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INTRODUCCION

En la Facultad de Qufimica de la UNAM, se imparte actualmen-
te la carrera de Q.F.B. Orientacién Alimentos, cuyos egresados -
reciben una preparacidn especialigada en log dltimos tres afios -
de los estudios, Debido al rejquerimiento constante que tiene el-
pals de recursos humanos capacitados en esta drea tan priorita -
ria, la Facultad establecid una comisidn avocada a determinar el
programa de estudios mds adecuado para la implementacién de una-
carrera de alimentos integrada totalmente desde sus inicios e ip
dependiente de la de Q.F.B. Dentro de este nuevo programa se con
templa la materia de Quimica de Alimentos con su respectivo labg
ratorio; cape mencionar que en la actualidad no se cursa dicho =
‘laboratorio, |
' En el cuadro 1 se muestra el programa de teoria empleado pa
ra }a imparticién de esta materia en la nueva carrera de alimene
tos,

La qufmica de Alimentos es fundaﬁental y sirve de base para
1a-mayor£a de las otras materias gue se cursan en la carfera, ya
Que permite al alumno conocer los diferentes componentes de los-
dlimentos, as{ como su distribucién, las interacciones entre -
ellos y el efecto que tienen algunas variables como el pl, la --
temperatura, el oxfgeno, etc. en su estabilidad, Por esto, se -
considera de suma imrortancia eontar con un prosrama de prdcti--
cas de laboratorio para poder comprender mejor los principios =--
que se revisan en este curso,

De acuerdo con lo anterior, el principal objetivo de este -

trabajo es la elaboracién de algunos protocolos de laboratorio,



para poderlos emplear como parte del curso prdctico de esta mafg
ria, Con estas préctices el alumno podrd comprobar en el labora-
torio, varias de las principales reacciones que le suceden a los
congtituyentes de los alimentos, asi como el efecto de ciertos =~
pardmetros (pH, temperatura, etc,) sobre la estabilidad de éstos,
iAdends, serd capaz de entender mejor los cambios fifsicos y quimi
¢os que se producen en los alimentos durante los diferentes pro-
cesos a los que se someten como parte de su industrializacién, -
dentro de la cadena alimenticia,

Para la realizacién de estos protocolos se han elegido las-
reacciones quinmicas y fisicas mds importantes de los principales
componentes de los alimentos: agua, hidratos de carbono, protef-
nasg, lfpidos, enzimas, vitaminas y pigmentos, No se pretende es-
tudiar todas las reacciones ya que resultaria demasiado extensoy
sino sdélamente ocho que son muy representativas, ‘

Las técﬁigas de laboratorio emplgad#s para este fin, fuerén
geleccionadas y en algunos casos mgngicadas, de acuerdo con la-
disponibilided de naterial y de instrumentos con 1os'que se cuen
ta en los laboraforios de alimentos de la Divisién de Estudios —
A“Profesibnales: esto se hizo para que el costo de las~précticas -
fuera el menor posible, }

Cada protocolo cqnsta de un 6bjetivo,=éeneralidades, el ma-
terial y los reactivos necesarios, la muestra nroblema, el'méto-
do, un sistema de evaluacién o cuestionarib-que el maestro de la
boratorio pﬁede modificar para que no sea repetitivo, y tinalmen
te, las referencias correspondientes,

' Se considera que, de preferenbia, el alumno antes del ejer-

cieio del laboratorio haya cursado la parte correspondiente de -



la teorfa, ya gue las fencralidades en.los protocolos solo con-
tribuyen brevemente a conocer el tema de las prédcticas y tiene-
la finalidad de enfatizar algunos conceptos que previamente fua
ron explicados en clase,

Al final de cada prdctica se incluyen los resultados obte-
nidos durante el desarrollo experimental, con el objeto de que-
gean utilizados como datos de referencia para evaluar él estu=-

diante,



Cuadro 1,

Programa de teorfa de la materia Quimica de Alimentos,

Unidad Tena
1 Introduccidn y reneralidades,
2 Hacrocomponentes y microcomponentes de los
alimzntos, dietes balanceadas,
3 Agua,
4 Gldcidog: Azicares,
5 Glducidos: Homopolisacdridos,
6 Gldicidoa: Heteropolisacdridos,
"l Oscurecimiento de los alimentoé.
Y L{pidos simples,
9 L{pidos complejos.
10 Insaponificable,
11 Tecnologla de grasas y enranciamieﬁto.
12 Protfdos: Generalidades y aminodcidos,.
13 ) Proteinas, ‘
14 Protefnas Vegetales: Gliten y Soya.
15 Leche y derivados 1l4cteos,
16 Carne y edrnieos, peces y mariscos,
17 Huevos,
18 Prutes y hortalizas,
19 Cardcteres ormanolévticos,
20 Aditivos,




PRACTICA 1, ISOTidMA DE ADSORCION

0BJETIVO

Elaborar la isoterma de adsorcidn de un alimento deshidra-
tado y observar la influenc¢ia que tiene la actividad de agua s
bre la estabilidad del mismo, tanto quimica como microbidlogicg
mente., '

GENERALIDADES

Todos los alimentos contienen una cierta cantidad de aguay
la cual desempeila un papel muy importante que se'refleja en.la—
estabilidad quimica, fisica y microbiolégica del producto duran
te las distintas fases de produccidn, procesamiento y conserva=-
cidn a que se somete. '

Para entender la forma en que el agua se encuentra en los=
alimentos es necesario primero conocer el concepto de actividad
de agua (Aa). Este término es una medida de la disponibilidad =
del agua de un alimento para llevar a cabo diferentes‘reaccio -
nes y esja relacionado con la humedad relativa (HR) de la si --

guiente manera:

ha = B ; o0 bién:_ , (1)
1C0
| __f__ agua
Ag = —mmmmeme moles de agua ___ = Pii

L (2)

-gF agua + -§f soluto
PM PM :

moles de agua + moles de soluto

Eg decir, la escala de la Aa es de 0-1, mientras que la de
humedad relativa es de Q=100 %,



El agua se encuentra en los alimentos por lo menos en dos-

de las tres formas propuestas por dockland (1969):

e e g vy Bt S

tales como coo~ y NH3 de proteinas , carboxilos de pectinas y -
otros Acidos poliurdnicos. El valor maximo que tiene de Aa es de
aproximadaménte 0.25 y se le conoce como monocapa B.,E.T. Esta --
porcién de agua de un alimento es la mas dificil de eliminar o=
con los procesos tradicionales de secado; de hecho, nunca se ~-

pierde totalmente y ain los productos deshidratados la conservan.

-------- 3
Y 04 de protelnas y polimeros de carbohidratos (almiddn, pecti-

na, celulosa, hemicelulosa). Su eliminacidn proporciona una ma -
yor estabilidad al producto. El valor de Aa esta comprendido en-
el intervalo de 0.25-0,75.

C.- Agua_libre, se encuentra en poros intersticiales y como Qi--
solvente de la materla organica, se considéra como no unida Y es
la que més influye en la Aa de los alimentos. Es el agua que se-
pierde primeramente durante cualquier proceso de deshidrataciény
ya que como 8u nqmbrc lo indica, es agua libre y reguiere poca -

energia para su eliminacidn.

7 Estas treé formas se pueden notar en la isotgrma de adsor -
cién de 1a Pig. 1, en la que se observa la relacidn que existe -
entre la actividad de agua de un alimento, con el contenido de -
.o del nwismo. Esto es, para cada Aa existe un contenido de -~
agua en equilibrio, por lo que un alimento se puede hidratar de-
acuerdo con la humedad relativa del medio ambiente hasta alcan -
zar el equilibrio establecido en la curva de adsqrcién. Lo con ~
trario también sucede durante la deshidratacion, en donde el ali

mento pierde agua de acuerdo con su curva de desorcion.



Por otra parte, la actividad de agua influye determinante-
mente en la estabilidad de los alimentos; esto se puede verifi-
car en la Fig, 2, que muestra la velocidad de muchas reacciones

quimicas, enzimdticas y microbioldgicas en funcidn de la activi

dhd de agua del mismo.

e O | = o= Z2a0g ) meem—— —Z“O'l‘l

CONTENIDO DE AGUA

A s 'R A " 4 A A

0.1 02 03 04 05 06 07 0.8 0.9

ACTIVIDAD DE AGUA

Fig. 1 Isoterma de adsorcién; a) Zona I o monocapa, b) Zona II

o multicapa y ¢) Zona III o agua libre (Labuza, 1917)»

VEi OCIDAD DE REACCION RELATIVA
CONTENIDO DE HUMEDAD

[¢3] 02 03 04 05 086 07 ud 09

ACTIVIDAD DE AGUA

Fig, 2 Estabilidad de los alimentos como funcidén de la acti
vidad de agua (Labuza, 1977),



Puede deducirse con relacidn a la grafica anterior, Fig. 2,
que disminuyendo la cantidad de agua disponible en los alimen -
 tos, ya sea por la adicidn de solutos o por deshidratacidn, se-
| aumenta la estabilidad de los mismos durante el almacenamientow
Se observa también que la mayoria de las reacciones quimicas se
aceleran a valores de 0.25-0.7% que corresponde a la zona IIL, ~
en la qug‘se encuentran los alimentos llamados de humedad inter
media. En la zona III, con valores mayores de 0.75 se encuentrs
la suficiente agua disponible para el Sptimo crecimiento de mi-
croorganismos (hongos, levaduras y bacterias). Es importante no
tar que el alimento sufrird algunas de las reacciones indicadas
en la Fig.lz,'en funcidn con el valor de Aa gque presente.

De acuerdo con lo anterior, es necesario conocter las cur -
vas de adsorcién y desorcidén de un alimento para poder predecir
el‘tipé de eomportamiento que tendra ante ciertas condiciones -
de humedad relativa, presentes en diferentes zonas geograficasw
Para simular algunas condiciones de huhedad relativa se pueden-
emplear vérias sales, que en estado de solucidn saturada gene -
ran una H3 conocida en el medio ambiente que las rodea (cuadro-
1), que van desde dridas hasta muy himedas.

La précticé consiste en la elaboracidn de una curva de ad-
sorcién de un alimento deshidratado (como leche descremada) y -

observar la influencia de la Aa en su estabilidad.



Cuadro 1

Humedad relativa de soluciones saturadas con respecto a la temperaty

ra, (Rockland, 1980),

% de Humedad Relativa

o o] 0 o 0 0 0o o

)
Iemperatura ( C ) 5 10 15 20 25 30 35 40
Sal ‘

Acetato de potasio 25 24 24 23 23 23 23 2%
Cloruro de magnesio | 33 33 33 33 33 32 32 31
Carbonato de potasio| - 47 45 44 43 42 41 40
ditrito de sodio - - - - - 63 - 62
¥oduro de potasio - - - - - - - 67

Cloruro de potasio |88 87 87 86 86 84 684 83

Sulfato de gine ; 95 93 092 90 88 86 85 84
Sulfato de amonio 8. 80 79 79 79 T9 719 79
Posfato disddico 98 98 98 98 97 96 093 Q91

Sulfato de potasio 98 97 97 97 97 97 96 96

" MATERIAL

Balanza analftica ....0.00..0..0.0.0.....'0..70.0.. (l)

Cajas de petri looooooooocoooooa‘oo,ocooooooooooo‘no‘oo (s)

Desecadores 0P QO 0 O0OOSNROEBINOPRPOININBNOPINDRPOIOOSOIOPONIOSIODS (5)

EspétUIa IFE XN ERN SN NN ENNNNNNNRENE NN AN N SN N NN AERE XRN ] (1)

Estufa 0.000.....0..000..‘...0.0...‘..............0 (1)

Pe5afiltro $0000000000000000008000000000000000 0000 (5)

‘Vasos de precipitado de 500 M1 ceeesvvconcscescres (5)
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REACTIVOS
Soluciones saturadas de cuatro sales a escoger, por ejemplo:
i) Acetato de potasio,
ii) Carbonato de potasio,
iii) Sulfato de amonio,

iv) Sulfato de potasio,

MUESTRA PROBLEMA

a) Leche descremada y deshidratada .eeececseceses 20 &

PROCEDIMIENTO

I,- Preparar soluciones'séturadas de cuatro de las sales selec -
cionadas del cuadro 1, de tal forma que comprenda una esca -
la d; Ag lo mfs amplia posible, Llenar la parte inferior de-
los desecadores con dichas soluciones hasta uma altura tal -
que no moje la ﬁlaca goporte de porcelana,

I1,- Pesar de 5-10 g de leche deshidratada en cada una de las ca-
jas petri previamente taradaé Y colocarlas sobre el soporte-
de pbrcelana de cada uno de los desecadores; taparlos y man-
tenerlos a una temperatura constante de 35-4000 con ayuda de
una estufa o un cuarto, dependiendo de las instrucciones que
se fengan.

III,- Al cabo de 10 dfas, determinar el contenido de humedad de ca
da una de las muestras por el método de secado en estufa co-
mo se indica a continuacidn:

'a) Pesar con presicién de 1 mg, de 2-10 g de la muestra en -



Iv,-

V.-
vI,-

VII,~

11

un pesafiltro tarado y puesto a peso constante,

b) Secar la muestra en la estufa a lOOoC por 2-3% horas,

¢) Llevar el pesafiltro al desecador, tapar y dejar enfriar,
d) Pesar nuevamente,

o) Repetir la ope;acidn desde b, hasta que no varien en la -
gegunda cifra decimal las dos dltimas pesadas,

f) EBxpresar el porcentaje de peso perdido como contenido de
agua,

Observar las caracteristicas fisicas del alimento, como su -
'aspecto,‘color y crecimiento microbiano,

Calcular la cantidad de agua adsorbida en cada caso,
Grdficar el contenido de humedad de las muestras contra la
ia de sus respectivos desecadores,

Con los resultadqs encontrados y con el apoyo de lo explica

do en teorfa, proceda a contestar el cuestionario,

RESULTADOS

Los resultados obtenidos al desarrollar la tdécnica deserita-:

utilizando leche descremada y deshidratada se enuncian a continug

eién:

1l,-Para oﬁtener un intervalo de humedad relativa, que aseme~
je condiciones de diversas zonas del pals, se utilizarén so-

luciones saturadas de lag siguientes sales.

- - ¢
_ Sales Humedad relativa T-40 C \
i) Acetato de potasio 23 %
ii) Carbonato de potasio 40 & -
iii) Sulfato de amonio | . 79 %
iv) Sulfato de potasio _ 96
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2,-Determinacién del contenido de humedad, ‘después de 10 dias

de almacenamiento a diterente humedad relativa,

Humedad Pego de 1la Pego de la Contenido % de humedad
relativa muestra muestra de
(%) himeda seca agua
23 0.3527 g 0,3018 g 0,0509 g 14,43
40 0,520% g . 0,4189 g 0,104 g 19,48
79 0,9879 g 0,7209 g 0,2670 g 27,02
96 0.8908 g 0,3902 g 0.5006 & 56419

3.~A una Aa de 0,36 se observd un crecimiento de microorganisg
mos, causado posiblemente por hongos y un crecimiento debido-
a la reaccidn de Maillard. Las otras muestras no desarrolla -

rén ninguna de estas reacciones,

4.-La gréfica No, 1, muestra la curva de adsorcién de leche -

en polvo descremada,
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Con base en los resultados puede observarse que a Aa altas -
se presentan reacciones de deterioro, ya que se favoreece un medio
ambiente apropiado para el crecimiento de microorganismos (prin -
cipalmente hongos) y de esta forma se provocan cambios en el pro-
ducto, como son la produccidn de malos olores, Bstos estudios son
importantes porque permiten ecomprobar la estabilidad de los ali -
mentos en distintas caondiciones y con diferentes materiales de --

empague,

CUBSTIONARIO

1.,-:,A que se llama Aa y como se calcula?

2.,~,0on base en sus resultados, mencione a que Aa el aiimento coy
servé sus caracteristicas originales? (Por quév

. 3.=;A que gse deben los cagbios producidos en el sistema con una -
Ag comprendida entre 0,7-0,967

4.,~¢Qué es histérisig®

Ye.=éPor qué es iiportante controlar la Aa en un alimento?

6.~:.Qué efecto tiene el uso de solutos como el NaCl en la Aa?

7.-5Qué efecto tiene la temperatura en las curvas de adsorcién?

8,-iCree usted que a nivel industrial sea dtil esta prdctica?
iPor qué? '

~.-D¢ ires ejemplos de alimentos que por su Aa son mds suceptibles
al deterioro, tanto quimico como microbiocldgico,

10,-:,Qué son los alimentos de humedad intermedia y como se logra -

su estabilidad? -

11,-(Cémo elaborarfa una curva de desorcién?
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PRACTICA 2. ALAWIDON; ESTUDIO DE ALGUNAS PROPIEDADES

OBJETIVO

Estudiar algunas caracteristicas de diferentes tipos de -
almiddn como son; a)su identificacidn de acuerdo con la estruc-
tura microscépica, b)la temperatura de gelatinizacién, y c)los-

factores que afectan la formacidn de su correspondiente gel.

GENERALIDADES

El almidén es un polisacarido que constituye la reserva -
energética de las plantas y esta formado por dos polimeros de —
D (+) glucosa; a)la amilosa, una estructura lineal con enlaces~
o D (1-4) -en forma de espiral, y b)la amilopectina, que posee-
ramificaciones semejantes a la amilosa, unidas pdr enlaces =—-
of{D (1-6) a un tronco central. Ambos polimeros se encuentran --
distribuidos dentro de pequeilas particulas llamadas granulos --
cuyo examen miéroécépico permite reconocer su origen, ya que su
forma y tamafio son}caraéteristicos para cada tipo de almiddn.

~En pregencia de agué los granulos se hinchan ligeramente,-
pero conforme se inérementa la temperatura hasta 50°- 60°C, --
.aumenta su volumen (dependiendo del origen del almiddn), dis --
peréandose la amilosa de bajo peso molecular fuera delvgrénulo-
con aumento en la viscosidad. Si el tratamiento térmico es ma-—
yor se alcanza la températura llamada de gelatinizacién; en la-
cual los puentes de‘hidfégéno disminuyen entre log constituyen-
tes del almidén. Los gréhulos se hinchan a tal extremo que se -
rompen, d1fundlendose la amzlosa ¥ la amilopectina; cuando dis-
minuye la temperatura las; moleculas de agua se encuentran entre
los dos polimeros a los c?ales sé unen, aumentando de esta mane
ra el tamaiio de la red, 16 que . trae como consecuencia la forma-

cidn de un gel.
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La temperatura de gelatinizacion se puede determinar vi =-
sualmente, con ayuda del microscopio, calentando los granulos -
en presencia de agua a diferentes temperaturas y observar su =-
rompimiento, Generalmente esta determinacién se realiza con el-
microgcopio Kofler, de luz polarizada, que posee una placa ca—--
liente, en la que se lleva a cabo la gelatinizacion a temperatu
ra controlada. Debido a2 que no se cuenta con el equipo apropia-
do, en este protocolo se intentara determinar dicha temperatura
con un microscopio visible, como una forma aproximada de esta =~
medicidn,

Fl proceso de gelatinizacidn es influenciado por varios =—-
factores, como son; A)el origen del almiddn, B)la concentracidn
de'azicares, C)el pH y D)agua. A continuacidén se hace referen -

cia a cada uno de ellos.

A)Bfecto del origen del almiddén, esta es una caracteristica que

permite diferenciar almidones de distintos origenes, aunque es-
ta determinacion puede resultar dificil ya que se requiere ex--
periencia para este fin. En general,‘los de alto contenido de -
amilosa son mas resistentes al hinchamiento, debido a que se ==
forman fuertes puentes de hidrégeno entre moléculas alineadas -~
paralelamenté en el grénulo; que requieren de mayor energia pa-
ra su ruptura y asi poder ebsorver agua. En el cuadro 1, se ob~
gserva el contenido de amilosa de diferentes almidones, asi como

sus respectivas temperaturas de gelatinizacidn.

filo, los azlicares compiten por el agua con el almidon, disminu

yendo la velocidad de gelatinizacidn y la viscosidad del gel -=

- formado,

c)gfgcfo_dgl_gy, a valores menores de pH 5 o mayores de 7, se -
reduce la temperatura de gelatinizacion e inclusive en condicio

nes muy écidas, se puede hidrolizar los enlaces glucosidicos --
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del almiddén, perdiéndose la capacidad de formar geles.

D)§£ecto del agua, es el factor mas importante que afecta el --

proceso de -gelatinizacidn ya que el grado de hinchamiento del -

granulo depende de la presencia del agua disponible para tal --

efecto.

Cuadro 1

Caracteristicas de algunos almidones usados en la industria
alimentaria, (Badui, 1981).

Ti po Amilopectina Amilosa Temperatura de
() () gelatinizacidn
Maiz 73 27 62272%
Maiz rico en amilosa 20~-45 55-80 67280°0
Papa 78 22 58267°C
Arroz 83 17 62278%
Tapioca 82 18 51265°¢
Maiz céreo 99-100 0-1 63272°%¢
Sorgo ‘céreo 99-100 0-1 67274%¢
Trigo 24 58264°C

76
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MATERIAL

- Balanza granatari@ ..eececeevvoececssevossceversesscens ( 1)
~ CubreobJetos ..eeeeessessarassosccarssncccocsessanssna (16)
- Matraz aforado de 100 ml sieessevcorovooosavecsccasreae ( 1)
MEeChero sseseoseeocncrncsasasrosasorsossscsssesscsscae ( 1)
~ MicroScoPio sueesasessasecsssissnnscssssecssarieresaas (1)
MOLiNO sevevsevseacssesososonsescnsssssaccarosarcscass ( 1)
~ Pipeta graduada de 10 Ml s.esseeccecvosceesveessvesves ( 1)
- Portaobjetos sesssscessscasesscsssssserenassecscsssces (16)
- Recipiente para bafio maria wevevessseeenssesnsensessee (1)
~ Tamices (# 20, 40, 60, 80 y 100) .......;;............ ()]
1)
1)
1)

- Tela de 83DeST0 seoesconcssassosossscesocrarrssocesnns
0 (o}
'Termdmetro (—108150 C) 0000000000000 000000cccoertsesr

- Tripie (XX EEXNENFNNEENNNFNINFENEN NI NN NN RN SN NN N N NN

6)
6)
1)

- Vagos de precipitado de 50 Ml 4issevrercensecensecsses

(
(
(

= TUDOS 3@ ENSBYO ssssssesssseosssssssessacsssnsensesass (8
(
- Vagos de precipitado de 250 Bl seveeseceseonsvncsronne (
(

- Varilla de Vidrlo ooooooocccoooccoc-o-oooo-oono-o-oooo

REACTIVOS

’i)sacarosa .....'....'...’.I‘.'.l..'......'..l;...‘... 30g
ii) Acido clorhifdrico 0,01 N ceecesicesiriacsnansrasnse 20 ml
iii\ Ac'ido clorh{drico 3.? x 10 N L] l...".......'......' 20 ml

MUESTRA PROBLENA

a8) Almidén de:

- trigq ooo-o--oou-ounooocoogounnoo--otaloodc-oo-oqn. 125 24
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-arroz .'..ll‘....'...l.‘..'l’l..".l....l‘..l..’..l'. 2g
- maiz 6008 PO PLIEBPOI VIO OLININPOPOIOSIOEOIEOEUEOELOLOIONEOEOIEPISIOEORNOIOIORAONODS 2 g

= CENEENO wusrreussernenosarnssornssssensesnsncsssansee &8
b) En caso de no contar con una tuente adecuada de almidén, ob-
tener una harina que para efectos de la préétiﬁa produce bug
nos resultados, de la siguiente manera:
- Pesar 100 g del grano (de trigo, mafz, arroz o cenﬁeno), -
‘preﬁiamente descascarillado,
- =+Molienda,
- Tamiz#do; con mallas del mimero 20, 40, 60, 80 y 100,

- La harina empleada sera la de malla 100;

PROCEDIMIENTO

I,- Determlnacldn de la estructura mlcrOScdplca del almldén.wrf
a) Mezclar en un - tubo de ensayo 0.5 g de cada una de las‘di -
ferentes harlnas con 10 ml de agua destllada. . ' :
b) Colocar‘sobre un portaobjetos una ‘gota de la suspeﬁsi&hi

.'y taparla con un cubreobjetos, evitando lo m4s posible ;a--'

inclusién de burbujas de aire, '
¢) Observar al miéroscopiovlas diferentes harinas e identi-
ficar su ‘origen, con base en la Flg. 1 (Fennema, 1976). Di-
bujar 1as egtructuras, '

1I,- Determinacién de la temperatura«de gelatinizacién del almi-
dén, | ‘
a) Preparar una suspensién con 1 g de cada una de las dife-
reﬁtes,harinas en 10 nl de agua destilada, |

o | .
b) Calentar en bafio marfa a 50 C la suspensidn, durante 3~



III,-

Iv.-
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minutos, '
c) Observar al microscopio el grado de hinchazdén de los gra
nulos y posibles rupturas que pudieran presentérse.

d) Realizar la prueba anterior a 550, 600, 650, 700y 7500.
e) Determinar la temperatura de gelatinizacién, que es el -
intervalo en el que se observa el mdximo hinchamiento y el-
rompimiento de los grdnulos,

£) Dibujar todas sus observaciones,

Identificacién de una muestra problema,

a) A cada equipo se le proporcionara una muestra de harina,
cuyo origen se tratara de identificarcon los datos de su eg
tructura microscdépica y temperatura de gela@inizaci6n.
Factores que afectan la formacién de un gel,

a) Colocar 20 g de harina dg trigo en 6 vasos de precipita-
do de 250 ml, enumerandolos,

b) Muestra No, 1, afladir 20 ml de agua y calentar durante 2
minutos a 70 °C, con agitacién constante,

¢) Muestra No, 2 y 3, repetir el procedimiento de la mues -
tra No, 1, pero sustituyendo el agua por 20 ml de una solue
cidén de 4cido clorhfdrico 0,01 N y 3,2 X IO-SN (aproximada-
mente pH 2,0 y 4,5), respectivamente,

d) Muestra No, 4, 5 y 6 repetir el procedimiento de la mueg
tra No, 1 pero afladir 5, 10 y 15 g de sacarosa respectiva -
mente, antes de agregar el agua,

e) Vertir cada una de las muestras en un molde hecho de aly
ninio o vaso de precipitado de 50 ml,

f) Comparar la rigidez, viscosidad y color de los geles, ~-

cuando eaten frios,
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g) Debido a la subjetividad de las mediciones se puede em -
plear el penetrdmetro, cuyo funcionamiento se describe en «
la prdctica 4,"Extraccién y Uso de Pectina Cftrica",

h) Grdticar velocidad de penetracién contra bH ¥y concentra=-

cién de azicar, respectivamente,

@ é@ oD

Q
oA S o0 ©
PAPA . TRIGO TAPIOCA
0 1)
0%, Qog
Qo9 O
ARRQZz MAIZ

.Fig, 1 Esquema del aspecto microseépico de los grdnulos de almi-

dén (Fennema, 1976),

RESULTADOS

Después de haber realizado en el laboratorio el método proé
puesto, usando harinas de diferentes origenes (mafz, centeno, ==
trigo y arroz), los resultados son los siguientes,

l,-Determinacién de la estructura microscépica del almidén,
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2+ ’
@e @29 o & 'y
® 4

Pk @ C:)?o %
tae £ ®0 @
)
Arroz ~ Centeno Maiz ~ Prigo

2.=-Determinacidén de la temperatura de gelatinizacidn,
a) Observacién al microscopio de las harinas a diferentes =

o ) ) o )
temperaturas (50 , 55 , 60 , 65 y 70 C),

Grédnulos de harina de centeno
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Grdnulos de harina de arroz

'Grdnulos de herina de mafz
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50°C

b) Determinacidén de 1a temmeratura de gelatinizacién,

Harina Temperatura aproximada de | Valor tedrico de la tem

utilizada gelatinizacién (°c) peratura de gelatiniza-
eidn (°C ) (Bagui,1981),

1.~Trigo 60=65 5864

2.,~Arros 55=60 _ 67-78

3.-Yaiz 60-65 62-72

4.,~Centeno 55-60 - 60=T0

Como se muestra en los resultados, en una forma aproximada

se puede confirmar que a medida oue'se'incrementa la tem--

veratura, aumenta el hinchamiento haste Que-los gramlos -

se rompen, 10 que indica.que se ha alcanzado la temperatu-

ra de celatinizacidn,

1.-Pactrres nue afectan 1a fnrma¢16n de an gel,

a) Determinacisn de la viscosidad, figidez'yAcolér de los-

seles formados a diferentes condiciones de dcidez y concep

tracion de azﬁcar.
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Mestra Viscosidad Rigidez Color
No.1l, harina + agua my . pasta muy ligerainente
viseoso - rigida amarillo
No,.2, harina + sol. viscoso pasta poco ri- | liseramente
de HC1, pH = 2, gidaspegajosa amarillo
%.3, harina + sol. muy paste rigida | ligeramente
de HC1, pH =4,5, viscoso o amarillo
No,4, harina + 5 g muy paété rigida vel amarillo
de sacarosa + agua viscoso . majosa . palido
M,5, harina + 10 e viscoso pasta poco amarillo bri
de sacarosa + agua rigida | 1lante, tenue
No,.6, harina + 15 g poco .poco amarillo bri
de sacarosa + agua, viscoso - rigida 11ante, tenue
4.-Resul tados obtenidos con el penetrdmetro. ®
L Distancia recg | Tiempo Velocidad
Myestra rrida en mm. (gep) (mm/ sep)
NO.I, harina + agua 1.5 10 0.15
N;.2, harina + sol, '
de Hcl' pH = 2, 5.8 10 0.58
%.3, harina + so0l,
de HC1, pH = 4,5, 2.8 10 0.28
N.4, harina + 5 g '
'de sacarosa + agua, 1.15 ° 4 . 0,2R7
%.5, harina + 10 ¢
| de sacarosa + agua. 10.5 ) 2,625
‘Ny,6, harina + 15 g )
de sacarosa + apua, 22.7 4 5.675
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5.-Tanto el pH, como la concentracidn de agzicar son fac--—
tores que afectan la formacion de un gel, por 1o que se -
deben considerar durante la mamufactura de los alimentos.

En las graficas Mo, 1 y 2, se observa dicha influencia.

Nota 1 ‘ '
*Al penetrometro se le cambié la punta original por otra-
que o_f_reciera una mayor superficie de contacto y de esta-
. manera Obtener datos mds consistentes y reproducivles, Pg
fa.véato se adapté a un clavo un tapén de pléstico #100, -~
cumpliendo las necesidades requeridas. "

Noﬁ»e N

-51i'se tiens un microécbpio de lue polarizéda gse puede ob~
fe‘ner la temperatura de gelatinizacién que en la précticé-
se determino en forma aproximada debido a que no se cuenta

con €1,
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Como me observa en los resultados, es posible conoéer el ori
gen de los grdmulos de almiddén y en forma aproximada, su teinpera-
tura de gelatinizacidn, mediante su exdmen microscépico, Asimismo,
en las grédficas No.l y 2 se puede observar la disminucién de la -
capuacidad de formacidn del gel al a)aumentar la concentracidn de
sacarosa, (ya que existe ung mayor competencia por el agua con =
el almidén ) y b)al dimminuir el pH, (puesto que se produce hidrd

ligis de los enlaces que forman dicha estructura),

CUESTIONARIO

l.-¢Por qué no es recomendable utilizar harinas comerciales sn -

la prdctica?

2,-;Qué canmbios estructurales sufre,el almiddn cuando se calienta -

en una solucidn: a)de HCL concentrado, b)pE = 2 y ¢)pH = 4,57
3.-Hencione,qu§ otros factores afectan la tenperétura de gelatini
zacién,

4,-51 en lé'préctica«en lugar de sacarosa se hubiera empleado glu
cosa; a)se formaris o no el gel, b)que caracterfsticas presen-
taria el producto final y e¢);Por dué?

Se=¢Qué es 1al$1rrefringencia del almidén? )

6,~;,Por qué vuria'la temperatura de gelatinizacién en alﬁidones -

de diferente origen? ‘ ,
7.-:Qué es la retrogradacidén del almiddn?
8,=;Por qué la temperatura de gelatinizacidén se considera un in -

tervalo®?
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9,-;Qué es un gel?
lO.-aSi(se le proporciona una harina cuyo origen se dedea cono-

cer, que haria para su identificacién?
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PRACTICA 3, REACCIONES DE OSCURECIMIENTO

Exiaten tres tipos principales de reaeciones de oscureci -
niento; earamelizacidn, Maillard y oxidativa (en la gque inter -
viene el complejo enzimdtico polirenol_oxidasa). En las dos pri
meras son formados pigmentos similares llamados melanoidinas, - .
pero por diferentes mecanismos, en el oscurecimiento enzimdtiso,
debido a la conversién de compuestos fenélicos a quinongs o hi-
droquinonas, se forman las melaninas, responsables del color

oséuro en algunos frutos y vegetales, cuando son pelados, corta »

dos o mayugados,

A)Efecto de la actividad de agua en la

regccidn de Maillard, -

 OBJETIVO

Determinar mediante una técnica,espeotrofoionétricn el efeg

to que tieme la actividad de agua (As) en la formacién de pigmepn
tos durante la reaecidén de Maillard,

GENERALIDADES

Este mecanismo estableeido‘eﬁ 1912 por el quiaico francés-.
Maillard, comprende una ser;e de reacciones consecutivas oomple
‘jas que al presentarse en leos alimentos trae como ¢ongecuencia-
una pérdida en el valor nutritivo y un oscurecimiento que puede
ser indéneuble. Se fundamenta en la interaceidn de un grupo amji
no (de aminodcidos libres o aminodcides de proteina) y el grupo

carbonilo reductor de un azdcar, formando una base de Sehiff,
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.- o=
|H—c=0| ‘H—C-N—R |
H fo o i Lo
| H-C-0H H C-OH
HO-C-H
R-c~-cool! + HO-CoH wmmmw ]
H=C~OH
L . [ :
| NHy | H-C—0H H-C—OH
| N ) I |
H_C - OH CH, OH
|
CH0H
AMINOACIDO LIBRE AZUCAR REDUCTOR  BASE DE SCHIFF

Fig, 1 Condensacién del grupo amino y el azdcar reductor,

Los prodﬁctos finales de la reaccién de Maillard son polimg
ros dé alto peso molecular conocidos como melanoidinas, produei-
dos principalmente por derivados del furfural euyo proceso de --

formacién involucra tres etapass

A)Estado inicial, no hay produccién de color,
a) Condensacién asdcar-amina (base de Schiff).

b) Bearreglo de Amadori,

B)Estado intermedio, absoreién cerca del U.V.
¢) Deshidratacién del asicar,
d) Fragmentacién del aszicar.
e) Degradacidén de aminodcidos,

C)Estado finmsl, formacifén de aromas y pigmentos,
f) CQndensacidn alecohélica, |
g) Polimerizacién aldehfdo-amina,

La rig. 2, muesira los diferentes caminios que puede seguir

‘esta reaccién,
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Fig. 2 Reaccién de oscurecimiento de Maillard (Labuza, 1977).

Para el estudio de esta reascién se utilizan aiStenas node- 
lo cpnsietentes en un azdcar reductor y un aminodcido que iﬁte -
ractian bajo condiciones que sean facilmente controladas, de es-
ta nangra se ha observado que la velocidad de reaccién es alterg
da por‘direrentea factores como son: Aa, concentracidén de reéet1'
vos, ﬁH temperatura y otros, por lo que se discute brevemente - -

la influencia de algunoa de ellos,

A.-Efacto de la actividad de agua, Labuza, 1977 hace referenciaQ :
a cuatro mecanismos que afectan la velocidad y que dependiendo'-

de 1la -Aa del sistema pueden 1nf1uir en difeientea estados de la-

reaccidn:
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a) Incremento de la viscosidad por reducciém de la Aa,
. b) Inhibicién por la propia agua generada durante la reaccidn
(Ley de Accidén de Masas),

" @) Dilucidén de los reactivos por aumento considerable de la
Aa, '

d) Disminueién de la viscosidad por aumento de la Aa,

Estos mecanismos, en forma combinada y por sus interaccio

nes con el sistema, afectan la velocidad de reaccién y para en

fender !'ne;jvor esta influencia se propone el -siguiente modelo oi

nético?

R+_A‘4EO ---p» BA 4 O donde:

o2 2
e I Jl R = azdcar reductor
o A+ R’ . A = aninodeido
BA = intermediarios
_ B o »
plgmentos oacuros - R = reductores in-
' . - : _termediarios
? = tiempo,
4R = K (R) (A) =-- - - -=(2)
d!’ .
donde; K 5 _1 . -- ‘ ~===(3)

& = bal, por estequiometrfa de la reaccién, Fig, 1,
n s viscosidad,

y uomo q R ‘ cmnne(4)
T | ‘
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la ecuacidn (2) gueda de la siguiente forma:

dﬁ*
mme 22 (H 0) (A) (R) =cmmmmcmm e e (5)
ar 2

Por lo tanto se puede observar que la velocidad de reaccidn
expresada en la Ic¢c, £, dercnde dircclamente de:

a,~ Cantidad de agua disponible,

b.~ Concentracién relativa de los reactivos con respecto a-

la del égua disponible,

A su vez, estos dos factores dependen de los cuatro mencio-
nados anteriormente, En la Fig, 2 de la Prdctica 1, se observa -
que la velocidad aumenta hasta una Aa de aproximadamente 0,8 de=-
bido a que disminuye la viccosidad por incremento del contenido-
de agua, A partir de este valor se presenta un efecto de dilu--
eidén e inhibicidn de la reaccién por la Ley de Accidn de lasag--
con la que la velocidad tiende a reducirse,

Este comportamiento varfa con la inclusidn de materiales -=
deshidratantes como el glicerol, carboximetilcelﬁlosa, hemice-=
lulosa y otros con capacidad de retener agua, provocando que dji
cha agua no esté disponible para la reaccidn; es decir, la deshj
dratacién parcial del sistema provoca que la concentracién rela-
tiva de los reactivos aumente con el consiguiente incremento en-
la velocidad de reaccidn, Esto vuede verificarse en la férnula 5,
donde el factor agua disminuye, pero (4) y (R) aumentan por lo -
que a bajos valores de Aa la velocidad alcanza su valor méximo,
Esta influencia puede observarse en la Fig, 3, que corresponde a

un sistema glucosa-glieina-glicerol a diferentes Aa (Eichner,

1972),
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Fig., 3 Influencia de 1a Aa'en la velocidad de reaccién (Bichmer, 1972).

En esta prdctica se utilizard el sistema mencionado anterior
mente y se cuantificard el efecto que tiene la Aa en la reaccidn-
de Maillard a temperatura const'ante; para provocar variaciones en
la Aa ’se 'empleérfd glicerol y de esta forma se trazar{ una isoter-
mg'de adsorcién para el sistema y otra curva que corresponda al -

efecto estudiado de la Aa en la reaceién dgMaillard.
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MATERIAL

frBalan28 analItica 00 0000000000000 000000000000000000 00 (1
- ESPGCtrOfOtdmetro 000000000820 000000800000000080008000 (l

Gradilla G 060 2 0000000000000 0000000000000 00600008008CO0TS (1

- Pinzas para tubo de €NZAY0 vseersescssctsosessnssovese (l

N’ Wl N N N

- Pipeta graduada de 5 Ml ssseseerssescossssscsssccencas (2
- Pipeta.graduada de.iO Bl svecsecroeseocessssosscoceas (1-)
~ Recipiente para bafio mAri8 e.eesesssessecsescersoosse (1)
-~ Tapones de PLlEStICO seesesevcoocrncncesesccnsesasores (9 )

-Tubos d-e ensayo .‘0.'....'...0.....O‘.ll...l.“....". (18)

REACTIVOS

i) Glicerol ooaoon-.oooooaoooccooonocncoooooooooo;ooono 32 ml

MUESTRA PROBLEMA

a) GlucosaA...............g.}.-...-.;..................w4;5 8

b) Glicina '0.......‘...;...0..'.. 0..0.0’.0;‘0.0...0.... 4’.58

PROCEDIMIENTO

I,~ Determinacidn de la longitud de onda de mdxima absorcidén =
del pigmenté. l .
a) Pesar en un tubo de ensayo 0,1 g de glucosaz y 0,1 g de=
glicina, afiadir 10 ml de agua destilada; tapar el tubo,
D) Someterlo en bafio marfa a ebullicidn, durante 1 hora, -
dejar enfriar..

" ¢) Diluir si el pigmento estd oscuro,
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d) Con la solucién obtenida llenarllas celdas del espectra
fotdémetro,

e) Si se tiene un sistema de barrido en el espectrofotdéme-
tro, operarlo desde 900 nm hasta 370 nm (regidn del vigiw=-
ble) y desde 370 nm hasta 190 nm (regién del ultravioleta),
En caso de no tener dicho sistema, opere el espectrofotf -
metro manualmente, con intervalos de longitud de onda de -~
50 nm, empezando desde 900 nm, E)l pico mfs alto en la car-
ta repregenta la longitud de onda de mdxima absorcién,

1I,- Efecto de la Aa en la reaccién de Maillard,

a) Pesar 0,5 g de glucosa y 0,5 g de glicina en 8 tubos de
ensayo y adicionaf agua y glicerol en las cantidades que -

-g8e muestran en la gsiguiente tabla:

Tubo Glicerol A
0

O~ \NN
O oun~WND

b) Tapar los tubos y colocarlos a .bafio marfa en ebulli -
cién, durante 1 hora, para que se produzea la reaccidn,
¢c) Pipetear 5 ml de cada tubo y diluir con otros 5 ml de
agua,

d) Leér en el espectrofotémetro cada tubo a la longitud-

de onda de mdxima absorcién previamente encontrada,
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e) Determinar la Aa usando la férmula 2, de la prdctica 1,
y grdficar por una parte absorbancia contra Aa y por otra

Aa contra contenido de humedad para obtener la isoterma de

adsorcidn,

RESULTADOS

1.,-La longitud de onda de mdxima absorcidén del pigmento uti

lizando el sistema de barrido fue 420 nm, grdfica No, 1,

2%6-x.52 GRAFICA No.1
SCAN 15 '
420 nm

ABSORBANCIA

' 'y 1 1 ' A A

500 480 460 440 430 410 390

LONGITUD DE DNDA (nem}
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2,-lfecto de la 4Aa en la reaccidn de laillard,

Se ordend una serie de 8 tubos, en los cdalea ge deter -
mino la Aa por medio de la férmula 2 de la prdectica 1, ~-~
Los valores de absorbancia, % de humedad y de Aa se mues-

tran a continuacién,

Tubos % agua | Moles totales Moles de agua Absorbancia Aa
1 100 0,5650 0,555 0.07 0.98
2 90 0.5230 0.5 0.08 0.95
3 80 0.4815 0.445 0.06 0.92
4 70 0.4385 0,39 0.09 0,78
5 60 0.3947 0,334 0.15 0.71
6 50 0,3545 0,278 0.26 0.61
7 20 0,229 0,111 0,49 0.48
8 10 0.1867 0.055 1.30 0.3C

3.-Con estos datos se procedio a'glaborar la curva de ad-
sorcién, gréfiéa No.2. La influencia de la Aa en la reac-
cién de Maillard se puede observar en la grdfica No,3, --

que estd acorde a lo reportado en la literatura,
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DISCUSION DE LO3 RE5ULT.DOS

La reaccidn de Maillard en un sistema modelo glucosa -~ gli
cina - glicerol (como el proruesto en la prdctica) muestra una-
mayor concentracidén del nipgmento en condiciones de Aa bajas, -~
debido principalmente al efecto deshidrafante del glicerol; es-
to es, se ocasiona un aumento considerable en la concentracidén-
de reactivo lo que provoca el efecto ya mencionado, Conforme a
la férmula 5 de la préctica, podemos observar que si la canti-
dad de agua disainuye, la velocidad tiende a comporiarse en --
forma siqilar, este efecto no neutraliza el producido p&r el -
aumento en la concentracidén de reactivos en conjunto con la «-
Ley de Accidén de Masas, por lo que el resultado no es el espe-

rado, de acuerdo con Labuza, 1977, Fig. 2 de la prdctica 1,

CUESTIONARIO

1,-;0ué iﬁfluencia tiene el glicerol en la reaccidn de Maiilard?

2,-Dé acuerdo con sus resultados; ;Qué efecto tiene la Aa en la
reaccién?

3.~ Qué efecto tiene la adicidn de sulfitos en un sistema igual
al que se empleo en 1la prdctica?

4.,-;Los productos de la reacciédn de Maillard son iguales a los-
de caramelizacisn? :Por oud?

S.=,Qué efecto tiene el pH y la temperaturz en la reaccidén?

6.~;Cuales son los productos resnonsables del aroma y sabor en-
la rcaceidn de hHaillard y de donde provienen?

7.=¢ué aninodecidos pueden intervenir con mfs frecuencia en la-

reaceidn de Maillara?
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8,~;Como se puede inhibir la rcaccidn de Haillard?
9,-Explique si sus resultados coinciden c¢on los reportados en -
‘'la literatura.

10,-;Por qué al aumentar el contenido de agua disminuye la ve -
locidad de oscurecimiento?

11,-:Cémo influye la viscosidad en la velocidad de reaccidn?

12,-;4ué consecuencias tiene en el valor nutritivo este tipo de
oscurecimiento?

1%3,-:Por qué el agua generada durante la reaccidén, produce inhi
bicién de la reaccién?

1l4,-;Por qué un aumento considerable en la Aa reduce la veloci-
dad de oscurecimiento?

15,-¢Por qué la reaccién sé inhibe a pH abajo del punto isodleg
trico de los aminodcidos?

16,-Hencione tres alimentos que sufran la reaccidn de Maillard
durante su procesamiento,

17.-¢En qué sistemas de los propuestos a continuacidn, es més -
suceptible de llevarse a cabo la reaccidn de Maillard?gPor:
qué?
a) almiddén <+casefna
b) sacarosa + caseina

c) lactosa < caseins
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B) Reaccién de caramelizacidn

OBJETIVO

Observar los cambios que le suceden a los carbohidratos -
al ger sometidos a temperaturas elevadas y medir tal efecto --
por la formacidn de S5-hidroximetilfurfural (5-HMF) por una tég

nica'espectrofotométrica.

GENERALIDADES

Al someter los azidcares en estado cristalino o como.jafa-
bes a temperaturas superiores a s8u punto de fusién o ebulli --
ecién, se generan, por una serie de reacciones complejas, pig--
mentos ‘similares a los desarrollados en la reaccién de Mai ===
llard, pero con diferentes mecanismos para suvformacidn. Di --
chos mecanismos involucran principalmente reacciones de: A)hi-
drélisis, B)deshidratacién, C)fragmentacién y D)polimerizacidn

que a continuacién se discuten,

A)Hidrdlisig, se lleva a cabo en sacarosa, en oligo y polisacd
ridos empleados para la fabricacién de caramelos, En los ini =
cios dé la reaccién, una mfnima parte de la sacarosa se trans-
forma en HO y CO ; esta agua permite que otra porcidn de saecag’
rosa se higrolicezproduciendo monosacdridos cuyo destino final
serd la formacién de S-HUF y productos arématicos, Por otro lg
do, si las condiciones del sistema son 4cidas, es mds probable
‘que la reaccidén se lleve a cabo; como ejemplo podria citarse -

los alimentos enlatados donde se emplea como vehfculo los jarg



50

bes de sacarosa y las condiciones son ligeramente dcidas, lo -
que favorece la reaccidn,

A su vez, los monosécéridoa provenientes de la hidrélisis
de la sacarosa, también sufrem reacciones de deshidratacién y

fragmentacidn durante el transcurso del tratamiento térmico.

B)Deshidratacidn, a 200 oc la deshidratacién de la sacarosa se
efectua en 4 pasos con produccidén de 9 moléculas de H 0; la -
primera deshidratacidén induce la formacidn de isosacaiosanos -
(Lee, 1980). Estos, al permanecer mds tiempo a la misma tempe~
ratura, se condensan, produciendo caramelanos con pérdida de -
dos moléculas de agua, que .a su vez forman los caramelenos a -
través de reacciones de deshidratacién., En la §ltima etapa del
calentamiento; se rorﬁa una masa oscura de alto peso molecular
.llaﬁada caramelino o sustancia hidmica (Guenther, 1936) con £dér
mula condensada C H 0 comunuente conocido como caramelo,
' 125 188 80

Por otro lado, a partir de loa monosacdridos provenientes
de la hidrdlisie de los oligosacaridos, se obtienen a)de glucg
8a, glucosanos y levoglucosanos, y b)de fructosa, levulosanos-
y fructosa dianhidra (producto conocido como reversidén), Estas
sustancias por sqbseéuentes deéhidratacionés forman furfural y
/o sus derivados, El1 siguieﬁte diagrama muestra en forma con -
densada las reacciones mencionesdas anteriormente y que son vd-
lidas bajo condiciones de alta concentracién o en ausencia de-
agua, Fig. 1,

Cuando los mdnosacéridos se encuentran en un medio acuoso
y a bajas concentraciones, e1 primer cambio que sufren es la -

apertura del anillo hemiacetdlico y la formacidén de los isdme-
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rog X y § , alcanzando los tres el equilibrio, fendmeno co -

nocido con el nombre de mutarrotacidn,

CH,OH l
HO uc cuzou
—— O + M
' ISOSACAROSANDS <——— 2 20
200°C
SACAROSA
» v
CARAMELANOS . CHa0H
' o ! o
OH + HOH: CHzOH
r S . OH [+ '
CARAMELENO OH o4 , -
l GLUCOSA FRUCTOSA
CARAMELINOS
v

l—-———’ DERIVADOS DEL. FURFURAL (caramelos)

Fig, 1 Deshidratacién de la sacarosa,

Si se somete esta solucién a temperaturas elevadas, se efge
tuara la enolizacidén de la forma aciclica, siendo mds favorecida

en condiciones ligeramente alcalinas o neutras, Fig, 2.

H-C=0 CH-OH  CH-0H
[ - o asanm by ' . T Y '

H-C-OH qu————— C-0H o ———— C=0
P I '

aldosa - ‘ " 1,2 enediol - oetosa

Mg, 2 Reaccioneas de isomerizacidén de aldehidos y cetonas en me-

dio alecalino (Hodge, 1976).
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Esta interconversién se conoce con el nombre de transforma -
cién de Lobry-Alberda Van Eckenstein, Si se eleva la temperatura,
se efectuaran reacciones de deshidratacidn formandose el S5-HMF, -

como se muestra en el siguiente esquema, Fig, 3,

CH-OH M-Cc=0 MeC=0
i I I
c -OH C~OH c=0
1 . |
HO~C —H - 4,0 CH - Hy0 c-4 =H.0 / \
I ———— | ————a | Rttty 4
H-C—~OH H-C-0H C-H
! I ! HOCH, CHO
H-C-0OH H—- C-0OH Heg _ oM
| | |
CH,0H CH0H . CH20H

1,2 enediol

Pig, 3 Formacién de derivados del furfural apartir de hexosas
(Eskin, 1971),

C)Fraguentacidn, log productos de fragmentacidn son los que dan
aroma caracteristico al caramelo durante su manufactura y se gg
nerean por desbomposicidn de 5-HMF y otros compuestos, Por andlji
sis cromatogréfico se han reconocido hasta 15 productos voldti-
les que se forman al tratar la fructosa en solucidén acuosa a pH
11, (Pryestley, 1979) pero tan sélo algﬁnos de ellos son respop

sables de olor a caramelo,

D)Polimerizacién, la condensacién de 5-HMP o de sus derivados =
produce polimeros de alto peso molecular (mencionados anterior-

mente) cuya formacidn se ve favorecida a pH doido;
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Las reacciones de caramelizacidén son importantes para la ==
produccién de los caramelos comerciales que se emplean en la ---
manufactura de distintos alimentos y de acuerdo con las condicig
nes de fabricacidn tendrdn caracteristicas propias de color y sa
bor qﬁe son requeridos para diferentes productos,

En esta prdctica se determinard el efecto que tiene la tem-
peratura en la manufactura del caramelo, as{ como también el -~
efecto del pﬁ'en la intensidad del pigmento y en la produccidn -

de aromas,
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MATERIAL

Agitador sseseesevecerecroscocsessrscssssccrvesnes (1)
~ Halanza granatari@ .seeeeeecserccscsresseercensees (1)
- E3pectrofotémetro seseesssesvossvesocsssssssonases (1)
= Gradilla sieesesessvesccsessosssvscscsrscssassncess (1)
- watraz aforado de 100 ml ,..eec00cec0vseesovscscss (1)
MeChero sueeecsvonssosssescosossossosssonsassaosee (1)
- Pipeta graduada de 1 Ml ,isveecsevsecscccscscacses (1)
- Pipeta graduada de 10 Bl 4ueesessernorencernonses (1)
-~ Pinzas para tubo de ensayo seseesoveececcsevrocces (1)
- Recipiente para bafio marf& secececcescecssccssssse (1)
- Tela de 8ESE0 4ervesrrrsesssornsnseossorassonces (1)
« TUDOS d@ ENSAYO .scccscssesccscsesssscsscssosecsns (27)

]
- Termdmetro ('10 a 400 c) tesevsessesnrssssecsscne (1 )

REACTIVOS

_2 .
1) Acido clorhidrico ; X 10 N veovscossocssssscee &L AL-

=4
ii) Acido clorhidrfco 1 x 10 N svsescocenosocsosss L ML
-4
iii) Hidrdéxido de SOdi'O 1 x 10 GN se0cecevecvstsc e 1l m
iv) Hidréxido de 80dio 1 X 10 N ,eeceecscssscessse 1 Ml

MUESTRA PROBLEMA

a) Sacarosa G000 800000000000 00 0000000020000 0000000e¢00 67 8

b) Mielea incriatalizable’ ;,0.00....0.........'...; 5 ml
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PROCEDIMIENTO

Determinacién de la longitud de onda de mdxima absorcién -
del pigmento,

a) Pesar 5 g de sacarosa en un tubo de ensayo,

b) Calentar el tubo en un baflo de nujol a 200 oc, durante
%3 minutos,

c) Adicionar 10 ml de agua (de preferencia caliente) y con
ayuda de un agitador disolver el caramelo formado,

d) Tomar 1 ml de estd solucién y diluir a 100 ml,

e) Con la soluecidn anterior llenar las celdas del espectrg

fotémetro y operar el sistema de barrido como se indica en

le prdectica de la reaccidén de Maillard,

Efecto de la temperatura en la reaccidn de caramelizacién,
a) Formar una serie de 7 tubos de ensayo y pesar en cada -
uno S‘g de sacaroaa;m

b) Colocar ioa tubos en un recipiente para bafio marfa qQue-
contenga nujol (también se puede utilizar aceite de autong
vil) a8 la temperatura que se indica a continuacién; tenieg
do precaucién de que eéten secos, as{ como también evitar-

el contacto con el agua,
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Tubo Temperatura Tiempo de permanencia a la temperg

(°¢) tura indicada, en el bafio de nujol
1 190 3 min,
2 200 3 min,
3 210 ' 3 min,
4 220 3 min,
.5 230 3 min,
6 240 3 min,
7 250 3 min,

vm—r

c¢) Después de haber retirado el tubo del dafio de nujol, -
adicionar con mucho cuidado 10 ml de agua y disolver el -
caramelo con ayuda de un agitador, Realizar esta opera -=-
cién para cada uno de los tubos,

-4) Diluir 1 ml de cada solucién con 100 ml de agua, 0 ==
bien pfeparar dos tubos con 9 ml de agua c/u y realizai'- :
diluéiones con 12l de 1a solucidn; como se indica en la-

siguiente figura,

1 nl de solucidn e, ’—-\

de caramelo II c,

9 ml uéo 9 ml H20
(1) | )
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I11.~ Efecto del pH,
a) Preparar las siguientes soluciones; 10_2N y 10- N de -
HC1; 10-4N y 10-6N de NaOH, cuyo pH corresponée a un va -
lor aproximado de 2, 4, 10 y 8 respectivamente,
b) Colocar en 5 tubos de ensayo 5 g de agdcar y adicionar
a cada uno 1 m} de una de las soluciones preparadas, uti-
lizar agua destilada en calidad de la solucién a pH 7, cg

mo se indica & continuacidn:

Tubo ml de solucién pH‘
1 1 2L
2 1
3 1
4 1 8
5 1 10

¢) Colocar los tubos en un bailo de nujol a 200 oC,'duran-
te 3 minutos, _
d) Posteriormente retirar los tubos del nujol y con mucho
cuidado adicionar 10 ml de agua y disolver el caramelo, -
en cada uno de los tubos,

e) Diluir las soluciones como se indica en la seccién IId,
f) Verificar sl existen cambios en el aroma, colocando 2
g de sacarosa en un tubo de ensayo y calentar directamen-
te al mechero hasta caramelizarlo y posteriormente compa-

rar su aroma con el de las mieles incristalizables,
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IV,- Leer los tubos de la seccidén II y III en el eapectréfoto-
metro a la longitud de onda previamente encontrada y rea-
lizar las siguientes grdficas:

- absorbancia v,s, temperatura,

- absorbancia v,s, pH.
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GRAFICA No. 1

280 nin
scan 15

nm
min~ 30

uv,

CARAMELIZACION
29-V)--1982

absorbancia

300 370 350 330 310 200 270 230 210 220
longitud de onda (nm)

Longitud de onda de mdxima absorcién del pigmento es de 280 nm,
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GRAFICA No. 2
EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA REACCION DE CARAMELIZACION
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Puede observarse que la formacidén de S-hidroximetilfurfural
ge ve favorecida a medida que aumenta la temperatura, teniendo -
un comportamiento de tipo lineal hasta 21000, para posteriormen-
te adoptar uno de tipo logaritmico, No se distingue diferencia =
=1t la produccién de aroma debido probablemente a la cantidad de-
azicar o bien a que el nujol enmasoara el olor al quemarse, pero
si se observan cambios de concentracidén del pigmento a diferen--
tes pH, mostrando que la produccidén de esté se favorece a pH dci

do,

CUESTIONARIO

1l.-Mencione que reacciones se llevan a ¢abo & los pH gmpieados~
en la préctica, '

2,-¢A qué pH'se‘favorece la formacidn del pigmento oscuro?
cPor qué? . '

3,-;Qué cambios estructurales sufre la sacarosa conforme se in«

crementa la temperatura?

4,-Dé tres ejemplos de alimentos en los cuales es deseable ls

formacién de caramelo,

5,-51 usted desea un aroma y un sabor més intenso para su pro
ducto, que harfa., ¢(Por qué?

J.=6<ud son las melanoidinas?

7.-5i en lugar de saearosa se hubierd usado maltosa ;Se obten

drian los mismos productos? ;Por qué?

8,~;Por qué es importante controlar el pH y la temperatura en

la elaboracién de caramelo?
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9,~,3ué compuestos son responsables del aroma a cdramelo?

10.-;Cuales son los principales productos de descomposicidn =--
que se producen durante laz reaccidﬁ de caramelizacidén?

11.-Diga en que paso de la reaccidén de caramelizacidén es pro -
bable que se formen los caramelinos,

12,-;Cuales son los vrincipales productos de descomposicidn en
la reaccidn de caramelizacidn?

13,-;Qué diferencia existe entre un caramelo elaborado a un pH

2 y uno elaborado a pH 87
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I C) Oscurecimiento enzimdtico

OBJETIVO

Conocer las condiciones en las que se lleva a cabo el os-
curecimiento enzimdtico, asl como también el efecto que tienen
ciertos factores (pH, temperatura y concentracidén de sulfitos)

en la actividad de la enzima,

GENERALIDADES

Dentro de las reacciones de oscurecimiento de los alimen-
tos, se considera de gran importancia las de naturaleza enzi -
mdtica, debido a que se llevan a cabo en muchos frutos y vege=
tales, produciendo cagbios en su sabor y apariencia,'ocasionan ‘

ﬂﬂo.un rechazo por parte del consumidor} sin -embargo, en algu -
nos casos es deseable,como en el tostado del café o en la ela-
boracién de jugo de manzana, donde se requiere cierta tomali-=-
dad oscﬁra para exaltar las caracter{sticas sensoriaies'del -
_producto. . '

Las enzimas responsables de este tipo de oscurecimiento ~
se nomhrén genericamente como complejo polifenol oxidasa (E C
1,10,3,1), llamado as{ por presentar dos tipos de actividad;
A)dq fenol hidrolasa y B)de polifenol oxidasa, La primera in--
terviene en la hidrox;laéidn de algunos monofenoles y la segup
da 1leva a cabo la oxidacién de 0 - dihidroxifenoles a quino -
nas, como Se nuestra en la figura 1 , Puede asimismo observar-r
se que para la formacién de pnigmentos se requiere de: a)ehzima,

b)sustrato y e¢)oxigeno, todos ellos en forma conjunta, pdr lo-
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que la augencia de alguno de éstos factores evita la produccidn
de melaninas (productos finales de la actividad enzimdtieca),
Los métodos para evitar la reaccidn se fundamentan en law-
eliminacién ¢ inhibicidn de alguno de los factores mencionados-
anteriormente ya sea por medlos fisicos o cuimlcos, ofreciendo-

ge una breve descripeidn de estos a continuacidn,

! @ @ @ ECat H,0+ |
c; | .

: #t
y OH =0

w2l U e2c—=2| J+ 2H,0'E2C

Fig, 1 Accidén del complejo polifenol oxidasa; a)actividad oresg

lasa y blactividad eatecolasa, -

A,-Efecto de la temperatura, al someter los frutos y vegetaies-
a temperaturas de 90—9500 ge esta efectuando.un escaldado, Eg-
tn operacidn tiene como finalidad inactivar lés enzimas preseﬁ-
tes en el alimento y de esta forma evitar dafios posiﬁles que ==
‘puedan presentarse durante su:posteiior manipulacidén por accidn
L 3808 cataliéadores biolégicos. la polifenol oxidasa presen;
ta una températura éptima de 250- 3006, por lo que en el escal=
-dado esta enzima quéda inactivada totalmente, El comportaﬁiento

que presenta la enzima por accibn de la temperatura pueda obaer

varse en la PFig, 2,

A\
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B.-Efecto del pH, el pH dptimo de 1a fenolhidrolasa se encuen-
tra en el inter#alo de 6~7 por lo gue el empleo &e acidulantes
afecta su actividad, siendo los més usadds el mdlico, el ascér
bico, el citrico y el fosférico, Estos dcidos ademds de dismi-
nuir el p@ tienen la capacidad de actuar como agent:g que}gn -
tes, es decir secuestiran iones metdlicos como el Cu y Fe o

bien actdan como reductores en los sistemas enzinﬁticos; Eate-
dltimo comportamiento puede ébservarse en la aiguiente reac --
oién,

‘Qdifenol + 1/2 02' --------- » Q-quinona + B20

Q-quinona + AA mewecomeep Q-difencl + AA

AA & dcido ascérbico,

Ia Fig., 3 nueatra como afecta el pH en la actividad en -

zimdtica y & que valores se lleva a cabo su inactivacidén,

ica
g
L
/

.—«*‘“'///r

% actividad enziiat

B S | 2 L1\ 1
o 40 50 0 70 w [ ] 100

TEMPERATURA °C

Pig,2 Efecto de la teiperatnra sobre la actividad femolasa (Eskin,

- 197).
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C.-lifecto de lo copncentragidn de sulfitos, el agente quimico -
nds utilizado para prevenir el ozcureciminnto es el diéxido de
azufre (en estado £aseoso o en forma de dcido éulfuroso); su -
adicién se hace nccesaria en los casos en que la aplicacién -=-
del escaldado produce un cambio desfavorable en la textura del
fruto o vepetzl, Su modo de accidn no se conoce,'pero exisien-
varias teorfas que tratan de explicarlo, siendo la mds acepta-
da la de Embs y Markakis (Eskin, 1971) que sugiere que el dié-
xido de azufre inhibe la reaccién porque interactda con las -~
quinonas no permitiendo su polimerizacién,

La Fig, 4, muestra como afecta la concentracidn de sulfi-
tos la velocidad de reaccién; las ventajas que presenta el 50
eg que tiene propiedades antisepticas y previene la oxidacién
de la vitamina C, aunque su uso puede provocar olores desagra

dables y en algunos casos, corrosién de latas,

» -]
(-] o
Ll LA

/0 ACTIVIDAD
3

I TN WV S VAN TN WOl W I W

23 456789 101112

pH

Fig, 3 Bfocto del p:i sobre la actividnd fenolasa (Eskin, 1971),
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D,-Efecto de la Aa, Acker (1969) siguid la oxidacién del cate=
col (suntrato de la enzima) ror accién de la polifenol oxidasa
en up sistema modelo polifenol oxidasa~celulosa-catecol, con =~
cluyendo gue a medida que aumenta la Aa la actividad enzimdti-

ca también ge incrementa,

- 08 F

£

[

o SIN s0,

b4

-

<

< 1ppm S0,
%]

3

-3

§ 10 ppim §0,
< -

A A A

1 2 3

TIEMPO {minutos)

Fig., 4 Efecto del didxido dé azufre sobre la actividad fenolasa.
< (Eskin, 1971),

Los pigmentos formados'tienen una absorbancia mdxima a -~
410-420 nm, que es muy semejante a la encontrada para las melg
noidinas producidas por la reaccidén de lMaillard; sin embargo,-
su determinacidén espectroscdpica resulta en este caso nfs com-
plicada y laboriosa, vor lo oue se procedera a determinar el -
oscurecimiento en forma totalmente subjetiva, Este es un méto-
do poco preciso, pero resulta ser el mds adecuado,

Para lograr un mejor resultado, el alumno podra usar una-

oscala arbitrarin de valores de 0-10, en la que el O represen-
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ta el color del fruto fresco sin pigmentacién y el 10, el color

del fruto en su eatado mdximo de oscurecimiento,

MATERIAL

Crondwetro GO0 00080080 RINSSISINIONNESIONSEOPIINLOICRROSNIINODS (1

Cuchillo sueeseosascasocsnsesavsrescsasssscssses (1

0 Q
- Estufs ( de 0 a 200 C ) S0s000estsorcssenessring (1

~ Matraz aforado de 100 ml ;onooooonooooocoo.o--o- (2

Mechero QOO0 00 08P 00 CINOEEPNNOEOEOIISIBPIOIROIOSROIOOSIOIONINSIDYS (1

-{Refrigerador 0 B 00 0000000000008 00000000000000000O@ (1

Tripie 00PN IOIORRNOIDRPIOGENCSETROIVPOIOOPOIPOROCROOOPOPRBRDBROOIROIONRDY (1 )
o]

- Terndmetro (~10 8 250 C) ...cevsvcvcssoncncacses (1)
~ Pela de 83be8Y0 sssesssssssescosssasssasssssssss (1)
- Vasos de pregipitado de 250 Bl ...ceesessecnanse 2)
. = Vasos de.poliuretano de 50 Ml seescccsscsccsssce (4T)

REACTIVOS

i) NaHSO .........................'............0.5g
3

ii)’AOido citrico ...-.......o...o-o.......-....oO.S’B

iii) SOIHCidn de HC1 1 N uoooooooooo-ooooooonn-otol ml

MUESTRA PROBLEMA

a) Papa o aguacate, medianamente maduro,

PROCEDIMIENTO

I,- Cortar la papa o aguacate en 29 fracciones y colocarias -
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en un vaso de precipitado con agua, (para_evitar su 08Cu-
recimiento, mientras son utilizadas),

Efecto del oxigeno,

a) Tomar una fraccién de la seccidn I y colocarla en un -
vasgo de poliuretano,

b) Observar la coloracién de la muestra, cada 10 minutos-
(hasta 1 hora),

¢) Reportar los cambios producidos en la coloracidén de la
muestra,

Efecto del SO ,

a) Preparar 2% ml de so;ucidn de NaHSO a las siguientes =
concentraciones: 0, 50,.100,_150, 200 ; 300 ppm,

b) Numerar 6 vasos de poliuretano y etiquetarlos con cada

una de las concentraciones anteriores,

..¢) Adicionar 25 ml de cada Bolucidn al vaso respectivo y

Iv.-

una fraccién de papa o aguacate de la seccién I,

d) Esperar 10 minutos y retirar la fraccidén, colocarla en
otro vaso y aguardar 10 minutos, .

e) Comparar cada fraccidn con la de concentracién 0 y re-
portar a que concentracién de NaHS0 es inhibido el oscurg
cimiento enzimdtico, ?

Efecto del dcido citrico,

8) Preparar 25 ml de solucién de feido eftrico a las si -
guientes concentraciones; O, 50, 100, 150, 200 y 300 ppn,
b) Seguir la metodologfa descrita en la seccién III b, ¢
y a,

¢) Observar la coloracién de cada una de las muestras y =

reportar la concentracién de 4cido cftrico que evita el -
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oscurecimiento en mayor grado,

Efecto‘del pH,

a) Preparar las giguientes soluciones: 10-? 10-? 10- y -
10- N de HCl1 y lO-SN de NaOH, cuyo pH corresponde a un va
lor aproximado de 2, 3, 4, 5y 9, respectivamente, Utili-
zar agua destilada como golucidn a pH 7,

b) Seguir el mismo procedimiento que en la seccidn III b,
cby d.

¢) Comparar la coloraqidn de cada una de las muestras y -
reportar el pH en el que se evita el oscurecimiento en mg
yor grado,

Efecto de la temperatura y escaldado,

a) Tomar 3 fracciones de la seccidén I y colocar una en el
refrigerador, otré en la estufa a 40 ?C y el restante 8~

temperatura ambiente, durante 10 minutos,

b) Observar en cual se produce un mayor oscurecimiento,

¢) Para llevar a cabo el escaldado, colocar las 7 fraccig
nes restantes en un vaso de precipitado con 150 ml de =<

agua y aplicar el siguiente tratamiento téfmico:

Fraceién Tempgratura ‘fiempo de permanencia a la
. (7C) temperatura indicada. -

1l 30 5 min,

2 40 5 min,

3 50 5 min,

4 60 S min,

5 70 5 min,

6 80 ' 5 min,

7 90 S min,
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II,~Efeecto del oxigeno,
a) Tomar una fraccién de la’seccidn I y colocarla en un --
vaso de poliuretano, |
b) Observar la coloracidén de la muestra, cada 10 minutos--
(hasta 1 hora).

¢) Reportar los cambios producidos en la coloracidn de la-

muestra,

III,-Efecto del SO ’

a) Preparar 25 ml de solu016n de NaHbO7 a las siguientes -
concentraciones; 0, 50, 100, 150, 200 y 300 ppm,

b) Numerar 6 vasos de poliuretano y etiquetarlos con cada-

una de las concentraclones anteriores,

c) Adicionar 25 ml de cada solucidén al vaso respectivo y -.»
una fraceidén de papa o qguacate de la seccidn I,
d) Esperar 10 minutos y retiraf la fraccidn, colocarla en
otro vagso y aguardar 10 minutos, ;
‘e) Comparar cada fraccién con la de conéentracidn Oy re -
‘portar a que concentracidn de NaHSO es inhibido el oscu -

3
recimiento enzimdtico,

IV,-Efecto del deido c{trico, |
a) Preparar 25 ml de solucién de dcido cftrico a 183 Sie=-
, guientes conceﬁtraciones: 0, 50, 100, 150, 200 y 200 onm,
b) Seguir la metodologia descrita en la seccidén III b,e y
. .
¢) Observar la coloracién de cada una de las muestras y.-
reportar la conesntracién de dcido cfirico que evita el og

curecimiento en mayor grado,
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V,~Efecto del pH,

a) Preparar las siguientes soluciones: 10-2, 10-? 10~4y -
lO- N de HCl y lO-SN de HaOH, cuyo pH corresponde a un va-
lor aproximado de 2, 3, 4, 5 y 9, respectivamente, Utili -
zar agua destilada como soluecién a pH 7.

b} Seguir el mismo procediniento que en la seccidn III b,-
cy d,

¢) Comparar 1la coloracién de cada una de las muestras y rg
portar el pH en el que se eviia el oscurecimiento en mayor

grado,

VI.-Efecto de la temperatura y eécaldado. :
a) Tomar 3 fracciones de la seccién I y colocar una en el-
refrigerador, otra en la estufa a 4000 y el restante a -~
temperatura ambiente, durante 10 minutos,
b) Observar en cual ge produce un mayor oscurecimiento,
¢) Para llevar a cabo el escaldado, colocar las 7 fraccio=-
nes restantes en un vaso de precipitado con 150 ml de agua

y aplicar el siguiente tratamiento térmico:

Praceidn ]| Temperatura Tiempo de permanencia a la
(OC ) tempefatura indicada,
1 30 5 min,
2 40 5 min,
] 50 5 min,
4 60 5 pin.
5 70 $ min,
6 80 5 min,
7 90 5 min,
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d) Después de permanccer a la temperatura indicada durante
5 minutos, extraer la fraccidn y colocarla en un vaso de -
poliuretano,

e) Esperar 10 ninutos y obgervar la coloracidédn de la mues-
tra, reportar la temperatura a la que es inhibido el oscu-

recimiento enzimdtico,

RESULTADOS

Log resultados obtenidos despuds de realizar las pruebas -
correspondientes a esta prdctica, utilizando papa y aguacate =--

son los siguientes,

1,-Efecto del oxdigeno.

1>Témperatura Tiempd ‘Observacidén de la coloracidn

ltuestra | (?C ) (min,) !
papa ' amhiente 10 no se apfecia‘coloracién
papa ambiente 20 coloracidn oscura,muy ligera
papa ambiente 30 ligeramente amarillo 6scuro
pana ambiente 40 escasos puntos cafés,
yapa ‘ambiente .50 coloracién café

é papa ambiente 60 coloracidén café intensa,
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- 2.=Efecto de la concentracién del SOZ.

Muestra Concentracidn de SOO Observaciones
papa - 50 ppm 1
papa 100 ppm 1
papa 150 ppa 2
papa 200 ppn 2
papa 300 ppm 2
aguacate 50 ppm 1
aguacate 100 ppm . 1
aguacate 150 ppm 2
aguacate 200 bpm 4 2
aguacate 300 ppn 2

3,-Efecto del 4cido ecftrice,

Muestra '} —Coneentracidn de deido Observaciones
: citrico. S
papa \ 50 ppa 1
‘para | ' , lOO‘ppm | 1
papa ~ 150 ppm 2
‘papa 2OQ ppn 2
papa | 300 ppm 2
aguacate 50 ppm !
aguacate 100 ppm 1l
- aguacate ) 150 ppa 2
aguacate | : 200 ppa 2
aguacate. o - 300 ppa 2




4,-Efecto del pH,

77

Muestra

e~}
=+

Qbservaciones

papa
papa
papa
papa
papa
papa
aguacate
aguaéate
aguacate
aguacate
aguacate

aguacate

&ONU’I#U‘I’\)\D-QU]#UN

N OO NN RN R

2

" 5,=-Efecto dé_la tenperatura y escaidado.

Mueatra Temperatura Tiempo | Observaciones
i _(%¢) (min,)
yapa 40 10 1
papa ambiente' 10 1
paﬁﬁ congelacidn 10 2
aguacate 40 10 1
aguacate | ambiente 10 b |
aguacate congelacidn 10 2
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b) Escaldado,

Muestra Temp65§tura Observaciones
papa 20 1
papa 40 1
papa 50 1
papa 60 2
papa 70 2
papa 80 2
papa 90 2

1l = no es inhibida la enzima,

2 s es inhibida la enzima,

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Las condiciones dptimas para la enzima fuerén: pH 5-7 y --
una temperatura de 30;40 OC en presencia de oxigeno, 8iendo ===
inhibida “por la adicién de sulfitos, por el 4cido eitrico en --
concentraclén mayor de 150 ppm, a temperaturas superiores de -
40 c ya valores de pH menores de 4 y mayores de 7, La congelg
cidén es otra forma de prev=n¢r el oacureclmiento. por que al no
existir movilidad de los reactivos disminuye la velocidad de -~
reaccidn,

Conociendo estos factores se pueden utilizar, en forma aig
lada o combinada, para prevenir el oscurecimiento, el cual es =

indegeable en los alimentos porque les imparte un aspecto y -~

olor indeseable,
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CUESTIONARIO

l.~;Por qué la nmuestra que se conserva a temperatura de conge-
lacidén no presenta oscurecimiento?

2.-:Qué es el escaldado y para que productos es recomendable?

3e=,Qué son las melaninas y cual es su diferencia con las mela-
noidinas? .

4,-;Por qué no se produce oscurecimiento en el alimento intacto
gin pelar?

5.-;Como evitarfa el oscurecimiento, sin variar el pH, la tempg
ratura y los sulfitos?

. 6,=;Como actian los sulfitos y sus derivados para inactivar la-

' enzima?

7.-:Qué consecuencias tiene él oscurecimiento en el valor nutri

4 tivo‘del alimento?

- 8,=~¢;Como actia el deido eftrico paré'inactivar la egzima?

9,~;Qué proporecidén de sulfitos y derivados se permite utilizar- |
en.Méiico de acuerdo coﬁ los feglamentos de la SSA?

‘.10.-Con base en sus resultados, cuales son las condicionesbépti

mas de la enzima y en que condiciones se inactiva,



80

REFERENCIAS DE CON3ULTA GEANERAL -

l,-Acker L.V, "Vater Activity on Activify Enzyme" Food Technol, -~
23 (10) 27 (1969).

2.,~Esgkin N.A,M,, Henderson H.li. and Townsend R.J, Biochemistry of
Poods, Academic Press, Nueva York, 1971, .

3.~Lee C.Y, and Smith N.L. "Blanching Effect on Pelyphenol Oxida-
se Activity in Table Beets" J. Food Sci. 44 82 (1979).

4,-Schultz H.W, "Food Enzyme" Avi, Publishing Co., Westport, Conn

© (1960). |

'5.-Schwimder Sigmund "Inluence of Water Activity on Enzyme Reag--
tivity and Stability" 34 (5) 64 (1980),

6.-Weaver C. and Charley H. "Enzymatic Browning of Ripening Bana-

nag" J. Food Sci. 33 1200 (1974).



81

PRACTICA 4, EXTRACCION Y USO DE
PECTINAS CITRICAS

0BJETIVO

Obtener pectinas por precivitacién con etanol, de un ex --

tracto decido de cdscara de citrico y elaborar con ella un gel,

GENERALIDADES

Al hablar de sustancias péeticas se hace referencia a un -
variado grupo de polisacdridosen donde el decido galacturdnico -

es el principal componente, .

COOH

"o
: oH

i
' OH

deido galacturénico

Hasta 1949, existf{a una confusién en su nomenclatura, poy-
lo que un comité de la Sociedad de Qufmica de Estados Unidos --

las clasificd de la siguiente forma:

A.~Sustancias péeticas, polimero de dcido galacturénico en don-

*1 el grupo carboxilo puede estar parcialmente esterificado con

grupos metilo y neutralizado por una o m4s bases, Fig, 1,

B,- fotopecting sustancias pécticas insolubles que por hidrdli-

315 producen dcidos pectfnicos.o pectinas,
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GooH H
HO
0l
OH 0
. 0
0): 4 coocn COOCH

- . }.A

Fig,l Polimero del dcido galacturénico parcialmente esterifica-
do (Hodge, 1976),

C,~-Acidos pectinicos, polimero de 4cido galacturénico que con -
tienen una considerable proporcidn de éateres met{licos; pueden
formar geles con agﬂcar y écido, o si el contenido de metoxilos
es bajo, lo hacen con iones metélicos; Sus salgs son los pecti-
natos, - : ' , ‘ ) |
D,-Pecting, dcidos pectinicos solubles con un grado de estgriti
c#cién variable, clasificdndése en funcidn de ésto en; a)peétiQ
nas de alto metoxilo (75 % gra&p de esterificacién) y b)ﬁecti -
nas de bajo metoxilo (25 ] gradb de esterificacién), son capa -
ces de formar geles con azdcar y 4cido en condiciones apropia -
das, '

E, Aginng_négxinigna sustancias péctlcaa que no poseen radica-

les metoxilo y a sus sales se les conoee como pectatos,

Las sustancias péocticas aparecen en todas las plantas, -
orincipalmente en frutos y tejidos jdévenes, en forma soluble -~
(pectina) o insoluble (protopectina) y cuya concentracién rela-

tiva depende del estado de madurez. La forma insoluble se en ==
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cuentra como sal de calcio y magnesio o unida a polisacdridos -

de alto peso molecular como celulosa, la cual por reacciones ep
zimdticas que suceden durante la maduracién se transforma.a peg
tina permitiendo que el fruto aumente su tamaiio y modifique su-
textura, haciendose més blando, (Kramer, 1970).

Las pectinas son solubles en agua y su amplio uso en la ip
dustria alimentaria se basa en la propiedad de formar geles, ci

ya viscosidad depende en gran medida de los siguientes facfores'

A)Efecto del pH, en condiciongs alcalinas y a temperaturas ba -
jas, los grupoé éater son saponificables, pero al aumentar la -
" temperatura se provoca ruptura del enlace glucoéidico entre unj
dades de dcido galacturénico. Por esta razén los pecmatbs BON -

nds estables a temperaturas elevadas que los pectinatos, Fig. 2,

X OCH, o' omg

0 ’
NOOH
o PN‘ Oy ’0"0

@ @Q@

Pig, 2 Degradacién por 4lcali de la pectina (Hodge, 1976).

4 El intervalo de pH en el cual se alcanza la me jor gelifici

'1
.
i
W
&
|3
i
£
ha
i

; cién es de 2.8-4,0 a temperatura ambiente; en estas condiciones

% g2 produce una hidrélisis parcial del enlace éster con muy p&ca
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degradacién del polimero, Cabe mencionar que esta reaccién en -~
forma controlada es usada para preparar pectinas de bajo metoxi
lo, Si se eleva la {emperatura, gse hidroliza el enlace éster y-
el glucosidico, provocando reacciones de oscurecimiento tipo ca

ramelizacidn, dependiendo de la temperatura que se alcance,

B)Efecto de 1a fuerza idnica, la adicién de .sales’ formadas por-
iones divalentes (principalmente ealcio), aumentan la viscosi -
dad del sistema generalmente en pectinas de bajo metoxilo; en -
las cuales los radicales carboxilo interaccionan por fuerzas --
electrostdticas con los iones divalentes que actdan como puen -
tes de unidén entre los polisacdridos, Este efecto se favorece -

a pH alcalino (8,6), Fig. 3.

0 ,
R L
u By 48 -0 0® o® ¢ .0 4 ;
’L '.H%O\ ‘ca‘. 1‘. "“ ' n h 1 - l
o B o B 59 }h’\ d o0 |
) ” TN | R., B \ / '-

c=0H H c-o b ” 0 0-0
M ' A 'l ! 1

(a) . (») (o)

Fig. 3 Tipos.de interacciones entre los grupos anidnicos de los
polisacﬁridos en un medio: a)neutro, b)con sales (cationes poli

valentes) y c)dcido (pH 3) (Hodge, 1976).

C)W, el agzdecar es un componente = .'
importante para la nénufactura de jaleas o mermeladas y consti-
tuye el 60-70 % en peso de estos productos; Su médo de accién -
no se conoce totalmente, sin embargo la teoria més aceptada se-

fundamenta en la deshidratacién del polfmero por parte del azd-
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car, (efecto que sumenta por incrementos de temperatura) quedaﬂj
do esta atrapada en la red tridimensional formada por la. pecti-- .
na, lo que ocasiona interacciones entre los OH de 18 pectina -:f 
con los OH- del azdcar, Esta situacidn provoca que el sistema =
gelifique al enfriarse debido a que la pectina no tiene el ne-; ,
dio dispersante (agua) suficiente, por eata razén, dependiendo-
del grado de esterificacién de la pectina, se usard una determi
nada concentracién de azfcar, como es el caso de las‘me:meladas
dietéticas, en donde se emplean pectinas con un bajo contenido-.
de netoxiéateres agregandose como inductor de la gelificacién -

-iones divalentes y la cantidad necesaria de azdcar o bien un ~« -
edﬁlcurante arﬁificial para dar el sabor dulce caracteristico -

~de eate tipo de préducfou. ' ;

En general, las pectinas comerciales empleadas en la indug
{ria aon‘me;clas dé polimeros de dcido galacturénico con dife--
rente grado de‘esterificacidn,iéxtraidou principalmente del al-

. bedo de los citricos, Por esta razdén en la prédctica se.obten --
drédn pectin;s del albedo de ﬂaranja y aé determinard su calidad
midiehdo su'capacidad'de formar geles mediante el empleo de une
penetrdémetro, Esté aparato se fundamenta en que la textura de =
Vun alimento puede ser medida en base al grado de penetracién =--
que ocasiona la punta del instrumento, sobre la superficie del-‘
material a prueba en un tiempo que esta determinado por el usug
rio (Kramer, 1970). El instrumento en general esta constituido-

por tres partes:

a) eacala (unidades en 1/10 mm)
b) parte mévil
¢) aguja de penetracién.
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MATERIAL

-Balanza analitica GO0 G EP R BEO PSS INIBANSESTEOTPIPREESEOERSTDNS (l)

Gampana [(EEXEENEREB N EENNENEESENNNNENENEERNENNERNNELNNENN) (l)
- cuchillo [FA RN NNEFNEENNNNNNENSENNENFENNNEREEN NN NENNNRHN] (1)

- DeSGC&dOT A A 00 PP PP B GSLeEDINSBCEISESTL IO ORERSEIPOOEIN (l)

Embudo 0B B000cc o sPOPPsEIESIIPNIRIOPORISIOERNONOOIEOGECSTTRIDDY (l)

[s]
- Es.tufa (0 a 200 c) G008 PEIRILLISNROINICEOIERNOIRNANGESESS (l)

GASA tevesrsrnvessensacarssssstsasssssasssansasass (1)
-~ Matraz aforadc de 100 ml sessessocosssvassnscssnse (1)
- PERELIOMELIO veuuvseenssssorsonsenssaransansosnces (L)
Pesafiliro sveessvesesceososssceenccsssesesssenses (1)
- Pipeta graduada de 10 Bl ceuesvssescscsesscancsses (1)
- Tela de BBDEALD ecoeeccersvosrenscrssssssscssssones (1)
- Termémetro (-10 a 20000) tesrsersensistssnscascees (1)
IFADL0 veviverrrnessnssensansennsserranrerennnsaes (1)
- Varilla de VidTi0 seocveessecsscsrnsrsvenssonccons (1)
- Vaso de precipitado de 50 Bl 4eveeeesosssessasssss (4)
- Vaso de precipitado de 500 MY ...sevcassovsscccsss (2)

REACTIVOS

i) Acido eitrico oco;'ooﬁo.o-o-o-oo--.-ac-oo'-oooao 009 g
ii)‘sacarOSﬂ ..l..;;'.’0lO.C......l.l..l.!lll'.'... 185 g
iii) Acido clorhidrico 0.025 N esevcoscescnaseesscee 270 ml

iv) EtanOI ..;..'.0...‘0....'......’l.‘lll........‘ 500 ml

NUESTRA PROBLEMA

a) Narénjaﬂ Pe8 000000000800 IR I IIROERIIIISIOINITTRS 5‘
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PROCEDIMIENTO

I,~Extraccién de pectina,
a) Preparar una solucién de HCl, pH = 1,6,
b) Calentar agua a ebullicidén (500 ml),
¢) Obtener el albedo de 5 naranjas, pesarlo y cortarlo en-
prequefios trozos,
d) Agregar al albedo agua cgliente y lavar hasta qué el a-
gua aparezce incolora, Exprimir con la gasa,
e) Transferir el albedo a un vaso de precipitado de 500 ml
y aﬁadir el HC1 én proporcién de 1.5 ml de 4cido por gra-=-
mo de albedo,
f) Calentar a fuego directo con agitacién hasta 9500, du -
rante 30 minutos,
g) Pasado ese tiempo, filtrar en la gasa, recibiendo el --
filtrado en un vaso de precipitado de 500 ni; si no se ob-
tiene transparente la solucién, filtrar de nuevo, pero ahg
ra dando ﬁn dobles a la gasa,
h) Enfriar la solucidn a temperatura ambiente,
i) Adicionar etanol hasta obtener un precipitado en el fon '
do del vaso; este precipitado es la pectina,
j) Separar la pectina por decantaéidn.
k) Calentar a bafio maria para elininar todo el alcohol,
1) Pesar la pectina obtenida (base hidmeda), Este producto- )
se llama pectina cruda,
n) Determinar la humedad utilizando la técnica que se em -
pleo en la prdctica.l, |

n) La pectina purificada se obtiene al disolver 1la cruda -
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en agua y precipitar posteriormente con alcohol; para efeg
tos prdcticos es suficiente hacer egta operacidn sélo dos-
veces,

1I,-Influencia del 4cido citrico y el azlcar en la elaboracién
de un gel,
a) Preparar un gel con la pectina cruda y purificada,
b) Hacer un cdlculo del contenido de pectina anhidra en -
anbos tipos de pectina, tomando como base su determinacién
de humedad,
¢) Los ingredientes en porciento paré la elaboracién de un
gel son los siguientes:

éCidO eitrico TR Iy 003 %

agua tesesessscesssacesscsssssssessesibe’l %

azﬁcalr .............Ol.""...'......61.5%

pectina ......C...'.:..Q....I...Ql... 1.5%

a) Gon'base en la.pectina anhidra, calcular la cantidad en
gramés de los 1§gredientes. —

e) Mezclar la pectina con el 4cido c¢f{trico y calentar a -
8000 en bafio maria,

f) ﬂdicionar lentamente y con agitacidn el azdcar en peque
flas cantidades, a intervalos de tiempo que estén dados por
lo que tarde el azdcar en disolverse en la mezcla,

g) Posteriormente enfriar la nmezcla, |

h) Siguiendo el mismo procedimiento, preparar otros 2 ge -
les con la pectina cruda, pero uno sin adicionar 4cido cof-
trico y otro sin afiadir asdcar,

g) Una vez formados los geles, se procedera a determinar -

su capacidad de gelificaeién,
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lids adelante se hablard del manejo del instrumento; a con-

tinuacidn se muestra una

figura del mismo,(Fig. 4).

(a) .
’
?:
i
}
¥
NG
Fig, 4 Penetrémetro, i
(a) escala f
(b) parte mévil ?
: { T
(¢) aguja de penetraciém, 7

§ L
ol

BtV Lavriasiies s P b doss 05
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1I11,~-Evaluacidn de la capacidad de formacidn de un gel,
a) Agregar por separado en 4 vasos de precipitado de 50 ml
los geles formados,
b) Cambiar la punta del instrumento por otra que ofrezea -
mayor superficie de contacto (puede ser un clavo con un --
tapén de pldstico},
¢) Girar el tornillo hasta que la punta del instrumento tg
que ligeramente el gel,
d) Ajustar la escala al valor de cero,
e) Presionar en "¢" (representado en la Fig, 4) y tomar a--
la vez el tiempo'que tarda la punta en pénetrar la digtan--
cia que Juzgue necesaria,
?) Realizar tres mediciones por muestra; cada una con el ==
miémo.intervalo de tiempo,
g) cbmparar'los resultados obtenidos, y réportar la influeg

cia del deido citrico y el azdcar en la . formacidén de un gel,



921

RESULTADOS

1,~-Determinacién de humedad de la pectina cruda, por el -

método de la estufa, prédctica 1,

% hunedad = =~e=-=- X 100
Mh .

donde;
Mh
Mg

reso de la mueatra himeda,

peso de la muestra seca,

Peso de la muestra Peso de la muestra | % humedad
himeda seca

2,0110 g 0.3016 g 85,0024

2,~Cdlculos del rendimiento de }a extraccidn,

a) Porciento teérico de pectina en la naranja ,... 1=2 % (Mar
tinez, 1973),

b) Cdlculo del peso de 1la pectina arnhidra:

Pa = Pc - Pc (% humedad)
" donde}

Pa = peso de 1la pectina anhidra,

Pe = peso de la pectina cruda,

¢) Cdlculo del rendimiento de la extraccién.

Cn x Pt
PO 5 mccccacam
100
‘Pa x 100
4 Extraceifn = evco—m—e
Po

donde;

Po = peco de la pectina que se deﬁid obtener,
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Cn = peso del albedo de 1la naranja,
Pt = porciento tedrico de pectina en la naraﬁja.
Pectina cruda Pectina anhidra Pego del albedo Rendimiento
‘ de 1a
(g) (g) de naranja (g) extraccién
15,33 2,290 180 84,8148 %

3.~Bvaluacién de la capacidad de la pectina de formar un -

gel,
Pectina Azdcar Acido citrico Velocidad de penetracidn
' (nm/5eg)
purificada + 0,448
cruda + 0,515
cruda + 6.010
eruda - 3,698

+, con los ingredientes indicados,

-, 8in los ingredientes indicados, .

]
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DI3CUSION D LOS RESULTADOS

La calidad que presenta la pectina cruda es buena y como -
lo reportan los resultados de penetracién, conforme se purifica
el producto adquiere una mejor consistencia, mejorando esta a -
medida que se disminuye la temperatura, La adicién de iones di-
valenfes durante la purificacién de la pectina, muestra que se-
trata de una pectina de alto metoxilo, al no existir precipita-
~ ¢ién por accién de estos iones. Asimisﬁo se puede observar gue-
tanto el 4cido cftrico como la azdicar son necesarios para la ~=-
formacién del ggl, ya que su ausencia disminuye la capacidad de

gelificacidn,

- CUESTIONARIO

l.—anr qué precipitan con etanol las pectinas?
2,-¢Qué relaciéﬁ‘hay entre el grado de madurez y contenido de -
ﬁeotinﬁ en uﬁ fruto? .
3.=¢Qué funecidn tiene el HCl, durante la extraccidén?
4.-;Por qué se obtienen geles de mejor consistencia con la pec-
© tina purificada?
' 5.-¢Para la elaboracién de que productos es recomendable utili-
zar pectinas de bajo metoxilo? |
6.~;Qué efecto tiene el azdcar, el dcido y el ague en la forma-
cidn delvgel?

T.~;Por qué se adicionan cationes polivalentes como el caleio '~
en la elaboracibén de mermeladas?

8.~:Como harfa para reducir la cantidad de azdcar durante la mg
nufactura de mermeladas, sin variar la cantidad de pectina?

9.-;Com6 elininar{a las sustancias pecticas en un vino que guig
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re clarificar?
10,~¢{Como determinaria si la pectina es de buena calidad?
11,-;Como se compara el rendimiento de la extraccidn con el cog
tenido de pectina de la cdscara?
12,-:Qué otros métodos conoce para la extraccién de pectinas a-

nivel industrial?
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PRACTICA 5, ESTUDIO DE LAS PROTEINAS

Las proteinas son estructuras complejas de elevado peso mo-
lecular, constituidas por una secuencia heteredgenea pero especi
fica de aminodcidos unidos mediante un enlace peptfdico, Poseen~
propiedades y funciones biolégicas diferentes, por lo que se en-
cuentran en los alimentos interactuwando con otros congtituyentes
formando sistemas cuya estabilidad depende en gran parte de eg--

tas macromoléculas,

a) Fraccionamiento de las pioteinas de la

leche,

OBJETIVO .

Realizar el fraccionamiento de las proteinas de la leche y .
observar el efecto que tienen las enzimas, la temperatura y le-

fuerza ionica en la estabilidad de las mismas,

GENERALIDADES

De acuerdo con su estructﬁra y propiedades quimicas, lag-- |
proteinas de la leche se han clasificado en un complejo llamado
~ensefnas y protefnas del suero, que en conjunto forman una sus-
pensién coloidal conocida como sol, Su comportamiento se ve «
afectado por variaciones en el pH, fuerza ionica, adicién de --
proteasas y calor; pardmetros gque son utilizados para su frac -

cionamiento,
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Para expicar su estabilidad existen dos teqrias; a) una se
basa en las cargas que presenta el polipeptido y 1la otra b) en-
su capacidad de hidratacidn, La primera se refiere al gran cone
tenido de sustituyentes ionizables polares en la proteina y al-
efecto en 1la orientacidén de sus grupos hidrdéfobos e hidrdfilos:
como en el caso de las micelas de la leche cuya carga negativa-
la proporcionan los 4cidos glutdmico y aspdrtico, asi como gru=-
pos fosfato que forman parte de las caseinas, lo que favorece -
~ la repulsidén entre micelas adyacentes distribuyendose por el ~-
sistema en forma estable, Si estas micelas se neutralizan por -
la adicidén de 4cido se produce una agrupacidén de las mismas por
atracciones electrostdticaa con la consiguiente precipitacidn;-
es decir, este sistema es muy sensible al pH ¥ poco al efecto-
de la temperatura.

La segunda teoria se presenta cuando se hidratén los gru;-'
pos sustituyentes de los aminodcidos por la formacidn de puen -
tes de hidrégeno con el agua, siendo los grupos -COOH, -NH ,~0H
(alifdticos y fenélicos), C=0 y -NH- de los aminofcidos poiares
los.que retienen en mayor cantidad el agua, la cual no esta ---
fuertemente unida y puede eliminarse facilmente.vEste‘tipo de =
estabilidad se encuentra influenciada por dos factores; la tem=

_peratura y la fuerza ionica,

1)uﬁggithngLJumumlajnza al apllcar calor en un intervalo de
70 - 100 C las proteinas experlmentan el proceso de desnatura-
lzzacidn (pérdida de la estructura secundaria, terciaria y cua-
ternaria) al cual le sigue una agregacidén de unas con otras y -
finalimente una precipitacidn; un ejemplb elaro lo presentan las

mrotefnas del suero que son sensibles a los tratamientos térmi-
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cos y se desnaturalizan, debido a que pierden su conformacién -

globular y adquieren una conformacidén al azar,

B)Efecto de 1a fuerza ionica, la adicidédn de bajas concentracio=-
nes de sales permite una mayor solubilidad de las protefnas fe=
némeno conocido como solubilizacién por salado, en el cual los-
iones disminuyen el grado de interacecidn del soluto, permitien-
do un mayor contacto entre este y el disolvente, Por el conira~
rio, si la concentracidén de sales es alta se presenta la preci-
pitédidn por salado, Esto se logra por la accién deshidratante-
de los iones sobre el agua gue rodea a la protefna, permitiendo

que estas interactuen produciendo el efecto ya mencionado,

Efecto de las enzimas,

Ctra formg de hacer precipitar las casei{nas es mediante la
adicién de enzimas proteoiiticas como 1a renina, .cuyo susirato-
egpecifico es la caseina K, Se ha establecido que el enlace pen.
4tidico hidrolizado por la renina se localiza entre los aﬁinoéci
~dos fenilalanina y metionina en la posicién 105-106 respectiva-
mente, produciendo ﬁna fraccién llamada paracaseina que es sen-
¢ible a los iones Ca de la leche lo mismo que la & y ®lo que-
hace que precipiten formando un gel y un glucopéptido soluble =
en el suero, |

Eﬁ esta prdctica se realizara el fraccionamiento de las - 
proteinas de la leche y se separaraﬁ en sus fraccionea m4s im--
bortantep identificando su presencia por medio de écido triclo=-

roacdtico,
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MATERIAL

Centrifuga de 5000 TR ueveenrensenseseraseosasnns (1)
Matraz Erlenmeyer de 125 ml ...;...;.............. (2)
Mechero .ecssesesasssssssvesascsssssssssasasccsscs (1)
Pipeta graduada de 5 M) ,eeeseossecvecrsonsscosese (L)
Pipeta graduada de 10 ml ceesceccvocccssnsenccsnss (2)
Probeta de 100 Ml sssisesssessescsccssssascncsonse (1)
Tela de asbesto ..................:............... (1)
i 1 - P ¢ |
TuboS G€ ENBAYO seseesosesesccrsossssassccncscsasas (4)

Vasos de precipitado de 250 ML sseeesvccsccencenne (3)

REACTIVOS

i) Solucidn de renina 131l seseesescovcesscoscorses 2 BL

ii) Sulfato de amonio oouo-oaoo-ooooooooooooooncooo 10 8

11i) Solucién de dcido triclorodcetico al 12 B veeee 15 m o

HUESTRA PROBLEMA

a)' Leche tluida oollo000000000.000000;..0.ono-oo.n.. 100 nml

PROCEDIMIENTO

I.- Praccionamiento de las protefnas de la leche (ver PFig, 1).
a) Calentar 100 ml de leche hasta 41 C y adicionar 2 nml de
solucidn de renina, '

b) Formaﬁo el precipitado No.l, separar el sobrenadante,--:

por filtracién o centrifugacidén a 5000 rpm, 5 minutos y ==
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etiquetarlo con el No,l,

¢) Colocar en un tubo de ensayo 10 ml del sobrenadante ~-
No,1. |

d) Adicionar por gotas solucién de 4cido tricloroacético-
. hagsta precipitacidn.

e) Calentar a ebullicidn el sobrenadante No,l restante --
hagta observar de nuevo un precipitado,

f) Separar nuevamente el sobrenadante por filtracién o «-
centrifugacién a 5000 rpm, 5 minutos y etiquetarlo como -
No,2,

g) Identificar proteina con dcido tricloroacético en el -
sobrenadante No,2, copo‘se menciono en "¢" y "d“.

ﬁ) Al sobrenadante No,2 resyante adicionar sulfato de amg
nio hasta formar un precipitado.

.i) Separar el sobrenadante, filtrando o centrifugando a -
5000 rpm, 5 minutos y etiquetarlo con el No,3.

-J) Identificar protelna con'écidé tricloroacdtico en el -

gsobrenadante No,3, como se menciono en "¢" y "d", ‘

k) Reportar cual es la fraccidn protefca separada en cada

~-uno de los pasos anteriores,
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leche

renina

-~ precipitado No,1l
(caseinas)
. ‘gobrenadante No,1l
(identificacién de protefna con TCA)

jcalor

’ precipitado No,?2
* (albuminas-globulinas)
’ sobrenadante No,2

(identificacidén de protefna con TCA)
(NH ) SO
l 2.4

',precipitado No.3
- (proteosas-peptonas)

~ ‘gobrenadante No,3 (S,N,N.P.)
(identificacién de protefna con ICA)

TCA = 4cido tricloroacético.

S.N.,N.P, = sustancias nitrégenadas no protefcas,

- Pig, 1 Fraccionamiento de las protefnas de la leche.
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1,- Identificacién de proteina con 1CA,

Precipitacidén con TCA

sobrenadante No,l si
sobrenadante No,2 gi
sobrenadante No.3 no

2,= Tipo de proteina en cada fraccidn.

Fraccidn

Agente precipitante

Tipo de protefna

precipitado No,1
‘precipitado No,2

precipitado No,3

-a'fsobrenadante No.3]

renina
calof
(NH ) SO
42 4

casefnas
albuminas-globulinas
proteosas peptonas

S.N.N.2,
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS

De acuerdo con los resultados es posible fraccionar las prg
teinas de la leche en base a su solubilidad por adicién de enzi-
mas, sales, dcidos y calor, Asimismo fue posible identificar prg
teina gdlo en los dos primeros sobrenadantes, ya que en el dlti-
mo no se identifican porque solamente quedan sustancias nitrége-

nadas no proteicas.
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CUESTIONARIO

1.~ ¢(Qué tipo de protef{nas se encuentran presentes en cada frac-
cién separada?

2,- (51 al agregar calcio a la leche existe una precipitacién, -
yue tipo de estabilidad se esta alterando y que protefnas --
precipitan?

3,= ;Qué otros métodos gson utilizados para la identificacién de
prote{na

4,~:Que efeeto tiene la temperatura y el pH en la actividad de =
la renina? |

5.= ¢A que se debe que la B - lactoglobulina precipite por etec-
to del calor?

6.~ ¢Por qué precipitan las protefnas con la adiecidn_de sales?

M= &Qué diferenciasvexisben en la precipitacién de las casefnas

- variando el pH a 4,6 y utilizando renina?

8,~ Defina punto igsoeléctrico de un amino4eido y de una proteina,

9,-,Qué otras enzimas pueden ser utilizadas para la coagulacién -

de la leche?

10,-;A que se debe el sabor a cocido en la leche?
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b) Composicién protefca del trigo

~ OBJETIVO

Confirmar la composicidn protefca del trigo y comprobar las

propiedades del gluten,

GENERALIDADES

Como en todos los seres vivos,.en los cereales uno de los -~
componentes principales son las protefnas, encontrandose en una-
proporcién del 6-20 % y distribuidas en todo el grano, siendo ma
yor su concentracién en el embrién, escutelo y capa de gleurona-
no asf en el endospermo, Debido a su deficiencia en aminodcidosg-
esenciales no poseen un gran valor nutritivo, pero en la cantie-
dad en zue son consumidos contridbuyen con un mayor conténido de=
pr;teina en la dieta, ‘ |

Estudios realizados por Osborne en 1907 mostrarén que las -
proteinas de los cereales se pueden clasificar en base a su soly

bilidad de la siguiente forma:

a) Albuminas, soluble én agua y coagulables por calor,
b) Globulinas, solubles en soluciones salinas,
¢) Proteosas, fraccidn indefinida, soluble en agua,
d) Glutelinas, soluble en alcalis y écidgs diluidos,
e) Prolaminas, solubles en alcohol al 70 %,
Hoy en dfa se han desarrollado técnicas de sedimentacién -
ultracentrifugacidn, electroforesis y difusién con las que ha si

do posible conocer que cada una de estas proteinas es un sistema
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heterogéneo formado por varias fracciones protefcas individuales,

Durante la extraccidén del gluten de trigo con agua, la pore
¢ién soluble la constituyen las albuminas y globulinas formadas-
por 3 y 6 subunidades protefcas respectivamente, La proporcidn -
en que se encuentran es &el 15-20% de la protefna total, Ambas -
estan relacionadas con las aiferencias que. se presentan en la --
elaboracién de pam con distintas harinas.

En la poreidn ingoluble se eﬁcuentran las proteinas del -~
gluten, llamadas gliadina y glutenina en una proporcién 1l:l, La=-
primera contiene 8 subunidades protefcas diferentes unidas por -
enlaces disulfuro intramoleculares, su peso molecular es mucho -
menor que el de la glutenina que es una'proteina formada por =-
varias cadenas polipeptidicas‘unidas por enlaces disulfuro in -
termoleculares y intfamoleculares. Esgtas profeinas se caracteri-
zan por su elevado contenido de glutamina y por no tener una es-
tiuctura en helice dado su alto contenido de prolina,

En panaderia las protefnas del gluten son muy importantes -
ya que la gliadina al mezclarse con agua produce que la masa for
mada sea suficientemente extencible mientras que la glutenina ha
ce que sea eldstica y de esta fofma pueda retener el CO formado-
durante la fermenmtacién por la levadura o Nazcosy el pag esponje.,
Estas propiedades son debidas principalmente a los puentes‘disul-
furo, que son los que sirven de unién entre las protelnas forhan-
do‘uua red tridimensional necesaria para que el producto pose’a --
las caracter{sticas menciohadas anteriormente,

En estd prdotica se extraera ei gluten de la harina de trigo

y se observaran sus propiedades antes y después de ser’aecado en
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la eatufa, Asimismo se fraccionaran las proteinas que lo componen

en base a gu solubilidad, como tue propuesto por Osborne en 1907,

MATERIAL

Anitador mecénico ®o o0 0000009 b00csartoaot bR (1)

Balanza anal{tica 0000000000000 000000 000000000008 (1)

Balanza granataria O PR 0NP 0 OCOROOLESEOOIOIOLISGSEONENOEONOSOETSSEOSDS (1)

cépsula de pOrcelana “000s000s00000000000 000000000 (l)

centrifuga 600 0P PP Q00 RPN CROOIRIDIDBPLIIROIECOIOOONPROEROPYYS (1)

EStufa 0000000000000 CI00000RRRI0IOCRCICONOORO0O0OCO0CORSTS (1)

Mafraz aforado de 100 ml sec0ss0s00c000000000000 (l)

Matrag Erlenmeyer‘de 250 M1l seevssvscevcccscvscse (2)

Mortero ...ocaoooooooco-oo.--ooaooooooooo-coooo-o\(1)

Pesafiltro 000D 00O SDNNINOISIOLOIOGOPONOENOEIOSROROEDPOESOIIOIODS (l)

Pipeta graduad? de 10 ml [ EE N NN N NNNNNENENENNNNNENRNNN] (l)

Tapén para el matraz Erlenmeyer .ceceeeeevescececes (2)

REACTIVOS

1) Solueién de alcohol 8L 70 B .eesesescrcorssssss 100 ML
ii) Solucidén de K§04 al 5 % SsseeescestesetepRsees 100 ml

MUESTRA PROBLEMA

8) Harina de triso .c;oo-nooo-oioooooooooocoooooooo 30'8
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PROCEDIIENTO

Extracecidn del gluten,

a) Colocar 30 g de harina de trigo en una c4psula de porce
lana,

b) Adicionar gota a gota de 10-15 ml de agua,

¢) Mezclar perfectamente hasta formar una magsa pilular,

d) Situar la masa sobre la palma de la mano,

e) Dejar gotear sobre ella agua de la llave, presionando -
poco & poco, cuidando que no se caiga,

'f) Continuar con este procedimiento hasta eliminar todo el
almidén (hasta que el agua de enjuague se vea clarg).

g) Tranaferir la masa a un pesafiltro previamente tarado y
secar en la estufa a 100 OG, durante 1% minutos,

h) Pesar el gluten obtenido y calcular humedad como se men '
ciona en la prdctica 1, .

i) Calcular % de gluten obtenido,

Fraccionamiento de las proteinas del gluten, -

a) Moler perfectamente el gluten seco en el mortero,

b) Pesar exactamente alrededor de 0,5 g y colocarlos en un
matraz Erlenmeyer de 250 ml,

¢) Adicionar 100 ml de etanocl al 70 %, ‘

d) Agitar durante 6 horas, utilizando el agitador mecdnico,
e) Separar el sobrenadante, por filtracién o centrifuga --
¢idén a 5000 rpm, 5 minutos,

f) Evaporar el alcohol de la proteina insoluble en bafio mg
ria y secar en la estufa a 100 °C.

g) Obtener por diferencia en peso de gluten y glutenina, -

el # de gliadina,
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h) Para separar las gluteninas se sigue el mismo procedi-

miento pero en lugar de utilizar alcohol en "e¢" se usa --
XS0 al 5 %,
24

RESULTADOS

l.- Propiedades del gluten,

Gluten Propiedades

Humedo masa extencible, pegajosa y eldstica de color ama-
rillo claro,

Seco - masa dura, color amarillo oscuro, quebradiza,

2.-vDe?erminacidn de humedad,

Pego de la muestra Peso de la muestra % de humedad
huzeda - geca : ‘
9.2 8 3.0 & 67.39 %

3,- Contenido de gluten en la harina de trigo,

Peso de 1a muestra (harina de trigo) .......;...........;.. 30 g
7250 del gluten SECO seseseccssvsscssrscssocssscessscsassses 3 &
% tedrico de protefna en la harind eseeessessesscsresces 6-14 %
4 tedrico de gluten del total de Protefnds ,.eeeesesese 78-85 %
% de gluten del total de pr&teina en la muestra problema,, 80 %
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4,- Fraccionamiento de lag proteinas del gluten,

Proteina Propiedades
gliadina goluble en aleohol al 70 %,
glutenina

goluble en solucidén de K SO al 5 4,
2 4
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS

El gluten al secarlo perdio sus propiedades originales, ob-
teniendose una estructura rigida, debido posiblemente a que du =
rante ¢l calentamiento la protefna se agregé formando una red --
' que es deshidratada, donfirmandose que el agua es un factor ife-
portante, También se ratificd que las proteinas del gluten pue--
den ser separadas de acuerdo con su solubilidad como propuso ===
Osborne (1907),que es un método muy simple pero para los reque--
rinientos de la prdctica es adecuado, Por lo que respecta a la -
extraceién esta fue buena puesto que el rendimiento fue del 80%
de gluten del total de proteima, 1o que indica que la masa forw=-

nada con eita harina sera extencible y eldstica adecuada para la

elaboracién de pan,
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CUESTIONARIO

1,- ,Por qué pierde su extensibilidad y elasticidad el gluten cuag
do es secado,
2.,~:,A que se debe que el pan esponje?
3.=;Una harina de cualquier cereal puede ser utilizada en panade =
ria? ;Por qué?
4,-;bas proteinas son una medida de calidad de la harina de trigo?
,Por qué?
S5e=;Qué otro método existe para determinar en los cereales?
6e~;Por qué la adicién de sustancias como el diéxido de cloro y -
4cido agcérbico a la harina modifican las propiedades del glu-
ten?
7.-¢Gomo determina el conteﬁido de gliadina y glutenina en el gly
ten?
é.-aQue diferencias existen entre la gliadina y gluteninag?

9.-;Que le indica el % de gluten obtenido?
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PRACTICA 6, ESTABILIDAD DE LA VITAMINA C.

OBJETIVO

Determinar mediante una técnica espectrofotométrica,.la -
destruccidn del dcido ascérbico en un jugo de eftrico por la --

accidén de la temperatura, de la luz y del oxfgeno.

GENERALIDADES

El término vitamina C involucra el equilibrio quimico exis
tente entre los £cidos ascérbico y dehidroascdérbico, lo que per
mite que eate sistema se comporte como ﬁn agente oxidante o un-
agente reductor, propiedad que se utiliza en varios métodos pa=-
ra su determinacién (Freed, 1966). Desde el punto de vista nu--
tricional la importancia de esta vitamina es miltiple ya que =-
actia como coenzima en diversos sistemas enzimdticos, por 1o -=-
que su ausencia en el hombre provoca la enfermedad conocida. co-
mo escorbuto; por otro lado, su oxidacidén produce un oscureci -
miento de tipo mo enzimdtico en los alimentos y un aspecto in -
deseable al presentarse una pigmentacién causada por las mela -
- noidinas,

Por esta razén es muy imvortante conocer el tipo de proce-
80 y'las condiciones a las.oue se someten losvaliméntos. ya que
de esto depehderé que se alteren o no los nutrimentos del mismg,
principalmente las vitaminas por ser demasiadd 14biles, Esto --
afecta en gran medida el 4cido ascérbico, por lo que se puede -
considorar como un Indice para cstablecer la intensidad del trz

tamiento térmico, asf{ como también las condiciones de almacena-
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niento,
La estabilidad de la vitamina se ve influenciada por diver
sos factores como son: pH, temperatura, Aa, metales, enzimag --

(ascérbvico oxidasa) y otros, A continuacién se -hace referencia-
de ellos:

A.—Efanin_dewlﬂkjﬁmpgzajnrg, Sherman (1968) reporta que al au -
nentar la temperatura el porcentaje de destruccidén de vitamina-
también ge incrementa, Fig., 1; eato lo observé en jugo de toma-

te existiendo un comportamiento asimilar para el jugo de toronja.
(Smoot, 1978).

L

&

ool

5"100.

22 .

o g 80k )
3§ 1oo°c
- 60 80 ¢
LY 6o’a
ge

" 20

£

2 'y

4 A A

1 2 3 4 5

tempe (hr)
Fig, 1 Velocidad de destruccidn de vitamina C a diferentes tem-

-

peraturas en jugo de tomate (Sherman, 1968),

la aplicacién de altas temperaturas sobre la vitamina trae
consigo la tormacién de melanoidinns (Kurata, 1966), Una revi -
8ién hecha por Priestley (1979) sugiere que la descomposicién -
se lleva a cabo através de dos rutas, una para la formacidn de-

derivados del furfural y otra para la formacién de otros produg
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tos de estos dltimos se han encontrado 49 conteniendo entre uno
y dlez dtomos de carbono, Durante el enlatado, las pérdidas de~
dcido ascérbico son menores a las producidas por procesos preli
minares como gon blanqueado, despulpado, lavado, etc, (Flores,
1981) alcanzando hasta un 65 % dependiendo del tipo de lata que
se use, Sander (1970) reporta que hay mayor destruccidén en latas
no barnizadas, efecto debido a la accidn directa de metales co--

mo el Fe,

B.-E:aniﬁ_dgl_nziggnn, en presencia de oxfgeno, el 4cido ascdr-
bico es degradado hasta 4cido dehidroascdrhicq y posteriormente’

a dicetogulonico, este dltimo no es bioldgicamente activo, La -
reaccién es catalizada por metales como el fierro y cobre por -

formacién de un complejo metal-ascorbato-oxfgemo, Pig. 2,

CB OH
|2

Fig, 2 Gompiejo mgtal-ascorhato-oxfgeno (Taqui Khan, 1967).

C.-Efecto del pH, el pﬂlen el cual es m4s eatable la vitamina -
en jugos de frutas y concentrados eqta en el intervalo de 2 a -
3,5 (Bskin, 1971), pero en general puede considerarse que la vi

tanina C es estable a pH deido, como se mueatra en el cuadro 1,
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cuadro 1,

Cuadro 1

Estabilidad de lus vitaminag e diferentes condiciones,

Condicidn B estable 3 I inestable

Vitamina pH 7 | Acido | Alcalino | Aire Luz Calor

I I I

<34
.

Vitamnina A

Vitamina D

(S ]

Vitamina E

=B =

Vitamina K
Vitamina

Vitamina

H 82 B O RH @

Vitamina

t w Q
=" ¥ P
[ B A L e
H B N H B H M

ny

Vitamina

[ - I R |

<> B <1

=

H

[ S T S I o> B S L A T =
[ B < B e S A B

Vitamina

D.-Efecto de Ja Aa, Labuza.(1978) reporta que un aumento en la-
Aa.incrémenta la velocidad de descomposicidn como puede obser ~
varse en la Fig, 3,

Laing (1978) estudid el efecto de la Aa con respecto a la
temperatura (en un intervalo de 61-10500), encontrando resulta-
dos similares a los de Labuza, ‘

En esta prdctica se determinard el efecto que vproducen los
cambios de temperatura y la presencia de oxigeno en la estabilj
dad de la vitamina C, cuantificandose tales efectos por medio -

de una tdéenica espectrofotométrica (diclorofenolindofenol),
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- tripie l.‘.l..l..‘....0.....0...0..O.........Q.C (l )

- Tubos de CUSBYO sseseesvasvrssesntesssscascncons (12)

REACTIVOS

i) Acido ascérbico ..;....................... 10,0 mg
11) Acid0 OItriCO seesrserssrcssnoasesassnnses 2904 @ |
i1i) Acido metafésforico (HPO) vysveveeesenesee 30,0 g
iv) 2,6-Diclorofenolindofeno{ ceseescsssrsninas 0.1 g
v) Bloarbonato de sodio (NaHCO) ,.esseeaesess  0.021 g
vi) Solucién de gosa (NaOH) 2 Ns.............. 150,0 ml
vii) Solucidn A, prepararvsoo ml de una solucién de HPO al
, 6 %, _ , | 3 |
viii) Solucién B, (buffer de citrato), disolver 29,4 g de =
decido citrico en 140 ml de NaOH 2 N y aforar a 250 ml
cén agua destilada.' |
- ix) SglnmuhLJL preparar 100 m}l de una solucidn de diclo-
rofbnolindofenol al 0,1 % utllizando 75 ml de agua con
teniendd 21 ng de NaHCO y completando los 25 ml restapy
tes con agua destilada.3 |
x) ﬁnlnnidn_ﬁ. tomar 2 ml de la solucién C y aforar con -
| agua destilada.a 100 ml,
'(Estaé dos dltimas soluciones deben mantenerse en refri

geracién cuando no se usen),

MUESTRA PROBLEMA

a) Jugo de 1 limén
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‘PROCEDIMIENTO

I~

Curva patrdn de 4cido ascdrbico,

a) Pegar 10 mg de 4cido ascdrbico y aforar a 100 ml con la

golucidén A, Esta solucidén se etiquetara como solucién pa =

trén,

siguientes en cantidades y orden establecidos,

"b) Numerar 4 tubos y adicionar a cada uno las soluciones =

II.-

de la vitamina C en jugo de limén,
a) Agregar 10 ml de la solucién A a una probets,

mente a la probeta, Medir el volumen,

Tubo | Solucién patrén | Solucién B | Agua | Solucién A | Solueién D
(ml) (ml) (ml) (ml) (ml)
1 0,2 4.9 1.4 245 1
2 0,4 4.9 1,2 2,5 1
3 0,6 4,9 1.0 2,5 1
4 0.8 4.9 0,8 2,5 1l
¢) Leer cada tubo en el espectrofotdmetrg a 520 mm,
'dj Realizar una curva patrén graficando absorbancia v.s., =
concentracidn de dcido ascdrbico,
Efecto de la luz, oxfgeno y tempegatura en la estabilidad-

"b) Cortar el citrico, extraer'el jugo y eafiadirlo inmediata

¢) Determinar el volumen de jugo restando al volumen total

los 10 ml iniciales de_soluci6n.A.

d) Con el volumen ya conocido de juro, diluirlo en una pro

porcién 124, utilizando la solucidén A como disolvente y ==

tomando .en cuenta los primeroa 10 ml, Esta solucién sera -~

"~ la solucién problema,

e) Formar una serie de 12 tuboa con la siguiente composi -

ceiént
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- solucidn buffer .oececsiass
~ BBUR tiiesivereinssnnsnenns
-~ solucidén problema ...eevees
f) Separar 7 de los tubos, En
que tiene la luz y el oxfgeno

asedrbico,

5 ml
3 ml
1 ml
ellos se observard el efecto

en la estabilidad del dcido-

g) Someterlos al siguiente tratamiento bajo condiciones -~

ambientales,

(min.)

Tubo ™ | Tiempo transcurrido | Solucidn D

(ml)

=
15
30

45
60
75
Q0

~ O wm. &~ N

1

1A ST T SR U

‘h) Con los 5 tubos restantes -

- temperatura en la estabilidad

do a cada tubo la temperatura

se apreciara ei efecto de la-
del 4cido ascérbico aplfban—

correspondiente: "

' )
Tubo Yenreratura ( 0 ) Tiempo
8 25 . 5 min, -
10 45 5 min,
11 60 "5 min,
12 75 - 5 mino
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i) La temperatura deberd aplicarse como se_indica en la -
reaccidn de caresmelizacidén, es decir, con ayuda de un ba--
flo de nujol siguiendo los mismos pasos que Se describen en

dicha prdctica,

d) Determinar la absorbancia a cada tubo a 520 nm y con~
los datos obtenidos realizar las siguientes grédficas:

- absorbancia v,s, tiempo

- .absorbancia v,s, temperatura,

RESULTADOS

Con el modelo experimental propuesto se obtuvierdn -

los siguientes resultados;

1.-Curva patrén de dcido ascérbico, (Grdfica No,l)

Concentracién de 4cido Absorbancia
‘agedrbico (g/ml) (nm)
-6 _ .
2 x 10 0,017
px 10 0,026
6x 120 0,033
T 0,044
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2.-E£ecto de la temperature en la estabilidad de la vita-
nina C,(Gréfica No. 2)

Tubo Temperatura Absorbancia Concentracidn

¢ ) (nm) (g/m1)
-1 25 - -
-6

2 30 0,033 5?9 x 10

3 45 0.029 bt x 107

4 60 0.024 3.7 x 10

5 75 0,021 3.1 x 10~
3.-Efecto del oxigeno y luz en la estabilidad de la vita-

mina C. (Grédfica No, 3)

Tubo Tiempo Absorbancia Concentracidn
| @in) () (g/n1)
1 0 - -
2 15 - - s
3 30 0,0520 1,02 x 10
4 45 0,0270 4,30 £ 10
5 60 0,0100 6.20 x 107
6 75 - -
7 90. - -
—
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4

La disminucidn de vitamina C por efecto de las condicio -
nes ambientales ge observé pasados 30 minutos, debido a que ~-
antes de ese tiempo la concentracidén en que se encontraba la =
vitamine era muy alta para ser cuantificada en el espectrofotg
metro, a los 75 minutos no se detecta la presencia de esta vi-
tamina, Las pérdidas por efecto de la temperatura muestran un-
resultado semejante & lo revortado por Sherman (encontrandose-
concentraciones altas no cuantificadas por el ﬁétodo,.loa pri-
meros 2500 disminuyéndo en una forma rdpida los primeros 500,-
para posteriormente permanecer invariable hasta los 7500, ver-

grdfica No, 2.

CUESTIONARIO

1,-:,Por qué se utiliza 4cido fosférico eﬁ la pgdctica?

2.-§Cual‘fue el valor de pH en donde ge pudo éﬁreciar.un mayor
contenido de vitamina C? ;Por qué?

3,~:;Cual fue el efecto de la temperatura en la estabilidad de
la vitamina? ,7,

4,-,Qué factores influyen en el mecanismo de degradacién de la
vitamina C? '

5,-;Por qué se considera la vitamina ‘C como la mds incstable de
todas las vitaminas?

6.,-;Qué objetivo tiene adicionar el 2,6 diclorofenolindofenol a
la muestra utilizada?

7.-aQué relacién existe entre la degradacidn oxidativa de la vi

tamina C y la presencia de pigmentos oscuros en los alimen--~

toas?
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8.~:Como se podrfa evitar la oxidacién del 4cido ascdédrbico?

9,~5Qué importancia biolégica tiene la vitamina C?
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PRACTICA 7, ESTABILIDAD DE LAS GRASAS

OBJETIVO

Evaluar la estabilidad de un aceite comercial al inducir-
su oxidacidén por la técnica del oxigeno activo, midiendo las -

variaciones por el método del Indice de peréxidos,

GENERALIDADES

Se han definido a los lf{pidos como sustancias solubles en=
disolventes no polares que constituyen; junto con las proteinas
y los carbohidratos, la estructﬁra celular, El organismo los -
utiliza para transportar vitaminas liposolubles y como reserva-
energética, siendo esta ﬁ;tima su funcidén mds importante puesto
que su aporte caldrico es aproximadamente 9 calpriaa por gramo~ ‘
de'lipido (nds del doble del que se genera por carbohidratos y=-

" proteinas).

Dependiendo de su origen, los l{pidos puedenﬁclasificnrse-u
en aceites y grasas, siendo generalmente los primeros provenienggi
tes de fuentes Veéetales ¥y los segundos de animales, coﬂ excep=-
cién del aceite de coco, la manteca de cacao, el aceite de pes-
cado, etc,, Quimicamente los aceifes ge diferencian de las gra-
sag por que comunmente poseen un mayor nimero de insaturaciones,
lo que los hace mds auceptibles'a la oxidacidén; easte fenémeno -
es debido a la accidn directa del oxfgeno sobre loa sitios don-
de ge encuentran las dobles ligaduras en la molécula del glicé-
rido, teniendo como conseéueﬁcia,,la pfoduccidn de aromas prd-—

pios de la rancidez, Esta serie de reacciones se efectﬁa en =~
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tres periodos

A)Reriodo de ipiciacidn, este paso involucra la formacién de un
diradical por aceidén del oxigeno sobre la moldeula insaturada -

Fig, 1,

g H i
B-C-C-R' 4 0 ~mmm- » R-C-(-R!
2 |
0-0,

Fig, 1 Periodo de iniciacidén (Dugan, 1976),

B)Periodo de propagacidn, existe una desproionacidn en el car -
bén metilénico del 4cido graso, Mig, 2,

8) «CH «CH2CH-CH « & O —————y -caa-gﬁ.cu(oo;)-cna- vesesll)

2 2 2
b) ~CH -CH-CH(00,)=CH - mwmm=s  =CH «CH-CH(OOH)=CH = ..,,.(2)
- 2 ° 2 2. 2
*
-CH -CH=CH~CH ~ ~CH «CH=CHaCH- ,i00eeveses(3)
2 2 2
e) -CH -CH-CH(OOH)~CH- ~CH «CH ~CH(OOH)~CH ,4440.(4)
2* 2 ——m——s 2 2 2
» ¥
«CH ~CHsCH-CH = ~CH -GR=CH-9H- XXX uoooo.o(S)
2 2 ‘ 2 A

los intermediarios 3 y 5 son suceptibles a reaccionar con el oxi-

geno y formay hidroperéxidos (representados en 4), (Dugan, 1976).
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HHH HHEH HHH HHH
I ~-H, Voo -0 v ~He Vo
=0-C-C | . Zmeepp| <0-02Ca | -=l-p| -0-020- | <=--p| =C=C-0C-
L l " . .

H 0 0
' '
0 0
. '
sitio de radical libre radical libre " hidroperéxido
oxidacidn de dc, graso de perdxido
RH R, ROO, ROOH

Pig, 2 Mecanismo de oxidacién de lfpidos (Sherwin, 1976).

Les hidroperdxidos formados en la fase de propagacién son -
descompuestos facilmente por la accidn de metalga prooxidantes,
por la temperatura y por energia radiante, Cuando la concentra=-
cién de hidroperdxidos es alta su descomposicidén se préduee pre-

ferentemente de la siguiente forma (Dugan, 1976),

2 ROOH —emewen -~p» RO « ROO + 320

y cuando es bajas;
ROOH --u---;-.’ HO * OH

s8tos productos dan como resultado opmpuestoa voldtiles cg
mo aldehfdos, cetonas y alcoholes, que gon responsables de los-

olores a rancidez en los alimentos,

C)Periodo da terminacién, al no existir radicales libres activoas

que prosigan la regccidn, los radicales formados anteriormente -
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se condensan en compuestos muy estadbles (efclicos o polimeriza-~
dos),

Estos compuestos se forman durante el sobrecalentamiento -
de los aceites, siendo mfs tdéxicos los de naturaleza cfclica y-
de acuerdo a lo reportado por Alexander, 1977 y Chang, 1978, -~

tienen relacidn con ciertos datios como son:

a) Irritacién del tracto intestinal y diarrea, En este paso el-
Indice de perdxidos esg mayor que 100,

b) Disminucidn del crecimiento (I.P. mayor que 1200)

¢) Produccidn de tejido cancerigeno que causa alteraciones en ~

el organismo ocasionando la muerte (I.P. mayor que 1200),

a ¥ b han sido observados en animales de laboratorio, principal
mente en ratones (Vidaurri, 1983) trabajando con una dieta de -

10 % de grasa sobrecalentada,

R* ~+ R ====p RR

ROOs # RO0, =---p ROOR « O
RO. + R, ee===p HOR ?
ROO, « R, ~---» ROOR

2R0, + 2R0O0, w-w=-s 2ROOR ¢ 02
Fig, Periodo de terminacién (Dugan,1976), -

Uno de los métodos utilizados para la determinacién de la-
intensidad de oxidacidén de los lfpidos es el fndice de peréxi -
dos, que es una medide del grado de oxidacidn de un aceite o -
grasa y se basa en un andlisis yodométrico; se hace interactuar

1a muestra oxidada con una solucién saturada de yoduro de pota-
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§10, con la consiguiente liberacién del yodo (par la aceién oxi
dante del perdxido) y se titula con una solucién de tiosulfato-
de sodio, Este método es muy relativo, por que se limita a las-
~ primeras etapas de’oxidacidn no evaluando la totalidad de perd-
xidos formados, ya que muchos de ellos se descomponen, comg se-
menciono anteriormente, en aldehidos, cetonas y alccholes,

Para_evitar la formacién de los productos que provocan el-
olor a rancidez, se utilizan principalmente compuestos de natu-
raleza fendlica conocidos cémo antioxidantes, estos actian al -
inicid»de la reaccién de oxidacidn evitando la formacidn de ra-
dicales libres, Fig.4.

Para aumentar la efectividad de los antioxidantes, es co--
min usar una combinacidén de 2 ¢ mds de ellos, ya que presentan-
ayuda reciproca, efecto conocido como sinergismo, Fig; 5e

En esta prdctica ge evaluara la estabilidad de un aceite =
comerciél ({ndice de calidad) por el método de oxigeno activo -
modificado, que consiste en burbujear ai;e a un matraz que con-
tiene el aceite de prueba a temperatura de 10000. El resulﬁado-
se ekpresa en horas requeridas para que la muestra alcance un -

{ndice de perdxido de 100 meq/Kg.
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OCNJ oM
0--0g
(HaClac £ (CHgly H7
C ICHy)

3 OH OH
ol
BHA b OH

BHT
BUTILHIDROXIANISOL BUTIL HIDROXITOLUENOD GALATO DB 0C?ILI0

3. ~TERBUTIL—-4~HIDROXIANISOL 2-8 DITERBUTIL~4-METILFENOL

e
OH — cn:—c"-c"-c":

OH NDGA OH
AC.NORDIHIDRO GUAYARETICO
4-4 (2, 3 DIMETIL TETRAMILENO) DIPIROCATEG®L

Pig, 4 Pérmulas de los antioxidantes usados en la industria alj

mentaria (Sherwin, 1976),

P CONTROL

e=® ACEITE TACIDO CITRICO

£ ' ’
’
g wof ’
< ¢ J°
& J ’ .
25 aceite - TBHQ
o
Q 1
El :
x & aceire + TBHQ + acivocivaico
02
A I'N i "
500 1000 1500

TIEMPO DE ALMACENAMIENTO (horas)

Fig,5 Inhibicién de la oxidacidén del aceite de palma utilizando
el antioxidante TBHQ y el dcido cftrico (Sherwin, 1978).
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MATERIAL

-~ Bomba de aire tipo DPECEYR seesssessorassscrccrseca (l)

- Bureta de 50 ml OO REBDESRNCEEISLINIOIPUSPNROISINESARSGRR S (l)

C&j& petri S 06000 EI IS NIIOIINIEIsIncIeEsIRIIsILIAS (1)
o] o~

- Egtufa (0 @ 200 C ,,0esecenssonssosnserasseeransas (1)
~ Matraz Erlemmeyer de 250 Ml syeeescvoncocssosvsvee (1)
« Matraz Erlenmeyer de 250 ml con tapén esmerilado,, (1)
- Pipeta graduada de 1 Ml seeeesasrvecsscecosrcocvae (L)
~ Pipeta graduada 3@ 5 Ml eeeecescvcsscessssasassoses (1)
- Pinzas de tres dedos CON NUEZ ,eseqevsasssanncssss (L)
- Probeta de 100 ML syseevnseacssssssssossasrassaass (1)
~ Termémetro (-100& 250009 seseasssesascaasessssssass (1)
-~ Tapén de pldstico con tres perforaciones eeeseseses (1)

i Soporte universal l‘...Q'.".l‘...l..'..l'........‘(l)

REACTIVOS

i)'Sblucidn saturada de yoduro de potagio (preparada recien-
" temente) ..................................;...... 10 ml
41) Solucidn de tiosulfato de 830310 0,1 N ,4ee3eacsess 400 nl
ii1) Solucidn de almiddn 1'% tetessesassiasiissesecenes D ml
iv) Disolvente cloroformo-dcido acético (1:3) sesseses1000 ml

MUESTRA PROBLEMA

L4

a) Aceite comercial 600463000000 8000csRsBsItesRRAO0RBRS 115 ml
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 PROCEDIMIENTO

I,- Indice de perdxidos,
a) Pesar 5 g de aceite en un matraz Erlenmeyer de 250 ml-
con tapdn esmerilado,
b)‘Aﬁadir 30 ml del disolvente cloroformo-dcido acético y
agitar por rotacidﬁ para disolver la muestra,
¢) Adicionar 0,5 ml de la solucidén de XI, esperar exacta-
mente 1 minuto, agitar de vez en cuando y agregar 30 ml -
de agua,
d) Titular el yodo liberado con Na SO 0,1 N, dejando ==
’caer la. solucidn gota a gota mientiag Ze agita vigorosa -
nente, hasta la casi total désaparicidn del color amari -
1lo del yodo; afladir entonces 0,5 ml de la solucién de —=
almidén al 1 % y continuar la titulacidn, hasta que desa-
parezea el color azul, _
- e) Llevar a cabo una determinacién patrén con los reacti-
vos, el tftulo del patrén no debe pasar de 0,5 ml de tio-
sulfato de sodio, . ‘
t) El1 fndice de peréxidos (miliequivalentes de pgrdxido/Kg)

ge calecula como:

S x N x 1000
Indice de peréxidos = ~~cm-comcmcmmcmanna

g de la muestra
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donde;
S=nl del titulo corregido

iz normalidad de la solucidén de Ha S O ,
223

II,-Oxidacién inducida (método modificado de oxigeno activo).
a) Agregar 80 ml de aceite comercial al matraz Erlenmeyer
de 250 ml,

b) Adaptar al tapén un termémetro, una pipeta y un capi =
lar conectado a 1la bomba de aire, procurando que tengan -
contacto con el aceite, En la Fig, 6, se muestra el sistg
ma a utilizar,

¢) Colocar el sistema en la estufe a 10000, burbujeando -
aire en el aceite,

d) Tomar muestras de 5 g cada 2 horas y determinar Indi-
ce de perdxidos, hasta alecanzer un valor de 100 @gq/Kg.
Realizar cada prueba por duplicado,

e) Grdficar Indice de perdxidos v.s. tiempo,

‘ III.-Oxidacién en coﬁdicipnes ambientales,
a) Adicionar 35 ml de aceite comercial en una caja petri-
manteniendola destapada en condieiones ambientales duran-
te un tiempo mfnimo de 12 d{as,

' b) Tomar muestras cada 2 dias y determinar el Indice de =-
nerdxidos, |
¢) Grdficar {ndice de perdxidos v.s, tiemvo,
d) Obtener una'equgﬁilencia entre el valor méximo del fIn-
dice de perdxidos a los 12 dfas en condiciones ambienta -
les y el tiempo que tarda en alcanzar dicho valor la oxi-

dacidn inducida, es decir, "Z" dfas a condiciones ambien



talea equivalen & "Y" horas bajo condiciones de oxidacidn

inducida._

TERMOMETRO ———— (;~>

PIPETA PARA
. TOMA DE
MUESTRAS

]

1

s A BOMBA DE AIRE’

' Pig? 6 Sistema para la realizacién del método modificado'del'dxi‘

geno activo,
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'RESULTADOS

1,-Resultados obtenidos por la técnica de oxfgeno activo mg

0
dificada (aceite comercial a 100 C), grdfica No, 1.

1} Tiempo | Indice de verdxidos | Olor

{hr) (meq/Kg)

0 - -

2 - -

4 3.2 1

6 12,0 -

8 38,13 ] 2

10 77.80 -

12 109,86 3

14 - 288,30 ‘ -

16 350,14 4

18 189,50 4

Calificacidn del olor del aceite

Calificacidn Descrivcidn
1l  ligeramente rancio
2 rancio
3 miy rancio
4 extremadaﬁente rap
cio,
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2.-Bgtabilidad del aceite en condiciones ambientales, grd-

fica lo, 2,

Tiempo { Indice de perdxidos] Olor
(dfas) (Meq/Kg)
0 - -
1 - -
2 - -
3 - -
u - -
15 . B L
15 - -
RY 2.1'; -
18 ‘5.06 -
1 .
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DISCUSION D& LOS REJULTADOS

Los resultados muestran que el valor de Indice de peréxi-
do alcanzade en 5 horas bajo condiciones de oxidacién inducida
del aceite por el método modificado del oxigeno activo equiva-
len 2 8 dfas a condiciones ambientales, lo que indiea buena -~

-0ilidad del aceile, debldou provablemente a la presenciaz de
antioxidantes, El comportamiento experimental que se obtuvo --
fue como el citado por heyer (1978),

' La imnortancia de esta técnica, es que nos ofrece una me-
dida para evaluar la estabilidad de un aceite en una forma mds
rdpida, pero con sus limitaciones, como es el caso de la téc -

nica del fndice de peréxidos, ya mencionada en la introducciéne

© CUESTIONARIO

1,-.Por qué son mds suceptibles al enranciamiento log aceites-
oue las grasas?

2,-4Qué otros métodos existen pera determinar la estabilidad -
de un aceite?

3,-40u2l es el fundamento del método del oxigeno activo empnlea
do en la préctica?

4,~40ué compuestos son los resononsables del olor y sabor z ran
LoV

Z,-kxplisue como actdan los antioxidantes y que caracteristicas

deben de reunir, Dé tres ejemvlos de ellos,
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6,~:Considera que el aceite usado en la prdctica contenia antig
xidantes? ¢FPor qué?

7.~-Explique brevemente el mecanismo de oxidacién,

B.faQue otros tipos de deterioro de l{pidos conoce?

9,-:Cuales son los factores que afectan la oxidacién de los 11~
~lios8”

10,-¢%ué efecto tiene la rancidez en el valor nutritivo de los-

lipidos?
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/,

PRACTICA 8. EXTRACCION Y ESTABILIDAD DE ANTOCIANINAS

0BJETIVO

Se extraerdn las antocianinas del orujo de uva (desecho --
vitivinicola) y se observara su estabilidad en diferentes con-~

diciones de pH, de concentracidén de sales y de temperatura,

GENERALIDADES

El color es de las principales caracteristicas que deben -
exaltarse en los alimentos debido’a su gran influencia como me-
dida de aceptabilidad por parte del consumidor, Los compuestos-
encargados de llevar a cabo estas funciones son conocidos como-
'pigmentos, los cﬁalés se han clasificado para su estudio en:

A) Iniianixznlaa
a) Hemos

b) Clorofilas .
B) Carpotencides

C) Blevonoides

a) Antocianinas
D) Betalainas

De esta serie, el gruno dé los flavonoides ha sido el més-
estudiado por estar presente en la mayorfa de los frutos y vege
tales, adends de incluir la gama de colores intermedios que se~
encuentran entre el.color rojo y azul en la regidén visible del-

espectro.
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Aproximadamente existen 140 antocianinas reportadas que -
aparecen en forma.de glucosido, en donde el agluecdn lo forﬁa -
la antocianidina (Fig., 1), y la parte reéuctoré la glucosa, la
manosa, la ramnosa 0 en algunos casos ciertas pentosas. Su es-
tructura es muy reactiva, por lo que el color que presente de~
pendera de A)pH en que se encuentre, B)las sales con las que -
interaccione, C)temperatura a‘la que Sse somefe el alimento, --

D)la presencia de sulfitos y E) el oxigeno,

Pig, 1 Estrucfﬁfé"dé las antécianinas (Guadérrana¢ 1983).

A)Efggtn_dgl_pﬁ, las antocianinas presentan un color m4s inten
so a pH 1, valor én'el cual no se encuentran ionizadas, por lo
que.a valores suneriores, principalmente de ‘4.5 en adelante, -
existe pérdida de color, ocasionando que su uso se vea restrin
gido en aiimentos que poéeén un pH de 3,5, tomo son los jugos-
de frutes y conservas, Las modificnrciones estructurales del —

pigmento en funcién del pH se muestran en la Fig. 2,

B)Eﬁﬁnin_dn_laeiamnnxainna, a medida que aumenta la temperatu-
ra, disminuye el color, por lo nue es recomendable efectuar =-

los procesos a los que se somete el alimento, 2 temperaturas -
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lo mds bajo posible, en especial las condiciones.de almacena-

niento, ya que es aquf donde existe mds perdida del color, -
Fig. 3.

OH OH
ph=4a5 piz5a7
incolora. co%oraeidn vialeta
v ¥

ol

oB 3 :
pEz7a8 >
coloracién asul _ eoloracidn oafé amarillenta )
Pig. 2 Efecto del pi en la estabilidad de las antocianinas,(Gusdarraua,
1983), : ‘ o

C)Efscto de laa sales pregentes, debido & que las antocianinas
interaccionan con iones como el sodio, potasio, magnesio ylcal
cio formando la sal correspondiente, se producen los canbios -

en la colora2idn limitando su uso,

D)Eignxg4hLJng_sn1£1;gg, puesto que las antocianinas son ata-
cadas fdcilmente por los sulfitos o el diéxido de azufre, con-
forme se incrementa la concentracién de estos es mayor la pér-

dida del color, el ouél se regenera s8i los sulfitos son elimi-
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nados,

§ o ===21
[ ] '-'B,ﬂ

a L. ° ---2&
-g'o.ls [~ ---37%
s 0.12 Pe.
(=]
3 0008 "

.0 >
g NE= |
[ I I & i ‘-":a-o
g 4 8 12 16 20 24
[ <]

tiempo de almacenamiento (semanas) .

Pig, 3 Efecto del almacenamiento y temperatura en la disminucién

del color de las antocianinas (Abers, 1979). -

E)Efecto del ox{geno, la pérdida dé color durante el calentamieqg
to es superior en presgncié de oxigeno: esto se ha observado en-
un sistema modelo en el que se”hace reaccionar pelargonidin 3 ==
glucosido, produciendo un precipitado café, Eﬁ gondiciones anae=-
erdbiasg la muestrﬁAalcanza un color amarillo pdlido (Priestley,
1979), Fig 4,

Por otra parte el orujo de uva es un desecho vifivinicola -
que ha sucitado gran intéres al igual que la tuna, el arandano y
el betabel por ser una alternativa para augtituir los colorantes
prohibidos como son los iojoa F.D, & C, No, 4 y 2, debido a que-
en Méiiéo adlo es permitido el rojo No, 3 F,D, & C,

Egta préctiéa tiene bomo‘finalidad'extraer antocianinas del
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orujo de 1la uva y determinar las condiciones en las cuales es -

mnés eatahle,

OR

on

produotos de degradacidn

degradacidn ammerobica—_, po
posible degradacidh asrodbiot .--»

Fig, 4 Meocanismo propuesto péra la degradacidén dg antociariinas.
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MATERIAL

- Balanza granatari& R R N R R R N Y I} (l

LHIbU.dO ® O S50 000800800000 IIROIIIQSIICAROCONOIOBOLOIRSS (1

- Espétula c-.c.l‘000al-.-ol..lnc;o.lnotl.l..looot (1

- Matraz aforado de lOQ Ml svesenneernccasssasssee (1
- iigtraz Erlenmeyer de 250 Ml svsvveensccconsacses (1L
~ Parrilla .iseceveennsrreensssssosasassarassaones (1
- Pipeta graduada de 1 Ml seuveeoecacavocsassasens (1
~ Pipeta graduada de 10. Bl .eieeeerovecesssoseasss (1
< Probeta de 100 ml R ¢ |

- Recipienfe para bafo maria ...eeveceeseccsccosss (L

— S’ st N N NS S~

o]
had Termdmetro ('10 a 200 C) 9000000006000 00000000008 (l

-Tubos de ensayo S OB G ROEDOOLNGESISOIRQONLOIEPSSEISIOSIEPNINOIBOITPLTS (18)

REACTIVOS

i) Etanol al 95 %, acidificado von una solucién de dcido
e2tric0 0,1 % . uieeseenencniecsescsesscesness 100 md
11) Bisulfito de s0di0 (NaHSO ) ..ivvevrereveeeees 2§
ml
nl

3 -6
iii) Solueidn de hidréxido de sodio ( NaOH ) 10 N,. 2
2
-3
v) Solucién de dcido clorhidrfco (HC1l) 10 N esase 2 ml
2

iv) Solueién de 4cido clorhidrfeo (HCL) 1L N .,..,.
vi) Sélucidn de 4eido clorhidrfeo (HC1) IO-S crevy ml
vii) Sulfato ferroso (FeaO ) L -
viii) Sulfato de magnesio (Mgbo ) teececenssacreesee 0,58
~ ix) Oxido de aluminio (Al 0 )4.................... 0.5 ¢
~ x) Glicina .............?........................'0.5 g

Xi) Glucosa of.o.ooqococ-uacoaoQA"'O‘IOO""""' 0.5 G
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Xii) Sulfato de potasio (K S0 ) Sesesscrssesvesevoencars 0.5 g

2 4

xiii) Carbonato de pOtaSiO,(K CO ) seeosessocsocsccenses 0,5 8
2 3

xiv)

Fenol Q000 00D PPN SOSIIINGININCATEINIONUEBIITERNOIOOIGBOROROPPRRTSEDS 0.5g

MUESTRA PROBLEMA

a) Orujo de uva (roja) teesevsssescsscesessscassssnessse 40 8

PROCEDIMIENTO

‘_I;- Extraccién de antocianinas,

a) Pesar 40 g de orujo de uva (roja), en un matraz Erlen-
meyer de 250 ml,

b) Adicionar 50 ml de etanol al 95 %, acidificado con una
solucidn de 4cido cftrico 0.1 % hasta pH 3,5 (de preferen»
cia ajustar con el potencidmetro). _

¢) Colocar el matraz en bafio marfa a 6000, durante 10 mi-
nutos, |

d) Dejar enfriar y filtrar con algodén, Con la solucién -

. obtenida realizar las siguientes pruebas:

II,-

Efecto del SO

a) Preparar lg nl de solucldn de NaHSO en las siguientes-
conceﬁtraciones; 100, 200, 300, 400 y goo partes por mi -
116n (pom), |

b) Colocar en 6 tubos 3 ml del extracto de antocianinas y
3 ml de la solucién de NaHS0 , como se indiea a gontinua-

¢ién:
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Tubo | Solucidén de NaHSO NaHSO Extracto de antocia

(ml) ’ (ppm)3 ninas ( ml)
1 . - 0 3
2 3 100 3
3 3 200 3
4 3 300 3
5 3 400 3
6 3 500 3

III,-

 c) Observar como afectan al color la concentracidn de sul-

fitos,visualmente,

Efecto del pH,

a) Preparar las siguientes soluciones: 10 N, 1 N, 10 'N -

de HCl y 10 N de NaOH, 'cuyo pH corresponde a un valor a -

proximado de 1, 3, 6 y 8 respectivamente;

b) Agfegar en 5 tubos de ensayo 2 ml del extracto de an -

Iv,-

tocianinas y adicionar a. cada uno 1 ml de una de las solu
ciones ﬁreparadaa, usando agua destilada como solucidén co-
rrespondiente a pH 7,

c) Observar el efecto que tiene el pH sobre el color, vi -
sualmente,

Efecto que tienen algunas sustancias presentes en el medio.,
a) Coloqar‘2 ml del extracto de antocianinas en 8 tubos de
engsayo y agregar a cada uno 0,5 g de las siguientes sustag

clas:
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Tubo | Extracto de antocianinas § Sustancias | Concentracién

(ml) (g)

1 2 Fes0 0.5

4 .

2 2 ligs0 0,5
4

3 2 A1 O 1 0,5
23

4 2 i 80 0,5
2 4

5 2 K C0 0,5
2 3

6 2 glicina C,5

7 2 glucose 0,5

8 2 fenol 0.5

R '

b) Observar el efecto que tienen las sustancias anteriores

en el color,

HESULTADOS

l.~-Efecto del SO,

2
No, Tubo | Concentracidn de}:Color
NaH30
1 -0 e -} rojo
2 | 100 ppm naranja
‘3 200 ppm
4 300 ppm
5 400 ppn |
6 500 ppm "mmarillo
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2.-Efecto del pH

No, Tubo pHl § Cambios vproducidos en el color.

- coloracién roja
coloracidn naranja

no se producen cambios

coloracién naranja

[N R " e

1
3
5 coloracién ligeramente naranja
7
8

coloracién verde,

 — . -l

3.-Efecto que tienen las sales presentes en el medio.

Ho, Tubo | Sales Cambios producidos en el color
1 FeSO - intensifica el color rojo
2 | MgS0 . coloracifn café oscura,
3 A1 O colbracién naranja
4 K §03 ecoloracién rojo eclaro
5 giicgna ‘eoloracién naranja
6» ‘glucosa| coloracién naranja
7 fenol 'iﬁtensifica el color rojo
8 K Co coloracién verde,
2 3
—
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DISCUSION DE LO5 RE3ULTADOS

A valores de pH mayores de 3, las antocianinas sufren cap
bios estructurales por lo que se producen alteraciones en el -
color, Asimismo, conforme aumenta la concentracidén de sulfitos
disminuye la intensidad del color, debido a que las antociani-
nas son atacadas fdcilmente por este compues’o, Los iones fie-
rro, aluminio, potasio, sodio también afectan la coloracién --
del pigmento, puesto que se forma la sal correspondiente de -~

las antocianinas,

CUESTIONARIO

1.;5Qué cambios estructurales sufren lag antocianinas a los -
valores de pH empleados en la prdctica?

2.~,Por qué las antocianinas no son muy utilizadas en la indug
tria como colorantes?

3,.-,Qué ventajas tiene el uso de colorantes naturales? ‘

4,-;Por qué las sales presentes en el medio afectan la estabi-
lidad del color?

5.-,Cual es el efecto de los sulfitos en el color?

6.=~,Qué finalidad tiene acidificar con 4cido cftrico el alcohol
durante la extraccién de las antocianinas?

T.=;Por qué es recomendabie utilizar latas barnizadas para ali
mentos que poseen estos pigmentos?

8.~;Por qué es importante controlar la températura durante la
extraceién del pigmento?

9.-;Qué otros factores afectan la estabilidad del color, que -

no sean los mencionados en la préctica?
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CONCLUSIONES

Se consiguio establecer 8 prdcticas que tiemen la
finalidad de auxiliar a los maestros de teorfa de la -
materia de Quimica de Alimentoé y principalmente 8 ==
nuestros compalleros, para que en conjunto las desarro-
llen en el laboratorio y de eata forma amplien y con--
gsoliden sus conocimientos en el area de alimentos, tra
tando de elevar un poco mds el nivel alcenzado en la -
licenciatura,

Para la seleccidn de algunas de las principales'-
reacciones que suceden en los alimentos, se puso espe-
cial.énfasie en la parte teorica ofreciendo conceptos-
que afirman lo visto en clage, pretendiendo crear en =
los alumnos la inquietud de adentrarse & éonocer nés -
acerca de esta ciencia, |

Agimiamo consi&eramos, que estos protocolos no -

ison del todo perfectos para los requerimientos de 1a‘-
‘;universidad (pfincipaimente por falta de ingstrumentos-
4de medicién),pero dan una pauta para establecer otros-
0 en su caso moditicarlos y contribuir a establecer un

‘eurso tedérico-prdctico de Quimica de Alimentos,
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