢ Qué consecuencias se obtuvieron
por éstos factores? etc. Recuerde los puntos fundamentales que debe cubrir el
reporte. Y proceda a verter los datos en la Hoja de Registro.
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7.3.5.6.2. Resultados:

Verter los datos correspondientes en la Hoja de Registro.

HOJA DE REGISTRO

Nombre de la Técnica
usada

Tipo y hombre de muestra

Ndam. De la muestra

Fecha de recepcion

Fecha del registro

Nombre(s) de! analista(s)

Fecha de realizacion de
analisis

Calculos comprobados

por;

Resultados:

Conclusiones:
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8. Proyecto ll:

Leche y Derivados

Manual de Laboratorio de Biogquimica de Alimentos 85




Objetivos

8.1. Objetivos:

8.1.1.0bjetivo General:

Determinar algunos constituyentes importantes de la leche que influyen en
su aspecto fisico, y en su estabilidad para asegurar el buen aprovechamiento tanto
nutricional como techoldgico.

8.1.1.0bjetivos Particulares:

e Cuantificara Lactosa en diferentes productos lacteos, mediante una técnica
yodométrica, determinando la importancia de ésta en las propiedades de la
leche.

» Conocera las propiedades de la leche como materia prima y también uno de los
metodos mas antiguos de conservacion; elaborando queso, requesén y yogurt

» Mediante la cuantificacién de acido lactico en diversas muestras de leche se
comprobara la presencia y la accion microbiana a la que se expone la leche.

» Comprobara el efecto de los procesos de conservacion (UTH) en las proteinas
del suero de la leche.
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8.2. Introduccién

La leche es un liquido opaco de color blanco a blanco amariflento (tabla
8.1), color que esta determinado por la dispersion y absocién de la luz por las
gotitas de grasa y las micelas de proteina. Por eso, la leche descremada {
desnatada) es también blanca. El color amarillo o verdoso se debe a los carotenos
de [a fase oleosa ( sobre todo la que provienen de los animales que consumen
hierba) y a la riboflavina de la fase acuosa. El sabor de la leche es ligeramente
dulce y el olor es caracteristicamente inespecificol'?

Composicidn | Estado fisico de los componentes
(o)
Agua 905 agua libre ( disolvente) + agua
lifgada ( 3.7 %)
Glucidos: {actosa 49 Solucién
Lipidos 35 Emulsién de los globulos grasos
Materia grasa propiamente dicha 34
Lecitina { fosfolipidos) 05
Parte insaponificable ( esteroles,
tocofergles, carotenos) 0.5
Prétidos 34 Suspencién micelar de
. fosfocacelnato de cal { 0.0B a 0.12
Caselna 27 micras)
Protidos “solubles” ( globulina 55
albiminas) Solucidn( coloidal)
Sust. nitrogenadas no proteicas 1.5
Solucidn ( verdadera)
Sales
del 4c. cltrico 2 solucion o edo. coloidal { Py Ca)
del 4c. fosforico ( P;05) 26 (Sales de K, Ca, Na, Mg, etc.)
del ac. clorhidrico ( Hcl) 1.7
Componentes diversos
{ vitaminas, enzimas, gases disueltos) trazas
Extracto seco ( total ) 127
Exracto seco desengrasado 92

Cuadro 8.1. Composici6n tipica de fa leche™

La leche es un sistema fisicoquimico complejo en el que cada componente
se encuentra interactuando con los otros; éstas interacciones ejercen una
influencia muy marcada en su estabilidad; |a calidad quimica y organoléptica de la
leche varfa a medida que transcuire el tiempo desde su ordefia y del cuidado con
el que se maneja. La composicidn de la leche varia de modo notable de un animal
a ofro. En el caso de nuestro trabajo nos interesa sélo la leche de vaca,!'?
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Propledades Fisicas

Densidad de la leche completa 1.032
Densidad de leche descremada 1.036
Densidad de la materia grasa 0.940
Poder calbrico ( por litrc ), calorias 700
pH 66-6.8
Viscosidad absoluta {15°) 0.0283
Viscosidad relativa ( especifica) 16-2.15
indice de refraccién 1.35
Punto de congelacion -0.55
Calor especifico 0.93

Tabla 8.1 propiedades fisicas de la leche™™

En la gandula mamaria se efectia la sintesis de la mayor parte de los
componentes organicos de la leche: lactosa; materia grasa ( triglicéridos);
caseinas o, B y o;p - lactoglobulina y a - lactoalbimina; acido citrico. estas
sustancias secretadas representan alrededor de un 92 % del extracto seco de la
leche de vaca. Los otros componentes proceden directamente del circuito
sanguineo ( sin embargo, en lo que se refiere a las globulinas inmunizantes, en
trabajos recientes se indica que una parte de ellas podria sintetizarse en la
glandula).*®

Por su gran contenido de nutrientes, la leche como materia prima, permite
elaborar diversos productos como el queso (principal derivado), mantequilla,
yogurt, crema, concentrados lacteos, leches concentradas y leches en polvo. Ya
que es tan importante la leche y que de ella se conoce una industria, podemos
decir que también entra en el amplio campo de trabajo que tiene el Q.F.B.; por lo
que en este proyecto se buscd dar mayor importancia a algunos componentes que
son esenciales de 1a leche como son:

Determinacién de Lactosa
Determinacién de Turbidez

Elaboracion de queso,requeson y yogurt
Cuantificacidn de acido lactico
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Determinacion de Lactosa

8.3.1. Determinacién de Lactosa

8.3.1.1. Objetivo:

Determinar el contenido del azicar reductor (}actosa) presente en la leche
industrializada y fresca empleando el método Yodometrico.

8.3.1.2. Fundamento:

El sabor de la leche es originado por la Lactosa, la cudl esta formada por
dos carbohidratos que son glucosa y galactosa, que pueden ser separados por
hidrolisis. Su poder edulcorante es seis veces menor que el del aztcar ordinario.
Por otra parte, el sabor dulce de la lactosa esta enmascarado por la caseina. La
lactosa es la (nica fuente de galactosa para el ser humano. Las principales
propiedades quimicas de fa lactosa son la hidrélisis y el poder de reduccién,
siendo bastante dificil la primera, ya que es un azlcar que presenta una cierta
estabilidad frente a los agentes quimicos. Se precisa la accion de los acidos en
caliente para desdobiaria: \'?

CizH2204 + HO ——,  CgH120s + CgH;206
lactosa — glucosa galactosa

Por poseer un grupo aldehidico libre, la lactosa es un azl(car reductor.
reduce especialmente al licor cupro-alcalino de Fehling. Ademas se ha visto que
un grupo de reacciones yodométricas se basan en la accion oxidante del yodo
sobre sustancias reductoras; a este grupo se le designa con el nombre de
Métodos yodoméricos directos. °® Este método esta basado en la accion oxidante
de! yodo y reductora de los yoduros, que puede cendensarse en la reaccién
reversible: %

b +2e +——= 2T

En aquellos casos en que el reductor sea el yoduro de potasio y sobre él se
haga reaccionar el oxidante que se desea valorar, el yodo puesto en libertad y
cuya cantidad es equivalente a la del oxidante, se valora con una solucion titulada
de tiosulfato de sodio; esta solucion es de uso general en todos [os métodos
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yodométricos en los que se pone yodo en libertad, asi pues, la reaccién
fundamental de estos procesos es la siguiente: ¢

Z2NazS:04 + 1, —* Na;S40¢ + 2Nal

Ya que el licor de Fehling es una disolucién de sulfato de cobre la reaccion
es la siguiente:

2CuS0, + 4Kl ——  2k;SO, +2Cul + 1
por valoracién del yodo libre en esta reaccion con solucién de tiosulfato, podremos

calcular la cantidad de sal de cobre gue reacciond con el yoduro de potasio,
teniendo en cuenta que: %

2Cu*? —_—

Teniendo como factor de equivalencia: ©®

1 ml de solucidn de N de NayS;0; = 0.06357 g de Cu
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8.3.1.3:Seguimiento Experimental: Determinacién de Lactosa

Pesar la muestra
{2.59)

Agregue:
Agua
Fehling |
NaOH y afore

1

En un vaso de pp agregue:
Disoln. de Fehling |
Disoln. de Fenling Il

Agua. Y someta a calor.

Vierta en el vaso de pp una mezcla
de la disoln. (A)
Deje ebullir 6 min mas
{ sin guitar el vidrio de reloj)

I

Lavar con H20 caliente, |a parte convexa
del vidrio de reloj.
Y deje caer el lavado al vaso de pp

Filtre por gravedad. Disuelva el
CuQ en HNO3J
Proceda al lavado { 3 Veces) con H20 Caliente

I

Se calienta el CUNO3 hasta ebullicién.
Agregue la Urea y continue con la
ebullicién

Adicione el Kl al 30% y proceda a titular
con Na25203 10 N; utilice una disoln, de
almidén como indicador

L

Convierta 10s ml de ta disoln. de Na25203
empleados en la titulacién a mg de 6xido de cobre,
multiplicando por el factor de la disoln. de Na28203

[

En la tabla se busca la cant. de hidrato de lactosa
correspondiente a los mg de 6xido de cobre.
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8.3.1.2.Desarrollo Experimental:

Material y/o equipo

1 pipeta de vidrio volumétrica de 20 mL

1 pipeta de vidric volumétrica de 50 mL
1 vaso de precipitado de vidrio de 100
mL

1 vaso de precipitado de vidrio de 150
mL

1 matraz de aforo de vidrio de 100 mL

1 vidrio de reloj con diametro de 10 cm

1 matraz erlenmeyer de 250 mL

1 matraz Kitasato de vidrio de 300 mL
con

1 bureta de vidrio de 50 ml

alargadera de hule para embudo
biichner

1 embudo de filtrado rapido con cuello
largo de diametro de 8.0 cm

1 termémetro

balanza analitica

Sistemna de filtracidn a vacio

papel filtro,

Procedimiento experimental:

Determinacidn de Lactosa

Reactivos a utilizar

Disolucién de Fehling |
Disolucion de Fehling Il
Disoln. de NaOH 0.25 N
HNO; 1:1

HCI1N

Urea cristalizada

Disoln. de Na;$:0, NM0
Discln. de almidon al 1% in situ
Yoduro de potasio al 30%

_Colocar 2.5 mL de leche en un vaso de precipitados (P).
Transvasar la muestra lavando con agua a un matraz aforado de 100 mL y

agregar cerca de 40 mL de agua. Mezcle muy bien mediante una agitacién

suave, evitando la formacion de espuma.

3. Agregue 3 mL de solucién de Fehling 1'y agite.

_incorpore 2 mL NaOH 0.25 N y agite nuevamente.

5. Proceda a aforar a 100 mL. Se mezcla y se filtra. (A).
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8. Al mismo tiempo en un vaso de precipitados de 150 mL coloque:
5 mL de Fehting |
5 mL de Fehling Il
10 mL de H;O

7. Cubra el vaso de precipitados con el vidrio de reloj y caliente hasta la ebullicién.

8. Se toma una alicuota de 10 mL de la disolucion filtrada (A), se vierte en la
mezcla Fehling hirviente, continuando la ebullicién durante 6 minutos exactos,
sin quitar el vidrio de reloj.

9. Retire el vaso del fuego y se lava con agua la parte convexa del vidrio de reloj, y
su contenido se filtra por gravedad, enjuagando el vaso con agua caliente para
eliminar tas trazas de cobre adheridas al vaso y los lavados se pasan al
embudo Bichner filire también.

10. En el matraz erlenmeyer 250 mL se agregan 1 mL de &cido nitrico 1:1, a un
matraz Erlenmeyer de 100 mL y se calienta, incorpore el papel filtro del filtrado y
disuelva los cristales después de la disolucién completa, se agrega agua hasta
completar 40 mL aproximadamente.

11.Se calienta la solucién de nitrato de cobre ( volumen total ) hasta ebullicion, se
anaden con cuidado 0.3 g de urea y se continGa la ebullicién durante un minuto
mas.

12. Se deja enfriar, se adicionan 2 mL de yoduro de potasio ( Kl ) al 30% y se titula
inmediatamente el yodo liberado con tiosulfato de sodio N/10; hasta el primer
punto de neutralizacion anadiendo al final de la titulacion 2 mlL de la solucién de
almidon como indicador. Continuar la titulacién hasta que se presenta una
coloracion blanca.

13. La determinacion de la lactosa se realiza por duplicado, partiendo de la

solucién aforada a 100 mL, y los resultados no deben diferir en mas de 0.3%
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8.3.1.4. Procesamiento de Datos

8.3.1.4.1. Célculos:

Se convierten los mL de la solucidn de tiosulfato de sadio N/10 empleados
en la titulacion a mg de éxido de cobre, tomando en cuenta que:

1 mL de solucién de N/10 de Na,S,05; = 0.06357 g de Cu

En la tabla se busca la cantidad de hidrato de lactosa correspondiente a los
mg de oxido de cobre, hidrato de lactosa por mlLde leche pudiendo determinar la
cantoidad del

%delactosa = M x 2 x100
p

En donde:

M = Peso en gramos de la lactosa
_P = Peso en gramos de la muestra
2 = parte de la alicuota

Nota: Todos los datos de la tabla estan reportados en mg.
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Tabla 8.3.1.1 Conversion de valores™

1) Cu;0 2)Glucosa 4)sacarosa 5) Hidrato de lactosa

Cu;0| G | Al | Sc L M Cu0]l 6 JAL| S¢ L M
10 | 56|46 | 44 ] 51168 55 1253][253]240[343]1455
11 |60|51]48] 58] 77 56 |257]258]245]349}46.4
12 | 64 ] 56 1 53] 64|85 57 | 26.2]26.2]249]356]47.2
13 |68 ]| 60]57§71]94 58 |266]26.7]253]36.2] 481
14 |72 ] 646177102 59 |27.1]272§257]13690]|489
15 |77 ] 69|66 84111 60 |275]276]26.1]37.5]498
16 | 81| 73]69]90]120 61 |279128.1]266]382]50.7
17 |86 | 78] 74 97 |128 62 |284)286|27.0]388]515
18 | 9.0]83] 79 ]103]137 63 |288]29.0f27.4]39.4]524
19 | 95| 8.7 | 8.3 |11.0]145 64 [292]205][27.9(40.1]532
20 |99 ] 92|87 j116]154 85 |29.7]30.0]|28.4140.8 | 541
21 |104] 96 ] 9.1 ]123]163 66 |30.1|304]288]414]1540
22 J108[100] 95 ]128]171 67 |306[309]29.3]42.01558
23 §11.21105}310.0]136] 180 68 |31.0]31.4]290.7|427|56.6
24 |11.7]v1.0}j105]142] 188 69 [31.4]31.8]301]1433]57.7
25 |121]114]109}148] 197 70 1319]32.3]305144.0]583
26 |125]11.9]11.3]155]7206 71 |32.3]32.7]31.0]446]59.1
27 |13.0]124]1181162]21.4 72 |32.8]133.1]31.4]1453]60.0
28 |134]128]122}168]223 73 [33.2]336]31.8]459]608
29 |139]133]126]175]231 74 |337]34.1]323]4686)61.7
30 [143]13.7]132.0]18.1]240 75 | 341 | 345]327]47.21625
31 j1481142§135]187]248 76 |345)35.0]33.1]476]634
32 |152]1471139]19.4]257 77 |350]355133.6|485]642
33 |156]151]14.3]20.0]26.6 78 | 354 ]359]34.0]49.2]65.1
34 |16.1]156]148]1207]27.4 79 §359]364] 3454981659
35 |165][16.1]153]21.31283 80 [36.3]36.8]349]|504]668
36 j169(165[157]22.0]29.2 81 |268]37.3]353]51.1]67.7
37 |17.4]17.0]16.11226]30.0 82 |[372]|378)358]|51.8]685
38 |178]|174]165]233]309 83 |3a76]382] 3625241694
39 183179} 17.01238]347 84 |381]38.7]36.7]53.1]70.2
40 | 18.7]184]175]246]326 85 [385]3g2]3r2|53.7| 711
41 [19.2]188]17.9]252]335 86 |35.0]39.7]376]544]720
42 1195]118.3]1823]25.9]343 87 |394]402]38.1|550]728
43 |200]198]188]265]35.2 88 |398]|406]385155.7173.7
44 |204]202119.2(27.2]360 B89 [40.3]41.1]38.9]563]745
45 1209]20.7]19.7]278] 368 90 {407]416]394]570]754
46 |21.3]21.1]20.0]285]37.8 o1 |412]420]|298]|576]|763
47 Y214]216]205]29.1]386 92 |[416])425]403]158.2]771
48 |222]221]21.0]298]3985 93 |421]43.0]408]58.9]78.0
49 |225]225][21.4]3041403 94 |426{43.5]41.2]595]|78.8
80 |233]23.0y129.9131.1]412 95 1430]439)416(602]797
51 [235]235]223]31.7] 421 95 [43.4]44.4]42.1]60.8]805
52 {24.2]2391227]324]1429 97 |4397448]425]614]814
53 {24412441232}133.0]438 98 |44.3]|453]420¢62.1]1823
54 [245]249|236]337]446 99 |448]458]43.4]62.8]83.1
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Cu;0] G | Al | Sc L M CuQ0] 6 | Al | Sc L M

100 ]45.2 |46,3 |43.9 |63.4 |84 150 |67.8 ]69.8 (66,2 {96.2 [126.4
101 1457 |46.7 44,3 |64 [849 151 168.2 {70.3 |66,7 |96.9 ]127.3
102 1461 |47.2 |44,7 [B4,6 |85.7 152 1687 |70.8 |67.2 |97.6 [128.1
103 |46,6 |47.6 |45,1 |65,3 1866 153 169.2 |71,2 67,5 [98,2 ]120.0
104 147 |48 [456 {66 |B7.4 154 1696 |71.7 §68 |98.8 |130.7
105 ]475 j485 [46 |66.6 |88.3 155 |70 [72,2 |68,5 |98.5 |1315
106 1479 {49 {465 |67.2 |89.1 156 70,5 |72,7 |69 |100 J132.4
107 |48.4 {495 |46, [67.9 [30 157 |71 |73.2 |69.4 101 H32.2
108 |48.8 49,9 |47.3 |686 [90.8 168 ]71.4 |736 |69,8 02 [133.1
109 ]48.3 |50.4 |47.8 [69,2 [91.7 159 71,8 741 |70.3 [102 [134.9
110 49,7 |50,9 }48,3 {69.9 |92.5 160 (723 |74.6 |70.8 |103 |135.7
111 )50.2 |51.4 }48,7 ]70.5 |93.3 161 |72.8 |75.1 71,2 |104 ]136.6
112 (50,6 |51.8 [49.1 |71.2 [94.2 162 73,2 {755 [71.6 |104 {137.4
113 |51.1 |52.3 |486 |71.9 (95 163 |73.7 |76 |72.1 05 J137.3
114 |51.5 |52,8 |50,1 |72.5 |95,9 164 {742 |76,5 [72.6 {106 1381
115 |52 53,2 |50.4 |73.2 |96.7 165 1746 |76,9 |73 |106 ]139.0
116 52,4 |53,7 [50.9 {73.8 |97.6 186 |75,1 |77.4 {735 |107 1408
117 |52.9 |54.2 [515 [74.5 [08.4 167 |756 |77.9 |73.9 [108 J141.7
118 153.3 (54,7 {51,9 |75,1 ]99.3 168 |76 |78.4 |74.4 |[108 [142.5
119 |53.8 55,2 |52,3 |75.8 [100 169 76,5 |78.9 |749 109 |[143.4
120 54,2 |55.7 |52.8 [76.5 |11 170 |77 ]79.4 |753 110 |143.3
121 1547 |56.1 |53.2 {77.1 |102 171 77,4 |79.9 {758 [110 |144.1
122 1551 56,5 }53,6 ¢77.7 |103 172 77,9 [80.4 1763 |111 |145.0
123 [55.6 |57 [54.1 |78.4 |104 173 |78.3 1809 |76.8 |112 [146.8
124 |56 |57.5 {54.5 |79.1 J104 174 1768 {814 |77.2 J112 [47.7
125 56,5 |58 |55 ]79.8 {105 175 |79.3 [81,9 |77.7 |113 [148.6
126 56,9 |58,5 |55,5 |80.4 |106 176 79,7 |824 |78.2 J114 1494
127 |57.4 |59 |55.9 |81 107 177 (80,2 |62,8 78,6 (114 1494
128 57,8 ]59.4 156.3 (81,7 108 178 |80.7 J83,3 {79 [115 |150

129 1583 159.9 [56.8 ]82.3 J109 179 |81,1 [83.8 |79.5 |116 151

130 58,7 1603 |567.2 |83 110 180 81,6 |84,3 |80 |116 1526
131 (59,2 {60.8 {577 183.,7 110 181 82,1 |84,7 1804 [117 |152.9
132 }59.6 161.3 {581 [84.4 |11 182 82,5 |85.2 |80,8 [118 |153.7
133 [60.1 [61.8 [586 |as  [112 183 82,9 58,7 |51,3 |118 1548
134 61,5 [62,3 59,1 85,6 |113 184 |83,4 |86,2 181.8 |119 |155.4
135 |61 [62,7 |59.5 1863 |14 185 1839 |866 1822 |120 ]156.3
136 61,5 |83,2 |59.9 |87 |115 186 84,4 |87.1 82,6 [120 |157.1
137 |s1.9 |63.7 |60.4 [87.7 |115 187 84,8 |87,6 [B3,1 {121 |158.0
138 |62.4 [64.1 |60.8 [88.3 |16 188 ]85,3 |88,1 [B3.6 122 |t58.8
139 |62.8 |64.6 |61.3 [89 [117 189 {857 188,5 |84 {122 ]169.7
140 [63.2 |65.1 |61.7 |896 [118 190 (86,2 |89 [84.5 |123 |160.5
141 _163.7 |656 ]62,2 1903 {119 191 |86.6 |89.5 |84.9 [124 11613
142 164,2 166 628 |91 120 192 |87.1 J90 [85.4 |124 11623
143 64,6 |66.5 |63.1 916 |121 193 |87.6 (90,4 [85.8 |1256 HB3.0
144 (65 |67 |63.6 ]92,2 |121 194 |88 {908 [86,3 |126 [164.9
145 1655 |67.5 |64 929 |122 195 88,5 {914 [86,7 |126 {164.7
146 |66 |67.9 64,4 |93.6 |123 196 88,9 |91,9 [87.2 127 |165.6
147 66,4 j68.4 |684,9 1943 124 197 |89.4 |92,3 |87.6 {128 |166.4
148 |66.9 |68.9 654 [94.9 [125 198 89,9 {928 |88, 128 [167.3
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Cuz0|G Al |sc L M Cu0|G Al Jsc L M
200 |o0,8 |93,8 [89.0 |120.7]169.0 250 [114.2]118.7|112.8[163.4}211.5
201 91,3 |94,2 1894 |130 |170 251 |114.7[112.2]113.2]164.0)212.3
202 |81.7 |94.6 [89.9 ]131.1]170.7 252 |115.2]119.7]113.7[164.7]213.2
203 [92.2 195.2 |90.3 [131.8]1716 253 |115.6]120.2]114.2]165.4|214.0
204 [92.7 {95.7 |90.8 |132.4]1724 254 1116.1}120.7]114.7]166.0J214.9
205 [93.2 [96.2 [91.3 113311733 255 [116.6]121.2]115.1]166.7|215.7
206 [93.6 |96.6 |91.7 1133.8]174.1 256 {117.0]121.7}115.6]167.3|]216.6
207 Jo4.1 |97.1 |92.1 |134.5[175.0 257 l117.5]122.2(116.1]168.0J217 4
208 |o4.5 |97.6 |92.6 [135.2]|175.8 258 {118.0]122.7{116.6]168.7]218.3
209 |95.0 |98.1 |93.1 [135.8]176.7 259 }118.5[123.2]117.0}169.4/219.1
210 |95.5 |98.6 |93.6 [136.5|177.5 260 [119.0]123.7|117.5]170.0]220.0
211 |95.8 |99.1 |94.0 |137.2]178.3 261 |119.4]124.2]118.0]170.7§220.9
212 |96.1 |99.6 |94.5 |137.61179.2 262 |119.9]124.7]118.5]171.3§221.7
213 |96.9 |100.1]95.0 |138.6{180.0 263 |120.4{125.2]118.9]172.0j222.6
214 |97.4 |100.6]95.5 |139.3]180.8 264 |120.9{125.7]119.4]172.6]223.4
215 |97.8 |101.1]86.0 |140.0)181.7 265 |[121.4]126.2]119.9]173.3[224.3
216 [98.3 |t01.6]96.5 |140.6{182.6 266 [121.8{126.7]120.4]174.0j225 1
217 |98.7 [102.1197.0 |141.3}1834 267 [122.3]127.2|120.0]174.71226.0
218 ]99.2 {102.6]97.5 |142.0]184.3 268 |122.8{127.8|121.4]175.4]|226.8
219 |99.7 |103.1{97.9 |142.6]185.1 269 [123.3]128.3]121.91176.1]|227.7
220 |100.1]103.6]98.4 }143.3]186.0 270 [123.7]128.8]122.4]176.8]228.5
221 {1006.j104.1]98.9 [144.0]186.9 271 |124.2]1129.3]122.8]177.5]229.3
222 |101.1}1104.6|99.4 144 7]187.7 212 [124.71129.8]123.3]178.2|230.2
223 [101.5]105.1]909.8" [145.4]188.6 273 |125.2]130.3]123.8]178.8|231.0
224 |[102.0]105.6]100.31146.1]189.4 274 |125.6]130.8)124.3]179.5|231.9
225 |102.5[106.1]100.81146.8]190.3 275 [126.1]131.3]124.7]180.2)232.7
226 [103.0]106.6]101.3]147.5{181.1 276 {126.6]131.8]125.2{180.9|233.6
227 1103.5]107.1]101.7]148.11192.0 277 |127.1]132.3]125.7]181 61234 4
228 1103.9]107.61102.2|148.8[192.8 278 [127.6}132.8[126.2|182.3]235.3
229 [104.4]108.1]102.7{149.4|193.7 279 [128.0]133.3]126.7]183.0]236.1
230 |104.8]|108.6]103.2{150.1]194.5 280 {128.5]133.8]127.2]183.6]237.0
231 |105.1]109.1]103.6]150.8{185.3 281 |129.0{134.4]127.7]184.3]237.9
232 [105.8]109.6]104.1]151.4]196.2 282 |129.4[134.9]128.2]185.0]236.7
233 |106.3j110.1]104.61152.1]197.0 283 |129.9]135.41128.6]187.7|236.6
234 |106.8]110.6]105.1}152.8]197.9 284 1130.4]135.9]129.1]186.4{240
235 [107.1]111.1]105.5[153.4{198.7 285 [130.8]136.4]120.6]187.1]240
236 |107.7]111.6]106.0]154.1]199.6 286 |131,3]136.9]130.1]187.8]24
237 |108.2]112.1]106.5]154.8|200.4 287 [131.8]137.4]130.5]188.5]243.
238 |108.6]112.6]107.0]155.4{201.3 288 ]132.3[137.9]131.0]189.1]243.9
239 [109.1]113.1]107.5/156.1}2021 289 |132.8[138.4]131.5]189.8]|244.7
240 [109.5{113.6]108.0]156.8|203.0 290 [133.2]138.9]132.0]190.5|245.6
241 [110.1j114.2]108.5]157.4]203.9 291 [133.7]129.4]132.5[191.2|246.2
242 |110.5]114.7]109.0]158.1]204.7 292 |132.4[140.0]133.0)191.9§247.3
243 [111.0]115.2]108.4|158.7]205.6 293 [134.7]140.5]1335 |192.6]248.2
244 |111.4]115.7]109.8]159.4)206.0 294 [135.2]141.0]134.0[193.3]249.0
245 [111.9]116.21110.4]160.1)207.3 295 [135.6]141.5[134.4]184.0|249.8
246 |112.4]116.7]110.9]160.7]208 1 206 }136.1]142.0]134.9]194.7|257 8
247 [112.8[117.2]111.3}161.4]205.9 297 |136.9]142.5]135.4]195.4251.6
248 [113.3]127.7]111.8{162.0J209.8 298 [237.1[143.0]135.9]196.0)252.5
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Cu0] G | Al | Sc L M Cu0] G | AL | Se L M
300 {138 | 144 | 137 | 197 | 254 350 [ 162 | 170 | 162 | 233 | 297
302 | 139 ] 145 ] 138 | 199 | 256 352 1163 | 171 | 163 | 234
303 | 140 | 146 | 138 | 200 | 257 353 | 164 | 172 ]| 163 | 235
304 | 140 | 146 | 139 | 200 | 258 354 | 164 | 172 | 164 | 236
305 1141 | 147 | 139 | 201 ] 259 356 | 1651 173 | 164 | 236
306 | 141 | 147 | 140 { 202 | 258 356 | 165 | 173 | 165 | 237
307 | 142 | 148 | 140 | 202 | 260 357|166 | 174 | 165 | 238
308 [ 142 ] 148 | 141 ] 203 | 261 358 | 166 | 174 | 166 | 238
309 | 143 ] 149 ]| 141 | 204 | 262 359 | 167 | 175 | 166 | 239
310 | 143 | 149 ] 142 | 204 | 263 360 | 167 | 175 | 167 | 240
311 | 143 | 150 | 142 | 205 | 264 361 | 188 | 176 | 167 | 241
312 | 149 | 150 | 143 | 206 | 265 362|168 | 177 | 168 | 241
313 | 144 | 151 ] 143 | 207 | 265 363 1169 | 177 | 168 | 242
314 | 145 | t51 | 144 | 207 | 266 364 | 169 | 178 | 169 ] 243
315 | 145 | 152 | 144 | 208 | 267 365 | 170 | 178 | 169 | 243
316 { 146 | 152 | 145 | 204 | 268 366 | 170 1 179 | 170 | 244
317 | 146 | 153 | 145 | 210 | 269 367 | 1713179 | 170 | 245
318 | 147 | 153 | 146 {1 210 | 270 368 | 171 | 180 | 171 | 245
319 | 147 | 154 | 146 | 211 ] 271 369 { 172 | 180 ]| 171 | 246
320 | 148 | 154 | 147 } 212 | 271 370 Y 172 | 181 | 172 { 247
321 | 148 | 155 | 147 | 212 | 272 371 173 | 181 | 172 | 247
322 | 149 | 155 ] 148 | 213 | 273 372 [ 173 ] 182 ] 173 ] 248
3231149 | 156 | 148 | 214 | 274 373 | 174 | 182 | 173 | 248
324 | 150 | 157 | 149 | 214 | 248 374 | 174 | 183 | 174 | 248
32s [ 150 | 157 | 149 ] 215 | 276 375|175 184 | 174 § 250
326 | 151 | 158 | 150 | 216 | 277 376 | 175 | 184 | 175 | 251
227 | 151 | 158 | 150 | 217 | 277 377|176 ] 185 | 175 | 252
328 | 152 | 159 | 151 | 217 | 278 are | 176 | 185 | 176 | 252
3209 1152 | 159 ] 151 | 218 | 279 are | 177 Y186 | 176 | 263
330 | 153 | 160 | 152 } 219 | 280 380 | 177 | 186 § 177 | 254
331 | 153 | 160 | 152 | 220 | 281 381 {178 | 187 | 177 ] 254
332 | 154 | 161 | 153 | 220 | 282 382 | 178 | 187 | 178 | 255
333 | 154 | 161 | 153 1 221 | 283 3831179 | 188 ) 178 3 256
334 | 155 | 1682 | 154 | 222 | 283 384 | 179 | 188 | 179 | 257
335 | 155 | 162 | 154 | 222 | 284 385 | 180 | 189 | 180 | 257
336 | 156 | 163 | 155 | 223 | 285 386 ] 180 | 189 | 180 | 258
337 | 156 | 163 | 155 | 224 | 286 387 | 181 ] 180 | 181 ] 258
338 | 157 | 184 | 156 | 225 | 287 388 | 181 ] 191 | 181 ] 260
339 | 157 | 164 | 156 ] 225 | 288 389 | 182 | 191 | 182 | 260
340 | 158 | 165 | 157 | 226 | 289 390 | 182 | 182 | 182 | 261
341 1 158 } 166 | 157 | 227 | 290 3949 | 183 ) 192 1 183 | 262
342 | 158 | 166 | 157 | 227 | 280 392 1 183 | 192 | 183 | 262
343 | 159 | 166 | 158 | 227 | 290 393 [ 184 | 193 | 184 | 363
344 | 160 | 167 | 159 | 228 ] 292 394 | 184 | 194 | 184 | 264
345 ) 160 § 168 ] 159 | 229 | 293 395 | 185 | 194 | 185 | 265
a46 | 161 | 168 | 160 | 230 | 294 296 | 185 | 195 ] 185 ] 2685
247|161 | 169 | 160 | 231 | 285 397 | 1866 ] 195 | 186 | 266
a8 | 162 | 169 | 161 | 231 | 295 398 | 186 | 196 § 186 | 267
3ag | 162 | 170 | 161 | 232 | 296 399 | 187 | 195 | 187 | 267
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Cu:0] G | Al | Sc L Cu0] G | Al | Sc CuO| G
400 |187 197 |187 J268 451 213 225 (214 502 ]240
402 |188 ]198 |188 270 453 1214 227 215 504 241
403 {189 |199 189 |270 454 215 227 |216 505 J241.2
404 189 (199 MN89 271 455 215 J228 |216 506 [241.8
405 190 J200 j190 (272 456 216 228 |217 507 ]242.3
406 [190 J200 |190 (273 457 216 ]229 |218 508 2429
407 191 J201 ]191 273 458 217 230 |218 509 1243.4
408 191 201 191 |274 459 |217 [230 |218 (510 |243.9
409 |192 J202 |192 275 460 1218 |231 220

410 192 J202 |192 276 461 1218 |232 |220

411 [193 J203 ]193 276 462 (219 232 221

412 |193 204 |383 [277 463 219 233 221

413 |194 204 |194 278 464 1220 234 {222

414 194 J205 |1894 278 465 (220 |234 |223

415 |195 [205 |185 [279 466 1221 |235 |223

416 |195 |206 |195 280 467 (222 |236 |224

417 |196 |206 |196 [281 468 [222 236 |224

418 [196 207 197 [281 469 223 237 |225

419 1197 [207 |197 |282 470 223 |237 226

420 {197 J208 [198 [283 471 |224 |238 [226

421 [198 209 {198 |284 472 224 239 |227

422 (198 |209 |199 [285 473 225 |238 |227

423 199 [210 {199 |285 474 225 |240 J228

424 [199 [210 |200 1286 475 226 (241 J228

425 (200 |211 |200 [287 476 |226 241 |229

426 (201 J21t1 {201 288 477|227 242 230

427 201 [212 j201 288 478 227 [242 |230

428 202 213 J202 1289 479 228 {243 |231

429 (202 |213 |202 }290 480 |228 1244 |231

430 203 |214 ]203 |28% 481 |220 244 232

431|203 214 203 291 482 |229 |245 |233

432 |204 J215 204 292 483 (230 J246 233

433 |204 215 |[204 ]283 484 |230 246 (234

434 J205 1216 {205 |254 485 |231 {247 |235

435 205 J216 ]206 {295 486 1231

436 |206 217 |206 [295 487 1232

437 1206 (217 J207 1296 488 |232

438 207 218 |207 |297 489 1233

439 207 219 |208 [298 490 233

440 208 [219 208 j298 | 491 234

441 (208 [220 |209 |299 492 235

442 |209 220 (205 |300 493 1235

443 |209 221 J210 301 494 1236

444 [210 221 ]210 301 495 236

445 (210 (222 [211 302 496 ]236

446 211 22,4 j211 1303 497 237

447 211 |223 [212 {304 498 238

448 J212 ]224 212 ]305 499 [238

449 212 224 213 305 500 239
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Determinacién de Turbidez

8.3.2. Determinacion de Turbidez.

8.3.2.1. Objetivo:

Determinar el efecto de procesos de conservacién ( UTH, pasteurizacion,
ebullicién) sobre 1as proteinas del suero de la leche.

8.3.2.2. Fundamento:

La leche es un buen alimento debido a la alta calidad de sus proteinas, para
su estudio, se han dividido en dos grandes grupos de acuerdo con su estado de
dispersion: las caseinas que representan 80% del total, y las proteinas del suero o
seroproteinas que constituyen el 20% restante.''%:3%

Debido a que las caseinas y las otras proteinas estan estabilizadas por
diferentes mecanismo en el seno de la leche, es sencillo separarlas mediante la
manipulacién de diversos parametros, tales como el pH, la temperatura y la fuerza
ibnica y mediante el uso de sustancias, como urea, que rompen las uniones que
las estabilizan, A diferencia de las caseinas, las proteinas del suero son
compactas, globulares, con un peso molecular que varian entre 14000 y 1000 000
de daltones y son solubles en un intervalo de pH muy amplio { incluso a pH acidos,
siempre y cuando no se hayan desnaturalizado por el calor ). En estado natural no
se asocian con las caseinas, pero en las leches tratadas térmicamente y
homogenizadas, hay una traccién que si lo hace. %

Constan por lo menos de ocho fracciones diferentes, entre las cuales
destacan la a- lactoglobulina, la a- lactalbimina, las inmunoglobulinas, la albdimina
bovina y las proteosas-peptonas.”'®

En general son muy sensibles a las temperaturas altas y en menor grado al
pH acido debido a que su mecanismo de estabilidad es por hidratacién y no por
carga eléctrica; son las primeras proteinas de la leche en desnaturalizarse y su
calentamiento libera grupos sulfhidrilo que reducen el potencial de oxidacion-
reduccion, que puede llegar a inhibir parcialmente las reacciones de oxidacién;
contiene la mayoria de los aminoacidos y tienen un mejor balance de éstos que
las propias caseinas, por lo que su valor nutritivo es mejor."®

Ya que se conocen las propiedades de las proteinas que estan contenidas
en el suero de la leche, podemos determinar cualitativamente proteinas son
afectadas al someterse a los tratamientos térmicos; esto se puede llevar a cabo
mediante la prueba de la determinacién de turbidez, se fundamenta en la adicién
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Determinacion de Turbidez

del sulfato de amonio, al ser una sal que al contacto con el agua contenida en la
leche debido a que favorse la precipitacion de las caseinas, el gran contenido de
sal de amonio, hace que se forme una solucién muy saturada y favorezca la
precipitacion de las proteinas.®®

Ya separadas las caseinas tenemos las seroproteinas, sometiendolas a
temperatura de ebullicion, podemos observar la precipitacion de ellas. El resultado
puede ser diferente en cada caso, ya que influye mucho el tipo de muestra que se
utilice. También el precipitado obtenido puede ser de diferente color ( de blanco
lechoso a blanco-amarillo).®?
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8.3.2.3. Seguimiento Experimental: Determinacién de Turbidez

Colocar 4 g de (NH4)2504(+/- 0.1g)
en un matraz de 50 ml

Incorpore 20 ml de leche
Agite durante 1 min

Deje reposar 5 min

Filtre por gravedad

Colecte el liquido filtrade en un
tubo de ensayo
(aproximadamente 5 ml por tubo)

Colocarlo dentro de un vaso con agua
vaso con agua ebullendo.
Dejario 5 min ebullendo

Proceda a enfriarlo con agua a
temperatura ambiente y luego
con agua fria
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8.3.2.4.Desarrollo Experimental.

Material / equipo Reactivos
1 matraz erlenmeyer o (NH)250,
1 probeta de 50 ml Leche

1 agitador de vidrio

1 vaso de precipitado de 50 ml
1 filtro de vidrio con cuello largo
3 tubos de ensayo de vidrio

1 espatula de acero inoxidable .
1 papel filtro redondo con pliegues .
1 bafio maria

1 termémetro

Procedimiento Experimentat

. Pesar 4 ( +/- 0.1 g ) g de (NH,); en un matraz erlenmeyer de 50 ml.

. Incorpore 20 (+/- 0.5 ml ) ml de leche al matraz erlenmeyer.

. Agite durante 1 min. Deje reposar 5 min.

. Proceda a filtrar a través del papel filtro, 12 pliegues( vea el apartado de
filtracién ). Recolecte el filtrado en un vaso de precipitado de 50 mi.

5. Transfiera el volumen obtenido del filtrado en cantidades iguales en los tres

tubos de ensayo ( min. 5 ml c/u )

6. Colocar los tubos de ensayo a bafio maria a la temperatura de ebullicion

durante 5 min.

7. Enfriar con agua a temperatura ambiente y luego con agua fria.

8. Examine la turbidez.

s GN
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8.3.2.5. Procesamiento de Datos

8.3.2.5.1.Resultados:

Reporte en un tabla como esta:

Determinacion de Turbidez

Num. de
muestra

Tipo de
muestra

Volumen de la
muestra

Turbidez

Registros de Turbidez

Donde se vierta el grado apropiado de turbidez encontrado como:

=
X
*ee=
[ XXX &

dando el valor correspndiente ue usted desee.

Inferir en que grado afectan los procesos de conservacion en las proteinas de la

leche.
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8.3.3. Elaboracion de Queso

8.3.3.1. Objetivo:

Elaborar un producto derivado de la leche aplicando conocimientos de los
cambios bioquimicos que se llevan a cabo en las proteinas de la leche.

8.3.3.2. Introduccién

Por contener un gran nimero de nutrimentos y ser un alimento tan
completo, con un pH casi neutro, la leche esta sujeta a contaminaciones
microbioiogicas que la hacen ser un producto altamente perecedero. Los distintos
derivados que de ellas se obtienen representan una forma mas estable, con una
vida de anaquel mucho mayor que la materia prima,®®

< LECHE "=
Leche entera Condensada Evaporada En polvo entera Yogurt Quesos, Otros:
y descremada azucarada vy descremada suergs helados,
pasteurizada, dulces,
ultrapasteurizada mantequilla

caseinatos

Fig.8.3.4,1 Productos derivados de la leche®™

Los quesos son una forma de conservacion de los dos componentes
insolubles de la leche: la caseina y la materia grasa: se obtiene por cuocagulacion
de la leche después del desuerado, en el transcurso del cual el lactosuero se
separa de la cuajada.”®

Las formas de preparacion diversifican los QIileSOS por la influencia que
tienen sobre la estructura y sobre las fermentaciones:'

a) Los quesos tienen una "armazén” de paracaseinato de cal; su estructura
depende de la forma de coagulacion, del desarrollo de la acidez, de la cantidad
de agua retenida, de la proporcién de la materia grasa y del grado de
proteliosis, que le hace perder su rigidez. \'%
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b) Las posibilidades de fermentacién de la caseina y de la materia grasa son
diversa; su realizacién depende de un conjunto de condiciones fisicoquimicas, y
de las enzimas presentes. El aspecto de los quesos y su sabor se deben
principalmente a la actividad de los microorganismos y a las fermentaciones
que experimentan la caseina la maeria grasa y la lactosa que queda en la
cuajada. "%

Las fases principales de la transformacion de la leche en queso se
enumeran en la Tabla 8.3.3.2.1,, cuando se obtienen la cuajada por accion del
cuajo, lo que representa el caso més general. En las fabricaciones macamzadas
la parte continua del trabajo se detiene, en general, en la fase nimero 4.1

Fases pricipales Acciones y modificaciones
1.Maduracién de la Leche « Desarrollo limitado de ia microflora acidificante y, a
leche (+/- fermento veces, de una flora de micrococos que preparan el
lactico) "terreng”
2.Coagulacion » Formacion del gel

(cuajado) {+cuajo)

3.Conte delacuajaday Cuajada Ruptura del gel, aceleracién de la sineresis y

desuerado ( +/- trabajo  fresca + separacidn de la mayor parte def agua.

mecanico 0 cocido) lactosuero « Acidificacion lactica que favorese el desuerado e
inhibe determinadas bacterias

4.Colocacibn en molde  Queso  « Continuacién de! desuerado y de la destruccién de la

frasco lactosa; el contenido en agua debe aproximarse al
valor éptimo
' 5.Salado Queso » Secado{ complemento del desuerado ).

salado  « |nfluencia sobre el sabor.
+ Seleccién de microorganismos
» Influencia sobre las actividades enzimaticas

6.Maduracién Queso e Destruccion completa de la lactosa
madurado « Neutralizacién de la pasta

+ Pérdida de agua
» Proteolisis y lipolisis con formacién de productos

aromaticos.
+ Formacién de la corteza.

Tabla 8.3.4.1. Fabricacion del queso’™

El cuajo es una enzima proteolitica secretada por el estomago de fos
rumiantes jovenes, bajo una forma inactiva, el "pro-cuajo”, que se transforma en
cuajo por un fendmeno autocatalitico de activacién; acelerado por los iones H,
como en el caso del pepsinégeno. En el curso de la activacion, los péptidos ricos
en tirosina en la parte N-terminal, se separan de la pro-enzima, y el punto
isoeléctrico desciende de 5.0 ( pro-enzima)a 4.7 ( enzima). La activacion es casi
instantanea a pH 2.0.0%
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El cuajo se segrega en el cuarto compartimiento del estomago de los
rumientes, el abomazo, vulgarmente llamado "cuajar’. Generalmente se admite
que la secrecion se detiene en el momento del destete, cuando se incorporan
alimentas solidos a la racion; entonces se reemplaza por la pepsina. {1

E! cuajo puro es una haloproteina, desprovista de metal, gue contiene el
15% de nitrégeno; su peso molecular se acerca a 40.000. La composicion del
cuajo en aminodcidos es netamente diferente a la. protelitica { cuajo 3.8 a 4.0 y
pepsina 1.8 a 2.0), y el pH limite de la actividad coagulante ( cuajo 7.3-7.5;
pepsina 6.6-6.7). El cuajo es muy sensible a las variaciones del pH. No llega a
coagular la leche ligeramente alcalina ( hacia pH 7.4) y se inactiva
irreversiblemente a pH 8.0 ( mientras que la proenzima resiste pH mas elevados),
El cuajo conserva su actividad proteolitica en medio dcido pero debajo de pH 4.8
es poco estable. |

Accion del cuajo sobre la caseina

La coagulacion de la leche por el cuajo, tal como ocurre en la queseria, es
consecuencia de una reaccion proteolitica limitada, donde fa caseina constituye el
substrato. El lacto suero separado de la cuajada contiene una sustancia soluble
nueva, denomida"protecsa de Hammarsten® que representa alrededor del 6 % de
la caseina original. La reaccién se representa habitualmente de la siguiente
manera; %

fosfocaseinato de Ca ———> fosfo-paracaseinato de Ca + proteosa
( soluble ) {insoluble: cuajada ) {soluble)

La caseina modificada se ha denominado “paracaseina”, y se distingue de
la caseina entera por su insolubilidad en presencia de pequefias cantidades de
calcio. {19

Se ha podido comprobar que el complejo fosfo-paracaseinato de cal lleva
una carga mineral mas furte que el complejo original; sobre este ultlmo se fijan, a
la vez, calcio y fésforo soluble en et curso de la coagulacion de la leche. ¢

En el método tradicional, la separacion de los componentes de a leche en
dos partes se produce en dos tiempos:

1. La coagulacion, en el curso de Ja cual se insolubiliza la caseina.
2. El desuerado, en el que el lactosuero se separa de [a leche.
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Cuagulacién por
Accidn del cuajo Acidificacion
espontanea
Proceso bioquimico Accion enzimatica (lactosa | Fermentacion lactica a
no degradada) expensas de la lactosa
Medificacion  de  la| Transformacitn en | Sin modificacién
caselna paracaselna y separacion | quimica de la protelna
de una parte no proteica
pH 5.8 46
Composicion del| Fosfo-paracaseinato de Caselna pura
coagulo cal {desmineralizada)
Naturaleza del cosgulo | Gel elastico impermeable Cuajada
desmenuzable, sin
cohesién
Sineresis { retraccion
natural de la cuajada y Rapida Lenta
expulsion del suero)

Cuadro 8.3.3.2.1. Caracteristicas de las dos formas habituales de coagulacién de la leche™

Los factores que tienen influencia sobre las propiedades de la cuajada y
que se pueden manipular:'?

— la acidez de ta leche en el momento de la adicion del cuajo y su siembra con
fermentos apropiados;

— la temperatura;

— la cantidad de calcio soluble;

— la dosis de cuajo

Cuanto mas elevada es la acidez en el momento de la adicién del cuajo,
mayor es el caracter "acido” o "lactico” de ia cuajada:friable y porosa. La duracion
de la coagulacion depende del conjunto de factores mencionades mas arriba, y es
caracteriatica de cada tipo de fabricacion. ('

£n la practica se emplean diversos tipos de cuajo: %

+ Extracto liquido de fuerza 1/10.000, que es mas puro desde el punto de vista
quimico y bacterioldgico que el cuajo liquido y conserva mejor su actividad, pero
es mas delicado de manipular, ya que es una sustancia higroscopica; (

¢ Cuajo en polvo de fuerza 1/100.000 6 1/150.000, que es méas puro desde el
punto de vista quimico y bacteriolégico que el cuajo liguido y conserva mejor su
actividad, pero es mas delicade de manipular, ya que es una sustancia
higroscopica; '
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E! cloruro de calcio se emplea de farma irregular como coadyuvante de la
coagulacion con las leches crudas, y regularmente con las leches pasterizadas.
Un exceso de cloruro de calcio { mas de 20 g por 100 g ) es inutil desde el punto
de vista de la coagulacién, y perjudicial en razon de la posible aparicion del sabor
amargo 'Y
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8.3.4.3. Seguimiento Experimental: Elaboracion de Queso

Refrigeracion de la leche

|

Calentar la leche durante 10 min a 30 C.
Transcurrido este tiempo se coleoca la
leche en un lugar templado.

|

Disolucién del cuajo.
Y proceda a incorporarlo a la leche

Dejar en reposo la leche durante 40 min
aprox. hasta que cuaje la leche.

I

Cortar la cuajada

Agitar la cuajada durante 15 min.
Caliente anom{asde 45C

I

Retirar del fuego y dejar reposar
durante 15 min agitando
ocasionalmente

Colgar la cuajada.
Y pese el queso obtenido.
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8.3.4.4. Desarrollo Experimental

Material y/o equipo Reactivos a utilizar
» 1 recipiente para calentar la leche « Leche
con capacidad de 2 litros o mas ¢ Cuajo
+ Fuente de calor (Mechero) » NaCl
¢ 1 manta de cielo 50 cm x 50 cm
aprox.
s 1 cuchilo largo .

+ 1 agitador o cuchara larga

Procedimiento Experimental

1. Refigeracion de la leche. Coservar 2 litros de leche pasteurizada en lugar fresco
(10 -15°C) durante una noche; esta leche tendra aproximadamente 3.2% de
grasa y una acidez recomendable que se obtendra al dejar la leche unos
minutos al medio ambiente.

2. Calentar la leche en un vaso de precipitado durante 10 min a 30°C. Una vez
transcurrido este tiempo. Colocar la leche en un lugar templado y abrigado
contra corrientes de aire frio.

3. En un vaso de predipitado con agua fria, se disuelven media pastilla de cuajo,
una cucharada de cloruro de calcio (CaCl) y media cucharadita de sal coman.
Cuando esta totalmente disuelto el cuajo, éste afiade a la leche, con agitacién
uniforme y constante para que !a incorporacién det cuajo sea lo mas completa
posible.

4. Dejar en reposo la leche durante 40 min aproximadamente hasta que cuaje la
leche. Para saber si ya esta firme el cuajo se introduce el agitador; se prodece
una abertura cuando la cuajada se ha efectuado correctamente, siendo ést el
momento oportuno para cortarla.

5. Para cortar la cuajada se utiliza un cuchillo largo, se introduce la hoja
verticalmente recorriendo todo el largo dde la masa haciendo cortes de 1 cm de
separacién; después se hacen cortes al sesgo seperados unos 2 o 3 cm,
profundizarios, progresivamente.
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. Agite la cuajada durante 15 min. La cuajada se agita con siavidad, los grumos
grandes que se formen se cortan cuidadosamente sin desbaratarlos, debe
procurarse que el tamafio de los grumos sea uniforme.

. Calentar lenta y paulatinamente la cuajada durante 20 min hasta obtener una
temperatura de 45°C. Durante esta operacion debe agitarse la cuajada para
evitar la formacién de grumos grandes

. Retire del fuego y deje reposar ( evitando corrientes de aire frio ) durante 15 min
agitando ocasioneimente. Los grumos de la cuajada deben haber adquirido la
firmeza y consitencia necesaria, lo cual se verifica comprimiéndolos furetemente
hacia una de las paredes del recipiente y deben desintegrarse facilmente; es
decir los grumos se apartan los unos de los otros sin unirse ni pegarse.

_En un lienzo de manta , se coloca la cuajada durante 10 min, dandole un
movimiento de vaivén para facilitar el escurrimiento del suero. Proceda a salar
el queso. Sl se desea se coloca dentro de un molde. Proceda a pesar el queso.

8.3.4.6. Procesamiento de Datos

8.3.4.6.1. Calculos:
Calcule el porcentaje de queso obtenido, recordando que por cada
litro de leche se obtienen 200g de queso."”
8.3.6.2. Resultados:
Los resultados se reportaran en una tabla como la siguiente:

Tipo de Nombre Rendimiento
leche comercial Obtenido

Recuerde que en la tabla vertera todos los resultados obtenidos del grupo.
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8.3.3.2. Elaboracion de Requesén

8.3.3.2.1. Objetivo.

Comprobara una de las propiedades de fa leche, la Coagulacién de sus
proteinas séricas. A través de la elaboracidn de requesén, que es uno de los
métodos mas antiguos de conservacion.

8.3.3.2.2. Fundamento

Sin lugar a duda, el primer queso elaborado por el hombre fue el requeson.
Probablemente, ya se conozca desde hace milenios. En el siglo pasado, la gente
del campo acostumbraba poner la leche magra que las lecherias le devolvia, en
un lugar caliente de la casa, preferentemente junto al fuego. En estas condiciones,
se desarrollan las bacterias, y a los pocos dias la leche estaba cuajada y
acidificada. Se colocaba entonces en un colador o en un pafio para provocar la
salida del suero. Estos campesinos consumian la cuajada con leche fresca, o la
aderezaban con comino, raices o hierbas, sirviéndose como acompariamiento del
pan o de las patatas asadas. ©

La calidad de un requesdn esta en funcion de su sabor y de su
consistencia. Lo normal, es que el requesdn tenga un uniforme sabor agrio (
cuajada agria ). Si su sabor es demasiado amargo, es que la transformacion de la
lactosa en acido lactico por las bacterias ha sido excesivo. Esto no hubiera
ocurrido, si e! desuerado se hubiera efectuado en condiciones de refrigeracion.
Sin embargo, no es efectivo reducir la cantidad de cultivo { fermento iniciador ).
Otra manera de evitar que el requesén sea tan amargo, es desuerando la cuajada
mas tempranamente o colocando la leche en un lugar donde las temperaturas no
sean tan elevadas. La mejor solucién se encuentra siempre experimentando uno
mismo los diferentes métodos y viendo cual es el que mejores resultados ofrece;
regla que se puede aplicar a la elaboracion casera de cualquier tipo de queso. Se
sabe cuando ha llegado el momento de trocear o de escaldar la cuajada, cuando
al introducir en 1a masa un cuchillo, ésta no se vuelve a pegar; o lo que es lo
mismo, cuando el cuchillo se extrae limpio, sin restos pegados de cuajada. Una
vez que se ha dejado gotear el suero, conviene, lo mas rapidamente posible,
refrigerar a 5°C el requeson. El requeson sigue siendo un producto relativamente
rico en agua, y por esta razon se estropea muy pronto si no se mete en la nevera.
Los quesos frescos deben consumirse lo antes posible! Lo que no se debe hacer
nunca es congelar un queso fresco: por su alto contenido en agua se alteraria
completamente su estructura.!
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Para preparar requeson se puede utilizar tanto leche entera como leche
desnatada. No obstante, al ser la leche tratada con calor mucho mas estéril que
leche natural o certificada, conviene afadirle siempre un 5% de suero de
mantequilla o de cuajada ( leche agria). La leche se puede dejar cuajar a la
temperatura normal de un habitacion (20°C), pero se consigue que la leche cuaje
y se agrie con mayor rapidez si la temperatura es de 35°C. Sin embargo, el
requeson tendra mejor sabor y se conservara durante mas tiempo si el proceso se
realiza a temperaturas mas bajas.

Otra posibilidad, es afiadirle a la leche, aparte del fermento iniciador, un poco de
cuajo; la leche cuajara antes y el requeson tendra un sabor mas suave. Si vamos
a usar cuajo, estos son los pasos a seguir: se calienta la leche a la temperatura
adecuada: se anade el fermento iniciador y se remueve, y a las 2-3 horas se
afade el cuajo, que previamente se ha disuelto en un poco de agua templada. El
cuajo agregado se ha de mezclar rapidamente, lo mejor es usar una batidora.
Eso, si parando en seguida el movimiento que hemos provocado al batir.

Una vez que se ha cuajado la leche, se corta la cuajada en dados de 2-3
cm que se dejan reposar media hora. Transcurrido el tiempo, se forra con un pafo
un cotador y se introducen en él los cubillos de cuajada. Ahora se envuelven los
cubillos con el pafio, y atando los extremos, se convierte en una bolsa. El suero se
desprendera de la pasta y se eliminara por goteo. Conviene recoger €l suero
exudado; puesto en |a nevera y consumido fric es una bebida deliciosa. |

Al sacar la cuajada de la cacerola conviene hacerlo cuidadosamente para
evitar que se parta en trozos pequenos, los cuales pueden, mas tarde, obstruir los
poros del paiio y dificultar la salida del suero. Tampoco hay que permitir que se
elimine la totalidad del suero, ya que en ese caso, el requeson estara demasiado
seco. En el pafio quedan siempre unos 200-300 gramos de queso fresco que se
pueden aprovechar mezclandolos con nata, comino, pimenton, ajo, rabano...; al

gusto.®
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8.3.3.2. Seguimiento Experimental: Elaboracion de Requesén

Caliente la leche a 45 C. Sin dejar de mover.

Agregue 1a mezcla del yogur. Y retire
Disuelva la tableta de cuajo y agrequela

Deje cuajar por 2-3 horas aprox.
Corte la cuajada y deje reposar 5 min
Remueva y deje reposar 10 min

Escurra la cugjada
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8.3.2.5.Material, equipo y reactivos a utilizar

Material y/o equipo Reactivos
s 1 Cacerola + Leche entera o descremada
+ 1 Cuchillo + 1 yogur natural (150g)
s 1 Termémetro ¢ 1 tableta de cuajo.

» 1 pafio 0 manta de cielo

8.3.2.6. Procedimiento Experimental

1. Sin dejar de mover, se calienta la leche en una cacerola hasta que esta
alcanza una temperatura de 45°C.

2. Entonces se le mezcla el yogur.

3. La tableta de cuajo se disuelve en un tercio de taza de agua y se anade
rapidamente. En una sola direccion.

4. Una vez hecho esto, se tapa la cacerola; se envuelve en una manta,

5. Después de 2-3 horas mas tarde la leche habré cuajado. Se procede a cortar |a
cuajada con un cuhillo, y manteniéndolo vertical a la pasta, se hacen de 6 a B
cortes a lo largo y a lo ancho.

6. Deje reposar 5 minutos y remueva. Nuevamente deje reposar 10 min

7. Se forra un colador con un pafo escurrido y se coloca sobre él la cuajada.

8. Anude el pafio y cuelgue para dejar escurrir el suero.

NOTA: Si se desea que la cuajada tenga un sabor mas agrio, basta con dejar
reposar la leche mas tiempo.
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8.3.3.3. Elaboracion de Yoqur

8.3.3.1.0bjetivo:

Reafirmar como las propiedades de la leche son alteradas por
los tratamientos industrializados que sufren para desinfeccibn y provocan
inconvenientes en las formacion de derivados lacteos como lo es el yogur.

9.3.3.2. Introduccion:

El yogur tiene proteinas, fosforo, vitaminas y grasa muy digerible. La
acidificacion transforma todos estos componentes en el sentido de facilitar su
digestion. Muchos nutriélogos opinan, que el yogur es mas digestible que la
leche dulce, pero eso no esta probado. Lo que si es cierto, es que muchas
personas gque no toleran la leche pueden tomar yogur sin problemas de ninguin
tipo ( por ejemplo en casos de gastritis). El yogur tienen la propiedad de regular
nuesiras funciones digestivas; sus bacterias " limpian" el intestine evitando el
estrefiimiento. También es un alimento que estimula el metabolismo,
tranquiliza los nervios y combate el insomnio, la hipertension y las alergias.

La elaboracion del yogur es muy sencilla y siendo un alimento tan
provechoso, me extrafia que no se elabore mas en los hogares. Un yogur
hecho en casa cuesta aproximadamente la mitad d lo que cuesta en tiendas.
Ademas, siempre es bueno tener la seguridad de que no contiene aditivos
sintéticos. ¥

En el fondo, el yogur no es mas gue leche acidificada o agria. Su
elaboracién es muy sencilla. Se prepara afiadiéndole a la leche dos tipos de
bacterias, Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus. Después se
incuba durante algunas horas a 45°C.*

Para elaborar yogur se pueden utilizar practicamente todos los tipos de
leche que hay en los comercios. Segin se quiera un yogur rico o pcbre en
grasa, se puede utilizar leche desnatada ( menos del 0.3 % de grasa),
semidesnatada (1.5 % de grasa) o entera ( 3.5 % de grasa). ®

Da igual que la leche est¢é homogeneizada, pasteurizada o
ultrapasteurizada; el unico tipo de leche que no es conveniente utilizar para
elaborar yogur es la leche esterilizada debido a gue su contenido vitaminico es
mucho menor.

Si se prepara con leche fresca de granja, ésta se debe calentar, sin dejar
remover, a 80°C y a continuaciéon se enfria a 45°C. La leche se enfria
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cotocando la cacerola destapada en un lugar fresco. El calentamiento de fa
leche le confiere al yogur un aspecto homogéneo y un sabor suave. Si se
prepara con leche comercial pasteurizada ¢ ultrapasteurizada, ésta debe
calentarse a 45°C. ©
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8.3.3.3.Secuencia Experimental: Elaboracion de yogur

Calentamiento de laleche a 45 C

Adicion del cultivo bacteriano

Incubacién de la leche y el cultivo afadido
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8.3.3.4. Material, equipo y reactivos a utilizar

Material y/o equipo Reactivos
s Cacerola s Leche
+ recipientes de vidrio o de loza s Cultivo bacteriano (100 g de
s termémetro yogur=3 cucharadas soperas
+ horno por litro de leche)
+ agitador

Procedimiento Experimental:

1. Calentamiento de la leche a 45°C

La leche se introduce en una cacerola y, removiendo, se calienta a 45°C.
Después se vierta en los recipientes de vidrio o de loza.

2. Adicion del cultivo bacteriano

Se anaden a cada recipiente las bacterias lacticas. Estas bacterias se
agregan en forma de yogur natural lo mas fresco posible, aproximadamente un
10 % (100 g de yogur = 3 cucharadas soperas por litro de leche).

Lo mejor es mezclar el yogur con un poco de leche y después batir la
mezcla con el resto de la leche. En los comercios dietéticos se puede comprar
un fermento de yogur cuya fuerza es superior al yogur natural.

3. Incubacién de la leche y el cultivo ahadido.

La incubacién puede llevarse a cabo de distintas formas. Se pueden dejar
los recipientes en el horno ( éste tiene que haber calentado antes a 50-60°C,
dejandolo a esta temperatura durante 30 minutos y apagandolo después). Otra
posibilidad es construirse una caj de incubacion. En ambos casos, {a duracién
es de 12 horas. Durante este tiempo, se han de proteger los recipientes de
golpes y vibraciones.

En las tiendas se venden una yogurteras eléctricas cuya capacidad suele
ser de 6 recipientes. Si el yogur se incuba en estos aparatos, No es necesario
calentar previamente la leche ya que la misma yogurtera se encarga de
hacerlo.
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SUGERENCIAS: Para hacer que el yogur sea mas espeso y su consistencia
mas compacta, se le pueden agregar a ia leche 1-2 cucharadas soperas
rebosantes de leche en polvo. Ademas, tiene la ventaja de que se incrementa
el contenido proteico del yogur.

Si se desea que el yogur sea muy dulce, se le mezclan, antes de afiadir el
cultivo, algunas cucharadas de azicar.

Para hacer un yogur de frutas, basta con afadir frutas, mermelada o
confitura al yogur terminado.

Nota Importante: Una vez preparado el yogur, es conveniente guardar
aproximadamente 1 taza del producto. Esta cantidad nos servira como cultivo
de bacterias lacticas para el préximo yogur. Si se utiliza con este fin un yogur
de tienda, se puede repetir este proceso 4-5 veces. Si se utiliza un fermento de
yogur comprado en una tienda de productos dietéticos, el proceso se puede
repetir 10-15 veces.
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8.3.4. Cuantificacion de Acido Lactico

8.3.4.1. Objetivo

Determinar la cantidad de acido l&ctico de diferentes tipos de leche por
valoracion con NaOH e inferir la importancia de la cantidad de este en la
estabilidad de la leche.

8.3.4.2. Fundamento

Lactosa es el componente mas labil frente a la accién microbiana, por lo
que experimenta fermentaciones muy variadas:

a) Transformacién en acido lactico
b) Transformacién en alcohol
¢} Transformacién en acido butirico

La transformacion en acido lactico es con mucho la mas importante.
Numerosas bacterias realizan esta transformacion, cuyo esquema tedrico es:

C12H22011 , Hzo - 2 C5H1205 - 4 CH;; —_— CHOH —COOH
acido lactico

La acidificacion espontanea es el hecho mas cominmente observado en la
leche conservada a 'a temperatura ambiente. La acidez se eleva muy lentamente
al principio, luego, tras algunas horas ( segin la temperatura), muy rapidamente;
en general, se frena un poco cuando el contenido en acido lactico llega at 1%. En
este momento solamente 1/4 de la lactosa ha sido degradad; ésta detencion se
debe al efecto inhibidor del acido sobre las bacterias. Si se neutraliza el medio, se
puede conseguir la transformacién de toda la lactosa; en este principio se basa la
produccién industrial de acido lactico a partir del suero de queseria.

Antes de llegar a la proporcion de! 1% de acido, aproximadamente hacia el
0.6%, se coagula la leche, en lenguaje corriente se “corta”. El acido ha roto el
equilibrio entre el estado coloidal y la solucién, teniendo como consecuencia
primera la insolubilizacién de la caseina, esto nos ayuda a determinar la
estabilidad de la misma.

La leche agriada tiene un sabor y un olor distintos al del acido lactico puro.
Como en todas las reacciones bioquimicas, se forman pequenas cantidades de
subproductos junto al producto principal de la fermentacion. En general, por cada
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100 partes de lactosa transformada, se obtienen 96 de acido lactico y 5 de
subproductos diversos (CO,, acido butirico, acetil-carbinol, etc.). Algunos de estos
productos presentan un olor fuerte.

El acido lactico puede experimentar también la fermentacion propidnica, por
ejemplo en el curso del afinade del gruyer.

En la industria, y en el caso de los estreptococos, en que la produccion de
acidez provoca un descenso del pH que rebasa apenas el punto de coagulacion
(pH=4.8), se utilizan frecuentemente fermentos no coagulados o apenas

coagulados.
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8.3.4.3. Secuencia Experimental: Cuantificacion de Acido Lactico

[nducir muestra
durante 72 h min,
{50 mi)
10m! leche tipo 10 m! de muestra
comercial r yafitrada conla ayuda de

una gasa

10 mt de crema liquidaincorpore ||| 5mlde yogur natural incorpore
con 5 ml de agua destilada,sin 15 ml de agua destilada,sin producir
producir espuma espuma

10m! de jocoque

Coloque la muestra en un matraz
erlenmeyer y agregue 5 gotas de
indicador (fenolftaleina)

[

Proceda a desarollar fa
valoracin con NaCH 0.1 N
Hasta alcanzar el punto de
neutralizacion
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8.3.4.4. Desarrollo Experimental

Material y/o equipo Reactivos
1 pipeta graduada de 10 mL. + muestras inducidas
1 matraz erlenmeyer de 100 mL ¢ NaOH 01N
1 bureta graduada de 50 mL ¢ agua destilada

1 vaso de precipitados de 50 mL
1 embudo de filtracién
1 gasa

> > > > >

Procedimiento Experimental

1. Tipo de muestra:

10 mL de leche fresca, cualquier marca comercial.
5 mL de crema

5 mL de yogur natural cualquier marca comercial
10 mL de jocoque

> &+ > >

_Colocar una muestra de aproximadamente 50 mL de leche y dejarla
expuesta a temperatura ambiente por 72 h como minimo, cubierta
solamente por una servilleta. :

BN

w

. Proceda a preparar la muestra segun sea el caso:
a) 10 mL de leche fresca, cualquier marca comercial.

b) 10 mL de leche tratada segun el punto numero dos. Con la ayuda de una
gasa realice el filtrado procurando no mezclar lo “cuajado” con la fase
acuosa.

¢) 5 mL de crema liquida con 5 mL de agua destilada, bien incorporada sin
producir espuma.

d} 5 mL de yogur natural cualguier marca comercial mezclado con 56 mL de
agua destilada, sin producir espuma. Si es de bulgaros tomar 10 mL de
muestra directamente.

e)10 mL de jocoque
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4. Coloque la muestra en un matraz erlenmeyer y agregar 5 gotas de fenoiftaleina,
como indicador.

5. Proceder con la titulacion con NaOH 0.1 N, hasta lograr el punto de
neutralizacion,

8.3.4.5. Procesamiento de Datos

8.3.4.5.1. Calculos:

Para obtener el contenido de acido lactico en cada una de las
muestras realice los siguientes calculos:

{mL de NaOH 0.1 N} (0.009) {100)

% Acido Lactico =
ml 6 g de muestra

8.3.4.5.2. Resultados

Verter los datos obtenidos en una tabla como la que se sugiere:

Tipo de muestra g de muestra % de acido lactico

L.eche y Derivados 126




Enzimas en los Alimentos

BLOQUE: Il

ENZIMAS EN LOS
ALIMENTOS

Marnual de Laboratorio de Bioquimica de Alimentos 127




Cbjetivos

9. Objetivos

9.1.1. Objetivo General:

Comparara la actividad enzimatica de tres enzimas, la Polifencloxidasa, la
Peroxidasa y la Bromelaina, obtenidas de diferentes muestras.

9.1.2. Objetivos Particulares:

+ Extraer la enzima polifencloxidasa de la pulpa del aguacate, fa pifia y la papa.

¢ Determinar las velocidades de reaccidn a diferentes valores de pH para los
fenoles oxidados por la enzima polifencloxidasa.

e Conocer el efecto de la temperatura en la velocidad de la reaccién enzimatica
con los fenoles de trabajo.

+ Sedalar la influencia de la concentracion salina sobre la velocidad de la
reaccion de oxidacion de los fenoles en estudios.

« Realizar un extracto de pifia (ananas) para determinar su actividad enzimatica
de la bromelaina, en gelatina y en leche.

« [nferir la importancia de realizar un estudio de cinética enzimatica en los
alimentos.
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9.2. Introduccién

Las enzimas son proteinas que poseen actividad catalitica. Son sintetizadas
por las células y actian en la fotalidad de las reacciones quimicas de un
organismo las cuales forman un conjunto lo que se conoce como metabolismo.
Las reacciones catalizadas por enzimas también se verifican por tanto en muchos
alimentos e influyen positiva o negativamente sobre su calidad. {11

Con el almacenamiento o el tratamiento térmico de los alimentos puede
producirse, bien una inactivacion de las enzimas o bien un cambio en su
localizacion subcelular. Debido a que estos cambios se determinan analiticamente
con facilidad, las enzimas son especialmente apropiadas para su us0 como
indicadores de tales tratamientos. Ejemplos tipicos son la verificacion de la
pasteurizacion de Ieche cerveza o miel, o la diferenciacion entre carne o pescado
fresco y congelado.”!

Esta ciencia reviste un especial interés en el fendomeno biologico, pues se
sabe que la vida de una célula depende de un complejo conjunto de reacciones
quimicas catalizadas por enzimas especificas.??

Las reacciones catalizadas por enzimas se han utifizado desde la
antigiledad para el procesado de los alimentos. Las enzimas se encontraban
entonces en los alimentos, bien como componentes propios de los mismos, o bien
introducidas por microorganismos. Mas reciente es, sin embargo, la adicién de
preparados enzimaticos mas o menos enriquecidos y purificados a partir de
animales, plantas y, sobre todo, microorganismos. La adicién directa de enzimas
ofrece una serie de ventajas: las caracteristica espeficidad de sustrato y de
reaccion y la aita velocidad de reaccién en condiciones suaves de temperatura y
pH permiten un proceso reactivo bien gobernado rapido y continug con un
esfuerzo tecnoldgico generalmente pequefio.!'!

El estudio de las propiedades de las enzimas juegan un papel un papel muy
importante, ya que depende de éstas las condiciones de trabajo para la extraccion
y la actividad enzimatica de cada una de ellas. Algunas que recordaremos seran:

Extraccién.

La extraccion de enzimas a partir de tejidos vegetales presenta un nuevo
conjunto de problemas y el nimero comparativamente pequefio que han sido
aisladas es en parte un reflejo de las dificultades que se van a presentar. Las
paredes celulares vegetales son un reto importante para el enzimélogo. Las
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fuerzas necesarias para destruir esta barrera celular son tan elevadas como para
provocar generalmente, durante los procesos, la desnaturalizacién de las enzimas
deseadas. Ademas, muchos vegetales contienen compuestos fendlicos que son
oxidados enzimaticamente (polifenoloxidasas) por la presencia de oxigeno
molecular formado productos que pueden inactivar rapidamente un nimero
elevado de enzimas. Sin embargo, exiten diversos ejemplos de enzimas Utiles que
han sido obtenidas a partir de plantas por métodos sencillos mediante procesos
biotecnologicos, por ejemplo: |a proteasas bromelina (pifia) y papaina (papaya).?¥

El pH, la fuerza iénica y la composicién del medio que se utiliza para la
extraccion de una enzima son de gran importancia en este proceso y en las etapas
posteriores de ia purificacion. Existe una clasificacion de reactivos que se han
usado en los tampones de extraccion ya que minimizan la desnaturalizacion y la
degradacion de enzimas, mediante una serie de experiencias piloto se puede
llegar a la eleccién de una combinacién apropiada de estos compuestos. Al code
compuestos fuera mas adecuada.seguir un medio de extraccién satisfactorio se ha
alcanzado una meta, aunque puede ser que otra combinacion diferente 4

Algunos métodos para romper la membrana celular son mecanicos, que
involucran molinos de arena, licuadoras, prensas de alta presion, agitacion a alta
velocidad con perlas de vidrio y oscilaciones sonicas o ultrasénicas. Los métodos
fisicos se relacionan con tratamiento t&rmicos y shocks osmoticos. Los medios
quimicos de ruptura son con solventes organicos ( como la acetona o el butanol) y
detergentes. Finalmente, existen medios enzimaticos, que hacen uso de lisozima,
de papaina o de una combinacion de ambas. La centrifugacion es un paso casi de
rutina para la separacién de dos fracciones: la que contiene la enzima de la que no
la contiene. La proteina, de hecho, se puede encontrar solubilidad en la fraccion
liquida o en forma precipitada, ya sea en forma asociada a otras fracciones
subcelulares o libre de éstas.?2%

Cinética Enzimatica.

El potencial catalizador de las enzimas se ha estandarizado definiendo para
cada enzima lo que se conoce unidad de actividad enzimatica. Una Unidad
Intemacional equivale a la cantidad de enzima capaz de catalizarla,
transformacién de1pmol de sustato por minuto a 25° C en condiciones 6ptimas de
medicion.?® Esta definicion no siempre es aplicable porque en algunos casos no
puede medirse analiticamente la aparicion del producto o la desaparicion del
sustrato. @

Ya que existen factores que son muy importantes que afectan directamente
a las enzimas, es muy probable el hecho de poder determinarlos; asi mismo, el
determinar cual del los factores es el que altera el comportamiento de mi alimento.
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Por lo anterior se sugiere los desarrollos experimentales en este blogue ,
que comprender;

Extraccién de la Polifenoloxidas

Actividad de Peroxidasa

Cinética de Polifenoloxidasa

Actividad de Bromelaina ( En leche y en geiatina )
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Extraccion y Cinética Enzimética de la Polifeniloxidasa

9.3.1. Extraccion y Cinética Enzimatica de Polifenoloxidasa

9.3.1.1. Objetivos:

¢ Efectuar la extraccion de la enzima polifenoloxidasa de la pulpa de! aguacate y
de la pulpa papa.

¢ Determinar los valores optimos de cada uno de los factores que afectan a (a
Polifenoloxidasa ; como son: pH, Temperatura, tiempo, concentracion de
sustrato [S] y concentracién de enzima [E]

+ Analizar el comportamiento experimental de la polifenoloxidasa con cada uno
de los factores que afectan su actividad enzimatica.

9.3.1.2. Fundamento

La polifenoloxidasa (o-difenol:oxigeno reductasa, 1.10.3.1 en Ia
Clasificacion Enzimatica) se ha nombrado también como tirosinasa, polifenclasa,
fenolasa, catecol oxidasa y catecolasa.®” Esta polifenoloxidasa es un complejo
proteina-cobre®™ en una relacion 1:2.

Par un lado, las polifenclxidasas tienen un papel Util en el tratamiento de té,
café y tabaco. Sin embargo, estas enzimas se conocen mejor por su caracter
perjudicial, pues causan el oscurecimiento (pardeamiento) de tejidos vegetales
rotos o maltratados, por lo que son determinantes en la calidad de muchas frutas y
verduras.

A diferencia de ofras enzimas, la polifenolxidasa puede catalizar dos tipos
muy diferentes de reaccién, ambos involucran compuestos fendlicos .Estas
reacciones son

a) La hidroxilacion de monofencles para dar o-difenoles ( actividad de cresolasa).
b) La oxidacidn de o-difencles para dar o-quinonas( actividad de catecolasa).

Aunque, en un principio, la doble actividad de la enzima fue un problema
particularmente complejo, ahora se sabe que esto se debe a que la enzima existe
en varias formas moleculares multiples (isoenzimas) que no tienen la las mismas
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cantidades de cobre ( metal presente en la enzima).’-?® Este dltimo paso ya no
es de tipo enzimatico.

a) Reacciones de hidroxilacion.
La polifenolxidasa (PPO) hidroxila monofenoles y frecuentemente se dice

que se ftrata de su actividad de cresolasa, debido a que el sustrato mas
comUnmente usado para su estudio es el p-cresol. #%

QH H
OH
+0; + BH; PO, + BrhO
CH;, CH;
'4 - cresol 4 - metilcatecol

Las polifencloxidasa de algunos productos vegetales no tienen la habilidad
de hidroxitar monofencles. Esto se debe a que requiere de una pequeina cantidad
de catecol para dar inicio a la reaccién. Algunas enzimas, en ausencia del o-
difenol, pueden producir pequenas cantidades de éste.®

b) Oxidacion de o-difenoles.

El segundo tipo de reacciones catalizadas por la polifencloxidasa es Ia
oxidacion de un o-difencl a una benzoquinona. Se dice entonces que la enzima
tiene actividad de catecolasa, siendo el catecol el difenol mas que oxida la
polifenolxidasa.®®

CH (I)
OH L
2 + 00— » 2 + 2H,0
catecol 2 - benzoquinona

Las cinéticas de reaccién se han hecho a diferentes concentraciones de
sustrato, distintas concentraciones de la enzima, diferentes valores de pH y varias
temperaturas. Se muestran en la Tabla 9.3.} algunas de las constantes de
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Michaelis { kn,, mM } reportadas para varios sustratos en diferentes variedades de
aguacate.

Polifnol Hibrido | Lerman | Fuerte
catecol 6.8 2.4 7.7
4 - metilcatecol 2.0 1.0 0.87
acido cloregénico 7.0 3.0 3.0
categuina 1.8 - -
pirogatol 5.0 1.6 213
dopa 27 36 6.0
dopamina 1.1 0.5 0.25
acido caféico - - 1.6

Tabla 9.3.1 . Parametros cinéticos para la enzima polifencloxidasa de aguacates.

Extraccion

El método general para la extraccién de la enzima a partir de aguacate es el
siguiente. Se hacen repetidas lixiviaciones de la pulpa en acetona a -20°C. Con
esto, son disueltos principalmente los pigmentos y lipidos del fruto. La materia

insoluble se filtra y se seca, recibiendo el nombre de “polvo ceténico”.

El polvo ceténico se agita durante algunas horas en buffer de fosfatos, ( pH
= 7.0 con una concentracion 0.5 M), La enzima polifenoloxidasa pasa a la fase
acuosa, que se separa de los insolubles por centifugacién. El liguido resultante es
denominado “extracto ¢rudo” y representa una disolucion de ta enzima impura.?

Inhibicion del oscurecimiento enzimatico.

Se piensa que los compuestos sulfhidricos inhiben las polifenoloxidasa
debido a que remueven quinonas, previniendo su participacién en las reacciones
de oscurecimiento secundarias, o bien, por una reaccién directa con la enzima.
También se han probado sales azufradas como e! metabisulfito de potasio y el
sulfito 4cido de sodio. Se cree que tales sales forman un complejo con el fenol
parcialmente oxidado, inhibiendo de esta manera el oscurecimiento enzimatico.®?

Puede prevenirse su efecto por exclusion de oxigeno molecular ( limitacion
se sustrato), por adicién de agentes reductores que previenen la acumulacion y
polimerizacién de la o-benzoguinona formada, por medio de agentes
complejantes( tales como el fluoruro y azida de sodio) que inactivan la enzima al
reaccionar con el cobre de la enzima o por tratamiento térmico ( destruccion
térmica de la enzima). @
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La adicién de un agente reductor, el acido L-ascérbico, que reduce de
vuelta la o-benzoquinina formada a la misma velocidad con que se produce. De

esta manera, no habra oscurecimiento mientras esté presente el acido ascorbico.
(25

El acido citrico en altas concentraciones inhibe en aguacates la actividad
enzimatica de oxidacion. También, se ha encontrado que algunas sales de calcio
( el arseniato de calcio dio los mejores resultados) suprimen la oxidacion de
polifenoles y reducen el contenido total de compuestos fenélicos.®

Conforme a lo expuesto anteriormente podemos estudiar la cinética
enzimatica de la polifencloxidasa, ayudandonos por su efecto de oscurecimiento,
ya que éste se puede medir espectrofotométricamente.
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9.3.1.3.Seguimiento Experimental: Extraccion de la Polifenoloxidasa

Con la cant. min de solvente incorpérela
a la muestra y realice una homogenizacién
durante 5 min. hasta formar una pasta homogénea
y de consistencia semiliquida

Proceda a filtrar pocas
cantidades de disolvente que se utilizé hasta
obtener un polvo blanco o amarilento
seguin sea el fruto

l

El extracto se deja secar con aire, sin aplicarle
calentamiento alguno. Posteriormente se macera
con ayuda de un mortero perfectamente seco

|

El extracto se resuspende en una soln. buffer, hasta
obtener una disol. de una concetracién aproximada
de 2 giml de soln. buffer. Se transfiere la disoln. obtenida
a un frasco de vidrio de color ambar.

I

Someta a refrigeracion la dison.
obtenida durante 60 horas con
esporadica agitacién

Se filtra nuevamente la suspencion se filtra
y se desecha la parte sélida; en el filtrado
se encuentra el extracto enzimético
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9.3.1.4. Desarrollo Experimental

Material por equipo

¢ 2 vasos de pp de 100
mL

¢ 1 probeta graduada de
50 mL

» 2 pipetas graduadas de
1mL

s 2 pipetas graduadas de
5mL

Material por grupo
1 virtiz

1 matraz kitasato de
1000 mL

1 embudo bichner
grande con alargadera
1 piseta

1 bomba de vacio

Reactivos
¢ Guayacol al 1%

+ Solucién buffer de
fosfatos ( pH = 7) con
una concentracion de
0.05 M,

¢ Solucion de perdxido
de hidrégeno de 5 vol.

1 bario maria
3 morteros

» 2 pipetas graduadas de
10 mL

« 1 cristalizador 100 x 45
mm

« 10 tubos de ensayo de
15 x 200 mm

« 1 vidrio de reloj de 10
cm de diam.

» 1 gradilla

+ 1 embude de vidrio de
cuello largo

» papel filtro

Procedimiento Experimental

1. Ya escogida la muestra que se va a trabajar, obtenemos la pulpa del alimento a
trabajar, desechando cascara y semilla; sélo hasta que se va a realizar la
extraccion ya que puede aparecer pardeamiento ( ‘“oxidacién”) wu
oscurecimiento.

2. Con la minima cantidad del solvente adecuado,( indicado por el asesor }
incorpore poco a poco para realizar una homogenizacién con ayuda del virtiz o
en su defecto con un mortero, con una duracién de 5 min. Hasta formar una
pasta homogénea y de consistencia semiliquida. (1)
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3. Esta pasta se filtra poco a poco y agregando en pequefias cantidades el
solvente que se utilizé, hasta obtener un polvo blanco o amarillento segiin sea
el fruto.(2)

4. El extracto obtenido se deja secar con aire, sin aplicarle calentamiento alguno.
Posteriormente se macera con ayuda de un mortero perfectamente seco.

5. El extracto se somete a una resuspencidn con una solucion buffer de fosfatos (
pH = 7) con una concentracion de 0.05 M, hasta obtener una disolucion de una
concentracion aproximada de 2 g/mL de solucion buffer. Se transfiere la
disolucion obtenida a un frasco de vidrio de color ambar.

6. Se somete la disolucion obtenida a 60 horas de refrigeracién con agitacion. De
vezZ en veZ.

7. Después de haber cumplido con el tiempo minimo, la suspencidn se filtra y se
desecha la parte solida; en el filtrado se encuentra el extracto enzimatico (

polifenoloxidasa).
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9.3.3. Secuencia Experimental: Cinética de Polifenoloxidasa

Extracto Enzimitice
{ Polfenoloridasa

I
I l I ]

Infencia del p Ifluencia deFiempo | |infuencia dea cone, del ustrete - Inflencia de b Temperatura
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9.3.3.4. Desarrollo Experimental

Material por equipo
o 1 gradilla

e 20 tubos de ensayo
para centrifuga

e 10 tubosde ensayo de
15 x 200 mm

+ 2 pipetas graduadas de
10 michu

¢ 2 pipetas de graduadas
de 5 mlciu

» 2 pipetas de graduadas
de 2 mlcfu

e 2 pipetas de graduadas
de 1 mlclu

» 1 pipeta volumétrica de
vidrio de 10 ml

s 1vasode pp de vidrio
de 250 ml

» 1vaso de pp de vidrio
de 100 ml

e 1vidrio de reloj de 100
mm de diametro

+ 1 embudo de vidrio de
filtrado rapido con cuello
largo

* 1 pizeta

Reactivos
¢ Disoln. De Catecol al
0.5%
¢ Disoln. Buffer de
posfatos a pH=4
« Disoln. Buffer de
posfatos a pH=7
« Disoln. Buffer de
posfatos a pH= 8.5
« Disoln, Buffer de
posfatos a pH= 10
¢ Disoln. De Sulfito de
sodio al 1%

Material por grupo
e 4 pipetas graduadas
de 5ml cada una
+ 2 propipetas

» 6 tripies

e 4 vasos de ppde
vidrio de 600 ml cfu

s 4 vasos de pp de
plastico de 250 ml c/u.

+ 1 espectrofotémetro
con radiaciones UV

s 4 celdas
espectrofotométricas

» 3 pipetas graduadas de
1 ml clu.

« 4 mecheros de bunsen
con manguera de latex

s 4 telas de alambre con
centro de asbesto

» 2 balanzas granatarias
de dos platos

+ 1 homogenizador virtiz

¢ 3 morteros de
porcelana con pistilo ¢/u
de diferentes diametros.

Procedimiento Experimental

Para flevar a cabo la cinética enzimatica, vamos a estudiar y reproducir 4
factores importantes, que intervienen en el desarrollo de las velocidades de
reaccién de una enzima, como lo son: el pH, tiempo, concentracién de sustrato,

temperatura.
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a) Influencia del pH.

. Prepare 4 tubos blanco y 4 tubos problema simultidneamente, respetando el
orden de adicion de cada uno de los reactivos que se indican en las tablas
03341y9.334.2

2. Mezcle perfectamente bien los tubos, sin que haya formacion de espuma. Deje
reposar 3 min.

3. Incorpore 1 mL: de disoln. de Catecol 0.5 % a cada uno de los tubos. Mezcle
nuevamente sin formar espuma y deje reposar 25 min. A temperatura ambiente.

4. Mezcle perfectamente bien los tubos, sin que haya formacion de espuma. Deje
reposar 3 min.

5. Incorpore 1 mL de disoin. de sulfito de sodio al 1% a cada uno de los tubos.
Mezcle nuevamente sin formar espuma y deje reposar 25 min. a temperatura
ambiente.

6. Realice la lectura de todos los tubos, calibrando con e! blanco respectivo en

espectrofotémetro  a  una longitud de onda de 390 nm. Si no tiene un

espectrofotometro utilice un fotocolorimetro realizando las lecturas con un filtro
de color

Tabla. 9.3.3.4.1. Tratamiento Para Tubos Blanco
Tubo 1 | Tubo 2 | Tubo 3 | Tubo 4
Buffer conpH 4 2 mL
‘| Buffer conpH 7 2mL

Buffer conpH 8.5 2mL

Buffer con pH 10 2mL
Disoln. De Sulfito de sodio al 1% TmL! | 1mL 1mL 1mL
Extracto enzimatico fmL ! 1mL 1mL 1mL

Tabla. 9.3.3.4.2 Tratamiento Para Tuhos Problema

Tubo 1 | Tubo 2 | Tubo 3 [ Tubo 4
Buffer con pH 4 2mL
Buffer conpH 7 2mL
Buffer conpH 8.5 2mL
Buffer con pH 10 2mL
Disoln. De Catecol al 0.5% 1mL 1mL 1mL 1mL
Extracto enzimatico 1 mL 1mL 1mL 1mL
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b} Tiempo

1. Siguiendo el orden de adicién que se muestra en las tablas 8.3.343 yen la
9.3.3.4.4. Prepare 6 tubos blanco y 6 tubos problema simultdneamente, sin
alterar el patron de orden de adicion de los reactivos.

Tabta 9.3.3.4.3 Tratamiento Para Tubos Blanco

Tubo 1 |Tubo 2 [Tubo3 |Tubo 4 (Tubo § |Tubo &
(mbL )(mL)|{mL)|{mL]){{mL}|(mL)
Disoin. Buffer a pH=7 2 2 2 2 2 2
Disoln. De sulfito de 1 1 1 1 1 1
sodio al 1%
Extracto enzimatico 1 1 1 1 1 1

Mezcle perfectamente bien, los tubos sin que haya presencia de espuma. Deje
reposar 3 min. Después incorpere_a cada uno de los tubos:

Disoln. De Catecol 1 1 1 1 1 1
0.5%

Mezcle nuevamente c/u
de los tubos sin que
haya presencia de 5min {10 min |15 min |20 min |25 min {30 min
éspuma y deje reposar
los siguientes lapsos de
tiempo:

2. Realice la preparacion de los tubos problema sin alterar el orden de adicion de
los reactivos.

3. Finalmente mezcle perfectamente bien y proceda a leer cada uno de los tubos
con su respectivo blanco.En un espectrofotémetro con una longitud de onda de
390 nm o en su defecto en un colorimetro con un filtro de color
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Tabla 9.3.3.4.5 Tratamiento Para Tubos Problema

Tubo 1 |Tubo 2 | Tubo3 [Tubo 4 |Tubo 5 [Tuho 6

(mL){(mL)|(mL)|(mL)j{mL ) {mL)
Disoln. Buffer a pH=7 2 2 2 2 2 2
Extacto enzimatico 1 1 1 1 1 1
Disoin.de Catecol al 1 1 1 1 1 1
0.5%

Mezcle perfectamente bien, los tubos sin que haya presencia de espuma. Deje
reposar los siguientes periodos de tiempo:

Tiempo de reposo 5min |10 15 min {20 min {25 min {30 min
min

Agregue:

Disoln..de Sulfito de 1 1 1 1 1 1

sodio al 1%

¢) Influencia de la concentracién de sustrato.

1. Siguiendo las instrucciones, que se indican en las tablas 9.3.3.46y 9.3.3.47
nuevamente prepare 6 tubos blanco y 6 tubos problema a la par sin modificar
el orden de adicién de los reactivos.

Tabla 9.3.3.46 Tratamiento Para Tubos Blanco

Tubo 1 [Tubo2 [Tubo 3 {Tubo 4 |Tubo 5 |Tubo 6
(mb) {(mL) [(mbL) | (mL)|(mL)} |(mL)
Dison. De buffer de 35 3.0 25 2.0 1.8 1.0
pH=7
Disoln. De sulfito de 1 1 1 1 1 1
sodio 1%
Extracto enzimatico 1 1 1 1 1 1

Mezcle perfectamente bien, sin formar espuma y deje reposar 3 min.

Agregue:
Disoln. De Catecol al 0.5 1.0 1.5 20 2.5 3.0
0.5%
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2. Haga incorporar perfectamente bien sin producir espuma y deje reposar a
temperatura ambiente durante un periodo de 25 min.

3. Mezcle perfectamente bien los tubos sin producir espuma en ellos y dejarlos

reposar a temperatura ambiente durante 25 min.

4. Incorpore 1 mL de disoln. de sulfito de sodio al 1% a cada uno de los tubos y
mezcle perfectamente bien sin producir espuma.

5. Proceda a leer inmediatamente en un espectrofotémetro, a una longitud de
onda de o un colorimetro con filtro de color

Tabla 9.3.3.4.6 Tratamiento para Tubos Problema

Tubo 1 |Tubo2 [Tubo 3 {Tubo 4 [Tubo 5 |Tubo 6
(mL) |(mbL) |(mL) [ (mL)]|(mL) |](mL)
Discln. De buffer de 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0
pH=7
Extracto enzimético 110 1 1 1 1 1
Disoln. De Catecol al
0.5% 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

d) Influencia de la temperatura.

1. Siguiendo las cantidades sugeridas de reactivos contenidos en las tablas
9.3.34.7 y 9.3.3.4.8, proceda a la elaboracién de 5 tubos blancos y 5 tubos
problema simultaneamente. Sin hacer ninguna alteracion en el orden.

Tabla 9.3.3.4.7 Tratamiento para Tubos Blanco

Tubo1 | Tubo 2 | Tubo3 | Tubo4 | Tubob
{mL) (mL} (mL.) (mL} (mL)

Disoln. De Buffer a pH = 2 2 2 2 2
7
Disoln. Sulfito de Na al 1 1 1 1 1
1%
Extracto enzimatico 1 1 1 1 1
Temperatura {° C) 5 20 30 50 80
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2. Mezclar perfectamente sin permitir formacién de espuma y dejar reposar 3 min.
todos los tubos.

3. Agregar a todos los tubos 1 mL de disoln. de Catecol 0.5%.

4. Mezclar sin formar espuma y dejar reposar 25 min. a temperatura ambiente.
5. Someter a cada tubo a las siguientes temperaturas:

6. Para los tubos problema siga la siguiente tabla:

Tabla 9.3.3.4.8 Tratamiento para Tubos Problema

Tubo1 | Tubo 2 { Tubo3 | Tubod4 | Tubob
(mL) {mL) (mL) (mL) {mL)
Disoln. De Buffer apH = 2 2 2 2 2
7
Extracto enzimatico 1 1 1 1 1
Soln. De Catecol al 0.5% 1 1 1 1 1
*Temperatura (° C) 5 20 30 50 80

7. Los tubos se tiene que agitar vigorosamente sin permitir que haya formacion de
espuma y someterlos a una “incubacién” de 25 min. a la temperatura que se
indica para cada tubo.

8 Después de haber transcurrido el tiempo necesario, se suspende la actividad
térmica y se agitan los tubos, evitando la formacién de espuma.

9. Por ultimo se procede a leer todos los tubos en espectrofotémetro, a la longitud
de onda de 390 nm ;o en un fotocolorimetro con el filtro de color recordande que
debe ser primeramente el tubo blance y después el tubo problema.
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9.3.3.5. Procesamiento de Datos

9.3.3.5.1. Célculos
% Calcule la K, de la P.F.O. por el tratado de Linke weawer Burk y Michaelis-
Menten

9.3.3.5.2. Resultados

#% Grafique cada uno de los factores vs. D.O. (lectura de absorbancia)
4 Determine los factores éptimos para la P.F.O.(polifenol oxidasa) deacuerdo a
los valores obtenidos.
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9.3.2. Actividad de Peroxidasa

9.3.2.1. Objetivo.

Determinara la actividad de la enzima peroxidasa que esta contenida en
alimentos naturales y procesados mediante una apreciacién de la produccion del
oscurecimiento (pardeamiento) que sufren algunos alimentos al contacto con el
aire, y determinara su origen.

9.3.2.2. Fundamento.

Las peroxidasas y las catalasas son enzimas que catalizan la
descomposicion del peréxido de hidrégeno. Las peroxidasa catalizan reacciones
de oxidacion levadas a cabo por peroxidos:

2RH + H;0; -—— 2H. 0+ 2R
—

:I;i)entras que las catalasas catalizan la dismutacién del H,O; en oxigeno y agua:

2H,0, ——— 2H,0+0;

El peréxido de hidrégeno puede eliminarse también por accidn de la
glutaciénperoxidasa, y, en los vegetales, por la &cido ascorbicoperoxidasa.
Muchos de estas enzimas tienen un atomo de hierro ligado a un grupc de
porfirina, como la mioglobina, hemoglobina o citrocromos, pero la
glutactiénperoxidasa tiene solamente selenio. Los haluro peroxidasas catalizan la
halogenacién de compuestos organicos. “¥

Las peroxidasas se encuentran en muchos alimentos. Su presencia en los
alimentos de origen vegetal es especialmente importante tanto para el industrial
como para el consumidor, debido a su elevada estabilidad térmica y a su
capacidad !)ara catalizar la oxidacion de un amplio grupo de substancias
organicas.*?

Las peroxidasas de las plantas superiores son glicoproteinas con una
proporcién variable de carbohidratos. El modo de accion de estas enzimas se
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conoce fundamentalmente por las investigaciones llevadas a cabo sobre fa
peroxidasa del rabano picante, ue con un peso molecular de 42.000 tiene un 18%
de carbohidrato y dos iones Ca®" por molécula. La molécula tiene ocho grupos de
oligosacaridos situados en la superficie y unidos a residuos de asparragina a
través de enlaces glicosilamina, y la estructura terciaria de esta proteina
monomérica esta mantenida por cuatro puentes disulfurc. Por su parte la catalaza
existe como una molécula tetramérica de peso molecular mayor de 100.000. La
pureza de las peroxidasas, al igual que la de los citocromos y de la catalasa,
puede determinarse por la relacion de absorciones a 403 y 280 nm, que debe ser
préxima a 3.55. El grupo hemo de Ias peroxidasas activas enzimaticamente el
hierro se encuentra en forma de Fe'* mientras que en la m:oglobma en la que la
sexta posicion de coordinacién del atomo de hierro ( fe?*), por encima y
perpendicularrmente al anillo de la porfirina, esta ocupada por un molécula de
agua. Por lo demas, el grupo prostético es idéntico, con la quinta posicion de
coordinacion es ocupada por el grupo imidazol de un residuo de histidina. La sexta
posicién de coordinacion es en las peroxidasas el punto de union del peroxido, y la
banda de Soret caracteristica cambia marcadamente al ligarse el substrato, dando
un complejo peroxidasa-H;0 espectralmente distinto. *

La presencia de peroxidasa se determina por la aparicion de un color rojizo
al contacto de la muestra con el H;O; y guayaco!.
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9.3.2.2. Secuencia Experimental: Actividad de Peroxidasa

Hacer una mezcla de Guayacol al 1%
con una disoln. de perdxido
de hidrdgeno de 5 volumenes

Agregue unas gotas de la disoln,
anterior en las muestras
seleccionadas

Deje pasar 1 min, y obsetve
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9.3.2.4. Desarrollo Experimental

Material y/o equipe Reactivos a utilizar
« vidrio de reloj de 8.5 cm de diametro  « Disoln. De Guayacol al 1%
+ 1 gotero « Disoln. De perdxido de hidrigeno al
5%

« Muestra seleccionada

Procedimiento Experimental

1. Se debe contar con una solucion acuosa de Guayacol al 1% y una solucion de
peroxido de hidrogeno de § volimenes. Mezclar volumenes iguales de cada
solucién justo antes de realizar el ensayo.

2. Con.una trozo pequefio de muestra sin cascara de aproximadamente 0.5 cc, es
colocada en un vidrio de reloj, inmediatamente se le agrega de 1 a 2 gotas de
la mezcla anterior.

3. Observe si hay aparicion de una coloracidn roja en la muestra y registre el
tiempo en que se presenta la misma. Si no aparece coloracién alguna en un
lapso de 1 min. No existe actividad de peroxidasa.

9.3.2.5. Procesamiento de Datos

9.3.2.5.1. Resuitados

Realice una tabla en la cual pueda decir en cuales alimentos se presenta la
. actividad de la peroxidasa. Y justifique el origen.

Tipo de Presenta Actividad |No presenta Actividad Origen
muestra la Peroxidasa de Peroxidasa
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9.3.4. Actividad de la Bromelaina

9.3.4.1. Objetivo:

Realizar un extracto de pifia (anands), que contiene la enzima Bromelaina,
la cual se le determinara la actividad enzimatica.

9.3.4.2. Fundamento

Los procesos protecliticos juegan un papel importante en los alimentos,
bien sean, como ocurre en la carne, reacciones autoliticas catalizadas por
proteinasas propias del tejido, bien se trate, como en el caso del queso, de
microorganismos afiadidos que realizan una protedlisis mas o menos intensa."”

Se consideran dos subgrupos: las pepfidasas (exopeptidasas), que
escinden secuencialmente los aminocacidos o péptidos a partir de un extremo, y las
proteinasas, que atacan las cadenas peptidicas en los enlaces no terminales. Una
nueva subdivision se fundamenta en los grupos existentes en el centro activo. Las
enzimas Bromelina, Papaina, Ficina y Catepsina B; pertenecen a la clasificacion
de enzimas proteoliticas (péptido-hidrolasas);, correspondiendo a las
Cisteinproteinasas."'

La zona de actividad de esta enzima es muy amplia y se encuentra,
dependiendo del sustrato, a pH 4.5 - 10 con un méximo a pH 6 - 7.5.4'"

El mecanismo de accion es analoge al de las serinproteinasas. En el centro
activo existe un resto de cisteina. Por union covalente se forma un tioéster
intremedio. Estas enzimas son muy sensibles a la oxidacidn. Actdan, en general,
en presencia de agentes reductores ( por €j., cisteina) y formadores de complejos
(por ej., EDTA).""

Se inactivan con agentes oxidantes (suaves. 12, hexacianoferrato (llf) de
potasio y fuertes: acido performico, acido sulfovnico, el acido cisteinico), iones
metdlicos y agentes alquilantes ( &acido yodoacético, la yodoacetamida, la
dimetilaminoazobenzolyodoacetamida, la etilamina y la vinilpiridina ). Su
espeficidad no es muy estricta.!'”
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9.3.4.3.Seguimiento Experimental: Efecto de la Bromelaina en la
gelatina

Realice una maceracién de la
pulpa de la pifia (de origen natural)

Para la meceracian de tipo
industrializado es el mismo I
tratamiento que para et de origen natural

Filtre el homogenizado, con la ayuda de
una gasa. Y deseche el gabaze. El filtrado
se conoce como Extracto Enzimatico

Coloque 5 m! de extracto enzimdtico, y
sométalo a temperatura hasta el punto de
ebullicidn

Simultdneamente hidrate 7.59 de grenetina
cort 100 m! de agua y mezcle hasta obtener una
mezcla suave, sin grumos ni burbujas,

Agregue una pizca de sal y azucar a la grenatina
hidratada e incorpore lentamente 200 ml de agua
caliente. Agite la disoln. Obtencién del GEL

9 mice GEL + 1 ml
de Extracto Enzimatico.

1) Someta l]a mezcla anterior 2) No haga nigun tratamiento
a temperatura M

3} Sustituya el volumen del extracto
eanzimatico por extracto enzimatico de [~
origen industrializado.

Rotule Jos tubos perfectamente bien
y conservelos en refrigeracién durante
24 h y después observe.
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9.3.4.4.Desarrollo Experimental

Material por equipo Material por grupo Reactivos
o 4 tubos de ensayo de ¢ 1homogenizador vitis « 9 g de grenetina
15 x 150mm « 1 bafio maria ¢ 1 pifia madura
= 1embudo defiltracion e 1 refrigerador ¢ agua destilada
de cuello largo de 7cm e jugo de pifia comercial
» gasa la necesaria « disoln. buffer de
o 1 articulo cortante fosfatos a diferentes
. pH=4,7 y 10
* 1 vaso de pp de vidrio » 100 ml de leche, de
de 800 mi diferentes tipos de

esterilizacion.
¢ 1 termometro de
mercurio de 1500C
¢ 1 vaso de pp de vidrio
de 500 ml

Procedimiento Experimental

1. Pele y decorazone una pifia, el restante; o sea la pulpa de la pifia, se corta en
cubos pequefios. Inmediatamente con la ayuda de un homegenizador tipo virtis,
realice la maceracion de la pulpa.

2. Para muestra de tipo industrializado, { pifia en conserva o encurtida ) se toman
los trozos de pifia y se maceran de la misma manera. Continde con el mismo
tratamiento.

3. Filtre el homogenizado obtenido, por medio de una gasa. Y deseche el gabazo
(fibra). El filtrado obtenido se conoce como extracto enzimatico.

4. Proceda en la brevedad posible a trabajar con el extracto enzimatico®.

5. En un tubo de ensaye cologue 5 mL de extracto enzimatico y sométalo a
temperatura, hasta que alcance el punto de ebullicién.

6. Simuitaneamente, hidrate 7.5g de grenetina con 100 mL de agua fria y mezcle
hasta obtener una pasta suave y sin grumos ni burbujas.
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. Agregue una pizca de sal y azucar a la grenetina hidratada, también incorpore
lentamente 200 mL de agua caliente, ( NO en ebullicion }. Agite la disolucién
hasta que todos los ingredientes estén homogenizados. La disoln. la
nombraremos como, GEL.

. Por separado en tres tubos de ensayo coloque:

a) 9ml de GEL + 1 mL de extracto de pifia que sometio a temperatura
b) 9mL de GEL + 1 mL de extracto enzimatico
c) 9mL de GEL + 1 mL de extracto de pifia en conserva

. Rotute los tubos perfectamente y guardelos en el refrigerador durante 24 horas
y después observe el efecto que causan los procesos industriales en la
actividad de las enzimas.
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9.3.4.3b.Secuencia Experimental: Efecto enzimatico de Ila
bromelaina en leche.

Obtencion del Extracto enzimatico.
El cual se somete a;

| ‘ |
Tratamiento a diferentes Influencia del pH Dos procesos de inhibicion
temperaturas enzimatica
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Procedimiento Experimental

a) Tratamiento a diferentes temperaturas.

Ut AW

~ P

. En tres tubos de ensaye vierta 8@ mL de leche, etiquételos perfectamente bien.

. El tubo no.1 sera sometido a una temperatura de 5°C durante 3 min.

. El tubo no.2 sera sometido a una temperatura de 30°C durante 3 min.

. Y el tubo no:3 se calentara a una temperatura de 80°C también durante 3 min.

. Pasado el tiempo requerido de “incubacion”, se le agregara 1 mL de extracto

enzimatico. Con los mismos tratamientos (2-4)

. Mezcle perfecta e inmediatamente, sin producir espuma.
. Coloque los tubos de ensaye en una gradilla y mida el tiempo que tarda en

coagular la leche, balanceando constantemente los tubos de ensaye.

. Observe en las paredes del tubo de ensaye la presencia de pequefios coagulos

de leche.

. Concluya el tiempo que tardé en coagular la leche.

b} Infiuencia del pH

b WK

]

« @

. Repita el paso no. 1 del anterior procedimiento.

. Someter los tubos de ensayo a una temperatura de 300C.

. Altubo no. 1, le agregaré 3 mL de discin. buffer a pH = 4.

. Al tubo no. 2 ,agregue 3 mL de disoln. buffera pH = 7.

. Al tubo no. 3, incorpore 3 mL de disoln. buffer a un pH =10

. Manténgalos tubos dentro del bafio maria durante 1 min. a la temperatura

indicada.

. Transcurrido el tiempo, incorpore 1 mL de extracte enziméatico a cada uno de los

tubos

. Mezcle perfectamente los tubos, sin producir espuma.
. Inmediatamente mida el tiempo de coagulacidon, como se describio

anteriormente.

c) Con dos procesos diferentes de inhibicién enzimatica.

1.

2.
3.

A cuatro tubos por separado se vieten 9 mL de leche, etiquételos
correctamente.

Al tubo no. 1 agréguele 1 mL de extracto de pifia fresco

Al tubo no. 2 afadale 1 mL de extracto de pifia sometido a temperatura de

ebullicion.
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4. Al tubo no. 3 agregue 1 mL de extracto de pifia en conserva.

5.Y al tubo no.4 agregue 1 mlL de jugo de pifia comercial.

6. Observe la actividad enzimatica agitando et tubo como ya se indico
anteriormente.

7. Reporte la actividad en segundos. Y si hubo ausencia de la misma explique el
efecto de los procesos de industrializacién que afectan a la actividad enzimatica
y sus demas consecuencias.

9.3.4.5. Procesamiento de Datos

9.3.4.5.1. Resultados:

Para gelatina:

< Explique si existe gelificacion o no?

& De los diferentes sistemas de industrializacién cual afecté méas a la enzima y
por gué?

Para leche:

< Tiempo en el que aparece la precipitacion de la caseina en cada sistema.
& Coémo afecta el pH, Temperatura y con inhibicion en zimatica?
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10.1. Objetivos:

10.1. Objetivo General:

A través de la cuantificacion del Acido Ascérbico en diferentes muestras
se verifica el uso de éste en la industria alimenticia, ya sea como conservador,
inhibidor de procesos enziméticos (antioxidante), y nutrimento.

10.2. Objetivos Particulares:

» Mediante una valoracién volumética se cuantificara de acido ascorbico en
diferentes muestras de origen natural como industrializado y se evaluara el
resultado, asi mismo se comparard con lo reportado en la etiqueta v en la
bibliografia con respecto a su contenide.

Vitaminas 159




Introduccion

10.2. Introduccién

Las vitaminas se definen como sustancias organicas que el animal
debe obtener como nutrimento, por lo general en cantidades pequefias (
cantidades de miligramos o de microgramos -ug- por dia). Se considera que
muchos organismos que tienen requerimientos de vitaminas conservan la energia
quimica aprovechando a otros organismos que Jes suministren estos
micronutrientes, evitando en esta forma el costo de biosinteizar las numerosas
enzimas que se requieren para producir, mediante el metabolismo, las
vitaminas.“®

Las vitaminas se dividen en hidrosclubles y en liposolubles par este
caso nos interesa las vitaminas hidrosolubles, las cuales son las que se disuelven
en agua; en este grupo se encuentran las vitaminas del grupo B y el acido
ascorbico ( vitamina C ).“2

¢ Qué es la vitamina C?

La vitamina C también conocida como acido ascorbico, es un poliol que se
encuentra en solucidn en forma de lactona insaturada ( Fig. 10.1 ). El grupo
hidroxilo unido a un atomo de carbono etilénico tiene caracter acido, con un valor
de pK.= 4.1. Los grupos alqueno y carboxilo estan conjugados. El producto
inmediato de la oxidacién, el &Acido dehidroascorbico ( Fig. 10.2) es auln
biolégicamente activo, y se encuentra en solucién como una lactona hidratada
biciclica. Durante el pardeamiento enzimdtico de las frutas y otros vegetales. Las
quinonas formadas oxidan rapidamente el ascorbato a dihidroascorbato, que
puede ser convertido en cetogulonato por deslactonizacion. El enzima ascorbato
oxidasa, contiene cobre, puede catalizar también la formacién de
dehidroascorbato. En el pardeamiento no enzimatico la primera etapa de la
oxidacion, del ascorbato a dehidroascorbato, puede ser catalizada por los metales
de transicion. La hidrélisis de la B-lactona para formar 2,3-cetogulonato, que es
biotégicamente inactivo, va seguida a menudo por una serie de reacciones
quimicas gue producen substancias volatiles y coloreadas.“?

Las frutas y verduras son las principales fuentes de vitamina C, aportando en
el Reino Unido 23 y 28 mg por dia respectivamente (MAFF,1984).
Desgraciadamente, la vitamina C se disuelve en el agua utilizada para cocinar y se
descompone facilmente por accién del calor. El método quimico de analisis de
esta vitamina en los alimentos utilizando el 2,6-diclorofenclindofenol unicamente
tiene en cuanto el contenido de acido ascérbico.*?
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HOCH; OH
w
W o/
HO OH

Fig. 10.1. Acido - L — Ascérbico™?

El acido dehidroascorbico puede determinarse en forma separada utilizando el
andlisis fluorimétrico con o-fenilendiamina, que depende de una reaccién de
condensacion can e grupo a, o -dicarbonilo presente en el dehidroascorbato y en
el acido 2,3-dicetoguidonico. No existe un método quimico valido para la
determinacion tota! de la vitamina C. Sin embargo, utilizando la cromatografia
liquida de alta eficiencia es posible determinar tanto el acido ascérbico como el
dehidroascorbico.?

& Cuales son sus funciones de la vitamina C?

La vitamina C es un factor de crecimiento y posee una importancia
determinante en el funcionamiento normal de todas las células del cuerpo humano
debido a que constituye un transportador de hidrégeno para diferentes cadenas de
reacciones organicas, tales como la degradacion de los glucidos, la oxidacion de
acidos grasos, el metabolismo de los aminoacidos, etc.“!

HOCH,
Hz oM
P 0
H
H N
O/ (e )

Fig.10.2. Acido Dehidroascorbico™*®

Esta accion metabdlica parece ejercerse mas particularmente sobre aquellos
procesos en los interviene el oxigeno, por lo que puede considerarse la vitamina C
como favorecedora de la respiracion celutar. Sobre esta propiedad se basa su
efecto tonico.*"
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independientemente o paralelamente a su papel catalizador, tiene una influencia
reguladora sobre diferentes sistemas fermentativos (fosfatasa, ureasa, efc.) y
favorece la asimitacion intestinal del hierro. Interviene, ademas, en el metabolismo
y funcionamiento de las gldndulas endocrinas ( hipéfisis, ovarios, tiroides,
suprarrenales) asi como en sus correlaciones hormonales, dando lugar a siner?ia
con ciertas hormonas (gonadotropinas) y a antagonismo frente a otras (tiroxina )"

Tiene un papel importante aumentando la resistencia a las infecciones,
inactivando las toxinas, favoreciendo la formacién de anticuerpos, elevando el
poder fagocitario de los leucocitos y ejerciendo una accién bacteriostatica y
bactericida. Tiene igualmente propiedades antitoxicas y antialégicas. Finalmente,
influye benéficamente la formacién de sustancioas intercelelares, como el
colageno del tejido conjuntivo, la oseina y la dentina.®"

Necesidades diarias

El organismo humano no puede sintetizar ni almacenar mucho tiempo esta
vitamina, por lo que tiene que ingresarla mediante el aporte alimenticio. Las
necesidades diarias para un adulto normal oscilan entre los 40 y los 70 mg.. Estas
necesidades son menores en los nifos pequefics pero son mayores en
determinadas épacas de la vida. También las necesidades de esta vitamina son
mayores en los meses de abril y mayo y, sobre todo, al iniciarse e} invierno."*?

Trastornos producidos por la falta de esta vitamina

Cuandoe el aporte de vitamina C es insuficiente, la formacién de la sustancia
fundamental de diversos tejidos mesenquimatosos sufre perturbaciones de orden
cualitativo y cuantitativo. Esto se traduce en un aumento de la permeabilidad
capilar, dificil cicatrizacion de las heridas, insuficiente retencion del calcio,
defectuosa formacion de los huesoso, dentina y esmalte dentario. Las funciones
celulares se perturban dando lugar a fatiga anormal disminucion de la capacidad
de esfuerzo, falta de apetito, trastornos digestivos y notable disminucion de la
resistencia a fas infecciones. En los nifios se produce, ademas un retraso en el
crecimiento,“"

Cuando las avitaminosis o carencia de vitaminas es intensa, puede aparecer la
anemia hipocromica y, finalmente, el escorbuto en jévenes y adultos o la
enfermedad de Barlow en el lactante. “Y
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Aporte de la vitamina C en los alimentos

La vitamina C se halla en numerosos alimentos pero su aporte al organismo
no depende sclamente de la cantidad contenida en eilos, sino también de su
caducidad y del modo de preparar dichos alimentos.“"

Hay que tener en cuenta, ademas, que no toda la vitamina que se ingiere es
aprovechada por el organismo, toda vez que un 50% de la misma es destruida a
causa de la alcalinidad del medio intestinal. 4"

Aparte de esto, de todas las vitaminas, la C es la mas delicada e inestable.
No sélo no aporta determinadas manipulaciones culinarias { coccidn, salazén,
fermentacion, etc. ), sino que se disuelve facilmente en el agua y se pierde
también si esta en contacto con el aire. Es por ello que caduca mucho mas
rapidamente en las hojas de las verduras que en el interior de las frutas. 9

Efectos de la manipulacién culinaria.
La vitamina C resiste bastante bien la congelacién y la desecacién pero, en

cambio, no resiste la temperatura elevada ni {a coccién prolongada.

He aqui los efectos de diversas formas de preparacién culinaria:

Alimento Presentacion % de Pérdida de vitamina
C
Patatas { | Fritas en rodajas muy delgadas ( chips) casi total
papas)
Patatas (papas | Fritas en rodajas de un centimetro de grueso (chips 50

Pimiento { ajl } | No sufren practicamente pérdida ni al cocerlos ni al
asarlos, pero si se frlen. La escasa perdida que se

produce al cocerlos se recupera casi totalmente en 70
las aguas de coccidn.
Tomates Al freirlos pierden mas 40
Coliflor Al coceria { 5 min ) pierden 40
Espinacas Al cocerla 35

Tabla. 10.1 Ejemplos de manipulacion culinaria

En general puede decirse que la pérdida de vitamina es proporcional al
tiempo de accién, a la temperatura y a la superficie exterior de los vegetales
(cuanto mas pequefios son ios trozos, mayor es la superficie expuesta). Si al cocer
los vegetales se les afade bicarbonato, la vitamina que pasa al agua de coccion
queda totalmente destruida.“"
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La importancia que la vitamina C tiene para la salud, es ya de dominio
publico. En cambio, es curioso comprobar el despiste que existe, en general, con
respecto a las fuentes de esta vitamina. Si se pregunta a una persona cudl es el
alimento mas rico en vitaminas C, lo mas corriente es que responda: jEl limén!. El
limén, en efecto, es rico en esta vitamina. Pero lo son mas los pimientos, el persjil
y los berros, que llegan a proporcionar hasta 200 mg por 100 g. Pues bien: hay
ofros tres vegetales cuya rigueza en vitamina C esta muy por encima por encima
de esta cifra. Son las acerolas, las actinidias.“*
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10.3.1.CUANTIFICACION DE ACIDO ASCORBICO

10.3.1.1. Objetivo

Se cuantificara de acido ascorbico en diferentes muestras de origen natural
como industrializado, mediante una valoracién volumétrica. Asi mismo se evaluara
y comparara el resultado con lo reportado en la etiqueta y en la bibliografia con
respecto a su contenido.

10.3.1.2.Fundamento:

La vitamina ara la cual es una valedera investigacion sencilla es el acido
ascérbico (Vitamina C). Esta investigacién puede ufilizarse para indicar fa
presencia de acido ascorbico en un alimenta y también puede usarse para calcular
la cantidad que el mismo existe.

No es posible utilizar este método con alimentos fuertemente coloreados
por ejemplc ciruelas negras.

El acido ascorbico es una sustancia que actda naturalmente como
reductor. Por esta accién reductora, decolora la tintura azul de diclofenol-indofenol,
con la que se une, produciéndose una solucién problema, es una medida de la
cantidad de &cido ascérbico presente en la solucion. Existen dos tipos de
encontrar el contenido de acido ascérbico:

a) Para indicar la presencia de acido ascérbico.
b) Para la determinar la cantidad de acido ascorbico presente en los alimentos.

Para el primer caso se tiene una cantidad de una solucién de un alimento,
afadirle unos pocos cm® de acido acético diluido u unas pocas gotas de solucion
de la tintura de azul de diciorofenol-indofenol. La decoloracion de la tintura azul
indica la presencia de acido ascérbico.
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En el segundo caso se necesitan hacer tipos de pruebas las cuales son:
% Prueba |. Acido acérbico contenido en zumo de frutas

Para este tipo de prueba se le recomienda los siguientes zumaos; zumo
fresco de naranjas, limones, toronja, pulpa de frutas y otros productos de zumo,
por ejemplo zumos enriquecidos con acido ascérbico.

% Prueba |I. Acido ascérbico contenido en hortalizas y frutas.

Alimentos apropiados para la prueba: col, papa, manzana etc. En este
caso se incorpora al acido acético para inactivar la enzima ascorbico-oxidasa,
presente de forma natural en el alimento, el cual destruiria de otro modo el acido
ascérbico.
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10.3.3. Seguimiento Experimental: Cuantificacién de Acido
Ascorbico

A 10 mL muestra agregue 10 mL de acido acético al 5%
acético al 5%. Mezcle e incorpore agua destilada
hasta comletar 100 mL. Agite.

Homogenice de 5-10 g de muestra con la
ayuda de un mortero. Agregue poco a poco -
40 mL de 4cido acético al 5%.

Filtre la mezcla a través de una gasa en en un
embudo, sobre una probeta de 100 mL

Enjuague el mortere con agua destilada.
Filtre la mezcla anterior y complete el volumen
a 100 mL con agua destilada. Agite

Llene una bureta con discln. de diclorofenol-indofenol

Cologue una alicuota de 10 mL en un matrtaz erlenmeyer.
Proceda a titular la alicuota.

Repita el paso anterior con un minimo de dos veces.

Vitaminas 168




Cuantificacién de Acido Ascérbico

10.3.4. Desarrollo Experimental

Material y/o equipo Reactivos a utilizar
1 vaso de precipitado de 50 mL « Disolucion de Acido acético - Acido
Fosférico
1 filtro de vidrio de cuellp largo « Disolucion de 2.6-
diclorofenolindofenol
3 metraces erlenmeyer ¢ Agua destilada
1 bureta de 50 mL « Muestras sdlidas y liquidas

1 soporte universal con nuez y
pinzas para bureta

gasa o papel filtro

probeta graduada de 100 mL
mottero con mano

Procedimiento Experimental

Prueba I: Acido ascorbico contenido en zumo de frutas

. Con la pipeta, poner 10 mL de zumo dentro de la probeta de 100 mL, y afadir

10 mL de disolucién de acido acético al 5%. Completar con agua destilada
hasta los 100 mL. Agitar.

Poner el numero necesario de tabletas de tintura de diclorofenol-indofenol
dentro del matraz aforado (utilizar 1 mg por cada 50 mL de agua), y llenar el
matraz hasta la sefial con agua destilada. En un principio, hacer 50 mL o 100
mL de solucion de tintura.

Llenar la bureta con la disolucién de tintura, utilizando un embudo. Leer el nive!
de la solucion en la bureta.

Con pipeta, poner 10 mL de la disolucion de zumo ya preparada, dentro de un
matraz erlenmeyer, y afiadir entonces la solucién de tintura azul se pondra
rosada, al contacto con la solucién &acida de zumo, y se decolorara
seguidamente por el acido ascorbico. Continuar la adicion de solucion de
tintura, hasta formacion de una débil coloracion rosada, que persista durante
10 segundos. En este momento, se ha afiadido una suficiente solucion de
tintura, para que reaccione con todo el acido ascorbico presente. Anotar el
volumen de solucién de tintura utilizada.

La valoracion debera repetirse al manos dos veces, y tendra que existir
estrecha concordancia para los resultados de un mismo zumo.
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Prueba II: Acido ascérbico contenido en frutas y hortalizas

1. Tomar 5 g de fruta u hortaliza (10 g si se sabe que es pobre en acido
ascorbico). Poner el alimento en un mortero con 10 mL de acido acético al 5%,
triturar hasta que la mezcla esté desmenuzada; durante este operacion ir
anadiendo poco a poco 40 mbL de acido acético al 5%. Es importante que el
alimento esté homogeneizado completamente.

2. Filtrar la mezcla a través de una gasa colocada en un embudo situado sobre
una probeta de 100 mL, lavar la mano de mortero y el mortero con agua
destilada vy filtrar las aguas de lavado a través del embudo. Lavar el residuo de
la gasa con un poco de agua destilada. Finalmente, completar con agua
destilada los 100 mL de la probeta. Agitar para mezclar.

3. Utilizar esta selucién como si fuera la solucién de zumo, continuando como en
la Prueba | { pasos 2-6).

Indicaciones adicionales

a} Determinar el &cido ascérbico de col cruda, cocer una muestra y repetir el
experimento con col cocida. Determinar el acido ascdrbico en el agua de
coceion,

b) Tomar una muestra de col. Partirla por fa mitad; dejar una mitad sin tocar y
desmenuzar cuidadosamente la otra mitad. Deje todo expuesto al aire durante
unas pocas horas. Determine el acido ascorbico contenido en las dos
muestras.

10.3.5. Procesamiento de Datos
10.3.5.1. Calculos:
Para calcutar el cotenido de acido ascorbico se recuerda que por 1
mg de acido ascorbico es equivalente 1 mg de diclorofenol-indofenol.

< Prueba |: Contenido de acido ascérbico de los jugos de frutas:

También se conoce el volumen en que se disolvié el diclorofenol-indofenol ( 50
mL de agua destilada). Por tanto 50 mL de solucion de tintura equivalen a 1 mg de
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acido ascérbico. Consecuentemente, 1 mL de disolucidén de tintura equivale a 1/50
mg de acido ascérbico.

Para los resultados de la valoracion se tiene lo siguiente; El volumen de
solucion de tintura es necesario para neutralizar una determinada solucién de jugo
es = X mL. Por tanto X mL de solucion de tintura equivale a (1/50 }(X mg de acido
ascarbico).

Luego 10 mL de disolucién de zumo contienen (1/50 )(X mg de acido
ascorbico).Pero el jugo fue diluido 10 veces (10 mL en una probeta de 100 ml).

Por tanto 100 mL de jugo puro contienen (1/50 }(X mg de acido
ascorbico){10)(10 mg).

% Prueba Il: Contenido de acido ascorbico de frutas y hortalizas.
Resultados de la valoracion:

El volumen de disolucion de tintura necesario para neutralizar una muestra es
Y =mL.

1 mL de disoln. De tintura equivale a 1/50 mg de acido ascorbico. Luego, 10
mL de disoln. De fruta/hortaliza contienen (1/50 )(Y mg de acido ascérbico).

Por tanto, la totalidad de los 100 mL de la disoin. De la muestra contienen (1/50
XY) (10 mg de acido ascérbico). Si la discln. Contiene el acido ascorbico
correspondiente a 10 g de alimento en los 100 mL de la disoln., entonces 10 g de
alimento contienen (1/50)(Y)(10 mg de acido ascdrbico). Por tanto el acido
ascorbico en 100 g de fruta/hortaliza es (1/50)(Y}10)(10 mg).
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Conclusicnes

11. CONCLUSIONES

Se considera que el presente trabajo ha logrado cumplir el objetivo general
para el cual fue planteado, ya que en este documento ha sido posible englobar
los aspectos fundamentales del laboraterio de Bioquimica de Alimentos, y
creemos que puede ser un material de gran apoyo, tanto para los estudiantes
de la asignatura como para los profesores de la misma.

Las practicas que se han incluido en el Manual son sencillas y rapidas y
cumplen con el objetivo de que el alumno aplique los conocimientos adquiridos
en el teoria, logrando de esta forma un acoplamiento teérico-practico de la
materia.

También las practicas que se propenen en este Manual tienen la caracteristica
de poder ser adaptadas o modificadas para diferentes tipos de muestra y
diferentes aplicaciones segln sean requeridas por lo alurmnos.

Ademas con este Manual se puede ver que hay un necesidad de incrementar
el tiempo de laboratorio para poder tener mayor libertad de ingenio y no ser tan
mecanizado el procedimiento de las técnicas.

Este manual representa una arma Util para que el alumno de manera eficaz
rapida lleve a cabo o realice las practicas de laboratoric aln en el poco tiempo
con gue se cuenta (Ajustando a las 2 h de las sesiones experimentales y a las
existencias de reactivos, material y equipo de la seccidn); por lo que a corto
plazo se buscara la edicion del Manual por el Fomento Editorial UNAM, a
través de Comité Editorial de la Facultad)
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