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Lt RODUCCLUN

Ern lea Industi ie Alimzobaria  se llevah o ucebo 1ihe 3&er1e  de
MELoJoLludt as Rara le determinacidn de waGracomponenbtas (Froteifness.
Carbohidratos y lelpidus? v ML raCumpanen b 2s A baminas ¥
inerales). Esto wan le pPrincipal tinaiidad de ssbablecer  su

calidad. seguridad ¥ conposicidn a naturaless quimica.

En la actuyalided @Biisie  una A lile LHton miat 1o de tdcnicas (5]
procedimicn. que e purden aplilcar patrs gvalusr la cali1dad o 1a
composi1cidn ae un ali1mentoe . De astas metodoloylas se pusden

menclonar entre la mas 1mpurtantes, las jécnices O+iciales. [ue
son ampliamenke vutil) zadas sobre todo en 1 verificacidn de la
calidad, ¥y que son estloblecidas por Urganismos de Narmalizacidn o

por  asosiaciones Oficiales: densro de estasa metodoloat as
pradaminan las Volumétbricas, Gravim&ltricos vy Espectofatonélricas,
FPor otro lado, también =e han vt ido establecrendo metadoivqias
mads novedosas donde basicanente se recurre al andlisis

instrumental. Cabe seMalar dentro de las mas 1mportantes & la
Crunatogra+ta de Gases. la Cromatoarzstia Liguidae de2  Alta  Fresidn
(HELL) o« 1o Especlirutrciomect Lo de AL SO ) it Atdnica ChidS e 22 de
Intraraia.

Esto ha evolucionado en une +arma Len rapide que wl trabera  pare
cuantificar o caracteriza)r un alimento ha sido susutancialmente
facilitado en los altltimos affos.

Ante este amplio panorama de posibilidades, el Wuimico Hnalista

puede ancontrarse & ta disvuantive de  eleaar o s=eleccionar 1a
metodoluqla de acuerdo & sSUs Necesidades v tactores como la
naturaleza, la solubilided del mecro o microcompanédnte que  serd
cuaniificada, la sensibilided que requiere, 1o  exactitud, Lo
gspeciticidad drl dnalisis,. lo rapides en el desarrollo de. le

wetodoloqla. la eceesivilidad ¥y la reproductibilidad, al igual que
la presicidn, tactores muy 1mportanteas.

Con base en estos antecedentes. 1os objetives prancipales de oste
trabajo son los de llevar a cabo  una revisidn genaral de las

técnicas analiticas mas uwtilizadas en e}l Area alimentaria,
analizar los pPrincipiIos quimicos ern ios que mencionadas
metodologl as se tundamantan Y desarrollsn, asi como la

Accesibilidad, Sensibilidad, Presicidn y txectitud de los mismos.
Llevar a cabo unae compatacidn de los améelodos dicponibles para [T
eleccidn adecuadas Je la nmetodalogla a seduir.




FRUTE NS

Lax Fruiefines son polipélidos  de peso matechlal  ela2vdado, un
pépLlidu consiate 8n la unidn de Jus 0 mas resyduons Jde amivioac 1das
por aedia Je un enlzace peplidicu. Los Amttuacidoes San wmoléculas
supUillds forrasdat por uh S UG AMINO, U Cotbobni tus it grupw
funecional Ky un hidrdgeno Jlilbee, inzertados efc un carbono

alta.

H

Ha—T - Cua”

R

tas reacianes mas ilmportantes de los aminvacidos son la  formacidn
do - enieces peplidicos. que nvoluctran la eliminacion de una mol de
agua entre el arupo alfs amino del aminoicido y 1 grupo carboxilao
de un sequndo amingacido, para asi tormar dipétidos. polipétigos v
hasta prateinas. 5@ han PIropucstc val'ios métodos para clasificar o
los amino&cidos sobre laa base de su arupo 33 siendo el WAS
significativo el que se fundaments en la polarided dae  1la
mencionados grupos:

1.~ KR no polear 0 hidirdfilo (p.e.)

-cou”

i —

Alanina Halb-
CHm
2)e=— R . 86in carga (p.ea.)
VCiételﬁa Haid_ © - cao”

CHz-SH



3).= R con catga posilive p.e.)

H

Lisine Hsld — € ~ coa”

CH2 - (CiHa2s ~ldHe

3).— K cargada negativamente ( o pH 6.0 — 7.0 que €5 la zona del
PH inteacelular ). {(p.e.9 -
. H
AcidoAsparticu Hsii—C ~— cuo™
CHz-COO ™

También encontiranws aminQacidos aromalbicos debido a4 sus grupaos H.
por ejenplo btriplotanw, tirgsina, histidina y o fenitalaninay que

son iwportanktes de mencionarr denblroe de ' su clese debido o 1a
reaccidn Jdiferente gue presentan respecko e lus denks al llevarase
a cabo. la absorcid el el eespacura Uliraviclaela.

Lds Arupos carboxilo y amino de lus amloudcldus nmues arday todas rLas
PRACC1ONEs que we pueden uspet alr de eslas funclones, ast como el
comportanrento Avido Q basice, FOrmadion de sales.,
descarboil lacian, desaminacidan oxidativa, esteri1tficacion ¥
acilacidn.

Pebido al enlace peptidica se pueden ideniificar cualitabivamaente
¥y cuantitativanente 2 determinados aminoacidoss en  muchos - cados
estas reaciones de coloracidn pueden ser vsEcdas para poliréptidos
y- protefnas,

tor olkiro lado, tenemus quae las pratelnes que contienen  dnicamente
HINRACIUDSs d@ llaman proleinas Siamples y aguellass que gontienen
alros arupos som las protetnas Caompledas o Conjugadas.

Las profbainas presentan un gran nuaero Jde propledades comunes como



Ul elileri 501 tms ANtULe JC s kS
v

su wlecadu [S=E1 [N = TR V¥ Y I sus
estructuras polinericas de sgcuendlas detillisdaz
tridimensionales.

CONTOMNac 1unes

En Jo que re=mpecta a S Clas1t1Cac1dn, B inGun w15 LS resul te
sltamenla sSstistactori10. Entirre Jos mas Uliles para lous finus Ui
S22 persiguen sn faoste capliulu 2s el que se baga =N ta salubilided
de lo= protetinpa, Ld,89.50 %210

Albwm fies. ~ Solubles en eYlia - EL=F FRUYCTITCTEY medi ehiamEn e
Sallinas.,

Globulindas. - Estavsmmn b solubles @ aguae tBugrobuLlinas? .
Suiubles e suluciones trancamsnte salinas
(Seudob lobulinass .

Fralaninsgas.— Sulubles en Etanal al 7u-Bu pere  insolubles en
aga v mtong) abooiuta. Genetalaenle Hl1oas a@n
Arqiiiliie.

Historas. - Solubles en solucionds sSalinhas. Leheralwente rvicas
&n lisifia.

Glutelinas.~ 1lnsolubles en todos 105 solventuese mencilonados

pera solubles en acidos o bases.

Escleroprotelnas. - Insolubles en squa o en solucliones  Salinas .
Genaralmenle ridas =n qlicina. alanina y ptolina.

DETERMINACIUN DE AMLHCACIDOS

La dererminaci16n de aminoicidos  se  pusde tilavar & cabo  par
meitodolagias Espectrofometricas:

1. Reaccidn con Fenal.

2., Reaccidon can Himbidrina.

3. Resccidn con Sal de Cobre.

A. Microanalisis con Sal de Cobee.

1. REACCION CON FEMNOL.

FUNDAMESTO:
Euantifticar el caomnplejo colorido formado basicamente por los
aminoaAcidos tirosina ¥ btripbkofana con el reactivb tenol

{fostotuastico~-fosfonalbdico) . T41.52] .

VENIAJIAS:
- El complejo colorido alcanza su maximo uesarollo de color en S

min. -
DESVENTAJAS: . . .

—~ La reaccicn no es especifica paIra Cirosina y triptofano..
c— El fenal y sgentes reductorss reaccionan con el treactbivo ue



1200] pProdus nEedo 81 MISine Coior eTud Ge b O e
“ET colar voerta cuntorme bLronsoin e ey Lrgmnmpa, [ 1=13 1o LR las
lecturas deben realisarse o Ui Li=mpRo asierminado,

REALT IVUS:
- Heattlvd de renal: Fresqar Toou g de MNMazWOc . 2Haue U5 Q dre Ha2tio0Ue
SoHZWe e f00 nd. de aduam, B0omi de HabUe 21 Bl e v Lo ml. Jie HCY
conc.. se lievan o ut mebrez de 1.5-2.0 1. ¥ reflujec por 1 's.

Entriar v adicionusr 174 Q de 120« 22U, S k. e AQuie
desivniiads v tnas quitas de ogl= de Lrond. Lelentot Bl ebul l1cisdn
por 15 min.. Entriaar y dilotr o 1 1.,

Far« tilitarse esle ra2acvisag debe diluirse  previsasale  @an O
RASR VT de Mzl Jdesiont Ieda.

-~ a2 0n .8 .

= Mirasitnea Remeo FEal1Zer uns Juitve pairdn de .,

- e sd M9 mil.

HMETUDULUG L:
Mezciar 9 ml. de solucidn problema con 10 ml. de NazCos, 3 ml. de
reactivo diluido de fenol. Agitar constante.
+

<
Repo<ar por 9 min.
+

+
Realizar una curva estdndar de tirosina 0.02 — 0.24 mg. /S ml..
+

. +
Leer el espectrofotdmetro a 650 nm., calibrando con un blanco de
agua y reactivos.

‘.= REACCLION LOM WINHIDRIN#.

FURDAHIENTO?

La reaccién de ta Nichidrina con 1os aita aminoicidos proguce GOz,
NHE v un aldehnidos. bLa Ninhidrine ya reducidea, PeAace ) One carn el
amoiniaco liberada fermande an compieio calorido (atul}? que absurbe
a un Ao de lwig: sud de onda de 50 om. . LUsbe sefalalr  que tos
amihoscidos proliliae @ hidroriprolina dafl un SULOr amat 1110 Cun una
Maxime absorbancia = 440 nm. Ld 11 41,523

C=0 c=u
~Hz0 + R-GH-NHz-COOH - HCOOH + KCOH + ...
c=0 . c=0

neest+ MNH3 + COz
ONHa
C=0 C=0 c
HCOH + + 2ZiNHB C—N=C" . o
c=0 c=0 . C=0 B i T

-e e+ 2HZO



VENTAJAS:

—~ peterming cuentitativamente a amanracidos bpacza.

— Es util para la determinacién de péptidos.

~ El1 color &z estable por una hora.

- La sensibilidad v confiabilidad de este anidlisis es tal que Q.01
micromoles del aminoacido dan compleio colorido.

DESVENH1AJIAS:

- E£1 complejo colarido @s inestable, onidandase facilmente por la
luxz vy el aire, puede evitarse por la accion de mgqzntes
cundensantes y reductoreés, coemo £l clorure estanoso o cianuro de
potasio y 4cido ascdrhica.

-~ MUy sensible &« 105 cambios de pH.

- e obtiene compleio colorido con aminas primarias v el ion
amonio. £ste ultimo debe ser tonado €0 cuenta por aproiimacidn  an
el ajuste con el blanca.

~ lea talla de especiticidad pude ser una desventaia en el trabegso
con sistemas bioldaicus cohocidos.

REACTIVOS:

= Winhidrina rectristalizada. Peaesar 1000 g de wninhidrina v
disolver en 250 ml. de aqus caliente. La solucidn caliente se
decuolors con carbdn activado y se filtra. Almacenar el filtrado a

4=C por toda la noche. Lavar los crislales con 20 ml. de  agua
¥i-ia. Secar y almacenalr en trascos ambar.

— Solucitn de nintvideina . Disalver en 5S00 mi, de bufferr de
citrato. 0.80 g da SnCl.2H20 v 20 4 de ninbidrina previamente

digsuelta en S00 mililitros de wmetilcellosolve, Almacenar este
reactiva en ausencia de axigeno.

= Buffer de citrato 0.2 M. a pH 5.0, Disalvar 21 @ de Acido
citrico R.A. en 200 wl. de MaOH y diluir a S00 ml. .

— Metilcelilosolve. Volumenes iquales con agua.

- Solucidn estandar de amincacidos de 1.6-2.0 mh..

HMETODOLODGIA: .
Merclar 0.1 ml. de sol. problema con 0.1 mi. de ninhidrina, tapar -
el tubo con aluminic para evitar evaporacidn.

+
&

Calentar en bafio de agua hirviente por 20 min..
+

4
Adicionar 5 mi., de mezrcla de solventes Cagua—-propancl), mezclar
perfectamente.

+*
. .
Realizar una curva estidndar de leucina 0.1 ml. de 0.5-~2.0 mM. .
. . )
. L. M .
Leer en el espectrofotémetre a 570 nm.. Para prolina L:3

hidroxiprolina leer a 440 nm . Ajustar el aparato con un. blanco
. de reactivos, .



Z. REACCIDN COM SAL DE COBRRE.

FUNDAHMENTO:
Cuantiticer 21 cumple.n colorido tormada porr la interaccidn de la
sal clprrice con los aminoacidos ¥y pePtidas . L3371

VEHTAJAS:

— Las sales de cobre e lus aminoacidos son convsr L1dos « Soles de
alsfine PpPotta &liminar le wvariacidn en niveles dJde colaor de
concentraciones egutmulares de sales de cabre de atras
aminoicidos.

—~ No prasenta i1nterterencias con el amoni1d en solucidn .

DESVEN (#JAS:

= La Cisieina, fenhildalanina. metianina, ledcina vy ErapLotane por
sar parcialmente solubiles o bien insolubles @n 1oga recctiveos que
B2 RENC1Ghar &h, 300 convertidas a sdies mitbas con glicina v sales
de cubre.

~ Fresenta dasviecid con €l amnmacido histaidina,.

REACTIVOS:

= Solucién de CuClz.2Hz0. disoi-2r &8 g ¢, 1 Jde agua desionizada.

- Holucidn da fosteto de sudio. Llsolver &8.5 g  de NastUas . 12Hz0
ReFA., por litro de aqua desiond Jsua.

- Butfer du Lorate de =zadiu, Pl rizotl.ar Q.2 g de
NazBa?z R.A. anhidro en 4 1 o rillear l.:l solucidn . Disalver o <]
de Nall por cada 100 wl. de butfer. Ajustar el pH con NaOH.

= Solucidn de Cus{Filel2. Frepatracidn a 40 mi. de solucidn de
tostatou de sodio se affaden 20 ml. de guClz con agitacidn. ia
suspencidn sa centrifuga par % min.. bLavar el precipitado par dos
ocasiones. resuspendiendo en od nl. de buffer ¥ caniritugar., EL
precipitado lavado ez suspendido en 100 ml, s bBuffer. EL fosfato
de cobre de wr  Mmanino de gbsarvancilia despges de 4 2 dias do
almactenamienio, pero presents decremento desisues de 10 diass

= Alaning recristel izdada.

HETODOLOG ¢
Mezclar 9 ml. de solucidn problema con 9 mi. de suspensidn de
fostato cliprico. Agitar ocasionalmente por 9 min..

+
M .
Centrifugar por 5 min. y decantar cuidadosamente o} sobrenadante
arul oen 200 mg. de alantina.
+

+ .

Disolver perfectamente y leer en el espectrototdmetro a 6820 nm..
Preparar el blance requerido con % ml. de butfer, Y mit. de agua y
200 mg. de alanina.

’ +
+
Para blancos de hidrolizados protefcos prepararlc con % ml. de
buffer, 5 mL. de hidrolizado diluido. Centrifugar y decantar el
sobrenadante azul en 200 mg. de alanina.

+

.
Reallizar una curva estindar de S=40 mM. de alanina.

10



4. CHCROANALISIS CiM SAL LE CObke .
FUNDAMENTD :

El método esta basado €n la medici1on de la  sbsS
praduce ls 53! de cobre con 1o3s amnoacidos.l

A Y- ) MA L dra gues

d

VENTAJAS: .
o~ La g3l de cobre de cialelna, rentlalarmino. melionina, leuwcins 3
tripiotano son salubles en 1os reactilvos patra €1 andlizsls, 510 Aue
SeEda necesar 10 Lo furmacidn de la doblre sal Je  gliciie cong  se
lleve @ cabo en 2l méiddo anwliiico de Sal de Lobtre o ol Hme .

- ks Gik1l @n el estuvdiuv de andlisis de proleinas.

- NHo presents inlerterencias pol €l idin amonio @ 30lucidn

DESVENTAJNS:

~ Daba @icluirs® la presencias de Lobre e @l AGUH. MabeEtlel *
reaclivos,

= La absorcidn en el U.Y. de la uwnidn de laz
raelativamenle jnestable en prasencla Je  un
Clururg de sudio y cobrse o

de cobre es
de  Sales de

REAG ' 53

— Cullz -2HzO woub Hea LDilaolver H.%22 9 Ukl ra9aciive en 1 L de QLI
designizada, .

= Buffer de Lo =itu de sodio. pH %1 le Disel. e 4.5 g de
NazBeO7 anbidro. e 4 1 do aduas desionizada vy fillirar.

- Splucidn de HaCl. Disclver &.0 g en LOO ml. de  solucién  Je
botrato.

METODOLOGLA:
Mezclar 5 ml. de buffer, 5 ml. de solucidn problema con 1~10 ml.
de CuCl=z.

+
1
Aglitar y reposar por 10 min. a temperatura ambiente.
) <
+
Centrifugar por %5 min. y decantar con cuidado.
+

+
Realirar uma curva Estidndar de alanina Q.P. 90-500 micromoles
preparar el blanhco con 5 ml. de buffer y S ml. de solucidn
' problems. ..

+

T
Leer en sl espectotrofotdmetro a 230 nm.

[P




DETERMLIMALLIUM DE FROITELNAS.

1.~ Mélodos kepactrofolonetricus =n €1 WV, » Visible
{(tLirectos,.

1.1.— Estinaci1én de pirroteinas por absorcidn en el WV,

l.2.~= furbidimetrico.

2y~ Métodus Wuimicos tindirectos).
2, l.~Frueba de deteccidn cualitative.

S Espectrototanélricos en €1 vasible.

S.t.-Lauret.

e DWW, DedeiemHodt Freadisn Jde Lawty .
S.d.~uyve-pindiong (eshizgor .,

I.4

«=Métodos albetnes pers protetlanss lasoluobilas.

Estos MélLodous se  originan Je 2 Lalleca le Yrarn cantidad de
rezcciongs  colaridas  aue  pepresenlen 13z Pro®teines o 1o
amincacidos vy que puedelr s3er bt cadas Bara deteroiner la

Presendcia de enlaces pwpPrbtidicos o de smnoicidos especificos.

1.— FEITODUS ESFECIFOFDIUME RIS EMN Bl ULV, v VI1ISIBLE (DIRECTOSY .
1.1.-EST1TIHRCIUN P FRUTEIAS FOR ADSuRCIODH Er BEL WY, .
FUNDAMENIUS:

Las proteinsas an solucidn absoroen en la reqidn ultraviolebs
C1E0-38L Nt v vidndoese involuctrados Leos enlacas pepliidicos qgue

absarben s 200 nm. ¥y los anineadidos Lirosina, triptotano vy femil
dlaning que absorben ¢ 250 — 2680 ..

YENtASAS:

— Especifico para aninacidos witou=inas riplutano y fenrlalanina.
= Mo presenla interferancia pat'a Sales o digolventes que se  dsan
2n 21 freccionamento de protelnas.

DESVER I AJASe B
= Fresentan interserencia por scidos nuocl=lcos qua absorban a 280
Nin. .
METODOLOST At
Solubilizar la proteina en solventes adecuados C© en buffers, a una
concentracidn conocida. Solubilizar ia muestra y =i es necesario
precipitar a 1a proteina =i ex insoluble.
+
+
Ajustar el Espectrofotldmetro con el solvente utilizado o el buf!‘er
requerido a 60 y 280 nm.
+

o " .
Realizar cdlculos de concentracidén de protefnas.

1z



ChlULuos
my./ml,= F &« Id * D.O. €280 nm.>

d = didmetro de la celda Cem.),
F w relacidn del coeficiente de extincidnyXde proteina.

F - 2.303 .0 o % prcteina/’oo
ol misiw F opuede enconbirese por wedis de la relagidn da ebsorcién
seh o 2an,
1. TURBLDLMET TR LT,
FUNDAMEtO:
Se ubilizan bres diterentes react) Vo3 Jue precipitan & la protetna

@r bBales concantradiunes, cu«dntificindose aspeclirofolonéiricamnenites

Chal.

YEM A A
= Métodos rapidos.

= Sensibilided (0.5 ~1.3 ma.rmlar.

- Los reactivas ferrocianuio, Acido sueliva >

Acido

sultosalicllico san mas estables que el Acido triclorgacetiga

rea) .
— En 10 min. desarroalla ¢l cunpleiw colorido.

DESVENTAJAS:

— No hay diferencia entre protetnss Yy componentes insolubles

Acidos.
= Froducen di+erantes niveles de calor con diferentes protetnas.

= La turbidez con (CA @5 menos estable en conpatracidn con los  dos

reactivos anater iores.

FEACTIVOS:

~ Sglucidn mueslbra (05 ~ 1.5 mgermlelt s
- TCAR 2l 1,23 %,

—- Ferrocianurg de polasio ol G, 75 W,

- Acido sultosalicilico al 2.5 %W,

METODOLOG LA

Mezclar 1 ml. de solucidn problema con 4 mil. de: TCA
ferroctanuro de potasio con una gotla de dcido acético glacial, o 4
ml. de dcido sulfosallicilico, haciendo una mezcla total de 5 ml..

+
+
Reposar 10 min.
+
+
Roalizar una curva est'!'ndar de una praoteina precipitartda y seca de
0.5 - 1.5 mg.ml..
+

+
Leer en el especirofotdmetro a 800 nm.. Ajustar con un blanco de
reactivos,. - .



2. MET0oLOS wulnicas INDIREL DS, -
Pl PRUERS Lk DETECCION CUALITAT IV,
2.1.1 FRUEEBA DE DETECCION CON REACTIVO LE MILLOUN.

FLUNDAMER D2

Es una rescCion que se lleva a cabo por la 1nterasaccloen entre les
proteina v &1 mercurio (coma nitrato de metrcurio en Acido nitrico
conc.? Fformando ast un nilro-derivado colorido £l la protefina
contiaiie el grupgo hidroxifenii 413

VEMIAdnS:
- Delececion cualrlaliva v aprdey indicando L Presenca e

Lreosina,

BESYVENIAJAS:

= HNo 23 une 1reaccidn cuslitative.

= la pregencia de sQIUCIONES amlinas O Jla Gri0g Yue conntenyga 1unes
cloruru, Precipfian al mE e Cur g L 13 Lendo la tormac tén del
nitroder i cadu.

~— Eala resccidn No s lieva « Cabou en me@dio alcalino.

- Fresenta inb=tferencias (227 o8 la Hlezetilldg de reactivos que
conbienen al grupo ivtdroxifenil: Fenul. salicilaldehido. catecol y
whrus Hudraxfent ]l derivegos, por o gue ae coimclove  que  daba
FealGidie ¢35 especitica para e@ste grupo.

- HNo es especitica para litrosina.

KEAC ] 1V0s:
= HNO3 concerntrado.
- HMercurio metalico.

METODOLOGIAs
Preparar wmma solucidn proteinica ¥y hacerla reaccionar con Mg.
metalico y HNOa3.

+

+
Agitar cuidadosamente y la formacidn de un color rojo ladrillo nos
indica 1a presencia de tirosina.

R.1.2 REACCION XANIOFRUOTETCS,
FUNDAMENTO:

Formacion de un nitro derivado de l« proteina por  la accién. desl
acido nitrico y @) qrupo fenilo presanke en l1os aminoidcidos.C41.Ad

VERIAIAS:
~Deteccidn cualitative rapida.
—Se detectan aminoicidos como Lirosina y triptofanc.

LVESVENTARJAS:

o es cuantlitativa.

-Na es especitica para tirgsina y triptofano , ve gue también se
detecten diyodotivosina vy tirasina. asl coma compuestos  que
contienen el grupo fenilo.

24



METODDL GG A
Preparar una solucidn protelnica y hacerla reacionar con HHOz
TONC.
+
1
Agltar culdadosamente y calentar lentamente. La  formacidn de un

color amarille intenso indica nitracidn de residuas de aminoidcidos
aromittcos.

Zaelo-k DEVECUCIUN CURLEVATLIVA COU ACLED SULFURICU.

FUNDAMEN MO

Lebeccidan de proleines oo anluacidn (41N el dezettallio Jde  ane
teaccidn calorida que nvolucrs al aminnac1do tiptafano  por
contenarr al qQrupa indol.Léa)

VENTAIAS
- Dateccidn cualllativae rapida.

~ Entre lus anlnuscidos esta reaccidh colortda ez espacti fica Potao
triptutana.

- Egta pruebia purde serr ulilizeda petra proteinas séalidas Q [=T0Y
s0lucidn .

DESVENTAIAS:
- Campuestos gue canbangan al  aruwpu pndol dardn Lampieén woie

Prueha.
- No es cuanbibativa.

METODOLOG LA

Preparar una solucion proteinica y hacerla reaccionar con H:SO4
conc. ¥y formaldehido.

+
+
Agitar cuidadosamente la presencia de un color violeta indica La
presencia de triptofano.
Se ESFECTUFDIOMEVRICOS El KL VISIBLE.
3.1 BIURET.
FUNDAMENIO 2
G base en la c¢vantificacidn de wvnlaces pepilidicos y su interacidén

cun la 54l cdprica #armf‘andu uh complejo colorido, w) cual tiene un
. méiny de abzorcidn de B4 - Bou am. LSl

[n) o
! I
tl.=1~xt||-|jm HH=C
\Na+ Yz HN yu hllH
' |
C=NﬁHUH . HII f!.
- -
Q



VERTHIAS:
= Dz complelns coloridos especificos de acoarda - 1w auzlanura.

POFr waemp o it « Rrokelnas e Opligie: un color aoulelas Proalensas

Yy Repiunas den un color 1rosa; los pepbidos don o colar debilmeobe
i2 vy Je q2lzltne un tano liqepremanty =lul.

= Fresaents vwnos desviavidn  gue los  méiodos Folin-Uiogaliteu.

Absorcisn en el U.VY. v el Turbidiasebro. fidemas los reactlvos son
PEULL Ll Tedos.

DESVENTRJIAS:

- Este meéeLodo presenia 1azs sigliwhles ftet Fer el iass

Las salgs do andillo reacciufiiat con =X ri2ecby.o it condo la
Interaccion Jde lus eniaces pep tidicos de la pirobelno COHy el 3 &
cabia.

- La presgncia de 4SGts 1atme el Plg (UM z 0 st vl F e e ey lea
(R TS TT

- El Féphkidn glict)=gliciba (WO 1 &aCiuns Q00 @l r@Eacbivo e Riural.
=~ El Buffenr friu inter il e peencclunsnde can el rexctivo. El
qlicerol diutartier e 50 =1 deseri 2l io de lo rdauwidin.

REACT 1VIS:

- Reacti.o de Eureit.- Disolver 1.3 g de CuSU0a.0Hzu . &.0  «a de
Larkrgato Jde  sodi1o wen 9 mi. de  Hzl. HPiadar con aqitacion
consbante S0 nl. e HaOR 1) 50 libre de carbonstes.s triluwr a 11y
almacensr gt Y2500 Anber .

La adicidn de KI al ©.1 % previene ls reduccidn del reaclbive v na
tiane  efectus sobre 21 coulor dessrrollada.

DegCat-Lar el rexclivo de RBiuret si weste presanta un  precipliado
verdse o negra.

FIETUDOLOG I A
Concentracidn de la =solucidn problema 1-10mg. de proteinasmi. de
solucidn.
+
+
Tomar 1 ml. de solucidn problema y mezclar con 4 ml. de reactivo
de Biuret.
+

§ +
Reposar 30 min. a temperatura ambiente.
+

+
Leer en ] espectrofotdmetro a S540-560 nm.
+

T .
"Realizar una curva estandar de 1-10 mg. de proteinarmi. de
. . solucidn.

3.2 LU‘NFZV (FULIN=CLUCAL IEW (L300, 4112

FUMLAMEN T O3

Luanti+icacidn de protelnas a paertier ags d reacciones;

a) -—Reaccidn de Biuret linteraccidn de proveinss con el reactkivo
cuprico en medio alcalinoes. N .

b) . ~Kaduccidn del reactivo tosfomolibdico-fostotungstiico puar
tirosine y tripltotano presentes en la praotefna-coiure {donador ae -

1



R TR TN

RIS b
— 1as seusible que lo reaccion Jde ninhiadi e,

- ks U a4 Ho o veces mds sengible que e reaucidn de
u.

- Es lUL vaces wis suensible due la ceaccian del méoods de Bruesk,
- e iCable Lanlo iy produclinsg Lwlos cone proteines on solucidéa.

PIYEYSTRES N - TR R

PDESYEMIA 1f5:

El lor desartoulleda Nno &=  esblescbonenle
ratidn en diirerentes praceinas .
- E! votuor de la proleina conlints descrol )dndase contorme
Ttrenscurre el Liempo.

~ Es menos conslanble an o) desatrotla ded
raspecto -l wméhodo de Hiue ok,
= Fresdails las sx_-;uxenLegl e terantlasxs
Los 1ones ¥, FOe v (894 a L ankio conCenbr aniongs Hes VO s o
tarmeh (1 PEeCcip) tado que  pusde  sepacarsa por canitritugacion
despaes Jdel desartollo del celur,.

Algunas bases ni lroganadas deben eliminarse va gue
el Peactivo de Foalin-Cicaslitetu aumeitbondo iaste un S ta
absorcion.
El (NHe?2SU0a chraminuye hmala wun u, de lw absOrbarncia.
S pueden aptraiimat dlas interterenclad can blangos que Ccanleryyat o

frrraor s ohel a la

Coloe ke tifansidad  con

rRacCIOnan con

@sbos rreaclivos.
— N prazenta 1nterferantia poat = las siguientss su
Urea, guanidina, soultata de sodiu, 1CA, é@ter v

tanci1as:
Fhos o

REACT IVOS:

- Reaclivo Ao~ NazCly al 2L en MNaOH 0.1 N, .

~ Reattivo B.- LCuSoe.UHzU0 al 0.5% en Lartato doble de sodia v

potasio «1 1.

- Reattivo L.~ Solucion de cobre alcalina. Mezcidar 50 ml. de A con

I ml. de B, descartarlo despues de &4 hrs,.

~ Reactivo v.-llexcler 50 ml. de NazCOzal 2% con & ml. de k.

Dascartarlo despaes de 24 hrs. .

- Reacttivpo E.= Reaclivo de #olin diluido, €itulado con NaGH 1 N y

fenolfitalelna.

~ Reactivo de Folin-Gigcalteu: ohbbtenidu comercialmente o prepalado

como se indicas .

Reflujar por 10 hrs. 100 g de tungstato de sodio (NazWoOas-2Hz0D,

25 g de molibdato de smodioc (NazMoOs .2H:0», 100 mi. de Hz0, 50
ml. do Acido foxfdriecr 85X ¥y 100 ml. de HCl canc..

4

Afiadir 150 g de Li250+4, S0 ml. cii'e HzO y unas gotas de agua de

br-omo (de tma solucidn saturada de bromuro, tomar 2-3 ml. ¥

i1levarlos a un frasco Ambar que contenga 100 ml. der agua
desjionozada y fria>. 1C!

+

+ -
Hervir la mezcla 15 min. sin reflujar para remover el exceso de
bromo.

+

+
Entr;ar ¥y almacenar en frasco Ambar.

17



PIE N ODANLIG [ ee FRBA in DETERD A IO DE A0 LU
Preparar la solucidn muestras para mm rango de 5-100 microgramos de
proteinar-mt.

+

+
Tamar 0.2 mi. de la solucidn problema y mezclar con 3 ml. de
solucidn € y reposar a tempsratura ambiente por 10 mio. .

4

+
del reactivo E, mazclar y reposar a termperatura

ambiente por 3 min..
+

Ardicianar O. 2% ml,

+
Leser en at espectrarctémtro a 750 nm.
+
3 »
la proteina adecuvada de 0-100

Curva estdndar de albimina o de
m erogramossmt .

5. HMOLLF AL TGN DB LUOWR Y.,

FONLDEArEN 1 U

El wismu que @] de Lowry., Se presfenis atelel acid, de 1l reaccion
Por vsluntantento.

VEMI FJhS3 .

— Es GEil para w ranye de conueatvecidn mayor Jde protelnag 4o -
2OV sy mlata

~ El color se desartrulis de 1

Lowry .
~ Las vya mehCldNadas de LowWiv.

- L ming. . EF 4o Lienpo que

DESVEN I (SaE:
= Las mencianadasz der Lowey,

REACTIVUS:
Tomar 3 wi. del reactivo U { el
Na2zC0s «l 1t W & HeDH 0.5 H v una Farie de rasctivo

misme de Llowry Y. 12 partes de

H.

FIEFODOL DG A

Mezclar 1 ml. y 3 mnml. de

de sol. problema, | mil. de reactivo C
Folin-Clocalteu diluldae i,

3
+
Calentar a S07¢ por 1 ~ 10 min. en baHa de agua.

+
+

Enfriar a temperatura ambiente y leesr o#n el espectrofotdmetro a

BA0 =~ TS50 nm. .

+

+
Preparar un blanco con 1 mt. de agua desiontizada, 1 mi. el
reactivyo € ¥y 3 ml. de Fplin-Clocalteu. Ajustar a S$40 o 750 nm. .



Su3 DBrE-BErilulrbs CIERNIGO. .

FLiDMENIO:
Leavg o 81 CamblO goe 2uir e el Coomafie Bey i and Blies G-

CUBER L= 250 Jde S 1Omms leuso en oaedio acidae s o L. HEL § il v
Hatitds 27 & e futma eowl besllanlae.s Jdebido = e umidn con =
prateins en cueslidn,. Ests wiarde colorida se cusabitide e
waximo de sbsorcidn de def - BPh g I8, F 10,92, 48 )

VEHTASMS:

- Frecisn.

- Rapido ¢y reproduciible.

- El conplejo colurido aicanza su n&iimo de desxroilo de  caolue
wn W omine y estwmble par 1 horoa.

— Es 4 veces mas estable que el wetodo de Lowery,

- 5 ajusta & rMicroan&lisiz.

- Puesde set a1l Pt e semlcuantlricar 2AMINQAC 1 oS liveas 3
residuogs solubles de protelnoes.

DESVEM I A4S

- L PUORLUPC 1S, dul qAruEo i NG At 1A TUCAS1ON Linei k& Prarg
algunas proteiaas, par 1o QqQue se debe tomar 2] (SRR R A al
reallzar la CLItY esitandear e protelna, [ deciir., Qque 1
canbidead Uesarrol leda de Ccolor varfia de una proiteina a alra o
la proporcidsy de sus qrupos «amino.

~ No habra desarrollio de color si el colarante  CBLE-GL2OW  nu &e
encuenira en su forma ledc0.s ya Gue &l cambio de coloce Raecy
ser prangraenenbe un= funcion de la CONCENErac 1On de iones H.
esto =2 lugre con la adicién de FCA al % % o HOL L 4 o HzSUe 2
N.

- Se gbserva une dizminuclidn del coefivienle de exlbincidn cuondo
WHal F2acbivos con waAs de dog samenas 38 slmaeSianiento.

- Praseiuls interferenCiaz L Carbobideatos, log Quer a0
cornven1ente eliminar .




HETORULOGI M

Pesar 100 mg.
957, Adicionar 100 ml.

de CPR-GE50 y disolverlos en 30 ml, de etanol al
del Zcide fosfdrico al B85 X.
+

+
Diluir a 1 11., siwndeo la concentracidn final de 0,0f X Cwrsvl dol

CHR-G250. 4.7 X para etancl y 8.5 X para 3dcldo fosfdrico.
>
+
Preparar un buffer por medio de 1a mezcla proveniente de una

sciuclidn salina CNaCl 0.1 M) y la solucidn del colarante CBE~G2S0
en una proporcidn de 1:1.

+
+
Dizolwer ta mmzcla problema -n al but fer anteriormente
mencionado.
3

’ s
Merclar en tuboxs de ensayo 0.1 mi. de Lta solucidn problema y 9 mi.
del reactive Arul Coomasste,
: :

+
Reposar por 2 min, FPreparac un blanco con 0.1 wi. de buffer ¥y B
mi. del rectivo Azul Coomascio.
-

4
Calibrar =l espectrofotdmetro a S99 am. con el blanco y leer los

problemas.
&

cualquier proteina en una

+
Cuantificar en una curva estdndar de
disueltox en el buf fer

concentracidn de 10~100 mg.~0.1 ml.,
=alino.

S.d4 HEODUS ALTERMODS FPARA FROTELINAS HHSOLUBLES.

EUNDSMEN 02
da basan en
cuantlivicacidn da ellas poit

Pup bEdico v @1 cRaviiv0 Cipring
complejo fosfumolibdico~fosfatugstico. Lal

Lla sviubilided de prateinaes en medios Alcalis v le
medio de le  emaceisn del @) ace
iFolin-Cioclialew « reducinedo al

HETUDOLUOGIA:

Al
Generalmente ex GLil para proteinas que han sido precipltadac con

TCA o dcido percldrico.
< .
. . .
Disolver ol precipitado en NaOH 1. N Gtilizande el minimo - de
- volumen que Sea posible.
.
. + L
Agitar hasla dixolver, =1 fuera rnecesario calentar
un bafio de agwa por 30 min.
‘-

lentamente eon



<+
ml e La snl. disuefta y adicionar

Llevar a un tuabo d= ensaye 0.1
de

t mt de snl, de carbonatao—cnbhre €50 ml de Na2€0Or al 2 %X, 1 ml,
Cuus0q - SH20 al 5 X en NaK-Cu4Hala al 1 X9,

+

+
Agitar y repasar por 10 min.
+
1
Adicionar af reactivo de Folin CNa2Wols.&2H20, NazMoOs . 2H20 en
HaPO4), tomando exactamonte O. 3 ml.
+
i
Realizar una curva estindar tratando a la protefna de igual manera
que A la muestra en un intervalo de S-100 mg-/mb.
+

+
Ajustar =1l espectroiotdmetro a 750 nm ceon un blance de reactivos

leer La solucidn problema.

B:
Para protei{nas precipitadas con TCA & PCA disolver en dlcall 1 N

a temperatura ambiente hasta pnr 30 min.

+
s
Abadir 1 ml. de reactiva D ver el met.ado de Lowry>
Folin—tiloclatey y repasar 10 min
4

+
Merclar con 0.1 ml. del reactivo E (ver L-F=C), repoasar por 30
min, a temperatura ambiente.

<+

+
Leer en el espectrofotdmetro ajustande con un blanco de reactivos.
Pealizar una curva estidndar con la proteina igualmenete tratada de
0-100 mgr.ml..

C: .

Para precipitados dificiiec de disolver, calentar con dlcall 1 N

por 10 min. Tratando igualmente al blanca y la proteina utilizadas
para la curva estindar re 0-100 mgr.-mi..



O bERPLEIAL Ledd DE T RUGENY trial,
HETODLU LE K Jkl Dt .

FUBLyNER e

Latarainacidn de o trsaeno bto 1, 0rqani1co (ol irdg2ny «nt o, amnidu
Yy anmaudcidos) v ng proulelco o ML O 1Frganieol eor  1a
OxI1dacidn de protetnss ¥y materis orgqanlca con HzsUs, F1landose en
nitrégeno con sulrebo de anonio. B [~X ¥ se Cuani L fice P E1
desprandaimiento @i formo de amaniaco ol reascciotidar ol wna base
tuerte. L1 @2, 24,00, 4ol

STRTTRN

VERTAJA
- Métudo comun de comparacidn v oficial del ADAC,

- Letermina tadeo el contenida de n1lrdgeno  en Une mues i o
alimenticiu.

- El ALtroaenc oo protelco ruede anal zarsedespues de
precipitar la proteftna von TCA,

DESVENIAJAB:

- Fuede haber pérdides de natroaeno.

- El contenido de niirdgeno puede vatriadrr con la proteinas.

— Fragenia toclores que sfeclan - la e L@ el 10y n1 no S0
controledas:

Efevto de le temparaivie durente Ie digestion,.~ La  recuperacidn
cuanbitaliva de matrdgeno depenue de ta Lampet atinya, siendo Taa
Sptima SOGTC,

Iintluencie del catalizedor.-- Debe se- @ricsx en lo descompomicidn
del materi1al, el &izido de wma U 1o CsUss menos peérdidaes que los=
treasctivos Jde gelenio y coln e, Hecientemente se encontrd  gue el
titanio puede susliluir al de marcw io. &1 cusl no es es
ue mesor cosbo.

Causas de pérdidas en la digestidn.- Luando una muastre Liens  una
baja concentrac16n de f1trogena, Qi erides countidades der
carbohidraetoa. gt =ses » otras sustanciless dificuwllan la digestién.
Ademas s5i @) alcall ng e suticienie pdatra libereor fodo el amoniaco
habra rérdidas de nitrdgena.

~ Fresenta factares que ateclarn 3 la delerminacidn aenerals:

Lantidad ae acido v de MUEstra.tociilded Jde descomposiciodn.
velaocidad de calentamienlio, tivmpo dea damest 1460 ' tiemro de
aclotamiento.

RERCTIIVOS:

~ H280e 23-28 % libere da nitrdgena.

— K2504 & HaS04 antddro libre ce nibedgeno R.A..

“ HallH. 450 a disuel tos en H20 desionitades diluidas a 1 d=1.36.
= Zinec an palve vy =zinc granular.

=~ Roju de nellilo 1 g en 200 ml. de alcohuol.

~ HCL ¢.3 N & 0.1 . -

T NaDH 0.1 H.

=~ Hal o Ha metalico.

2z




Ll UL L

Pesar 0.7 - 2.2 g de muestra molida malia num 20 vy seca,
llevarios a un matraz Kjeldahl de S00-800 ml.

+

& 'y
Adicionar 0.7 g de HgO 6 0.685 g de Hg metilico, 1% g de
Kz2504 ¥y 25 mi. de HzS0ld. Si se@ tiene wuna cantidad wmayor de
2.2 g de muestra adicional, 10 ml. mas de Hz504 por <ada g de

mAs.

+

. .
Adicionar 259 ml. de sol. de tioxulfato y merzclar para precipitar

el mercurio. 60O g dr MazSz03 .5HzO0 en 1 L de agua.
+

+

Agregar zinec gramlar para evitar proyecciones dentro del malraz,

adicionar lentamente y con Cuidadc: NaOH d=1. 36, estratificando
Lesto =e logra con =15 C de 1a sosa 1:1D.

+

+

Conectar al digestor inmediatamente, agitar el matraz y destilar

aproeximadamente 200 mi., recibiéndose en S00 ml. de  HC1L 0.1 N
valorado, conteniendo 4-7 gotas de fenclftalelna.

+
+
Titular el exceso de HCl con una solucidn valorada o estiandar de
NaOH Q.1 N.
CALLULDS:
XN = C{ml. del std. HCl s N HCL - mi. del <td. NaOH = N NaCHD = 1.4007
g de muestra.

METODAO DE MICRORJELDHAL,

FUriDAMENTO:

Casntificar el contenido btotal de Hitrdueno en upng muestra la cual

conbiene Uty poreanlae peguaefic Jde  protelna,por wadio dsa la
ori idn de protelnes y adbe ia Orginica con 12804, +itlando al
nikerSqeno como sul fabto de amonios &l que e libarada 2n med 1o

alcaling, destilado y después cuantificado volumdtricamence, £13

REACT IVOS:

-~ HzE504 conceuntirado.

= Unido de mercurio R.A..

— Bultato de PoOlasio R.d..

= Indicador @3 Prepararlo con
10¢ ml, con alcohal etiiico.
= Indicadar B: Frepararlo con 33 wa. de verde de
‘ma. de roio de matile atarando a
= MauH 1:1.

= HC1 0,91 K.

100 ma. de fenpltilaleina otoredo 2

bromueregsul v oo
100 ml. con alcolwol etilicao.

23



- oAeldo Boraeo con indioador @n o dow B
Pasar S g de dcido bdrico y colacarlos en un matrarzr aforado de
11

<

i
Adicionar agua desionizada hasta disolver y agregar 39 miL. del
Indicador A y 10 ml, del indicador H.

+

+
Ajustar el color a un tono rejize con dcide v base segdn =se
requiera, aforar a 1 I

P TOLLIL G L Gy
40> y seca, =]

Pesar SH0-100 mg. de mueslra molida Cmatla de num.
introduciria cuidadosamente a un matraz microk jeidahl.
+
4
Adicionar 1 g. de sulfateo de polasio, 40 my. de oxido de mercurioc
¥y 3 mt. de HzS02 conc., para evitar proyecciones es recomendable
poner wnas perlas de vidrio.

+

+
Llevar a cabo al mismo tiénmpa un blance do reaclivas.
*

calentar haxta la total

+
Cotovar los matraces en el digestor Y
solucidn  estd

dextruccidn de la materia orgAnica ¥y gue la
completamente clara.

+

4+
Entriar ¥y disotlver el residuc en la menor cantidad de agua
destanizada posible (%-10 ml.2.
L
. +
Pazar =l aparato de destilacidn enjuagando el matraz dos veces co)

1a minima cantidad de agua y afiadlr las lavados al aparata de
destilacidn.

+

+
Colocar un vaszo de precipotados en la salida dal condensador del
destilador con SO ml. de dcido bdrico.

+
4
Afiadir 20 mi. de NaoH tx1 par la copa de adicidn del
cutdadosamensie se abre la llave de adiccidn para

microdestilador,
. libverar el amoniaco de ita mezcla de reaccidn.

+
. &
Continuar La destilacidn hasta obtener S0 ml., del destilado, por

Yitimo retirar el vaso del dispositivo y abrir la llave de succidn
" para sacar el residus de La mezcla de reaccidn.

+

L +
Pasar el contenido del vaso a un matrar erlenmeyer y titular con
HCI 0.01 N hasta un punto fipal

mma solucidn  valorada de
roja-{resa.

£ 29



Cet CULOS:
XN = [Cml. de HC1 en €l problema ~ ml. de HCL en »i blanco? -
H HCL x 0.14 = 10017 g de muestra.

% de protefnas = %N # 6.25.

HILRDILIS LS DE FROTELUAS

Lus enjidces  peplidicos [=Y3) WidrallZen LAY ) tzcy laded P
Coalantanlentio, vae Hezs a0 Un ACIdO O Uil Dose. Bl cdlen
lo= pulipéplidus cou exceso de HCL o M. @hhre L= 2o dutante
T=2A4 e iy buo wErrsAdo Cconstlivuye 3] procedimiento MAS
fracunle parae Jlizvosr = Caboa 1a idrotisae cumme Ll baa En estas
cuondiciones se Pproduc la fevemliaridn Je 1o ~niuodci1das. Pero nw
FOdos los aminnNAcidus pusden recupsrorse despuéds de une hiadrélisis
adcidai el Lriptotenu goneralmente ne uQstrave par #ste Lratamiento
1o que provace Lanbiidn 1a pdrdida de cierbs cantidad de serina vy
treonina.

lanbi@n l1as grupos amida de la «SPar agina 4, la glukamina sUurren
hidrélisics completas transtornindose en Acrdos ¥ 10028 amonio
libras., @l tieanpo es de mavor cuidosda ya que 2 ha observado que a
mayor tiempo de calentamiento mavar Jestruccron de los
aminoacicos.

Los poligégptidos pueden hiderolizarse Gombien PO ebullici1dn can
disoluciones de NalH, pero e3ta Nidrdéliistg provoca la destiruce idn
de la cistina. cisheina B S5 1na v Lreonhinas junta  can 1a
racemizacidn de todos loz aminoacidos. Le Dirdrdlisiz alcalina  se
ubiliza normalinente, solo para la valorccidn por separado  del
tripfiatano, thestiable 4rente @ lus Acidos, pero estable en
Alealiasat

HIDKUL1ISLS AUCIDA.

FUNDARETO:

s Fragmentecidn de la proteina por medio &cido v calenbamientco.

loRrando la hidrdlists de 1os enleces poligeplidic

VENLAIASE
- Ysade camunmente pars lo daterminscidn e la mavoris der ios
aminobcidos.

DESVENTAIAS:
- Desbruye couwplelbamenie al tripltofano.

REACTIVOS:

- H2504 B8 W o HCl & M.

- Ba(QHY 2z s6&lido.

- liuestrs problema  desengrasaca
contiene un porcentas)e mavor al 3 .

NEaman. i 1a MASEL I E

=)



PE ULt

Pesar 0.5 g de proteina o muestra desengrasada malla muem. 40y
mezelar con 5.0 ml. de Hz2S504 8 N o HC1 8 N,
+

+
Tapar perfectamente 2t tubo o el matraz.
+
4 . z
Calentar en autaclave por 235 hrs. a 15 lh./inch.
+

de prestdn.

+
JEnfriar a temperatura ambiente, Neutralizar con BACOH)z y calentar
ligeramente. Utilizar Lira pH..

+
+
Obtener el precipitado por filtracidn en caliente © centrifugar
por S5 min.
-

+
Lavar con dos porcionaes de agua bhirviente descartando al
precipttado aforar a un volumen de 25 ml..

+

El precipitado se utiliza para an;LisLs posteriores o se

almacena
a Lemperatura da refrigeracidn.

HIDRDLLISLS Allal [idn

HLNDAMEN L O
Fragmentacion de la probeios en medio alealing par caompiniento  de
glaces pepildicas. sin la Jestoucclon del aminoacida tripborana.
En Lo acbualidad Ssta hidrdlisis he quedado clasificada para le
cuantificawidn Jet hriplofane v la Lirosina.li, o 53)

VEHFAIAS:

~ CugribiFicar Lyiplufalia ve gls
wedira slesinna.

~  fare  ovblaner bueaes resultados en analisis de smugstiras
alimuniicias se recomienda utilizer hidedrido de litro LIiOH.

NO 5@ the3hruye PO Se eslable  en

DESVENTAJAS:
Frouvaca la destruccidin’ de los aminpacidos cistinas  cisteloa.
serina y treanitias
REACTIVUIS:

~ Ba{OH) 2-8Hz0,

- H280e 16 4. . _
= Prapatacion da la muesiira. besdogiasar sl contiens wts del 3 0%
de grasas y btamizar por walle del aum. §0.



FIE (OUOLUG LA

Pe<ar 0.9 g de proteina o muestra alimenticia, mezclar con 10

ml. de agua hirviente. Agregar 6.3 g de BaCOM)2 o su equivalente
en L1OH.

<
4
Fapar el tubo o matraz perfectamente y calentar hasta disolucidn
completa.
+

+
Calentar en avtoclave por 5 hrs. a 15 Lb. /inch.z de presidn,
+
*
Enfriar y afadir 2.9 ml. de HzS0O¢ 16 N lentamente y con agitacidn
hasta obtener la neutralidad, utilizar tira pH.
+
+
Filltrar y tavar con dos porcicnes de 5 mi. de agua hirviente.

Llevar e} filtirado 'a wn aforo de 25 mL. Yy almacenar en
refigeracidn para andlisis posteriores.




DISCUSION FAKA AMINOACIDOS ¥ PROTEINAS

Generalmenie, el alimento o muesira a4 analizar se sSomete a4  un
prelratamiento =i asi lo reguiere antes de llevarse & caba el
analisis, For ejemplao, es recomendable que la muestira Lenga un
bajo cuntenido de huwmedad. tamdWo pequetio  de particula ¥
depandiendo de la cantidad de  grasa, que la muastra s@a
desgrasada.

Fara =21 snpalisis de aminoacidos ¥y proteftnas.s la muestra a prasion
reducido parta evitar el deteriora de aguellos que E=1=1¢]
termolabiles, El alimento o muestra se someterd a una aoclienda
(malle del 407 s1 asi se requiere y la exlbraccidn de lo qrasa se
reconienda hacerla con el solvente adecuado, sin valenteniento vy
evaporacidn en la muestra a presidn reducida.

Fara ta cuantificacidn de lea nues tra por las mé&todos
espectrofotondtricos ravisadds. &s recoadendable que la muesira se
encuerltre en forma homogdnea. de tal +torma Sue la solubilidad sea
adecuada en solucioneg acuosds, 3alinas o buffars. De encontrarse
an formas o homogdnea, emulsionada, (en tejidos por ejemnpla) el
procedimento serfa precipitar a la proteina W disoliverla
postieriormnente para le cuantificacién espectrototomébirica.

Si se requiere de ung cuentiticacidn na tan especi fica cang son
lus meétodos espectrototomnélricos. el alimenlo se aneliza entonces
por la lécnica de Kjeldhal, ya que cuantifica el contenido de
Nitrdgeno total en el alimento. Fara esto se recomienda tomar en
cuenta el origen de la mueatre, si es de bajo contenido proteico o
rico en proteinas. en =l primer caso es recamendohle llevar a cabo

ieldhal en canbio el wmicrokjiendhal es  muy atil en la
Nacidn de nitedygent total en «limentos & wueslras con  alto
nida de  ésie. ya que  pequeflas  cantidades (Z0-50 mg de
~a) son suficientes pare la determinacidn.

Por lo que respecta a las metodologtas revisadas, en general, los
métodos turbidinéiricos =on rapidos vy .eticientes cuando se
requiere de una identificacidn previa a la cuantificacion, o la
caractericacidn del aminoidcido o de la proteina. Estos métodos son
poca e ctos ¥ sensibles al compatarse con los métodos
espectrototométiricos, de los cuales se hace un  breve analisis,
tomando en cuenta su sensibilidad, exactitud y especificidad.

PARA AMINUACIDOS:
Se revisaron los métodos de reaccidn con  fenol, con ninhidrina,
gal de cobre y microanilisis de sal de cobre.

Al referirse a la minima sensibilidad en el  an&lisis, <) método
mas recomendable es el de ninhidrina, que propurclofia un tanga de
&L.85=-26 micragrames de leucina, O.4 ml.de solucién. Los métodos de
fanal y microanilisis de 5al de cobre también proporcionambuens



sensibilidad v tienen la wutilaja zubire el de oanhade ina que- el
rangg de delaccidn ez mavor, Forr Jo que respzcle ol wmetodo de  =al
drs cobre, éshe ez ubtil pare soluciones mas concenbradaz v gue  #a
minima cenlided de deteccidn s de W20 me. e alanana hasla  un
mirimo de 17.8 mg. por cads 3 ml. de soluciédn pooblams.

PARA PRUIEIHAS:
Se reviasran lus mélaodos de U.V.. Lawry tFolin=iocaltour w aty
modificacidn ¥ por altimo el wmétodo Jde Dye-inding scefitdar,

Tamanda e vuents primeramente lo sensibilidad, se observa qus &
método  de Lowry Folin~Liocel teu, es @2l mas sengible Lo=10t
microgranog de proleinas/ml,. de solucidn) deteclbando cant:i:dades muy
pequefias e una muestre alinenbticie y &n procesos eazimiticos de
interds, Ademads @8 ol adtodo mas ettacto. var'ificsndo é&zco con el
Us0 de estandataes 1nternos.

Las metodologtaz por Dye-Binding (teflidal proporclonan una buana
gensibilidad pero es nenor comparandose al de Folin-Ciacelteu. una
gran vehitaijo sobre éste eo la estabilidad gues proporciona ei
caonpleio colarido de!l Coomassie Eriiliant Blue u-2S0.

For lo que respecls al método de Biuwregt, es sablisfaclorio por  ser
el mas especificeo vy muy uwtil cuando el abietivo principal 2%
cuantificar determinadas proteinas \proteosas y pentonas, péptidos
y gelatinaj, contando ademis con buana exactlibtud sieppre y cushdo
la sensibitlidad due se regquiera sea en el rango  de 1-10 mg.de
prateinas ml. de solucién.



CARBUOHIDRATOS

A laos caorbobhidratos se lias puvde clasaiticar considerando
disponibilidaed o digestibilidad enste. 18]

CARBOHI DRATOS
DIGERIHLES

CARBOHIDRATOS

NO DIGERIBLES

ALUCARES.,

Azdcares [ Dixacdridos, Hexosax,
Dextrinas

Almidonex

Hcmlcelulo:a
Celuloca
Lignina

Goma

CARBUHLIDRAIUS LIGERIBLES

MONOSACARIDUS :

BSon Azdcares slnples con un grupo aldehtdo o
polihidroirilados llamadus aldusas o cetonas, ejenplos de
Slutosa. Manoss. fructuosa. <ilosa. atc..

los monosacatidos tales como hidroxiasidehidos e

cadena abierta som muy rreaclivos ¥y las reacciones mas

impor tantes

Monosacaridos, Alditoles, Pentosas,

cetona.

s tos

hidrosicetonas
comunes

involucran # les grupas  carvbonile e hidroxilo.
pueden sufirrir reacciones de:fS5,72.36]

1.— Enclizacidn en medio Alcalino.

1.1l.~ Retaccidn con el reactivo de Fehling.
1.2.~ Reaccidn coan el reactivo de Bened:ict.
1.3.~ Reaccidn con &1 reactivo de Tollens.
2.,— Reaccidn de deshidratacidn.

2.1.~ En medio Acido.

El tundamento de estas reacciones son utlilizados para
cabo  la identiticacidon de ciertos azuacares ademis
cuantiticacidn.

tlevar
de

aon

de
e

Asi

L3
sU



1. ENOLIZACIUN EN MELIO ALCAL THNO.

Un acfiCar reductor se equilibra e@n warias formas estructuraten
ditferentes sin perder su 1dentidad en sOINCionNes daCUQSasS. o pH 20
¥y 2 temp2ratura ambiente. Sin embarga., s1 la solucidn se calienta
tuertemente, o si se lleva el pH &« valores Tuera de ese Fango,
tabe esperar la enolizacidn de le torma aclclica. Las bases s
Coaltallzadores muy et+octivos paras llevar & cabo la @nelirvacién. [S)

1.1, REACCION COM EBL FEAHCH IVO DE FEHRL THG.

Las aldosas reducen a la solucidon de bFehiiing. lo [S[5L=) corrasponde
d}l cuomportantento de un aldehido o ait Qiupw verbontilo simplea. El
resclivo de Fehling carresponde o une  solucidan alcalina de iGn
CupIr1co cunple jade con el 16n Lartrato, =1 cuol es5 reducide par la

respecilve oixidadion de la eldosa. =1 dlceli enculile - los
wIUCArRS COn la posterigr degrodeacidn EY traqmen tos albemante
rescltivos, e tal torime que son  radpidaments oxrdadous vy el idn

CHprice es reducidu o 16n cuprosa.fiS, 4.1
Reaczi10nes que se llevan o cabiuz

HOHHOH HU HH WM
i1 I ¥
I.- —[I_—L‘--l:—i"—i_—ll-ﬁ + MalOH + Hz3 ~4 HelaCwComf. =Ll eOetia
A i
H UM H OH UH HC|7 Hl!l HO [!lH

HH H H
A
HC st = llit s +

[
HU HO  HO OH

20 amme—md FRAGMEMTRCLION

i
o
]

T

13



H H

i

G~ 2l LC=l—L—0-Na

to

HO . HO UM

Il.- . CuSle + ZsalH -———o ZCu(OHsz + NaS0s
Q 6H H U 0 O=CulOH H O
BCulOH>z + Lu—l_'l‘—(l—(! —_— l!-l!———l:—l!—{l-l\ + cH20 + Cu™™ 4+ 20H
: |
Na—l_lv l!l 514 c’:-—L Ila—(!v l!i O-LuoM

Lif.~ 2Cu™ %+ 2047 ¢ FRAGMENTOS REDUGTORES —b 20UDH =es CuzD, + H20
1.2.- REACCION CON EL REACTIVO DE BENEDRIC.

Al digqual que el reacliveo de Febhling, este reactive enoliza & los
AZLCArEsS ¥y @e reduce en presencia de laa aldaess corn grupo
carbonilo libre, solo difieren en @]l nedio acowmplejante va que ol
Fehling utilica tartratos como acomplejante v el Benedic citratos.
Sin enbargo, lus cittalos cCallSaty ur decremnento e 3] podear
reductor dag (o4 asttcares. Las reaceiones que se llevan a caho  son
similares. (34,4312

1.3. REACCION COW EL REAC) IVO DE 10LLENS,

tLas aldosas reducen al treactivo de lollens. lo que corresponde  al
compaortamiento de la enolizsacidn de azuicares reductores, este
reactivo contiene un ié6n diamino  plabe que jleva & Ccabo  la
oxidacidin del aldehildo. reduciendo @l 19n plata a plata metalica
en +forma de espesu que se deposi ta en las  paredes del tubo - de
ensaye, sienpre v cuando las condicaiones de nh:a“luu-d sean lous
asdecuadas. (3&,431 ‘



CHz—UH cuz”

Hi
1o +619 e, P=L—OH +himy
u H HO=Cw
H H—L—OH
H=L=UH
CHzUH
2. REACUIUNES DE DESHIDRATACION -
2.1. EM MEDLO #CIDO.
La accien de acidos fuertes zobr'e soluciones de monosacaridos
vligosaciridos ocasina deshidialacidn de la molécula formanda un
anillou con dobles gnlaces, las ensas reductoras se canvierten en
parte en hidroximebil furfural (HIFF ) ¥ las pentosas producen
furfuraldehida.
Las cetohexouas rescclanan mMAS ‘rapidamente can acidous que las
aldohesosas,. proporcionando un mejar promedio de producte  Final
{S-HMF) que el obtenido por la aldeohexesa {alredador del 53
#4313, estos productos son formas coloridas quier  pusden sSer
cuantificadas en &1 especire visible.
“H-Cwl)
HemCamOH o
i ZHzS04 / \ [
 HO=CaH i
—3Hz0O
H=~C—=0H- (8}
CHzOH
ALDOFENTOSA FURFURAL.DEHIDO
H-C—0
H~C0H

| H o
HO=C—H  3H2504 | / \ 1
: -C—H

| e ———— L AL8 S ST
H-C—0H -3Hz0

. H o
H—L—0R
CHzOH
p-gLUCOSA S - HIDRONIMETILFURFURAL



DISALARIDOS:
Son azdcsres que resultan de la unidon de dos
medio de un énlace glucosidico, Fudienda ser  Jos
iquales 0 unae aldosa con uhae celosa.

monosacairidos POt
meno sacat idos

Como se observae &n la siguiente estructiura se puede of Lrrnar de 1a
existencia de disac&ridos sin qrupo carbonilou libre por lo que no
prasenta cardcter reductor v sa@ cuantitica por la accioén de
anximas especificas A 1a poasterioi datacs 16n de azdacares
reductores. Otre alternativa as Cuantittcar ror métodos

(21 1mportante hacer

espectrofotométricos y cromatograficos.
mancion del disacarido lactose ya que €5 una escepcidn  Jde  azucer
no raeduclor en lags drsacaridos » 4sle puede ser evaluado por los

métodos de aztoares reductores.

CHzUH
HO~-CH 2

—HzU
UH+ MO LHzUH

ALFA-D-QLUCOSA BETA-D-FRUGTOSA

HO-CH= HO—CHz=z
a
Hi oH H v
H20H
OH OH
Sacaxoza

-ALMIDON ¥ DEXTRINAz
£l atmidén es un Ppolisacarido Hue  constituye wuna reserva
energética al igual que el glucédgens y <ciertas  Qumadg. Par obra
parte.éstas polisacaridos pueden absorber dAUa . hinchandose
inmediatamente. formando casi soluciones coloidales. Son
suceptibles a ategques gquimicos y a la hidrolisis de wenizimas

aminolitices espectficas.
El almiddn es una maexcla de dos polisacaridos, 14 amilosa v la

ami lopectina, la primera presenta enlaces glucosilicas alfa 1.4 »
la segunda ademis ramificaciones con entaces alfa l.o.



El almiddn se Jdetecks v cuantbifice por medio Jde ks interaccidn que
tiene con el lodo. €l cual 3% esocia con la amilosa praduciendo un
fuerte color azul debirdo al compledc faramadae por la inclusidn de
uha nmulédcdla Jde iodo 3 la hélice de la amilusa.

t"inas sON Moléculas de almidéon parcialmente hidrolizadas
Al aczar por medivs enzimaticos o quimicos. For 1o que se pueden
datectar an forma semelfante al del almidédn.LH.36.431

CARBOHIDRATUS WO DIGERIBLES.

HENMICELULOSA:
Ea un Pulisacarido que constituye el teiido estructural en los
plantas; son insolubles en aaue pero =olublen an Llcalis Y se
arcuentifan asocladaes a las pectinag, celuloss y abros polimeros
como mahanos,. 4alactanos, acidos aricos vy obros. Su  estructura
quimica son Junidades de pentosa. cama la U=x110piranosSas unidas
Por enlaces bata-D-1,.4.

CELULDS A: . .
ta parte de los alimenions que no es digerible se conoce caomo Fibra
Cruda, constituida Lasicanente por celulosa, por 1o |que no s
utilize como alimento humano. kEsia constituida por cadenas de
unidades de D-gluceopiranosa con un qrade de polimericacidn  muy
alto. lo dque se reflela en su alta resistencia +4isica. Es poco
soluble en la mavoria de los disolventes caon excepcidr de las
Acidos wminerales concentrados. @s higroscopica pet'a  Rno s
disuelve en adua. Puede ser hidrolizada ¢ swléculas de D-glucosas a

través de agentez quimicos o enzimaticos al iqual que la
hemicaeluliosa.

LIGN1INAS

A diferencia de 10 que ocurre con la celulisa. o havy w0 acuerdo

qeneral respeclto a la estructure exactes de la lignina, debido
posiblemente a« que carece de la  reaularidad estructural de la
celulosa.

La wadera debe ou  fitweta a ta presencia de lignina que =se
caradcberize por su alto arado de polimerizaci1dn de enlace cruzado
que reune en una masa trigida las fibras de celulosa.

GOMAS: .

Estos palimeros 58 han utilirsado al retaerirse al qirupo de
Polisacaridos que tienen propiedades gelificantes y egspasantes. WNo
contribuyen al valor nutritivao del  alimenta yva que el humano no
lag metaboliza, la mayortia de estas gomas san exudados obtenidos
de artales. algas marinas vy semillas.ié, téa, 43) -



RELUMEDALION v BREVE DESCRIFCION FARY LA FREFPRRACIOWH DE
UNA MUESTRA EN EL ANALISIS DE CARBUHIDRATOS.

I. CON HRSE EN SU COMPUSLICION.

disualios, se deben ramover

a) 8i le muestre presenta  gases
cambio de  un

medLante la apllcacidn de unas prasidn raduclde o del
recipiente a otro.t4a3]

b 5i 1a mpeshra es colot 1da, depe llevarsea @ cabo wuria
clarificacidn para evitar inlerterencias e las determinacionas
posteriores. Llavandose & cvablo pur la adicidin de carbdsn acltivaedo o
con saluciones saturadas de acelato de plomo v wuvalasio de pobesia.
cloruro de tinc y tertrocianuro ue poloasio. L43])

1 e le nuestira se pueden ubtilizar solventes
organicos Cono elaniul, acetona o cloraformo en conceniracidn de 70
“ (vs/v) en la cual la mavoria de las protetias presentes Qon los
alimenbtas precipltan, separdndoss despuds MOt filtracion =]
decantacidn. L43]

c) Para despraoteiniz

II. EXIRACCION DE AZUCARES FOR EL MEVODU DE SUXHLEL.

durante -8 s, La agitecidn y el

S utiliva @tanal al B8O 2 (o)
Posible las

calentantenta deben ser noderados parda evitar an 1o
reacciaones de obscurecimientog. L43]

ILI. EXTRACION FPOR PMETANOL.

Se lleva a cabo con metanol al BYS % (vs/yv) calentendo suavemenbte &

reflujo o estrayenda en repelidas Qcasiones corn pequefias
cantidades de huestra (5 g). A esta concentracidn y temperaturas el
matannol disuelve cierlns 1ipidos gue s separan por  anspiamiento.

la filtracién es usualmente rapida.C4352

IV, RECOMENDACTONES PRELIMINARES.

Para las posteriores determinaciones de azdcares,. es nocesariao
eliminar el axceso de alcohol mediante un calentamients suave a

prasidn reducido para evitar las reacciones de obscurecimiento.

Lrbe ajustarse ]l pH a la neutralizacidon sl es nacesario par la
adicidn de carbonato de sodio para evitar hiderdlisis quimica.(43]

ra



HETODOS wHALLITICOS FaRa CUANTIF ICAR MOHOSACARRIDUS.

Fuede llevarse 4 cabo una clasificaci16n de los métodos analiticos
para ta cuantificacidn de monsacaridos tomando en cuenta la
reatcién gque llevan a3 cabo los afucaras o bilen por sus propiledades

quimicas.

I. itétodos anallticos para aztcares reducturaes.

1.1l Oxidacidn por sales wmetialicas en soluciones alcallinas.
a) Reaccidén con e€! reacetivo de Fehling.

b Método de Nelson-Somoays.

II. Métodos espectrofotomélricos.

a) Reacecién con trifeniltetruzzolio.

b)» KHeaccidn cun Fenol=-Sulfarico.

c) Reaccidn con Antrona.

d) Reaccidn con Kesarcinol.

e) Reaccion con Urcinol.,

£) Reaccidn con Acido Dinitrosatoiasilico (DHS).
a) Reaccidn cor Carbazol.

1.1 DX1IDACIOM DE SALES MEIALIUAS EN SOLULIUNES ALCALINAS.
a) REACT IVO DE FEHLLHG.

FUNDAMENIT O3

Se hasa en el poder reductor que presentan los azGcares con  un
grupe cerbanile libre, siendu capaces_de reducit 8 sales metalicas
‘en medio alcelino como el cobre cu® a wuty , oxidandose el
carbonilo libre de 1y os3a.035]

VEMTAJAS:
-~ tétado general para la determinacidn de azucates reductoras.

DESVENTAJAS:

— NHo es especifico para la cuanbificacidn de un azdcar de interés
particalar.,

— Debe determinarse el tactor de Fehling para ia cuantificacion
del aztcar .

— El 4uido de cobre (1) sufre reoxidacidn potr la accidn del
oxigeno atmostérico.

- Es menas exacto en comparac ion da los meétodas
espec trofotonétiricas.

REACTIVOS: .
= Solucidn A: hsolver S4.4639 g de CuSUe.SHz0 en agua . aforar a
S00 ml. ¥y filtrar después de 24 hrs. de reposo. X -

- Solucidn B: Disolver 173 g de tartrato de sodio y potasie, 50 g
da hidronido de sodio en agua destilada y aforar a 509 ml,.., dejar
en reposb 2 dias y flltrar.

= Solucidn eslAndar de azgcar {(glucosa. sacarosa, etc.l: Fesar 1.9
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N de Ssasoruss L. R, disulver 20w onetras rtorago o 100wl con

&0 nl. de ague, calentar e @5+C en un bofto de agua, adicionar 9
ml,.de Hel cCOnt. . Reposat miciimeo una hors Bars laarar 1a
hidrdliains., enfriar.s aforar y wezclar perfectamente, Neulralizar
%% wl. de esbta solucién en un  malraz aforadu dJde 209 ml.

adicionendo WalH S . aproit.. utilicanda wapel Fh. Enfriar, aforar
y nesclar,

Un mililitro de asta solucien eauivale a 0,001 g dae arxucar
invertida.
- Indicadur: Solucidn acuosa de azul de netileno ol wv.ZH.

METUGLOLOGLA:

TITULACION DEL REACTIVO DE FEHLLIMG:

Mozclar en un matrarz 2.5 ml. de sol. Ay 2.9 mt. de sol. B

Cmedidos con bureta de preferenctad, adicicnar 90 ml.  de agua
destilada,

+*

+
Calentar a ebullicidn,' adicionar con bureta i1a =sok. estindar de
+ ardcar invertido.

4
g
Mantenstr la ebullicidn moderada por 2 min., adicionar ol
indicador.
+

+

Continuar con la adicidn de la scl. de azdcar gota 2 gota hasta

decoloracidn del indicador, y la aparicidn del precipitado rojo
del dxido chproso.

Recomendaciones: lanto lda solucidn egiandar y lea solucidn problema

a analizar, deberan tener concentraciunes tales gue £ -] requieran

de 1%-50 ml. de azdcar invertido pars reducir toda el caobre del

reactivo de Fehling. .

Realizar la titulacion por triplicado para veracidad del anilisis.

Factotr = ml. gastadus de la solucidn estandar # concenkbrracidn en

a

DETERMIHACION DE AZUCARES REDUCTURES DIKECHOS:

Mezclar en un matraz 2.5 ml, de xo0l. A y 2.% de =zol. B, adicionar
S0 ml. de agua dextilada.

+

4
Proceder de igual forma que en la titulacidn del reactivo, con una
srl. de S-10 gr. de muestra en un volimen conocido.

CALCULOS PARKA AZUCAREZ REDUICTORES DIRECT3S:

Factor - Ditwcidn « 100 - 9”700 g de azdcares
. gastados ’ a de - reductores directos



REACTIVOS:

. +
Afadir 80 mli. de CuS04.H20 al 10 X Cw/v), mezclar con 1680 g

DETERMINGCION DE &dtunkEs ReELDUCTOREY (UraLes:
Hacer tma sol., de S-10 g de muestra en un  wvol. conoacido, tomar
tna alicuota y llevaria a un matraz aforado.
+
+
Adlcionar agua, calentar en un bafio de agua a 65 C+ y affadir %-10
ml. de HCl conc.. Mantener la towperatura por espacio de 1 br.

+

4
Enfriar, neutralizar caoan NaOH y mserclar perfectamente,
4

+
Mezclar en un matraz 2.5 mi. de sol. Ay 2.5 mi. de xol. B con 50
ml. de agua. Proceder de igual forma que en la titulacidn det
Twmactivo de Fehling.

CALLIUNLUOS FARA HZUCHRES REDUCIURES DLIRECTUS:

Factor Dilucidn Lo2e] gs7100 g deo ardcares
—_— b he - reductores totates
=mi. gastados g de m b

R). MEVODUO D HELSORN-SUMOGYL.

FUNDAMENMU:

Basado en la oxidacién due sufren los azdcares en

Presencia de
sales metilicas en medio alcalina. (435,481

VEMTAINS
— HMeétodo nas axaclto que el reactivo de Fehling.
DESVENTAJAS:
« El cobwre puede ser recxidado  por el anltgeno atmosférico.
- ., Sulftats dw cobre:
Disolver 28 g de HazHPOQO4 anhidro en 4 g de tartrato de sodio ¥
potasio en 700 ml. de =agua  y 100 wmi. de NaOH 1 N agitando
constantemanteo.
+
de
HNazS04 anhidro y diluir a 2t 1.,
+

+
Reposar paor 24 hrs. y filtrar.



~ fAtUsenunu libd=to
Disotver 25 gr. de molibdato de amonin en A50 mi. de agua,
agregar £1 mi. de HzSOs cnnc, mezelado con cuidado.
+
+
Adiclonar 3 gr. de NazHA5O4 .7Hz20 disolviendo en 25 wml. de  HzO
calentar a 37 U por 24-48 hrs.
+

+
Enfriar y almacenar en un frasco dAmbar.

= Curva Estindar de Glucose
Disolvyer 0.8 g de glucosa anhidra R.A. en solucidn de dcido
benzolce al 0.8 %, aforar a 500 ml..

HETODOL.OGTA:

Colocar en tubos de ensaye 2 ml. de sglucldn problema de reagtivo

clprico y calentar en un bafic de agua hicviente por 210 min..
Evitar la evaporacidn.

+
+
Enfriar por 5 min., afadir 1 mL. de arsenowmalibdateo y mozclar
perfectamente.
+

3
Piluir de 10 -~ 5 ml. con agua ¥y ls=er en el espectrofotdmetra de
BOO - S20 nm.. Ajustar con un blanco de reactivas y agua.

{1. METODOS ESFECFRUOFOTOME MRIGUS.
Ilew. TRIFEMILIETRAZOLIUL

FUNDAMENTO ¢ .

EL ién triteniltedrarolio es incolora en salucidn « pera cuando es
reducido por solcareaes reguotores forma an precipitade insolubte en
calor roin. el cual es swluble oan solventes organicos como el
isopropanui.L3a,45)

YENTALAS:

~ MélLbodo mas sensible que los wlilirados en azdcares reductores.
~ Sensibilidad de 1O ~ 100 maesmi. :

~ El compleia calaride se desarrolla en 5 win..

REACTIVUS:

~ 2,3.5 btrifeniltielrazolio 4l D03 N (Wivr,

- NalhH 2 N, .

-~ Acido ecélkico 2.1 N..
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METODOLLG Léc
Mezclar en tubos de ensaye 1 ml. del tetrazelio, 1 mi. de NaOH 2
N, ¥y & ml, de sol. problema.
+

+ o
Calentar los tubos a)l igual que el blance en un bafio de agua
hirviente por 3 min.
+

+
Acidificar inmediatamente con1 ml. de 4&dcido acético 2.1 N..
Diluir la mezcla con isopropanol o etanol a @5 ml..

+

+
Leer en el espectrofotdmetro ajustando con =1 hlanco , igualmente
tratado a 485 nm.. Curva estindar de monosacArides 210-100 mg./ml..

Il,b. MEIULY DE FENUL-SULFURICY.
.

FUNMDAMERNTO:2

Se bDasa €n la OMidacién de los azucares en pPrresencis de sustancias
ACidas como la: me2rclas de Acido sul+arico-fenol. formando anillos
furanicos coloridos cuantiticables en el espectrufotdmetru.C14,431

VENFRS&ST

— Es atil para le debterminacidn de hexoases a 490 Nm. y pentosas @
480 N, o

- Es un wélodo zimple, répido con resulledos reproducibles,.

= HNea reguiere de especial atencidn en @l cantrel de las
condiciones.

- Puede setr utilizado para microdeterminacidn de azucares
metilderivados. oliqosacaridos y polisacaridos.

- La intensidad det color desarrcllado es funcidn de la cantidad
de fenol afadido. ls cual debe ser conslante, lo que nos indica
menor .o mayor concentracién de acucar .

— Ei color producido es estable por varias horas.

. tos

DESVENTAJAS:
- Bt se wvarlia la cancentracidn de fenocl enbre uwhna y otra
determninacidn, afecta ia intensidad del colour desarrellado.

REACT IVUIS:

- Fenol: Disolver %0 g de fenol e@n PLE y aforar o 1 1.
Destilar,

- Acido sulfarico concentrado R.A..

METODOLOGIA:
Mezclar en tubos de ensaye 1 ml. de sol. problema con i ml. de
fenol y 59 mi. de Hz2S504. €10 = 100 pg.rml.D.

+
+
Agitar cuidadosamente ¥y con unitormidad. Reposar poriO min..
+
+
Agitar nuevamente y catentar en un bafio de agua de 2% a30 *C por
20 min..
+

+
Enfriar y leer en el espectrofotdmetro a 490 nm. si s=e trata de
as y h as metiladas; y a 480 nmw 51 e trata de pentosas,
Acidos Uricos y dertvadox metilados.

4t




11.C. REACCION CON ANMTROMNA,

FLUMNDAMENTO:
L& tarmacidn de productos calaoridos por la accidn de acucores

carba:ol @ antrans en medio fci1do fuerte, puedws ser ubilizada para
lo determinacidn de estas hesosas. cuanlificandolas coma derivados

turdnicos. [36,43,47]

VENTRAJAS:

- Método especifico pPara la determinacisan de hexosas
azgcares libres.

DESVENTAJAS:

- No es ulil pare la cusntificecidn de artcares provenientes

de

cromatografia de Fatrticadn, Pues los solventes arganicos

utilizados interfieren en el desariollo del compleao colarido.
— No es atil para la cuantiticacidn de azucares wmetiladas
pentosas.

REACTIVOS:

- Antrena’/ticurea.

Preparar HzSO4 a)l 66 X en 1 1 culdadosamsnte y enfriar
+
+
Disolver 10 g de tiourea ¥ 0.5 g de antrona (9,10 dihidro,
oxoantraceno) en 1 1 del dcido suifirico, calentando 1la mezcla

de BO - 90 *C.. Almacenar a 4 *C..
= Curva estandar de 1a hexosa en un randa de 28 - 200 mg./ml.

METODOLOGIAS
Mezcliar en tubos de ensaye 1 ml. de muestra problema con 10 ml.
del reactivo antrona.
+
+
Agitar cuidadosamente y reposar en un bano de aguas a temperatura
ambiante.
+

Calentar loz tubos mediante un ha%ﬂ de agua hirviente por 15 min..
+
+
Enfriar a tempsratura ambiente en un cuarto ascurc por 20 - 30
mine .
+
+
Ajustar el especirofotdmetro con un blanco de reactivaes y agua a
620 nm..
+

4
Leer en el espemctro las solucionss problemas y cuantificarlas
madiante la curva estdndar.



{l.d METOLU DE RESURCINOL.

FUNDAMENITU:

El resorcinol es un derivado Jde@ la  fanilia Jde lous  fenoles, <l

1dual que ! orcinol. & presencia de acidos tuartes N ACC ARG
espectticamente, tormanda

Causan o ouidacion de las cotohenosss
un ey i vado furanico caiorido cuanlifrcabie an el
agpectrofotametiro. L3acd3.471
VENTAJAS:

walable poar S hra. wan

El] cowpleiv culoride desarruliado es

Qponarse a luz brillante.

DESVENIT & Jés:
=~ liene un tengo pequefiv de deltoccidn deld
~ Ente pdlado No &8 teconendabla pa =« La cusntiticacion
aldcass.

~ Requiere e Mayae Ligmra (=131 [E¥3
compParacidn & Aos metodos que ne.ulilictan derivados fendlicos.

MENCLONado d4IUcar .
2racta  de

degarrells de caolor en

REALTIVS
-~ Resarcinol o! 0.5 4 (wrv) R.A. en ebtanol absoluto.
- Sulfata férrico amonia .2146 g @n L 1 de HCY1 conc. .
- Curva estindar de la cetahaxosa S5-50 pg/ml. .

METODULUG LA
Mezclar sn tubox de ensaye 2 ml. de <al. problems con 3 ml. de
resarcinol y 2 mi. del reactivo de sulfato férrico.
4
+ +
e un bafio de agua a 80 - 5+C.

4

Calentar por 40 min.

+
Enfriar en agua-hielo por 1.5 min.
. +
. &
Ajuztar e! sxpactrofoildmetro 2 480 nm. con un blanco de  reactivox
¥y agua. .
+

+
Leer lox problemas y cuantificar con la curva estindar.
Ile. METUDG 0E ORCINCGL.

FUNDAMENTL:
El orcinol es un derivado fendlico que en media fuertemente  fcido

oxida a los astGcares formando un complejo furdaico colorido con un
maximo de absorcidn a &0 Nm. . {30,43,474

VENTAIAS: . . ) .
~ Nétodo gspecifico para pentosas. por dar mayor promedsio an et

conp leio colorido en camparacion con las hexpsss.

£l



DESYENHIRIAS:

~Fresenta un rango pequefo de deteccidn para &1 mencionado tipo de
azgcar .

- No es recomendable para le detecerdn evacta de a2ldosas.

-~ Requiere de mavoer Liempo en desarollo del complelo colarido (al
igual que los métodos que utilizan derivadaos +4endlicos) que los

menc ionados antersormenta.

REACIMIVOS:

- Orcingl al 10 5% (Wwrvi en eLanol. reackivo é@.
- Clorure férrico al V.t % (W/v) anhidro en HUL conc., reactivo B.
~ Los reactivas A y B zon mezclados @n praporcidn 1310, antes de

ser ubilizadas, treactiveo C,
~ Curve estandar en peniosa S5-5G0 par/ul..
ME FODULUVG LA

Mezclar en tubos de ensaye 3 ml. de sol. problema con 3 ml. del
reactivo C.

+

i +
Calentar en un bafio de agua hirviente por 49 min. .
+

Lt
Enfriar y leer en un espectrofotdmetro a 670 nm. , a2 justandoe con
un blanco de reactivos y agua.

L1.+ REACCION CAN ACIDU DINITROSALICILICO (DH&} .

FUNDAMENTO?

Se basa en la rveducc:idn del Acido DS por los azdcares reductores.
formando un compuesto nitroaminado colorido cuya intensidad de
-color se alde espechtrofotdmetricamente a %340 mn. . L3,49,50.511)

VENIAJAS:

— Método preciso y rrapido en comparacién con 1os que wutilizan
derivados +endlicas.

- Util en la determinacion de azacares teduciores en solucidn y en
hidorlizados que contengan pequelas cantidedes de levadurras.
DESVENTAJAS:

- Ls presencia de politencles ocasiona reduscidn en el reactiveo .

REACT [VOSe

., — Disolver 1 g de 3.5 acido dinitrosalicilico en 20 ml. de. NaOH
2 Wy B0 ml. de H) can 30 g de tartrato doble de sodio v
potasio, aforar a 100 mi. .
= Curva estandar de giucosa 0.2=-2 mg. ml. preservada en tolueno.



METOLDLOG LA

Preparar una sclucidn de 1 mg./mil. ¥y llevar 1 mi. de
exta solucidn o bien tomar { mi. de hidrelizado en un tubo de
ensaye,

+
+
Adicionar 1 ml, de DNS y calentar por 5 min., en un bate de agua
hirviente.

+

+
Enfriar y diluicr con 10 mL. de agua.
+
. +
Ajustar el espectrofotametreo con un hianco de rectivos ¥y agua
igual mente tratado que en 1la muestra a S40 om. .
+

+
Cuantificar. los problemas en la curva extindar. ,

Il.a. CARBAZUL.

FUNDAMEMTOD:

de hasa en 13 cuantificacion de los Acidos dricos, potr nedio de la
reaccidn con carbazol. formando compeleijos coloridos entre  las
PENtOBas ¥ Bl treaCctivo. (36,4347

VENTAJAS:

- Ukil eara la cuantifircacidn de &cidos galacturdnica.
glucardnico v oli-os,

DESVENTAJAS:

- Presenta interfurencia por iones cloruro vy ndchas susbabecias
ardanicas que dan un color nespecifico con el scida. Esto swe debe
carregir con muestras leldas con v sin carbazol al mismo Lieompo.

REACTI VISt
- Tatraboratu de sodi10 en &cido sulfarico. Solucidn de tabreborato
de s50dio.10 Hz0 0.25 ml. en H2BU0e canc..

- Carbazol al Q.128 % (w/v) en etanol absoluto. Almacenar en
refrigeracidn, .
— SGolucidn estandar de 4acide Jdarica. Galactouronolactona es

tacomandable al 1 X (W/v) en Acido benzoico saturado. Diluir para
dar estandares de 4 40 pge/ml..

4y



METODULOG L As
Tomar 5 ml. de la solucidn de borato para cada tubo y enfriar a
4 -C.
+

+
Adjcionar 1 ml. de la solucidn problema y wezclar perfectamante.
-

+*
Calentar el tubo problemn con lox estindares igualmente tratados
en un bafio de agua hirviente por 10 min.. Enfriar a2 temperatura
ambiente.

+

+
Afiadir 0.2 ml. de carbazol y agitar en Yortex.
+

+
Calibrar el espectrofoldmetre con wn blanco de reactivos
tgualmente tratados a2 830 nm. y leer los estindares junto con el
. problema.

METUDO ERZLMAL ICO PRRA DEERMINAR MONOSACARIDOS,
IMVER I ASH.

FUNDAMENTD

Se bosa @n le conversidn de lo sacarogsa on sus companentes glucosa
y tructosa. debectando la presencia de estos acdcares mediante el
método DNS para aztcares tredugtores. (IJL4]

VENTAJASE N
- Méltoda de hidrdlisis enzimabtico nmuy til en el s&res alimenticlra.
- Es especi4ico para la sacarosd. obteniendose jarabes glucosados
vy fructosados.

DESVENTAJAS: .

= For ser un nétodo encimatico requiere de condiciones especlficas
de tenpetratura, pH »y ausencia de 1nhibidores encimalicos - caomo el
yadura, cobre. mercurio, Plata, iodo-acetato. terricianurc,
alcohol 20-80 % y ciertos colorantes como rojo congo, fuchina y
safranina.

REACTIVOS:

- Buf+er de citratos 0.0l M., pH=S
= 1lnvertasa Maxi Invert 200,000 O
~ Sacarosa.

- Reactivo DMS: Fesar 1 g de Acido dinitrosalissilico v 30 g de
tartrato doble de sodio y potasioc en 20 ml. de NaOH 2 N. y %0 my.
de HzD desionozada. aforar a 100 al.

D41 9/3U ml..

4c



MErQDoOLOG LA
Mezclar en un matraz 10 mi. de la solucidén enzimitica 1,200 con
10 mi. de buffer y & g de sacarosza. Mantener a 40 +C..

+
<
Tomar alicuotas de 1 ml. del hidrolizado al 1, 3, S, 7, y 10 min.

o tiempos mayores. Adicionar a cada mililitro,- & mi. da DNS Yy
calentar por 8 min..

+

+
Enfriar y adicionar 10 mi. de agua.
+
+
Caltibrar el expectrofotdmetro con un blanco det 0.5 ml. de
sacaraosa 10 X y 0.5 ml. dee HzO desionizada, tratado igualmente
como Al hidrolizado a una longitud de onda de 540 nun..
+

Cuantificar con una curva estxndar- de 0.2 -~ 2.0 ™. de
glucosa-fructosarsml. de solucidn.
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AMALLISIS L CakBUHILDRAUS FOR LROMA I OGBRAR TA BE ALTA FRES LN

La crumatogratic 25 esenciralmente un neétodo +isi1co de sEparaci on.
en 2! que los componentes serdrn sepatrados v distribuidos entre dos
tases, ta de ellas estecionarie ¥y la otra fluve o traves de la
astaci1griaria. EJ proceso de cronatogratia gcurre coma reseuwl tado de
la adsorcidn y desoircicen durante @1 flujo de 1os companentes de la
muestra en le fase estaciunariec y la separacidn se debe - los
diterentes copficientes de distribucidn,

En la cromatogra+1s liguids, =sta +tase advil +iuye <& traveas del
sopolrie de le colunns que Patas la Cromatogirafia Ligquidas da  Alta
Frosion (HFCLY @5 tas son de disamaetro muy reducido
(apraximadenante m.). Este Cipo de columnas son mntv  eficases.
pero ofrevan uns Sran esistencle a4l flujc de la tase mdvil, O sea
Una Qran caldz de presion. For olera parie, es necesariu  enpiear
s1stemaes de bonbeo de alte pIres516n (Mosta 400 ato. 1o lal=F sB80
1.y 1n7) gque hagan fluit la fase advil a une velocidad razonable

a traves de le columia.ll7d

HNECANISIUS DE SEFHRAUTGH

e HPLC, cada una basada en

Hay T farmas de realizsr la separscidn
pasible

diferent Macanismas, nediante un camblo de  columna es
utillzar cadaruno de =llos.

1. LIQUIDO-LIQUIDO:
Se basa en la diferente solubilidad que prosenta anae moléculs en
la taze mdvil v en la estacionsria. las mas solubles en la fase
astacignaria serdn retenidas seleclivaments y las menos solubles”
san bransrortadas mas 1rapidamente pat la fase mévil. Es atil P
campuesLos medianamente polares. Los compuestos se determinan en
funcidn del tienpa de elwucidn o retencidn.

2. FASE QUIMICA UNID#H:
En la columna utilizade pora este ticoo de separacidn se varila laa
naturaleza de tag grupes Ffuncionales de la fase estacionaria
obteniendo diferentes Lipos de selectividad. Dichos arupos pueden
sar de naturaleza polar como aming (=NH2) y grupa nitrilo (-CN)  en
@l case de la crumnatoqredia normal. En cambio, la cromatografis en
tase inveisa, Utilize grupvs no polares como el grupo octilo
(~CaH1?) ., fenilo(—=CoHw). etc..L171]

3I. FOR EXCLUSLION:
Se etecluia por la separacion de acuel*dao  con el

rparticule.l171]

tamsfio de la

4, FOR ALSORCION:
Se basa en la campetencia que existe entre las moidculasde 1la
mueslira v las de la fase mévil o - disalvenkso, [ 3~T8 aocupar silios -
activos @n la superficie de un sdlido. Alqunos de los sélidos - mas
utilizados son la alumina, gel de silice, stc..C171




S. FUR INTERCMMB IO TONEC0:
Se bosa @n la compeloncis entve la fuase dvl]l v s muestica LO11C
tdrnuel ta Lat 10 swbiod o grupos activos e une resina
fntereanbiadara de 19nes. S50 apliCe FATS CONPLUESLO=  COon o un L1
malecular muy diverso.ll/l

LDEIECVORES

FPara HELC pueden ubilizaese Lres ditacenles delectores comno el de
U.V.. florecenci+ y para el propés:to de carbchidratos se utiliza
el detectur de ({ndice de refaccion (IK).

DEYECTUR IRz

Mide la diterencia entre los indices de refaccidn del s156ema
eluyente puro reterencias, v 21 de la muestia que sale por L= des
esta manera PropOrCLOic un reqistia cantinuo 1o Que petmile
aobtenet un cromaloqrama similar « las wbitenidoa en Cromatosrafia
de, Uases, detectandose ast cualquier cambio en le
composicidn. £17,5481

LDENTIFICACLON

Sa2 lleva a4 cabo mediantiz la conparacion entre &1 tiempo de
retencion del problema con los estandares previamente conocidos.
Al coincidir éstos. se conouce de que counmpuestu se trata.

CUANTIF ICAGIUON

Se vbtiene por la slaboracidn de curvas que i1nvalucren la relacidn
entre la concentracidn dgel estandar Y la altura o % de Area
carrespandiente, €n la curva estindar se inlterpolan leas alturas [
% de Area de los plcos praoblema, lograndose cuantificar el
componentie en la muestra.

VENTAJAB:

- Métoda reproducible v watable.

- Versatil.

- Alta resolucidn.

~ Buena sensibilidad.

- Automatizacidn.

- Amplio espectro de arplicacidn.

— SepPpdtacidn 2n muy poceo tiempa (mine?.

DESVENTAJIAS:
- Instrumento Costoso.
- Paersonal capaci tado.

AMALISIS DE HMUNOSACARIDOS v DISATARIDUS FOR HFLC
REACTIVOS: -
- Fare tase narmal, preparar una solucidn eluvente de acetonitrilo
-grado HPLEC con agus desianizada (filtrade por filtro Millipore v
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desgasificadal) an una relacién vS:25 sequn el voldainen gue se

requetd.
- Curwva 2e LAndar ez Qlucosa, frucluosa, malktosa ¥ SalCdt Osd
anhidras K.A. de 0-5 % en la s50lucidan eluvente.
- Condiciones del cromatdgqrato en tase normals

Colunne de Lichrosorb (Aminada —~HHz?.

Detector de Ltndice de retaccion (l1.R.).

Fluto G.a ml./min..

Valocidad de ta carta 9 mo./min.,

Alenuacidn Yy rango optimizados, referencia acetonitrilo:
Agua (75:325) .

lnyaccién de la muestra sequn las capactidad tU-20 amicralitros.

REACTIVUS:
- Para fase inversa., la sclucison eluyente es agua desionicada
(filtrada por Millipore y desgasificadalr.
~ Curva estandar dess qlucosda. furctuosa, malftosa ¥ sacarosa
anhidras K., de -5 4 en el eluyente.
— Candiciaones del cromatégrafo en tase jinversas
Columna de Cla.
Detector de indice de refaccion ([.R.7r.
Flujo | ml,/mip,.
Velocidad de la carls 5 am-min. .
Atenuacisn y rango oplimizadas. re+erencia agqua (el eluyente).
Ilnyeccién de la mueslbra seaun la capacidad 10-20 microlitios.

FOLISACAKRIDOS ASIMILABLES

ALMIDAON

El almidédn  puede serr fraccionado  en SuS dos companen tes
Principales con diferentes propiedades fisicas. Se hen desianado
a estas diferentes fracciones como emilaose ¥y amilopectina.

FURNDAMENTO:

Se basa en las diterentes solubilidades de  Lla amilosa v
amilopecting, siendo la primera soluble en «gua y formando
soluciones viscosas y la segunda es insoluble dando soluciones muy
viscosas y opalecsentes. Los aranulos de aluniddn disuelios en agua
a 60-80 L difunden la amilosa que puwde ser separada por
centrifugecidén. LR)

VENTAJAS: .
- Mé&bodo gravimétricao aGil en la daterminacidn del tipo de

almidén,

DESVENTIAJAS:
— Métodologlia laboriaosa y prolongada.
- Foco axacta.

REACTIVDS:
~ Etanol al 95
~ Metanol al 20 L.

5o



HME TUON_O0G [F:

Se hacte una mezcla del almiddn de 9 g

Yy =e disuelve en 5 mi. de

agua fria

+
La mezcla se afade lentamente y con constante agitacidn a

de agua a 80 +<C. La termperatura

+

30 mi.

drcsciende entonces a 70 *C aprox.

y se mantisne por 9 min.

+

+
La pasta se lleva a2 240 ml. de agua desionizada a 60 *C y <e agita

muy lentamente a esta temperatura durante 4 hrs, manteniendo el
voldmen constante.

+

+
Enfriar y centrifoegar a 10 000 rpm por 10 min, en tubos de
centrifuga previamente tarados. Decantar con wu ho cuidado vy
rentamento. El depdsito gelatinoso corresponde a amilopectina

cruda, y el sobrenadante a la amilosa.

+

+
Tratar el depdsito, gelatinoso ron etanoi al 95 %X (5 ml.D,

centirifugar en lax mismas condiciones.

+

+
PDecantar cuidadozamente y secar en estufz a S0 *C y presidn
reducida. Enfriar y pesar. E! pezo obtenido es de amilopectina en

el almiddn utilizado.

+

» +
La =solucicn decantada de amiloza <e trata con metanol hasta
abtener una solucidn alcohdlica al 20 %. Reposar por 12 hrs. . en
refrigaracidn. }

+

Centrifugar en tubos previamente

+
tarados a las mismas condiciones.
+

+
el precipitado

Decantar culdadosamente y tratar con 8 ml. de
etanol al 95 XK.
+
+
Centrifugar, decantar y secar en estufa a las mismas condiciones
) que para la amilopectina.
+
+
El peso obtenido exs de amiloxza presente en el almiddn de 1la
mrextra. .

-2 3



Calculoss peso de la amilosa » 100
X de amilosa =

pese del aimiddn (O

peso de amilopectina & 100
X de amitopectina =

pesa del almiddn (wd

IDEMTIFLICACIOM DEL ALFIRON FOR QUi LR LEATTORN
EE AMLOSA « aRILOFECT INA

La campousicidn de laos almidones can respecto Aa la= praporcirongs
que conlienen de smilasa v amilopectina los hacen catrtacteristicos
¥ les itmparten propiedades tisicoquimicaes diferentes. Por 1o que
un almiddn He pueds cosracteriZar madiante la composicidn de
omilasa Yy aml lopeciine madiante la cuantiticacian
espactrototondbiriica del colar +oraado entra lo= aztcatres vy una
sotucién de yodo-yoduro. (&

REALT IVUS:

= NalOH al 1o 5

— HCi & N t(aprox. 9 ml.?

- Solucidn de vado-yodura Iz a3 O,8 % v KL «) & %

METODLOL UG LAs
Pesar 0.1 g de aimiddn C(seco) y llevarlos a un matraz aforado de
100 ml. Adicionar { ml. de agua caliente, estando previamente 1ia
mestra disuelta en 2 mi. de NaOH al 10 ¥ calentando en un bafia de
agua caliente, hasta obtener una solucidn clara,
+

+
Tomar con una pipeta volumdtrica 5 mlL. de solucidn alecalina 9
mg aprox.? ¥y llevarloxs a un matraz aforado de 500 ml.

+
+
Aglitar fuertemente y afiadir 9 ml. de solucidn de yodo. Aforar
inmediatamente.
+

+
Ajustar. el espectofotdmetro con un PbPlanco de reactivos Cagua
desionizada y solucidn de iode?, a una long. de onda de G40~-700 nm
Yy leer lox problemas del aforo de 500 ml.

Fara la identiticascidn del bipo de almiddn ce recowiends consu) bar

la  curva de composicisn dez aniloge v awi lopectina we.
absarbancia. -

oz



CAambOHI L= 0S8 WO S5 THILABLES

Laog carbohidratos b aZimilapias pPara @)

corctormpan pared caliilar de los vegaetales
@O Capszes de Gelalaliloaclos,

Tl e ET=14 tos  aoe
verdEs , pPOtas Wi A4nl o005
léds bacieritaa v 105 NUngus.

eas aon las v andes COMpPONEGieE? @3Lruciur ales, Te celuluso,
hemicelulosa v 1igninsd Que e GO it ad o WeLermatiais Ccomo fibia
Cruda,s 5in emtaran &g OCARIones 3@ haCé [ecas-ar vo Saparar b
cuanbiricor loas carbolhvddraias no “S Lt lables, PE lo cual Se
reguiere de un tratsmiwnto especizl de la muesiras llevendo a cabo
la dedradacidn de 1os componetites lianoceluleicos.

Enn ¢l anllisis de dliwentos &= £FOCO wsUal Tlevar x  cabo la
debaerminacidn  de los componenies de 1a fibra crudda,.

siendo
suficiente con la evaluaciodn de fi1lita eruda v recientenunte de
tibra deleraente acida vy tibra delergenie neutra. an le cual se

cuantifican todos los consbiluvenles de 1« pared celular.lo,led

HEJODOS B2 TR DSUS AR L EVGLURCIUH PE CARBOHILRATOS
MO @S (MILABLES

L. FIRRA CRUDA.
FUMNDAMEM 102
Se basa ¢n la cuantificacidn de wmatei i3 insuluble después del

Cretasmiento Acido vy alualine en condiciones especlticas pdra los
compoienties de la wpered ca2lular veqetal.l2,34,43)

YEHTAJAS:
-~ Es un wmétodo  tradicional, en el dque la
mayertlaria es pars celulosa y carbohidratos

Guantificacien
no esimilables.
DEBVENTAIAS:

= Control adecusdo de tempatraiura y tiempo.

= La filtracidn debe efectuarse a Lamp2raturas
ebullicidn del agua para arrasbvar
pequefias cantidades.

- Reqgquiere de un aparabu especial (digestor).
- La auestre a snalicar Jdebe contener senos de

carcanag a la
el material souluble y qrasas en

i node drasa.
Freparacidn de la nuestiras

— Holer la muestra y Lamizar pwr mella de pum. 3.
- Desengrasal si el coptenido de g1 ass @3 wmayor del .4

REACT IVOS
- H2804 0.22% b, Diluir 1.2% 85 an LOG ml..
- HMalH .313 M. Discolver 1.3253 g de  WaOH
carponatos.
= fAsbesto preparado:
Calcinar el asbesto en una cép:ula de porcelana
en La mufla a GO0 *C por 16 hrs..

+

an 100 wl. libre de



. .
Hervir con HzS0« 1.2% X durante 30 min., filtrar
¥y lavar con agua hirviente haz=ta un pH eercano a 6.

+
-
Hervir con NaOH 1.29 %, filtrar y lavar ron agua
hirviente y Hz2S0: 1.25 X.
+

2
Serar y calcinar a 600 *C.

FeE 1UDUL WG Ehe:
Transferir aprox. 1 g de miestra desengrasada a un vazo digestor
de 500 mi. con 1 g de asbesto preparado.

+
4
Afiadir 200 ml. de H2SOx 1.25 % hirviente y calentar en el digestor
por 30 min. a ebullicidn.
+
+
Filtrar el contenido del vaso y lavar con agua hirviente de S50-70
mi., continuar Los lavades hasta remover todo el dcido.
+
+
Regresar el filtrado al vaso y adliclonar 200 ml. de NaOH 1.25% X
: hirviente y calentar a ebullicidn por 10 min.
+
+
Fiitrar y lavar con 250 mi. de Hz2501 1.285 X hirviente. Lavar con
P50 ml. de agua hirviente y 25 mi. de alcnhol.
+
+*
Secar por succidn y transferir el residuc a un*gooch con asbesto
Yy s=ecar por 2 hrs. en ostufa a 130 ~ 2 =C.
+

+
Enfriar en desecador y pesar. Calcinar el gooch en la mufla a 600
=C por 30 min. . Enfriar en desecador y pesar. )

CRHLEULLS perdida de peso despuds de secado —
pérdida de pesa en calcinacidn

X de Fibra Cruda =
" peso muestra

2. FILERA DETERGEMNTE HEUITRx.

FUNDAMEN0:

S basa 2n 1o diselucidn en detergenice de sales  cuabernariss dJde
atmonio an diferentes bivtters ¥ bivmpos establecidos.
proporcianando una boane medide del me e ial campanenie  de i
pared calular (2,354,492

VENTAJAS:

~ No requiete de levadoZ tun ovyuae hirvienbe peb = rangver el Acido
como e el wétodo de fibra cru
— Solo se ileva a cabo uie digestidn.

=<



DESVENRTAINS:
-~ Requiere de miAs reactivas en caomparacidn del método de fibrea
cruda.

REACT1VNS:

=~ Frevarsclon de la muestra: (Sual que en +ibra cruda.

— Discolver en un matraxz aforado de 1 1, 16,61 g de EDTA, 6.81 g de

borato de sodio decahidratado y calentar en un baflc de agua hasta
disolucidn completa.

+
+
Afiadir 30 g de lauril sulfato de sodio y 10 ml. de
2-etoxietanol.
+

+
Dizolver separadamente el fosfato dcido de sadio C(NazHPO«) 4.50 q
con un poco de agua destilada y disolverlo an la xol. anterior.

+
4
Aforar a 1 1 ajustando el pH de 6.9 - 7.1,

~ Decahidronaftaleno R.k-.

- Atetona sin residuocs coloridos después de su @vaporacién.

= Sulfito de sodio anhidro R.A..

- Asbesto la«vado con dgua y dcido, secar y llevar a ia mufla a 8O0
oC.

METORULOG1A:

Pesar de O.5 - 1.0 g de muestra y llevarla al wvaso digestor,

adicionando 100 ml. dee SLS a temperatura ambiente, 2 mi. de
decahidronaftaleno y 0.5 g de sulfito de sodio.

+
+
Calentar a ebullicidn 5 -~ 10 min. Mantener la temperatura por 80
min. en sistema de reflujo.
>

+
Filtrar a traves de un gooch ayudindose con un poco de succidn.
+
+ 5
Lavar sl contenide del gooch con acetona y <ecar a 100 C por 8
hrs. Enfriar y pesar.
+

4
La diferencia entre el peso del gooch y el gooch con fibra cruda,
nos indica el porcentaje de Cibra cruda.

F1BRA DEIERGEMIE ACIDA,

FUMDAMENTO:

Los detergentes de sales cuaternarias de aponio  disuelven & los
carbohidratos en diferentes bu+4ters v o tviempos wslablecidgs @ por
lo gue se utilizan para cuantificar a la fibra cruda presente en
los alimentos. (34,431 C '
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VENT& RS

-~ S5a determine mas +ibra &) comparation «1 dstodo de fibre cruda.
= E3 mAs 1rApide que &) aelodo de filbies Cruda.

~ Los candicionzs san radciles de controlar.

DESYENTAJAS:
= liende o arrasirel’ maldrla 1NOrQaANICe cumo 5illca que cuanlisicg
como fibtm. Pul 10 Que Se recomiende tEdlilar W blanco.

REACTIVObL:
- Freparacidn de la muesbra: lgu=t gqua en fibra cruda.
— Dlsolver L0 o du celil trimetil bromuro de sodio en 1 1 de HzSU«

1 M.

METODULOGIAS

Pexar 1 g de muestra y llevarla al vaso digestor, afiadir 100 ml.

del reactivo Acido detergente a temperatura ambiente y 2 mil. de
decahidronaftaleno

+

. .
Calentar a ebullicidn 5 - 10 min. «.Mantener a temperaturz de
ebullicidn por B0 min. en reflujo.

s
+
Filtrar en un gooch previamente tarado con poca succidn, lavar el
residuc con agua hirviendo.
+

. .
Finalmente lavar con acentona hasta no obtener color. Secar el
rexiduo por 8 hrs. a 100 =C.

+

<+
Enfriar en desecador y pesar. La diferencia de peso % 100 nos
proporciona el % de fibra cruda.

Una ver que se obtiaene la fibrds cruds de cualyurgr mode obtenida.
se procede & la determinacison de sUS componentase Hamicelulosa,
celuloss v lignina.

HEM1CELULOSA

FUNDAMENTO:

La henicelulosa es tAcilmenbe hirolizada en condiciones acidas ¥
calentamiento, por lo que se puede cuantificar por su  composicion
de pentosas libres, adenas de las heiosas que puedan
presentarse. t2,34, 451

VENTAJAS: .
— Es Gkil 1« detetninagidn de hemiceluloss tomande en cuenta sus
propiededes de setr hidrolizadae en condicipnes especifices sin  la

deqradacidn. de celulosa y lignine que reguieren condicionss suidas
también perao con atras parametros de Liempo | y. Lemperatura de
calanbamianto. . '

- DESVENTAJAS:
~ Deber manzjarse eyactamenta los paramef{ros de trevnpa.,
tenperature vy concentracicon del acido, pues de lo contrario se

-



Pugge dalar = las conponentes restences v cuantificar de ads en la
hemcelulosa,

FMENOBOLOG L AL

Transferir La fibra cruda a un tubo de ensaye y afiadir 3 wml. de

H2504 1 N. y calentar en bafic de agus a ebullicidn durante 30
n, .

+

4
Enfriar a chorro de agua y centrlfugar por 10 min.. En la solucidn
se encuentra un hidrolisado de fa hemicelulosa.
+

<+
Cuantificar la hemiceluloza por medicidn de pentosas Yy hexosas
s-—gt‘m el metode a elegirg =i s necesario  se diluye -l
hidrolizado.

Fara cuantiticar realmente ls hemiceliuloss, el precipitado es
lavado cain 10 ml. de agua desatilada agitendo, por O wing:

Centrifugar por 10 min. y el sobrenadante se somete a
cuantificacidn rle pentosas Y hexosas.

CELULDSA 12, 34, 43}

MEMODOLOGYAL

Al precipitado obtenido en el paso anterior s& 1la agregan con

agitacidn 10 mi. de HzS0« al 67 X (vs/vd). Reposar 1 hr. a
temperatura amblente, agitar cada 15 min..

+

+
Centrifugar a %000 rpm durante 20 min.
+

+
En =1 sobrenadante se determinan pentosas y hexasas. Considerando
en este case a las hexosas como celulosa iUnicamente.

Las pentoses delterminadas en la freoccidn de celulose se suman a
la fraccisén de hemicelulousa.

L1ENINA

FUNDAMENTOS:

El material lignoceluleico tratado con acido fuerte permite 1la
hidrdlisis de los carbohidratos y por lo tento su solubilizacidn.
dejando un residuo insoluble gque porr detinicisn @s la lignina. la
cual ‘puede ser determinads Qraviméetricamente, (234,431 :



HETODOLOG I H:

Pesar 2 g de material lignocetuleico sece y lLlevarle a un

matraza de 1 1. Adiclonar 20 mL. de HzSO« al 72 %X, agltar de tal
forma que la muestra quede cubierta de acido.

+

4
Reposar una hr. a 28 -30 +C, afadir 560 mi. de agua dezionizada.
+

+
Tapar el matraz y someteorlo a 120 *C y una atm. durante 1 hr..
+
+
Filtrar en caliente sobre papel Y  num. 1 previamentes tarado.
Desechar la solucidn ¥ favar el residuo con agua desionizada hasta
un pH 6.
+
+
Secar por 8 hrs. en estufa a 70 *C, el peso obtenido ex el X de
lignina aparenta.
+
N J
Determinar ia lignina real por medic de la cuantificacidn de

proteinas y cenizas insolubles que quaedan retenidas en la lignina
aparente.

#
Tomar 0.04-0.00 g de lignina aparentc y determinar protelna por
nl método de Keidhal.
+

<+
Tomar un gramo de lignina aparente para la determinacidn de
cenlzas.

CALCULOS: pPesn lignina * 100

% Lignina Apateute =

rpeso muesitra

% Lignina Real = lignina aparente - (% de cenizas + % prote#nas)



PISCUSION FARA CARBOHIDR& DS,

Los mélodus volamiricos pard azucares reductores por oxidacton de

Seles weldlicsis  en swlucidn alcaliiia, han  sido amp 1z amente
uhilisados por au rapidez v facilided para ll@varse o cabo en el
laboratorio. Estlos wetodus, Feldling v Malson—Somnagyi =1=1a}

resmplezsdos por los mélodos espectrofoton@irlcos va que estos son
mas sansibles,. exactos y especliflcos.

Anal izendwy los m&Etodos pata AZucdres Reduc tores Lenenas que el

néLodoe que presenta mavar sensibilidad es el frifeniltelrazolio
(1l ~ 100 microgranos Jde azucets ml. de solucidn 2, ademds d4ste
cuaribatice henasss y pentosas, resultando  abil para evaluar
azucares en soluciones diluidas puras.

U método alterno es el acido dinitrosalicilica (DNS) atil  pars

cuantificer azdcares reduclores en solucidn mieles., Jaraves.
hidrolizgdas enzimidticos y quimicos. etc. si1endo ésto una ventaija
del DNS  sobre el tirdi feniltetrarolio ya  gue éste presenta

interferencias por las suatancias disueltas en 10s hidroliczados.
Foir olra paitte. el DS es mas rapido en compatracidén o los métodos
que cuantificen azdcares reductores cowo derivados furanicos
{anttona, orcinol y resorcinall.

For lo que respecta al mélodo de feanol-sulfdrico, éste presenta
Gran @iaglitud para cuasntificar azdcates totales come sacarasa.,
mal todettrinas. elu. 3z tenbo en praoductos naturales como en los
procesados. éstu evaluado a tHavés de ls ubtilizacidn de un
estandar interno. Aademds ez atil Para derivados wmetilados de
hexoasas y pentosas al igqual aque cuantifica Acidos aricos.
cuankbificindose peclinas de frulas v de prodguclos que la utilican
para inpatrbir Lteszlura conos en @l caso de nerweladas v jJaleas por
ejamplo.

Fatra la utilizcacion de we Lodos espectficos de aldoheosss
(giucosa, gqalactosa. elte’ o vetohexosas {fructosal) . rentosas
{ribousa? y Acidos uricves (Acido galeabtutdnico): se lLlevan a cabo
los nétodos de antlrana. resarcinul orcinol v carbazol
respectivanente. Con eucepcidn al mélodo de antrana <an
sensibilidad de 25 — 200 migrogrames Jde azdcar/ ml, de solucidn
los métodos resbtantes no  tienen buena senszibilidad (5 - S0
microgramos de azdcars wml. de solucidnl, peroc conoe se  menglona.,
son altamenle esprcificos ¥y muy Utiles cuandoe se tienen reéacciones
quiwicas o enzindlicas an las cuates el proguctlo ihtermedio o
Final es unu de estos azdacares que sa esta monitareasndo por  meaio
de estas reacciones espectficas. N

torlo que tespectas a los métodos enzimalicas. #atas son altamente
espectficas v exactas, Yy Rracticemente no hay interrerancias
durante la hidrélisis, peru reguiere de condiciohes conlroladas de
la renzrae especttice y de un  mébodo de deieccidn para la
cuantificacidn von los métodos antericoraente wencionados. Las
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aplicaclLones &aon huy espaeci ficas comw en lo hidirdlisis
20 SOLUC10NES de «lmIddi Jde mall para ob tener
cartenida de 20ucares simpies Por faenRio.

SNI1miLIcy
Jutabes con altu

81 s cuents con equipa ade cromaloarotieo liguids de  alts
(HFLC) . lu mas reconendab le ~ adECUad0 es
determin«cidn de ca bohiddratos pot- medlo de este
PHopa@Iciuna ventelss sobre el

Praers 1 dh

realizan la
ta&Chica, ¥a Jyue
especirototondirica patr =1-10 MALG

sansible, espeszlfico, exdacho ¥ rapida. Adicions Linenbe, Si los
Patramet: s de le determinscidn se L enan vz tablecidas, raesulta
mas sencillo cudntiticar por HFLL =0 comparaciron al métoda

encimabico.



LIFPIDOS

Los lipidos son biomoléculas organicas inselubles &n agua, que

puRden eiiraarse de las células v 10s Lejidos mediante disolvenles
no polares. por ejeaplo: eter de petrdleo. hexano. mezcla de
cloraformo-melbanal. eic., Se han cilasiticedo & los Iipidos en
diferentes foramas. stenda lo mas coman la que se Dbaza en las

estrucuras de sus esqualetos.(se. 243

ESQUELETO
. clliglicéridos +Glicerina
Comple jos Foxfoglicsridos+3«fosfato de
(xaponiticablex<) glicerilo
Esfingollipidos +Esfingosina
N Ceras +Alcoholes no po
TIPOS re< de peco mol
DE 4 cular elevado.
LIPIDOS -
EJEWPLO
Simples Ter penos +Vitamina A
Cinsaponifi- {ﬁstoroi des +Colesterol
cables) rostaglandinacsCiertos requladoves
L metabdlicox

Los lipidas complejus zse cerecleriztan paor caontener &cidos grasos
que desde un puntu Je vislta quiaico., son Esteres carboxilicod gue
daerivan Jde uin solo alcohoid., (=3 alicaerul. Yy S  conoacen  caono
triaciiglicéridas.Li1.32]1
9]
CHz-D-C-k*
[¥]

i
CH=-=0~C—R"
o

CHz-0-C~R"

Reciben también el ronbre de lipidos saponificables porqus |
producen  isbomes (sales de los Acidos grasos) por  hidrélisis
alcalina. E! grupo de los lipidos sencillos. no contiene acidos
grrasos y por 1o tanto son ingsponificables. '

A los. lipidos se les puwde caractérizar e  idenbtifigar per - sus
praopiedades fis1cas. quimicas y reaccCiones especificas. o



FROFLIEDRDES FISILAs,.

1. FUNTU DE FUSLUIN:

LOSs punbtos de rus16n de las especles purass s Pl ecisSos, [=1ETM =] ia
compasicidin variable de lus Lriglicédridos de lds graSes Natut'ales
Cr'@a uhna amplia zana de itog vl Oe PE10rg P 10 que o o
tenperatura qgue la Ultima Ffraccidn 561i1da sStAnLfiIca nNornaluenis la

temperabinra de fusidn del componsnte que tenga menor valot . Eata
daeterminacadn 23 Oalil wn Yrasazs andmales vy Lraxnstrormedas. pero o
e las de ol 1gen veyelbal, puesto que son Tiquidos la mavorfie de
ellos & temperabtura amblente. Ademds el puntu  de fugidre de  urfia
idea s0bre la compozicida Je lo arasa. wavor punto de tusidn
corraspondalria 8 une Giress Salurada. v thenul” punto de Tusisn 4 unea
inagturada. Lo, 15)

Z. LDENSILAL:

Piropledad que establece w1 ralor des le v lacidn sdlido~liquidao
(indice de grass +06lide o indice de contenido sdlidob. El
conocimiento de la densidoad es impol tanbte pata maneyalr las qrasds
y Lransporlarlas o Lta.én de maguinaria adecuads - Lemperatbura
ambiante.léala]

3. IMDICE DE REFRACCIOI:

Eslta propigdad de las grasas se encuentra rel« ionada con el
aumento de la longitud de la cadena y con la ingaturacidn an forme
ascendente v por ello se correlacions con £l fndice de yvodo.Lé,161]

FPROFIEDAVES QUIMICAS Y REACCIOHNES

te INDICE DE SAFOHTFICACIDN:

Se define como el peso en miligranos de kidrdxido.de potasio que
ae requiere para saponificar completamente un aramo de qrasas. Los
indices de saponificocidn estan relacionados cun &) peso malecular
promngdio de los Acidous qrasgs de la yraSa.lS.a.lad

2. RESIDUO I1SAFOHIFICARLE:

Incluye sustiancias d¢ las  grasas hablurales gue no  pueden ser
Saponificabley con Alcalis. poare que son solubles en los solventes
utilizados comanmenle para esiraccidn, por 1o que pueden sat
separados de las mezclas de los lipidos despuéds de efectuvada la
saponificacién. 3, 58.161

. INDICE DE 10DLO:z °

Esta detinido comon el peso de iodo absorbido por 100 partes de una
muestra. Fuede estar correlacionado con @l grado de insaturacidn
de uns Jrasa. vya que se observe que niveles balios de fndice de
iodo carrespanden a Acidos grasos polinsaturados.lb.b. 1&l)

4. RANCIDEZ HIDROLIVICA O LIPOLISLS: .

Esta rancider se debe a la accidn de Las lipasas sobte los enlaces
éster de los teridgqlicédridoes de las arasas y aceiles. Cabe sefalar,
que es frecuentae la lipbdlisis en los.  alimentos que contianen
Acidos grasos volitiles de cadena corta (Ca-Cez¥. Par fobrbtuna la
rancidaz no 8s auy grave ys que la meyoria de: 'las  grasas v lons
acites en los alinentos son Aci1dos grasos de cadena largam.lS.46,163




S. RANCIDEZ UXTi% 1V
Lag reacciones de oxidacci1on de las l1ipidos tirenen diversos
orvigencse

a)e— meCidhn directa del oxigeno sobre las dabirs ligaduras de los
acidos Qrasos indsturados.

B}.—-Recidn enzimalics de la Lipotigerasa v de Le
alcohol-deshidrag=nasa.

S.1 ADTUDXIDAC 1UNS:

Eate bi1po de Oxidaciéan se presentas commente en lipidos con alto
conienido de Acidos qrasos insasturados presenies en los alingntoas.
conktribuyendo o 25Ue oxtdac1dn la vitamina liposoluble A,

S ha couprobada Quer 1e oittdau idn des las Acidos arasos
POlLINEAEUWIadOs e del ti1pd de resccidn en cadeie, Jue consisle en
tres etapas: lniclecidn, Fropogecidn y (erminacidn,.

La ihiciacidn @s catelizada generalwstle por  la presencia  de
welales. uxigeno. luz y tempEraiura. Le Unidn divectsd del xiganoc
al sci1do wnsatuwrasdo preoduce hidroperd&uidos (los cuales han servido
Ppatra establecer el indice de petrdiidos, como ung medida de la
oinidacicdn vy estabilidad de las qrasasr. Los hidropardiidos al
perdar un hidrdageno forman radicales libres, los que reaccionan
con nuevas Mmoléculas de ACIdOs Q1rasos. formando mas radicalea. con
1o que se propaga la rescci1on.

En la dllima wlapa se condensan diterentes radicales formanda
conpuealos muy estables hasbta que ya no existan radicales libres
acktivos. Los hidroperdunidos tienen doble funhcidn ya que proveen de
radicales libires pate que se lleve a cabo la reaccidn y  producen
diferentes compuestos con los aldehidicos y cetdnicos respansables
de olores y sabores desegrsdables. Ademis existe evidencia de Jue
los perdiidos interactuan con las protetinss con 1o que piraducen 21
valor nutritivo de los alimentos.

Far olro lado, el wmalonaldehido es el rrincipal producto  de la
rupiura Jde los hidroperdxidos provenientes de la2 oxidacidn de los
Acidos grasos espectficos como el linolefico y «] araquiddni o y au
cuantivicacion €s le Lase para alaunos aélodos analiticos como al
indice de qirddo de onidacidn por smadio del acido  tiobarbitdarico
(ITBARY.LO.6, 16

S5.2. OXIBENACION FOR LIFOXIGENASAS:
Estas enzimes eteclidan une oxigendacidn en lugar de une ounidecidn v
sus sustreatos aspecificos son 4Acidos qrasos saturados can ana
unidad cis-cis 1,4 pentadieno. La enzima no aclda sobre los ascidos
Hr-asas sOn BSistemas conjuqados de insaturacidn, ni lgs Acidos con
doblies 'ligadursas de posicién trans,

La lipoxigenasa aclda adicionando dos atomos de uxigeno a cadéa
molécula de Acido grasao. taraando hidroperdtidos cig=trans
éptlcamente activos.

Las liporigenasaes son mensibles al calor y canbios de pH. par lo



Quiy: ezl facil inaclivet las wenipulande eslos  das  eeiae2eos

pardmett Gs.L5,4, 181

FREFARALZIUN DE L& HUESTRA FARA ANARLISEE DE LILIFIDUS.

Fara obi@ner un mavor conbaclo entre o nuestra y el solvente, B&

Jebe llevar o vobo une malianda y tamtTocidn por malla del fNuie
qa0.

El solveonhe wis utilizado es el &ter etilico, aunque  se  debe
mencionml ue 25 de  Hume 1mportancia  considerar la naturaeleczas

quishica dal solvenbe pues de eslu dependerd 1l grado de extraccién
v lg nebkuralera de los lipidos.tl]

Fara obtener 1a grasa solubilizads a@n el éler 0 cualquier mazclu
de solvenies se Jdebe sepatdar de la mueslre por medio de filtracion
0 Jecentdcidn. Una vaes oblenido ¢n la meitlese urganica. 88 procede
4 evaporar £l salvente que en 1z mayoria de las veces se lagre con
Une simple avaporacidn con caientaniento suave vy disninuyendo @l
pPuNto de ebullicidn por presion reducide como ey el casn del
rotovapor,

EXTRACCION LLIFIDOS FUR DIFERENIES SUOLVENITES.

Casi ltodos los mélodos para determinar la extraccidn de lipidas
estan basados en el hecho de que éstas sustancias o’ derivados de
. de Acidos grasus por saponiiticacidn, son  exiensamnente separados
de olros constituyentes por maedio de solventes palares orqanicos.
- las cualas ejercen Ul solubitidad preferencial rara los
COonPUeatos 9 as0S.

El &lur de putrtleo y el &ter elilice san los  meldores solventes
para este propdsito y son ultilizedos exbensivamente en comparacidn
« wvlros que  a continuacidn mencionaremnos. El clorufarino.
tetraclorure de carbono y obros solventes incremnen e &

diferentes qradas las sustanclas no deseables ltales como recinas,
alcaluides, materias coloridas ¥y olras sustanciss organicas.E4,39)

SOLVENTES DRGSHNICOS.

ETER DE FETRODLEQ:

Es e mezcla de hidrocarburos livianos ptovenientes de la
destilacidn del petroleo, que disuelve facilmente muchas Qrasas,
aceites. acidos Aarasos  princigalonente. Tamb 1én di1sualve otras
sustancias camo fosfolipldos. ceras y esteroles.

EL dter de petrdleo disuwaive en aenor canlidad sustancias no
lipidicas en camparacidn al clarotrama. disulfure de carbona.
acetana, etc.. . : -



ETER EVILLCU:
Fraclicamente Llados ios lipidos son regularmente solubles en =31
éter, con excepcidn de los estingolipidos y las cerebrdsidos.

Las grasas son ftacilmente solubles. Lea lecikina es consi:derada
generalmente soluble, pero su  extraceidn an las leguminosas
resulta dificil.

El &#ter etilico es muv ubtilizado en la extraccidn de arasas ¥
acei les vya que se evapora facalmente en un sistema de rotovapaor Y

ademas se renueve en tal farm:s Qque no intertfiere en las
determinscianes que s realizan en los acelies. liene 1a
deasventaje de que disuvelve crertos hidrocarburos, aceites

aesenciales an comparscion al éter de pebhirdles y materte colorida
tclorofila, caraolienons, flavones libres y +lavonoides) ., muchos
alcaloides, Acidos organicos, resi1nas vy compueslos relacionados.

TETRACLLORURO DE CARBONO:

Tiene la misma capacidad de el éter etilico de disolver compuestos
Q" azgs. pPeEro remueve nds impuirezas que éste. pelro en poca tiempo
disvelve las sustancias grases an compsracidn a otros solventes.
Ho es 1nflamable.

CLOROFQRMD:
Es wuy buen disolvente de auchos lipidos. disuelve prabuablemnente
mas susbanciras no lipidicas que el é&ter etilico.

DISULFURD DE CARBONO: R

. Es el solvente de mayor poder da rasolucidn para un  ranga  de
sustantias. disolviendo facilmenle aceite, grasa. cera. resina Yy
nuchas susktancias organicas. Fero no es util en la determtnacién
de lipidos en alimentos va gque es +fuente de error todas las
suslancias que e@itrae. adeanis su aroma es wmolesto y se descomnpone
facilmente en la extraccidn de ciertos lipidons.

BENCEND :

Es un buen disolvente de grasas. wsceitaes, ceras, gslLeraoides y
fostolipidas. lLas cerebrdsidos son solubles en calienie. Renmueve
hidrocarburos, ciertas materias coluridas. resifias Yy conpuestos
organicous. Las trazas de benceno son diticil de quitar del residua
lipidico, par 1o gue 514 uso ho &5 tecomendabile.

ACETONA s

T{ene un anip tio rango de poder diswivente para muchas clases de
conpuestos organicos. Las grasas. aceiles yeceras son lantamente
solubles en frio. pera rapidanente solubiles en caliente. Las
cerebrogsidos vy &cidos grasos son solubles, en cambio las lecitinas
y cefalinas son practicamente insolubles. Seé recomienda utilizarlo-
‘después de una extraccisdn hecha con éter o éter de petrélec en
lugar de alcoliol. )

ALCOHOL
‘Es un maegntfico- solvenie de lipidas. carboltidratos. ailcaloides,
cAlucdsidog, taninos, saponinas. aAcidos Qrganicas,. alqunas

-proleinas, material colourido,. eic.. Can  respecto  a la grasa
‘§ceites y <¢eras. son lenlblamente solubles. en Frio vy rapidamente



salubles &0 caliente, por lo que no @n - nuy ulilicado pata Les

eslitascidn g 1ipidos pues @o UNa Yran tdenle de werro-. L3, 393

HMETUDUS FakA CUANT LRGSR EL BXITRAC T LIFLDICO

LOS principaies méelbtodus involuo odos en la extraccion de lipidos
s clasifican asi:

GRUFD A:
Invaiucrs squellus nelodos que sS@ basan @l lw extraccidn de  l1os
lipidos en jlos twiidos &n condiciunes que nao se altere en la

posible la muestra. En este grupo podemos mencionars:
A-.HMETUDO DE SOXHLE].

FUNDRAMENTD:
Se basa e@n la enbraccidn del material lipidico soluble en &ter
etilico obltenidndose +inalmente un exkracto atéreo,(1.22.371

VENTARIAS:

- Mé&todao oticial A.0.A.C..

— Repraducible.

DESVEN [&#JAS:

- Tener atencidén principal a la temperatura y al tiempo de
calentamienio. ya que tLiempos prolongados causan oikidaciones en la
grass que se estd obteniendo.

REACTIVOS:

— Eter etilico.

- Prepatacién de la muestrad Procurar que la muestra sea madida
(malla num, 40 y seca. Para optimizar la extraccidn de lo grasa.

MEFODULOGLA:
Pesar de 2-10 g de miestra molida y seca.
+
+
Llevarla a un tubo de porcelana o papel fllitro poreso libre de
grasa. Tapar con algoddn también llbre de grasa.
: +
<+
Introducir en el aparato de extraccidn Soxhlet. Extraer con dter
etilico (50-150 ml,.3 por 4-6 hrx.. Si al cabo de eoste tiempo el
Jter que cae del extractor presenta grasa, dejar reflujando hasta
1la desaparicidn total de Ssta.
+

. + . i
SEvaporar el solvente. Secar en estufa a 90 *C por 2 hrs..
. a2 )

. +
Enfriar en dexecador y pesar inmediatamente.



CA_CULYS:
peso de grasa cruda

X grasa cruda = * 100
) poso de muaesStra saca

B) NEZCLA DE SOLVENTES.

FUNDAIMENTO:

Sa2 bosa 2 la  formecidn de mezclas  de solvenles medisanle  un
siskema que conliene clorotarmno-amelanol v agua en la muesira.
obtenitsdndose una sulucidn  wonotasica primeransote. e &sta  se
etren las lipidos que al 4ormnarse un Zasbema Jitasico  por la

adicién de cloroforing. Las sSUSbdNEias insapanificables quedan
retventitdas en la fase metanol-squa.l71

VENTARIAS:

- Em OLiil para mueslhiras que contiengir uinl bLejio parcentalje de arasa
{1-10 %) . -

- Hé&todo eticrente v reproduciblea.

- Sa determninan lipidos toltaeles por ls cuantificacidn de materia
1hsaponi ficale.

DESVEMNTAJRS:

- Como la ouesira contiene bajo contenido da gQrasa. se requieren
qrandes coenbtidades para le cuantificacidn (100D-200 qg.).

REACTLIVOS:
~ Metanol absoluto R.A..
= Clorafaordno R.A..

METODOLOG L&z

Pesar 100 g. de muestra y merclarla perfectamente con una solucidn
de 100 mi. de clorotormo y 200 ml. de metanol por exspacioco de 2
-min. . Conzsiderar ol X de agua en la muestra, alrededor de B8O X.

+
— . 4
Afadir a 1a mezcla 100 ml. de cloroformd ¥y agitar por 30 =seg..
Adicionar 100 ml. de agua y continuar la agitacidn por 30 =eg..
. . +
. 3 4
Filtrar a traves de un papel Whatiman num, % o sobre un Coors N
. R con poca succidn, recibiendo en una probeta graduada de S00 mi.
T & '
L & . 5
Registrar el voldimen de la capa clorofdrmica despuds de 1a
completa separacidn. Retirar de la capa alcohdlica con cuidado.
+

. +
La capa clorofdrmica contiene lox i1ipidos.



+ .
+
Afiadir 100 ml, de clorofromo al residuo retenido en el papel para
mayor extraccidn.
<
R +
Una porcidn del extracto lipidico que contenga 100-200 mg. de

1ipido e= evaporado a sequedad en unh matraz previamente taradeo ¥y
se determina por diferencia de peso al residuc Lipidico.

+

+
La evaporacidn puede ser facilitada por un sistema de Nitrdgeno en
un bhafio de agua de 40-50 =C.
<+

4
Sccar el residuc sobre anhidro fosférice en un desecador.

<+
+
Para separar el posible material lipidico se adicioman 10 ml. de
cloroformo. S1 hay material intoluble =epararlo por filtracidn
lavando con cloroformo.
+
+
Evaprrar a sequedad y calcular el contenido 1lipidico de 1a
muestra.
CALCULDS:
peso de lipidos - voldmen de la
en la alicuota capa clorofdrmica

Total de lipidos =

voltimen de alicwuota

C} EXTRAGLION FOR ROESSE-GUVILIEE (« GRAVIMEIRICO ).

FUNLDAMEHTOS:

Extraccidn de ia arase wmedianle solventes apropiados vy la
evapolracidn innediala de ellos. para gbtener un extracto seco Qque
represanta la fraccidn lipldice. L5,19,221

VENTAJTRS: .
-~ Método analitico Gtil para la exbiracidn y cuantificacidn de 1a
grasas butirica en derivados lacteos en cosparacidn a los . métodas
de Babcock y Gerber. :

DESVEHTAJAL: : )
= Requiere de una previa hidrédlis=is en el caso de las harinas vy
Pan.

— En lo que se retierg a lacteas. é&stas requieren de mayor tiewmpo
en su desarrollo en comparacién a los méyndos de Babcock y. Garber,



C) ELVKACCION PARA HARLTNAS v FPAl.

FERC ) 1VvOu:

- Etanol «! 95 %.

= HC1 (HC1:Hz0 25:11). .
— Eter etilico.

- Eter de petrdleoc.

METUDOLOGTA:

Pexar 2 g de harina o producto similar en un matraz erlenmeyer de
50 mi. y merzclar con 2-3 ml. de etanol.

+
+

Adionar 28 mL., de HCL (25:111), mezclar perfectamente y llevar a un

bafio de agua de 70-HO *C por 30-40 min., agitar frecuentementen.
+
. +
Agregar 10 ml. de etanel y enfriar.

. +
+

Transferir la mezcla a un extractor de grasa Mojonnier o adaptar

mn embudo de zeparacidn. Lavar el matraz con tres porciones de 25
mi. de Ster etilico y transferirlos al embudo.

+
+
Tapar el embudo con tapdn de corcho o© neopreno u otro tapdn
sintético que no =se afecte con los solventes b4 agitar
vignrosamente por 1 min.
+

4
Adicicnar 25 mi. de dter de petrdieo redestilado y agitar
vigoresamente por 1 min.

+

+

Raposar hasta que ta parie superior esté totalmente clara.
+
&,

Extraer culidadosamente 1a fase eteérea, rectbitendo en un matraz
previamente puesto a peso constante 0100 *C por 2 hrs.2 b4
filtrando al mi=smo tiempo con algoddn.

+

+
Extraer nuevamente la capa acuosa usande 19 ml., de éter etilico y
159 mi, de dter de petrdlec en la secuerncia y forma ya mencionada.
+
3
Reposar hasta la tolal separacidn de las capas y decantar o

separar la capa etérea culdsdozamente, raciblendo en el mlsme
matra=. . -

+

+
Lavar cuantitativamente el embudo separador con una wmezcla  de
igual voldmen de los dos dteres utllizados un minimo  voldmen.



Transterir los lavados al matraz anteriormente mencionado.

+

+
Evaporar lLos =olventes mediante un rotovapor con presidn reducida

a sequedad.
+

&
Llevar a peso constante en una estufa a 100 *C.. Realizar al mixmo
timsmpo un blanco de reactivos.

Fatm efecliuar lus Calculos se recom:enda erpresar lus reasul tados

comg porcentdge de qrasa par badrdlisis Acida.

L.2) EXNRACCLON ARA LECHE ¢ DERIVADUS LACTEDS. £1,35. 15,231

- AMONi&acs conc..
- Etanaol al 95 <
-~ Eter eiflico.
~ Eter de petroéieo.
- Agua desioniczada.

FIETODOLOGLIA:
Leche Crema Helados
Tomar 10 ml. de leche Pesar 2 g. de crema llevar— Pesar S mg.
y llevarlos a un embudo los a un embudo de separa-— de helado a
de separacidn. cidn. Adicionar 9 ml. de Hz0O temperatura
¥y 8 ml. mis si el contenido amblente a-—

+
" de grasza es mayor al 25 X. diecionar S
& <+ ml. de Hz20.
+ + <+
+ + +
+ + Agregar 2 -
M 3 ml. de amo=-
1 3 niaco conc.
+ calentar en
. 3 kafio a 60 -
" . ¢ por 20 -
T " mi .,
+ + +
+ & 4
t + +
L]
L + 3
+
+
Agregar 10 ml. de etancl al 95 X, merzclar perfectamente.
N +

<
Adicionar 25 ml. de éter ‘de petrdleo. Tapar y agltar.

- Reposar hasta que la fase superior esté totalmente clara o

70



centrifugar a 600 rpm. por S min..
+

+
Repeltir la extraccidn do la fase acuosa por dos veces consecutivas
utilizando 15 ml. de cada Solvente. Para helados utilizar 25 ml.

+*
+
Decantar on un recipiente de peso coneclido. Evaporar
cuidadosamrnte. De preferencia en rotovapor.
+

+
Secar en la estufa a 100 *C wutilizando vacio. Enfirar en un
desecadotr. Pesar el contenido lipidiceo.

+

4
Determinar por diferencia des peso el X de grasa.

CHANT LR IO TON ¢ CRRACTERIZACIUN DE LOS EXIRACTOS
LIFLRICYS gBIENIDUS.

DETERMINACIWLH DE ACLDOS LRASUS.

FUNDAMENTU:
Este método voluméti ico se basa en las delerminaciones de nanerao
de saponificacidn v las extracciones de material

insaponificablel!1,3,22.34]

VENTAJAS :
- Ests determinacidn es Qtil ya que se logre caractesrizar

completamente a la  muestra praoblema  conociéndoses namere . de
saponificacion, porcidn angaponiticable tcuantificacidn del
colesteral), equivalente de neutralizacidn v ademas sa ohtienen

los Acidos grasos tibres que  pueden ser identificados POor
cromatografia de gases.
METODOLOGIA:

50

Pezar 5 g de muestira en un matraz de borma exsmerilada y afiadir
mi. de potasio al 5.8 X o pesar § g de extracto lipidico.

+ .

4
Reflujar por 30 min.-1 hr., hasta obtener una solucidn clara.
+

) +
Enfriar y titular en unavallcunta el excesn de dlcall con HCL 0.5
N usando tenclftalefna come tixticador. Este valor exs 4Gtil para

determinar el nlmero de saponificacidn. -
<

4 .
Resover el alcohol del resto de la mercla por medio de un bafio de
vapor.
+
+

72



Adicionar aproximadamente 20 ml. de agua de<ianizada para disolver
los jabonesx. )

+
. +
Separar la porcidn de insaponlificable mezrlando ia solucidn acunsa

con A4-5 porciones de 30 ml, de édter etilico en un embudo de
separacidn. Los extractos se unen para analizar al colesterol.

+
4
Acidificar la fase acuo=a obtenida de la eliminacidn de la materia
insaponificable, que contiene los Acidos grasos, con la adicidn
gota a gota de HC1 conc. a pH 1-2.
+

+
Extraer los 3cidos dgrasos con tres porciones de 10 ml de dter
etilico, colectando los extractos etdreos.

+

+
Colectar una alicuota en un recipiente de peso conocido y
wvaporar el dter a presidn reducida.

+

1
Determinar el peso dol residuc y lavar la superficie con 10 ml  de
H»O para remover el HCl. Adicionar 10 mt de éter al residuo, secar
pPara remover trazax de HCL.

+ -

+
Adicionar 50 ml. de alcohol al 95 X tibio y titular con NaoH 0.1 N
uwsando fenolftaleina como indicador. Este valor serd wutitizado
para determinar el equivalente de neutralizacidn de la muestra.’

Los scudaos grasos extraldos son tratados quimicamente para  ser
analizados por cromalugrafia de gases que aari analizado
posteriormente.



CARACTERLZACION v CUGNTIFICRGLION DE LIFIROS,

1, Luaniiticacion de volesterol v fosfolipaidos.
Q. Luaittiticacidn ue 4cidos grasos per cromatografia de Jdoses.

1. LUAHIIFICACION OE CULESTEROL v FOSFOLIFPIDOS.

FUNDAMEN 10O
Se bLasa en la solubilidad del colesterol en acetone sSepasrindolo
del resto de ld muestirea, lo cual contiene tosiolipgidos que no son
s0lubles en diclhwo solvente. LAl

VENTAJAS:

—~ tékodo répido de exlraccidn v cuantiticacidn pwara colesteral v
fostalipidos.

- Es directamente aplicable o una muestre climenticia seva.

- Ea aplicable a la Fraccidn insapounificable que resulta de la
determinacidn de acidos grasos.

METUDOLOG 1A
FPexar 100 g de muestra en un matrar y adicionar 40 ml. de acetona.
Homogeneizar y repoxar por S min.

+
Filtrar a travez de un Buchner, ]::lvandc el residuvo con 20 ml  de
acetona.
&
+
FILTRADO RESIDUO
+ <+
+ +
Evaporar a sequodad Extraer 3 vecos con 40 ml de
- éter reposade % min. entre
Los extractos eitéreos cada extraccidn.
colecliadosz de la determinaciéon . +
anterior de Acidos grasos, 5 n
lavan con aque destilada hasta Evaporar los extractos hasta
reaccion negativa can 10 mi.
fenclitateina. Secar con "
sultato de sedio anhidra. : &
Evaporar a presion raeducida. Vertir el concentrado en 10-40
Disolver en clorororma. ml de acetona y agitar
Evaporatr o sequedad y continuar B . +

7




el anllisis.

Pexar aprox. 50 myJ del materiai

tipidico, disolver con 1 3
de clorofroma.
+

Colocar 0.2 m.l..&de la sol. de

lipidos en un tubo de ensaye 7y

con cutdado adicionar 4 ml. del
reactivo acetilante.

+

&
Mezclar perfectamenle y reposar
por 10 min.

+
+
Adicionar con cuidado 1 ml de
HzS04 conc., mezclar y reposar
10 min.
+

+
Preparar un blanco de reactives
y clorofromo.

+

+
Leer en el expectrofotdmetro =
ajustando con el blanco a G20-
.

+

Curva sstindar ;. colesterol -~

en cloroforme de 0.2-2 mg-ml.

Tratando 0.2 ml de cada dilu-

cidn de la misma manera que la
wiestira

va

Colectar el prgcipitada formado

por €foxfolipidos y lecitinal

por filtracidn en un Buchner o
por centrifugacidn.

+
+
Pexar ol residuo, descartar el
sobrenadante.
+

+
Disolver el residuo en cloro-
formo, metannl 3:1 y taparloa
perfectamente.

+

Tranxferir una&al.lcuota que -
contenga (1 uM de POs aprox.
a un matraz microkKjeldahl, su-—
poniendose un fosfolipido
conocido.

+

Evaporar el sarvente. Adicio~
nar con cuidado 0.5 ml de
HzS02. 10 N y calentar hasta

solucidn clara,

+*

+
Adicionar con mucho cuidado 2
mi de agua fria y calentar a -
ebullicidn por 10 min..

+

Preparar un b.tanco de agua y

extindar de fosfatos C 0-1

nwmld. Adicionar 2 ml de agua
y O.5 mi. de HzSO« 10 N.

+

A un tubo de ertsaye adicionar
1 mli de zol. de meclibdato de
amonio 2.5 X en HxSO« 0.1 N.
Agitar. )
+
+

Agregar 1 mi de sol. bisulfito
de sodico al 3 X y Elon al 1 X.
Agitar y aforar a 10 ml,

& .

+
Ajustar con el blanco y leer en
el espactro a 660 nm.



CALCULDS PARA FOSFOLIFINOS:

Onlener con la concantracion
partir de 1o curva patron. El
multiplicando le centidad de fosfato par
praomedia de +astore en los lipidaos es de 4

de fosfato en mgrsluw g de muestra o
contenido de tusfolipidos s¢ obtiene
23, ya gque el contenida

A

ANALISIS DE LIFIDUS FOR CRUMATUBRAF 14 DE GRSES

La cromatografia Je qases es35  uno  de los métadas fisicos de
SERArACldr WAS eficaces que se conoceriy cada componenete de wuna
muestira suministra $res unidades de intormacicon: posIcidi. altura
y anchure de los picos en &1 croanstograma. (2?1

(expresado cuantabativanente ¢omo dato de retengidn)

La posicidn
infarmacidén cualitbativa.

praoporciona la
El Qas acarteador P Lmera  pPasa  pOr urk cantrolador, con el
propdsito de mantener un ¥luwjo cons tante, daspusés pasa parr el
1nyector en donde AT &I rea ) 1s muastro vaporizcada. Kl gas
acarresxdor eluye a los camponentes a trovés de lo columna en donde
S8 van Separando segun las prosiedades que ssta presente.
la columna se enrcuentra un debtector gue en este caso
de ionizacicn de flama tFID2, el cual al estar  en
cantiene une apreciable
resul tedo  de  la  lonizacidn.

Al final de
es =1 detectar
contaclao cont el gas acalrexdor
-concentracidn de electrones libres

dando la flama una conductividad eléctrica.

La conduclividad de una flana de haidrégeno w5 excepcionalmente
pequela, y &5 registrade continuamenke en una carta, observandose
una linea continua wmienktras Nno haya registro de muestra vaporizada
al final de la columma. Al Salir el v apor de la muestra la
conductividad da la flama del detector se &leva aostrando una
defleccidn en la linea de base. La linea continua -corresponde «l
qas acarreador puroc v las deflacciones del vapot s0on llamados
picos cromatograficos que corresponden a conponentes a muestras

Prraoblemas.[29,57]

VENTAJAS:

- Método reprroducible y estable.
~ Versatil.

~ Buena Sensibilidad.

= Automaticacidn.

= Amprlio egpectro de aplicacidn.

DESVENTAJAS:

= No hay recuperacion de la muesira.’
= Instrumento costoso. :
~ Personal capacitado. -

”



FREFARACION DE LA HUESITRA FAFR DLGTENHES RSIERES DE ACLLUD GSRASUS

Los ACidas QI'as0s pueden Ser afellzados como 4c1dos qrases libres.

Fera irierac btian fuertemnentie eaepiye =1llos  m1swos NS con  amuchos
matetiales que Ccomponen 1 Sokotribe G lada Columlhiay RO lo que s
mroducen PIcos mal detinidos. En lo  mayoris las coesas. las
Ac1dus o oSS san branstormedos A BUS ésteran Pt diterentes

rescuiones: (G5

a) METAMOL-ACILO CLORHIDRICO:
Para zer ooti:lados lus Acidos fueron disuelios en bencenu v HOL ot
S % en meuonol enhidro. Despues de refidvgdr, Ses atlade Hzt3 ) les
meztla v [us &sieres sBON extraldos coir Aler de petrdleo. [ 9]
ligquido de particidn utilizado fuewid Lod4 bubvanedidl Paora ésterss Jde
bajo pesw melecular {Cre~C12? y dietilen qlicousuccinato para
“steres Jde alto peso molecular (Cie—Czar .

by MENOXIDD DE S0ODIQ:

For medio de esta reaccidn se obluvieron los ésteres dad  aceitles
comarciasles: O.S ml. de  Jiana disugliles en S nl. de éter
reaccionan con 5 ml. de metoxido de sodio. Vetenet la reaccisn con
aqua Fris desionizeda. Lniyectdr lda fase eléros.

REACTIVOS:

= Metdrido de Sodio.

= fAgua designicade v tria.

— Curve estandar de acidos qrasos palmtiitico, estebsrtica, wleico,
lanolefco » otaguiddénica.

Condiciones en el Cromatdédgrato de Gases:

= Lolunna DEBS ol 20 % sobite Supelco HP BO1OD; 2 m: 1.8 in.

- Jemperotura del detecltor & tnysctor =10 eC,

= -lemperatura de I« columna 90 <L,

~ Temperatura de la coluwna 90 *C 2 min., a 12
a 210 ¢ por 8@+ Crmin.s 20 min.

= Flujo Nz « 20 alsmtin.

= Alre o 3 psig.

- Hidrdgeno opbimizado.

~ Velocidaa de la certa V.5 cmrmin.

~ Atenuscion &4, Rango 1O, Graticador I wVv, Detector FID.

= lnyeccion 1 gl

IMDIEES DE 4 CALIDAD DE LOS LLIFPIDOS

*C por 1o «Comin.:

La calidad se define como el conjunto de caracleristicas  que
diferencian las unidades y soh significativazs ai determinar el
grado de aceptaci®n de esa unidad por parte del consumidor.L20]

fas Ccaracteristicas de un  sceite, particularmente hablando. 3L
Lr-ansformsn en especlficaciones dentro de una norma ofical. Estas
espacificacionss s0n necesarilas € indispensables para considerar
al producto de consumo humano. '

La norma aficial pare le industrializecidn y comercializacidn - del
sgeite contiene alrededor de 14 especificaciones, de las cuales se
‘mentionsran . las @mas recurraidas para lea verificacidn de la
calidad.{33) N
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I. PRUEHA PARA LA DETERFLNACION DEL KHNDICE DE ACLIDEZ.

FUHDAMEN 1 D:
Sz basae en la definicidn del pndmaro de wa de hidirdiido de potasio
requenridos para neuatralizor los aci1dos grasos libres en 1 q e
muestra. (3,543

REAC 1'/0S:
- Ekerr diettlico.

- Etanol.
- Salucidn de tenalftaleins al 1 %,
~ Salucidn de KOH 0.1 o 0.1 W,

FMEIODOLOGLA:
Mezclar 29 ml. de &ter dietflico con 25 ml. de etancl y 1 mi.de
sol. de fenolftaleina.

+
+

Neutralizrar cuidadosamente con KOH 0.1 M.
+

+

Disoclver 1-10 g de muestra en la mercla de solventes neutralizados

y titular con sclucidn  acuosa de Nact 0.1 ™, agitando
constantemente hasta un color rosa persistente por 19 segqg.

CALLULAS:
vol del thtulante » S.81
Indice de Acidez =

peso de muestra.

tos acidus grasos libres son usualmenlte calculados camo 4cido
alefco {(por ser el mas abundasnles en 1os aceites de oarigen
vegeltal), teniendo cowo equivalente 1 m: de {HalDH ©.1 M = de Acido
alefico. por lo tanta se trene:

mL de}) titulante = H NaOH = 0.282 = 100

% de Acido Oleico =

pe=o de la muestra.

INTERPRE I AC I UM?

Los aceites recién e€laborados cienen la caractertstica de no
.contener &cidos grasos libres en tal concentiracion, que
practicamente la nuesira es cercana 4  la neutralidad. Conforme
Sgranscurrve el btienpos vy 5i las condiciones de almacenamiento na
son las dplimas, He llevan « cabo reacciones de | las  cuales | se
liberan acidos frasos que disalnuyen el indice de acidez. :



Lus acetlies veqetales comesiibles <oma ) de& mrll o carlbawmo,
generaloente tienen un {ndice de acider de .Y W como  mAximo w
w.05 % como minima en Acido olefca. fuera del limite superionr, el
acel ke S encuatitia fuera de Morma vy deba investigarse el urlaen
de ests anormsalidad.

1I.0ETERMIMNACTON DEL 1NRLILE DE 10Dl
Es ) % de 10do gue un aceile tidda @n torma 108specl flca por - sus

insaturacianes. L. 34

REACTIVOS:

— Solucid de Wiis:

Disolver 8 g de ICla: en 200 ml de Acido aceético glacial. Di<ol ver

9 g de lodo en 300 ml de CCli. Mezclar las 2 soluciones diluwir a 1
I con dcido acético glacial.

~ Solucisn de IKI al 10 %.
~ Solucidén de tiosultalo de sedioc 0.1 M.
~ Tetraclorw o de carbono.

METODOLOG1AS
Pesar de 0.2-0.3 g de aceite o 0.5 g de graza en un matraz de todo
de 250 ml.

+
+
Afiadir 20 mi de sol. de Wijs, humedeciendo previamente el  matraz
con la sol. de KI al 10 X. Reposar por 30 min. en la obscuridad.
. .
+
Adiclonar (%5 ml de KI 10 X ¥ 100 ml de agua  desionizada, mezcl ar

perfectamente v titular con tiosulfato 0.1 M watilizande almiddn
como indicador un poco antes del punto final. '

+
+
Realtzar un blanco al mismo tiempo con 10 mi de CCld.

CAaLCULOS:
(b —2a)d«1.269

Indice de iodo =
peso (g? de muestra

a = m de tiozulfato

b = ml de tiosulfato para el blanco '

sl {b—a)> es mayor que. brsz, la prusba debe ser
repetida usxando menor cantidad de muyestra. .



ESTA TESIS WO BEBE
SAUR DE LA BIBLISTECK

INTERFRETACIONZ

GRUI-U EJENPLLS KAMBO DE THIZILES
Ceros P edsemarEenasEmarn -+ Muy pegquefio,
Grasas animales - Flentequilla, Lordo. + 30-20.0

Hoceites rno secantes -+ Aceile de gliva. » BO-100.

fFeeite de olmendras.

Aceites SeniseCanles o+ Acelie de algododni. - BuU-140.
sSoyva, S&samo.

Acel tes Secantes + Heerle de linaza, -+ 125200,

J10. TWDICE DE FERUX LDU:

La furmacidn de perdxidos es muy lents en el perfodo de iniciacidn
de e@ste reacciden, que al cabo de pocas semanas o w@ses  segun el
acei te 0 Qresa, la temperatura, humedad , etc., se propegan Y
aumenkan otasionando el deterioro del accite v la presencia  de
rencidez.(5,19,22]

REAL 1 1V0S:

~ Solucidn de Acido acético/s/cloroformo (Z:1).

«~ Solucidn saturada de I -

- liosul+ato de sadio 0.1 N.

- Indicador de almiddn soluble al 1 k.

= Agua desivnizads recientenente hervida y fria.

I'IEIUDUL.L'J(:‘:[.:;:

Peasar 5.0 -0.59 g de aceite o grasa en un matraz de 2350 ml y

adicionar 30 mt de sol. acéticorclaorofoerma dizolviendo
perfectamente.

+
+

Adicionar 0,5 ml de =zol. saturada de XI y reposar BO =.
L

L -
Afiadir 30 ml de agua desionizada hervida y fria.
+

+
Titular lentamente con tioxulfato de sodio O.1 N. Si =se gastan
menos de 3 mi. titular con 0.01 N

<

. +
Agitar vigorasamento hasta obtener umn color amarillo.
: +
. +
Adicionar en este momentc 0.5 ml de scol. de almiddn soluble al 1 X

Yy continuar la titulacidn hasta que desaparezca el color azul por
30 =x. N

e



CARLEULOS:
ml de Hz22503 = N Naz3r203 »x 1000
mEq e perdxido = SO

g de muestra

METODOLOGIA OPCTIONAL UTLILIZANDO 1 g DE MUESTRA: L 341
Pesar en un tubo de ensaye 1 g de muestra lipldica, 1 g de KI y
disolver en una muestira de dcido acdticos/cloroformo (2:1d.

+
~ +
Lievar el tubo &a un bafio de agua hirviente y permitic ia
ebullicidn de la mezcla por 30 s.
+
+
Transterir el contenido del tubo a un matrar y disolver con 20 mi
de una sol. de KI (% % lavar y transferir cuantitativamente con

2% mlL de agua desionizada recientemente bervida y fria por dos
ocasiones, a un matraz erlenmeyer de 250 ml.

&

Titular con NazSzO1 0.002 M usando almiddn €1 Xr com imticador.
Rralizar al mismo tiempo um blanco de reactivos.

CALCULDS:

ml de MazSOx & N MazS5z0s & 1000
wEc; de perdxido/Kg de m =

g de muestira

INTERFRETACION:

Los aceiles 1euidn clilenidos v los gque se manlienen en condiciones
adacdadas de almacenawienlo Livnen poce 1o genaerasl abaic de 1o
WEY /Ky de musstra para parédstidos. por Mormna Qficial Menicana los
dacel les deben tener un maunimo de 2 ppw de perdxidos.

Le determinacidn del qrado de oxidacidn de una grasa en  un
allmenta es dificil y auchas veces Los resullados son dudosos. El
fndica de perdxidos es util en la fase inicial de descomposicidn

de log hidroperdpidas.  Foar atro lada. la determinacion = de
compues lus carbonilicas es il Sleupre vy cuando las reacciones de
tipo secundario y de valatilizacion #o  itayan alcanzedo  gran
amplitud, ye que se¢ producen rompimientos de enlaces de diterente
tipo vrasionando distinbtos compuestos de tipo carbonilico. Otraos
méetodos para  daberminar el arade de oiidadcdn s00 el
PeatamanicCidinsg v abs=oercidn e wl LR IR P (=3} w0 N0 65 My
adecuadu paor e poco especifico vy el seaqundo ne relacrona
t&crimente &) giado de axidacidn paor 10 gue estie pdtadu @5 masn.

‘ap licobiie parae deleciar canbios relativos en la onxidacidn . de  un’
acwive.r19]



Unae alternaliva pare le medicidir de la amadacion en los lipidas es
la tégnica dgl Acido ticbarbiturico (TBA) donde se cuentitica al
malonaldehido (HOC~{H2-COH) . que E-1- uno de los principales
productos de to ruptura de las hidroperdrndos provenmientes des le
axidacion de los &cidos linolefco y araquiddnico, por 1o que S
Propone Coma una Lécnica alternativa al Indice de peroxidos.lf44]

HNHUMERL DE ALIDU 1I0BARBI IURICU:

FUNDAMEN U

Cuantificar al cramdueno praducido < la resccidn ae candensacidén
de 2 noléculas de (A Yy une de dialdehldo malonico coan  un  wméxims
Jde shsorec1én & SI2 oam. U34]

VENTAJAS:
~ Ye puede splicar directamente s1n pravia giblraccidn de la grasa.

DESVERTAJAS:
- El rBA es inestable en presencia de perdxidos. acidos v

calentamienta. .
~- Se producen ciertas susthancics que pusden reaccionar con TBA.
— No es muy exacto cuando se aplica a sustratos secos.

REARCTIVOS:

- HCl 4 M.

- BRI Pesar 0.20883 g de 4cidoe btiobotrbitarico, disolverleo en acido
agético glacial al 20 % v eforar en este solvenite a 100 ml.

METODOLOGIA:

Macerar 10 g de alimento graso con 50 ml de agua desionirada 'y

lavar la muestra en un matrar para destilacidn con 47.59 ml de agua
desionizada.

+
4
Afiadir 2.5 ml de HCl 4 M a pH 1.5, adicionar pledra=z reguladoras
de la ebullicidn.
+
- <+
Calentar en canastilla eléctrica hasta ebull}.ci&n, destilando SO
. mi despufxs de 10 min. de iniciarse la ebullicidn.
. < .
Pipetear 9 ml. del destilado y llevarlos a un tubeo y taparlo para
: evitar la evaporacidn.
. <+
- ;
Adictionar S ml. de TBA, agitar y calentar en un bafic de agua a
ebullicidn por 359 min. "
+

Y )
Freparar un blanco usando 5 ml de agua desionizada y 5 ml de TBA.
. - . .

N - .
Enfriar ‘los tubos en agua desionizada por 10 min. AjJustar en el
" espectrofotdmetro con un blanco a 538 nm con celda de 10 mm.



GALLLLOS:
Num. de TBA = 7.8 D (como mg de malenaldehfidors Kg de muestral.

1V, IHOICE DE SHPOWLF TCAC TGS

Esx &) niamero de ayg gde EUH requeridos parva negtralz;av las AHordos
arasus tibres de la hiderdlisis canpigie Je whe g de auastera. iog
éateras de 2cidod 9razus de BAjo PRSO molecul« requiaren da wuchae

cantidad Je slcall pare su saponiticacidn. =1=13 lo

Que  ésta es
LAversananie Proparcionel =l peso molecular.l,2:2.241

REALCT IVDS:

~ Hidrdirdo de ¢otazio =lcohdlicvo: floler 30 g de UK con 4%
Cal) vy disolver perfectanentse con J0e-150 wi de alcohol a4l 95 %y
diluiec & 1 1.

~ HC1 uv.9 .

~ fFenottaleina con thdicadatr.

METODDLO0GIAs

Pesar aproximadamente 2.9 g de. muestra enn un  matraz de  boca
osmorilada. Afadir 25 mi de KOH aleohdlica exactamente.

+

+
Conectar en un refrigerante y calentar a reflujo por 30 min.
. +

L3
Enfriar y titular tos dcidos grasos libres con HCL 0.5 N usando
tenoftaleina como fndicader. '

+

&
Realtzar un blanco al mismo tiewmpa con la  sol. de  potasa y
reflujar al mismo tiempo para la muestra. Enfriar y titular en las
mizmas condiciones.

CALCWILQ:S:

Cml de blanco ~ ml de miestra en

. titulacidn) & N HCl = 56.1
Indice de saponificscion

Cmg de KONr/g de muestra)

peso de miestra <g>

INTERFRETARCI0N:
El indice de sapanificacion para un aceile dentero de la narma debe

s€r 187 mg KUH: 9§ de aceite coma atnime y 193 de KOH/ g de acelte
como maximo.

V. MATERLA INSAFONIFICABLE:

Es el residuo Que se .obtiens dospuées de la saponificacisen con
Alcali ¥ le eutraccidn incluya hidrocarburocs. «leshinles de  slko
paso- molecular. (colasteral. filosterul), MHuchos acelites ¥y  grasas
POras ., contienen normnalmanite  wenos del V4 b da “ateria
insaponifivable. UL, 2x,541 N N I

L.z



REACT IVOS:

- HCI ©.% M.,

- Eter dietilica,

- KOH w.S M,

= Fenoftaleina como indicador.
= Alcohol neutro.

- HalH 0.1 1M1 estandar.

METODOLUGE s
Dasputs de la titulacidn de indice de saponificacidn, adicionar 1
ml de KOH 3 M y transferir a un embudo de separacidn,

+

+
Lavar con agua usando un voldmen menor de 50 ml o un voldmen menor
del HCI 0.9 M utilizado.
4
+
Extraer la solucidn aun caliente con 50 ml de dietil dter por 2
ocasiones.

- +

+
Llevar los extractos etdreos a un matraz o embudo de separacidn
canteniendo 20 ml de agua y desptes repetir la operacidn con 20 ml
mis de agua agitando vigorosamente.
-

+
Extraer la fase etdrea y lavar con 20 mlL de KOH 0.5 M, repetir 2

lavados mds con agua hasta que no se obtenga reaccidn alcalina con
1a fenolftaleina, .

+

+
un matraz de peso conocidao ¥y

Llevar lox extractos etédreos a
-C, obtener peszo

evaporar el solvente a sequedad a no midx de 80O
constante,
<+

+
Dizolver !a materia insaponificable en alcohol neutral y titular

con alcali 0.1 M.

LDISCUSIUN FARAR LIFLIDOS.

La roOlaridad sue presentan diterentes solventes sera wun  factor
primordial para le extraccison selecltive Je los Acidos y 4rasas. De
ahi que el sscager uno u olro solvenle o sistema de solventes

dependari de su naturalezas

Con el extrector lipidico puwden reslizZarse urna we e diz rrruebas
quimicas y de separacidn  para 3u  caracltericacidn. Una. de -las

técnicas mas utilizada es la de seponificacidn Para Qranas .y

aceites., donde se logra separar &l qateriad saponifigable deil

insaponificabla. .

En la saponificacidn se obtienen Acidos Qrasas libtw v
fosfalipidos principalmente, que rOSier1otrmente pueden
Cuantificerse v cepracteritarse PO métodas valuneiricos.



espectrofolondl: 1cos v crawalagrofla de azes., Recurriendo o« une O

atro,. dependiendo de la sensibilidod craac bt bud e Sea

Mecesaria.

For 1o que reopecla o la +raccion nsaponlticable, en e5la S
} Y s3teruides

ohtienen terpenaa Lol Gaminas liposolubies
{colesterols, adends metetial lipidiced asaciedo. Llevandn o Ccabo
la cuantificacidn por med10 del ngtodo w2apectrotulonstierico que por
Su accuesibilided e3 @l ma s wtilizado. ademas de otras

caracteristices ya mencionadas.

VI AHINAS

grandes YEpOs: las

Las vitaminas ae clasifican en dos
analicarenos

hidrosalubles y los liposclubles. las cuales
previamenle.

VITAMINAS LIFOSOLUBLES.

Qrasa o en 1ipidos son mnoléculas
hidt@fobas, - 1a mayoria derivadas del isoprena. En general. las
vitaminas liposolubles requieren de une absorcidn normsl de las
HIraSas. Pare que absorbidas éstas Seal transportades al higado
(vitaminas A, D ¥ ) o en el teiido adiposo (vibtamina £ Par
Periodos veridbles. Las vilbamines liposclubles son transpartades
en la sangre Por nmediog de las lipaprotelnas o de protefras
fijador=xs especificas. ya que no soan directaments solubles en el
agua del plasma.C2,28,317

Las vitaminas soclubles .  en

VITAMINA Az
La vifamina A se presenba e vear las farmass comg retinoi un

alcoliol); coma  ebinal (también conocido camo relbineno), un
aldehido: » como dcido retinofea. Fuede estetriiicarse conociéndose
el produclo como dépler do retinilo. Estas formas es posible
denominarlas Yitamina &.

(Unidades Internacionales), siendo i
UsI. s04tn la detine la D5, la aclividad de vibt. A de 0U.344 acyg-
de acelalo dg vitamina A puro (0.300 mog de aleohol de  wvit. A
cristalino) o L.adUVL ey de g caroleno puro. L{a unidad dJa la
U.8:F. (United States Fharmecapoala? es idéntica a la Unidad

Internacional.

La vibamina A se mide en U. L.

La actividad de vit. A s& dabe npo Bsolo « los retinocles, sino
‘también a ciertos carotenoides ampliamente disiribuwidos ‘en los
vegetales, en particular lgs alfa, beta 'y gama carotenos. Estos no
pasean actividad intrinsecae de vitamina A por si mismes, pero -son
canvertidos o«  ella medianie rescclones enzimidticas.’ El  beta
carolena, -cuyva molécula es simétrica s wscrinde por el centra Yy
rinde dos moléculas de retinol.Cz5,z28) .

as



LHa

HzOH

VITAMINA A ORKTINOL

VITAMINA D3

ta vitamine b &5 un nbrienie necesario umcamentie en  los
PUBERos "o @xpuestas @ la luz del)l sol. ta vilamine D es
auténltica wrohormnona del Lipo de LOe @slieroles que 2riste ey
naturaless grincipalmente en los animalaos pero también an
Planias ¥ en las levoduyoes. La viteminae U se ft0rme 20 las plantas
y efl jos animales a partir de ergosteret y del s-dehidrocoleserol
respecbivamente. .

La radiacldn con la Lun ulcraviolete abre espantiangamenta q]

anilio P del ergosterol o del 7-dehidrocelesterol. En los
veqetiales., la radiacidn en el erausterul conduce a ta produccidn
e ergocalgiferal Cvib. D= por radiacidn e la piel.

Ergocalciterol ¥ colecalciterd tienan iqual capacidad bioldgica
COMo V1 Eaminas Lole, 28,51 )

CHs= CHa

LCH-CHz-CHz~UCHz—CH

CHw

7-DEHIDROCOLES TEROL
CHa CHs
CH-CHz~-CHz-CiHz—~CH

|
Chig




VITANG Es

El wlfa Locoterol oo un  ac2iné  prtesanlese’ en los veqetales, on
Patbhicul~r en &t gérmen Jde Leigo y i los Sl llda de B -F v
dlgoddn. la vilaning b Sw regquiet e an 10% aNimalos st iuress (1)

la naturatleta existen 7 tocotercles.

que tiene mavor ectividad bioldgices comd

El @lfe locuterul es el
SLe Butraiente

vitaminatl contra i a 1o que soe pirensgs na
evidentia de que la vitemina & Sua Hecsaria para le
del homnbre.

fertilrdod

La vikaminoe & trene porr 1o aenos funcrones metatdlicas: ar b
come anttiontdante Natural soluble ¢ yrasgas v desenpufa  wun paweal
melabolismo de)

especi frco. aunque pOCo Comprarad tdo e el
Selenio. Lelyel, oLl

CHs CHa UHs CH3

CH2CH2CH2CHCH2 CHZCH2 CHEHZCHZCHZUH - UiHe

ALFA YTOCOFEROL

VITAMINA 14 .
Las diversas ~itaminag K ‘san frattogquinagas con radicales
isaprenvides sustituyendo a los Atumos de hidrdgenu.

La vitaming K abunde en log aceites y en los vegotales de holses
verdes ¥ en el Sealvada. Las menaquinonas Ceitamine Lz Elaly]

sintebizadas por lua flora bBuycterianag del jnteskino por lu gque la
vibawind K ono ne@cest ta St strarse oan la alimentacidn.
Sa Sabe que le wibamine ¥ & se reguiare para mantenat las

cancenvreciones normales de los factores de la coagulacidn que sae
sintetizan &n. el higade < partic de wun  precursor inactivo que
depends de leo  vitamina Rk para su. conversidn o t+actotes de
coagulacidn bivldgicanente activos.Lll,u8, 311

o



CHy

VITAMINA Kz

DEVERM INACIUNES fNal Il (CAS FRARA VI TaMINSS LIFOSULUBLES.,

VIIRMINA A,
PETODO DE ChARR-FPRICE:

FUNDAMEMTO:
- Se basa en la tormacidn de un celwr arul por la accidn entre

viiasiina Ay &l triclorure antamonio disuelto en ciroroformo.l171]

VENTAJIAS:
= Técnice anslitica sencilla y rapida.
~ Técnica mas utilirada.

DEBVEN[AJAS:
- La teaccidn del tracloruro de antimonio no es aspecifice para
vitamina A solanente, puess 108 derivados de s lonond, colesterina
fundida., algunos wroductos de suU oxidecidn » 105 carrutencildes dan
ei misameo color.

- L& reaccidn depende de la temparatbura. vn [TIN{=} i no @s la
sdecuads se presentan desviecilones de las bandas de absorcidn.

« La presencia de agqua y alcohol intertiers sensiblemente con Lo
concentracidn.

~  Let reacc idn a5 impedida RO los icidos FraASOs
saburados, vitamina b.

— Las esteasrinas alberan el calor.

- Lus scidos grasos buradas de los osuveltes natutales tlegan o
ocasionar wun errcr “%. POy lo que se raconiends Llevar .
cabo la reccc1dn de  tricloruro de antimania con la  fraccidn
insaronificoble sigupire jue . s trate de acwi ten natutrales  Jde
i gade de pescada.

- El color as ineslable, por 10 que las leclurss debon  realizarse
sienpra a un Liempo Jdatetawinedo de 5 o 10 scogungos  en el que
alcanza elmiyimo desalrrollo de color. :

- A madida que aumenba la concentracidn de las  preparsdiones, el
waxing de abzorcidn se dwsvia de 603 « 618 na.

no

n7



REACT {2052

-~ Clovoaforno excento de aguzx vy alcohol. Se enplaa IOV o mo Leens
G, que se purit1ica «xilando perreclamente de U o 2 veces  cot un
voaldmen igual de ague . desocando =obre carbone to e polasio
catcitado. Desbilar v destiwchiar el ©r Lmetr LO% Jde Froasuauc Lo e
destilocidn. Durante la dess acidn & dastilacidn  proteasr &l
clorotoran de la tuz.

= I'riclioruro de antomonio he s anhidr o, Sacat fiu2vanente  soure
Hz504, lavs CcOn clatOfurmo pUro v seco nasta que el Mlquido Sere
Claro. .

= Frepar ar una sglucion de vricloruro de  2ntimonio sasurads  en

claroformo « 20 *C, esta selucidn contiene S1mMPIre Ui Reapoirc 1on
Aproitlmade de 21 o 23T W en Fusa Y volumety de Gerglorure  doe

anbtinonila. Altmacenar an fe SO Ambar .
— Frepdaracidn de 1o muwesliea:
SAPONIFICACION
Agregar 30 ml de etannl a 100 mg en un matraz de 250 ml.
+
+
Afiadir 10 ml de XOH concentrado y reflujar durante 30 min
-4
+
EXTRACCION
.Enfriar a temperatura ambiente y extraer 1a porcidan

insaponificable en un embudo de separacidn con 4-5 porcicones de 30
ml de dter etilico.
<

. & ;
Unir lox extractos etéreos y lavarlos €on agua desionizada hasta
que den reaccidn negativa con fenolftaleina. Secar con sulfato ds
sodioc anhidro. .

EVAPORACTON
Evaporar con rotavapor a vacio y adiclionar et solvente segin la
técnica a desarrollar, Carr—Price o Espectrofotométrica, diluyendo

a caoncentraciones que se encuentran en un intervalo de - 20 U
i’ mt. -
+
+
CARR-PRICE

Al exlracto obtenido se le disuelve en cloroforme a un volumen
canocido pedqienio.

+
¥
Adicionar 0.5 ml de clorcformo, 0.5 ml de la solucidn problema a
un tubo A.
4

L B . +
A un tubo B adicionar 0.5 ml de solucidn estindar.  previamente

preparada de 7-30 U I/ ml.,0.59 ml de la solucidn problema y
adicionar &1 tricloruro de antimonio.

+

: + . :
Leer a 620 nm despusx. de 10 =xegundos de haber adicionado el
- reactivo de Carr—Price. . .



ESPECTROFOTOMETRICO
Disolver el extracta cobtenide con isopropancl.

+

+
Ajustar =1 aparato a cero de ahbsorbancia con isoprepancl y leer
los praoblemas a 310, 325 y 334 nm.

CALLCULDS:
Fara Cart—Frice.~ El contenido de vilaminae A &n la
calevla de 1+ si1gulwiile manaral

muasira se

a - R

U T de vitamina Asg =
Cb - ar w

a = U I de vitamina A/ml de la =al. problema de acuerdo a la curva
‘mstdndar.

b = U I de vitamina A/t de 1la =ol. estindar faternoc y sol.
problema calculadas de acuerdo a la curva estindar.

R = U I de vitamina As/mlL contenidos en el estindar interno.

W = gramos de muestra.

MEVODO ESFECTROFOTOHMETRIUD:

Se =zuslbituye labs absorbantcias o las tres diterenles longi tudes

onda antes mancionadas, @n le siguienie ecuscidns

de

A Ccorreglda) = 7 CA 325 nn> - 2,689 CA 310 nmd -~ 4.373 (A 334
nm . .

El valar de vitamina A por grafo sé calcula:z

A Ccorregidad
* 8 700 & 1-0.3

UL srgm=
L C

donde:

A = Absorbancia corregida.

L = Longitud de 1a celda en cwm.

C = Concentracidn de ta muestra en g por 1 de isopropancl.

El fackor de correcciédn Je unidades wespectrofotomdiricas “@
unidades gravimébtricas es 5 J00O., El facto de conversidn an qramos
a U.l. es 0.3, )

V1ITARIINA Es .

La vitontna k& sa pPusde determinar .midiende la absorei1dn por
valorscidn potencrométrica y por nétados coloriandiricos. La aliura
de ufe banda ulirvivleta a 294 nm @5 paralela a la actividad de
vitamina E y la relacidn entre la altura del maximo de absorcidn a

274 e vy la del minimo a 260 nm alcanzd cifras mayores  « medida -
que aumenta la actividad. Por 1o tanto, midiendu  la absorcidn a
294 nm se puede determinar vitamina E @ en las  preparados - de
tocoterol relativamenie puros y en las aceiites wuy concenirados.

Para los ateites naburales con poca concentracidn Jde  vitemina  E,.



ja  wenldicardn de La FUS0rTIH At o) B RARN) nin &
He211] .

ptrrhensa. 017021,

FUNDAMER O

Set basa @N 1o reaccidn gque 38 llevae o Cabo @ntrae la «<3tamins
el szido nitirico,. cuvo produclo final €s une combinscion de
"o 1o obscure que se wmide colorimétricanente. L1}

VENIRAJIHS:
- Reacgldn especifice de los tacutercles.
- Sensibilidad de lo reaccidn camo limite 1nterior o.ub 4 pa

d-1 alte tocoferol.

DESVEWIAIAS:

- El alte ¥y bBets tocoterol dan la klame cifis esprotrofotomsi:
cuandw 3 2al1de que @l sequnda blens Los aucidn Fisiolagica
que el primgro.

REAC IVUS:

~ Blcohal absolubo.

- Acido sulfurico alcuhalico t b
=~ Eter dietilico.

- Bul+ato de sodio anhidro.

— Acido Nf trica conc.

~ f8gue desidnizada.

METODOLOGL A

ity

E oy

volor

e el

Pr1ca.
manor

Pesar aproximadamente 1 g de aceite puro en un matraz de 100 ml,

afiadir 10 ml de alcohol abscluto y 20 mi  de dcido =sulf
atlcohdlico 1 M. Reflujar por 49 min y enfriar. Cubrir
aluminio.

+
+
Adicionar S0 mi de agua y transferir a un embudo de . separa
cubriendo con aluminio, llevar el matraz hasta 50 mi.
+
+
Extraer la materia insaponificable con 5 =» . 30 ml de-

dietllico, Lavar lox extractos con agua y secar sobre  sulfat
sodio anhtdro.

-

drico
con

cidn,

Sler
o de

g
Evaporar a baja temperatura y proteger de la luz, en un rotavapor.

+
+
Disolver inmediatamente en alcohol absoluto.
+
. [y .
Transterir una alicuota. y estandarss (0.3 — 3.0 mg de vitamina E>

a un matraz volumstrico de &0 mi. Adicionar % m de al

cohol

absoluto y 1 mi de Jcido nitrico conc. gota a gota con constante

agltacidn.
K

Calentar los matraces en bhafio de ~agua a 90 <*C por trec
exactamonte.

min.



+

i
Enfriar ridplidamente y aforar con alcohol absoluto frio.
+
+
Ajustar =l espectrofatdmetro con un blanco de % ml  dee alclhol

absoluto y 1 ml de Acido nitriceo conc. tratado de igual manera gue
1a muaxtra. Leer a 470 nm.

WM RCTTHAS HLCRWSULURLES .

VLtAalriy O
El Acida =scdriicog <= un cristal
eatelrle o3 »nhidra,. veo gque  en suilucidn e

Lilanco sotuble en agua. tia F&t s
+&c) boniie  anidadga,

pal 1cularmenite Cuendo 38 Celienk: @ medro Alcali. i 4] la fuex,
cobre o Fierra. £3 be mas 1nasblabte de lsoss vilaminias pOr 1o Gue Se
diebie Lefuzt mncha precai it sl QLN SN AlataceEnatris O @n la

PURPsracIOon aE A b imsEn Tos.

sltamliie Ca o) acidu  L-asceorbico

dos tUrmes actrvas de la
Hidado & L-dehidtoascarbivo el Cu=xl tiene

B hode la acbicvided dee Lo YO0 1202 1dA .

Euis
PUEe EX2]
AR QI hinad-saet be

Esta vibamind se oncusnblra principaelments e riulas. hoertalicas v
los veAwtaies lo peardida de la videmins pob  caccidn
vegetsrds vardend «n 21 casa
dy  ésto

vegelalas. ko
g allac B % oen tubércateo v i N en
diz les +fralas le pérdida &3 meaady, debido o due ls acides
proteidie la outdacidn. Lay,51)

c=a C=i
! |
G0k c-0
] [SAT] ]
G- U a c-0
PO
H-k!,‘ H-é
HU-C-4 Hu—r!»» 3
|
CHz—UH CHz~uM

ACIDGD ASCORBICO ATIDO DEHTIDROAZCORRICO

NIAC IS

El Acide nicotinico s wn 2vistal blanca, @skable a ta LUZ, calor,
Tidda Acido y Aloalii per0 €S Solubie ©S5 agua FOr 1D QuUe se pie de
cdurenke la coccion de ies alimenvos. . C
serr  sinterizeda a8 parties de ! amingacido
de . é&ste  aminoacido
praducir 1 g de

La niacina puede
Eriptotdsno, se b demastrado que &0 mg
‘rgerido:s ¢4on suticientes para ser onidados y



MIaCINa. SN @b Al dois =01 o Lisd 100 110 ws of £ 10aD 12 et (58 X TR AL
Cunrdiciones Como s @l ambal alu.

La zfnk
Ciamine., 1o deticiencis de
de e Fologi=. L2 alacing

ey e adoaninie, tiwear Loy itm B
Sl Lemitime puede t FRTII= R I TRSTTRS EUNY
TOrmE Sz nicoiinicmids es0an
nvelte vdes en oz mel-vwliamnes Jde jas ar = carbohidranes -
prolelin Linetr L Le Ao _LaeEn . z 4= 4 IRISYs)
hicotinsmtda dinwclediido) 4 @l ik thicolbidanide
adenins dinuclediido tustatlor. los Cu=les wstan o olucradas o Je
Eransferencira de haidedageno en sus formaz raduc tdas BlalbH v TleH:

2Siz du: Dibewifie

DETERMIMAL LUNES fAblal L b blaeS Fealas S Tadilbiins HLBRUSULUBLES
Vitali (e L,

FUNRSRM 1O

Le vilamina C Liale Il prorledad  de de calorar sl indodenol
dicloro f2001 Inmdorenol ) colorante 25010 v 1A cantrdzd decatoradga
@s propotrcionel o« la Canildad Jde 2cido 2scdrbi1co presance. 0l 7,200

VENRIAIMS:
~ DetorainaciOn ravide.

DESVEN AJAS:
= Drbe realizarse capidamente, yo quUE ta vibamina G se wirtda  atl
contecte con el 2ire., lux v calor,

REACT IVOS: .

= Salucid@n estindar de vitamina C: Frepatar wia 3clucidn eo Acido
nmetafos+drico 1 % % gque conternga 1| g de le solucidn de wvitamins
C parr ml. )

- Solucidn de inoo+=nol: Fesar 89 ag de indotranol v 21 ngy e
carbonalo de sodio, disol-ar v afarar o S00 Ml cOn «quas destilada.
Fara gu Uitdlecidn tomar 1 mi de la salucidon estiandar de vilbasmine
C adicionar % ml de sol., de scido metatasforico al 3 5. agreqgar =)
colorante en una burets v T1knlar naste un color (=L ¥
perslslante. lA)

FREPARACION DE La MUES IRA:

Extraer del alimente en solucidn la vitamina C. Durante la

extraccidn afiadir dcido acdtica al 9 % o dcido metafosfdrico al 3X

recién preparado, para destruir la enzima Acido ascdrbico oxidasa.
Metodo Gitil para frutas y legumbres.

&
+ . o
Tomar 9 g del alimento y homngenelzar con 50 ml del acido acélica

al' 5 % hasta la desaparicidn de grumos usando arena lavada para
ayudar a moler la muostra.

+

. 3 ) ] .
Filtrar en un matraz aforado de 100 ml cublerto con atluminic y
. atorar.



FIE L ULOL DI ] ke - -
Pipetear 10 ml del extraclo de un malraz y anadir el colorante
~on la bureta.

+

4
Continuar 1a adicidn del indofenal hasta que per=sisita un color
roxsa por Lo menos 10 seg.

+
+
Calctilar mg de vitamina € en 100 mg de alimonto. 37.5 mi de ia

s0l. de indofennl corresponden a 1 mg de vitamina c
aproximadamente.

HYAL AL

FuDaHENT O

Luontifiesciidn de nlouing o pat il de o 40rmec 10n del complejo
colarido que se +atwa enbire 15 anleraceidn de ra CE RO R »r el
bBirowura de ciandaeno waedible o 440-470 nm LA

FREFARALIUN DE LA FUESTRAS

CEREALES:

Pecar 2.9 g de muestra vy 1.5 .g de hidrdxido de calcio, colocarlos
. en un matraz a 250 ml.

+

+
Al mismo tiempo colocar en diterentes matraces de 2530 ml 1.5 g de
hidrdxido de calcic y 0, 5, 10, 20 ¢ 29 ml de una sol. de niacina
contenitendo 10 pg/mb.

+

+
Llevar todos lox matraces a aproximadamente 50 ml con agua, agitar
La mezcla y colocarla en un autoclave durante 2 hrs. 'a 15 1b de
presidn.

+

+
Enfriar hasta 40 *C, Lransferir a matraces volumétricos de 100 ml
¥y dituir al volidmwen.

+

+

Tranz=ferir exactamente 90 ml del sobrenadante de cada matraz a

tubos de centrifuga y celecarios en un bafio de hielo por 15 min o©
un refrigerador durante 2 hrs,

~¥

CFnLl"] fugar 15 min a 3 S00 rpm y filtrar a traves de papel W del
ndm. 42 o equivalente, rTefiltrar =i fuera necesaric para obtener
una solucidn ciara.

"OTROS ALIMERTOS (NU CEREALES) ' MEZCLAS: .
Colocar en un matraz de 1 1 28.3% g de muestra, y agregar 200 ml
de una sol. de HzS0« 1 N.

+
a




Hezolar ¥ catentar 30 min en attacrtay= a 15 lh de presidn.
+

+
Enfriar y ajustar el pH a 4.5 con NauH 10 N, usando verde de broma
cresal como tndicador, diluir a 250 ml con agua y tiitrar.

+
N +
Colocar en un matlraz votumetrico de S0 mil, 17 g de sulfatoe de
amonio y colocar 40 ml det filtrado.
+

+
Diluir a la marca con agua, agitar vigorosamente y tittrar.
+

Preparar la sol. estdndar cnlocantin 40 ml de una sol. dee nlacina
de 4pgrs/ml en un matraz volumdtrico de 30 mi con 17 g de sulfato de
amonieo, dilayendo a 1a marca.

MEYOLOLOGT A
CEREALES:
Preparar al micmo tiempo 15 tubos de ensaye, 2 para la muestra, 12
- para los estindares y el Gltimo como blanco de reactivos.
+

+
Para 1os dox tubos de muestra colocar 5 ml de la sol. preparada,
para los estindares (2 tubos por ditucidn? colocar % mi de la sol.
tratada y para el blanco 5 mlL cde agua.
L

' +
Para uno de los tubos de muestra Yy uno de cada uno de los
estindares, que se utilizarin como blancos, agregar 10 ml de agua.
B +
+
Colocar todos los tubos en el refrigerador en un bafio de hielo
durante 30 min.
+
+*
A lLos tubots de la determinacidn, agregar en la campana de gasesx,
10 ml de bromurc de ciandgenc al 10 % frio.
+
+
Despurs de 30 s agregar a todos los tubns 1 ml de dcidao

<ulfanilico al 55 %, mezclande inmediatamente y con cuidado. Tapar
los tubos que contionen bromuro de ciandgeno.

+

N +
Colacar todos los tubos en hieloc.
+
: *
Ajustar el espmctrofotomdtro a 470 nm con la .sol. blanco . de

reactlvos y determinar la absorbancia de las demis soluciones 15
. min despu’ds de haber agregadoe el dcido sulfanilica.

+
: +
Corregir la absarbancia de las soluciones con el ~vyalor contenido

para el blanco respectivye y graficar La abseorbancia como funcidn
de la conc. de niaring en pgfml- .



+

+
Caletilar la cons. de La ntacina en 1a meslra a partir de los
datos de 1a curva pat rdn, con la absorbancia corregida. Expresar
La cone. de niacina en m3-100 g de muestra tomando en cuenta las
diluciones realtzadas.

QIEOS AL TFENRTDYS G0 CEFEALES) v el

Preparar A4 tubos de ensaye para la determinacidn, dos de ellos

<eran los blanco=s y Los otros dos de la medicidn, wmo de la
muestra y otro det estdandar.

+
+
Preparar cada tube por separado, empezande por los blancos. Agitar
poerfectamente despuds de la adicidn de cada reactivo,
+
+
Colocar lo= reactivos como se indica:

Blanco estindar.~ 1 ml de sol. estdndar, % mt de agua desionizada,
0.5 ml de NaOH 2 %X, ‘2 mlL de ictdo sulfoaniliceo 10 X vy 0.5 mi de

HCL t:F,
4+
: +
Hianco de ruestra.~ 1 ml de sol. muestra, S5 ml de agua

destonitzada, 0.% mi de NH10H 2 X, 2 m! de dc. sulfanilico al 10 X%,
0,9 ml de HC1I 1:16.

Determinacion de eftindar.- 1 ml de sol. estindar, 0.9 ml de NH4UH
2 % 5 mL de bromura de ciandgens 10 %, 2 mli. de dc. =zulfanilice y
0.5 ml de agta dezionizada.

Determinacidn de la muestira.«~ 1 ml de sol. muestra, 0.5 mi NHWOH 2
%, 5 mi de brommuro de ciandgenc 10 X, 2 ml e dcido sulfanilico 10

X y 0.5 m\ de agua dexionizada.

+

+
Ajustar el aparato a 440 nm con e} blanco estidndar, inmediatamente
despues agregar el HCl y 30 s después de haber agregado la sol. de
dc. sulfanilico.

+

. 4

Tratar el tubo de 1la determinacidon del estdndar de la misma

manera que su blanco, agregando e} 3c. sulfanilico 30 s despuds
del bromure de ciandgeno, agltando despuds de cada adicldn.

+

Agregar inmediatamente agua, mezc‘iar de nuevo y tapar el tubo. Con

el aparato ajus=tado a cerao, leer el mixims de 1a adicidn de

ahsorbancia Caproximadamente 1.5 min. despuds de Ia adicidn del
Ac. sulfanilicod.

+

+
Ajustar el aparato a cero de absorbancia con el blanca de la
- muestra y determinar la absorbancia del tubo para la determinacidn
- de La mizma manora que sl estdndar.

+

+ - .
Calcular el contenido de niacina de lLa muestra a partir de los
resultados de absorbancia del estiandar, su  concentracidn y la
: absorpancia de la muestra.



OIS Ll DE U1 ikl s

La daierminscidn  de b amaieas livosoliuiries = =
qagneralmentie nu 3@ tealiza @1 VN anAlIs1a de ui e (18]
alimentaria. puro  especibicamznbe 500 TP han bhes T ndo 2l
produclo h=s sido enriquaceda o rov ficadn con @zias - 1Lani o

@l process de cDient1dt Jafle sensiulemente al cowpleio vit.ufnrco.

Feara vitamlfics lipusolubleaes T LEonice Qe RIOPOUCLON WA
sensibtilidad es la eapectrofotomeli fta. adenas der e moemSible.
Perg estos detaerminacionss prasenten variles interferancias por 1
enistencis de varios reaclivos comoe se wbsered @i 1as  desveliidaldes
analizadss v l=z presencis de wietbes: vilamlias lipusalubles, lazs
quUe deien T HEHal atfs dert [EFN TRy A ) iNsEapuniricalyle. Eale
eubtouiidn 0 purificscidn depende Jde lad «ibomliias a cuanti ficar.

Lat womluani® S5 1intid a svlou dos «slbanltad. o n ; Ja By par ser
metoduloglas conti1ablas en Lo espectrofolon2trl s, no siendo’ asi
Para = D ¥y pare le

Far lo que respeclie @ las vitemines ©hidroscoloables, éshns pueden
Cuanblfie=t se cune e Inbertel eowlas e Lol an i SOt fas
liposalubles. pot m&Lodo= vOlumBtriceos. Bspactrarolbon@lr Lowus »
aclualmenie paor crotalugl etia de gasas 0 liguide de #lhka  presidn
(HPLC o

Los wshodus voluméliricos nw son ban sensibles como 1o =zon o las
espec Lrototond tricos, pero atrecan una allernalbive ve anzlisis si
no se cusnibe Ccon @) equipo necesario. )

tos especirafolondiricaos y cromaboqraficus PHOPOrCianan alta
especificidad v sensibilidad. porr 1o que el uvseo de ud u atre selo
dependers de la aceesibilidad v la presidn  tedquetids en el
dinalisis.



PEHERALEE

Los elengnios Ccuyos equerimientios son maviocs e OO war dis se
MEOC IOl come minel ales. BEstos elementos puaden ser clasiticados
en O qrupost el prawero incliuve i curbono. hidirogsno. 01 Qeno,
NI EeAH9ena v sourre? que 00N los Princlivales Ccankanentes Je las
MOlEcules COROIales. Estos elessntos o vblienen « través de  la
inaestidn de afuo, liprdos, Carbotildrs tos ¥ proteinas de los
alinentoes.

El seaunda comprande las minecales nubricironsteente rmpoartantess
calcio. fosfourug, magnes:o, z3udico. peliasio v clorg que se requieren
an cantidades de fwp g O diavorres por dia.

El terc grupo lu canacituven los oligoslementos: cromo. cobalto.
cabre. ioda, mangan=so, molibdena. selenl1o vy incy Un cuario grupe
conbiene elemenltos @ sdicioneles nacess 10s Pt la nutericidn
animal. pero no biensn tuncidn especial para el hombreas atrgénica.
cadmio, fn1quel. zilice, astafin v vohiadio., ]l dltimo grupo contiene
lemanios como 24 pPlomc v ] mep curio que son fYrancanente Udxicos.

CALCIO:

Es uwn constilbuyente de lhue Jienten, regulsdor de la Funcidn
VRPVISSS Y de le aUscular. Su o sbsuicidn reguiere de une proteins
fijadora ae Celcit, regquisdo par le vitamina bD.

FUOSFURD:

Es constituyente de huesos. dientes y de moléculess vitales
importantes como el #&1F, Aci1dus nuclelcos e intermaediarios
matebbélicos.

(MAGNES 10

Es constituyente de huesos y dientes, es uwn  cofactor encimAbico
importante pars las cinases.

S0DE0: .

Es el catidn principal en el liguido extracetulars reaqula el
valumen plasmatico. el equilibrio Acido-base. ademas regula le
funcidn perviasa y muscular. .

FOTAS10: .

Es el cati1dn praincipal en 2l ligquido intracelular, con “unciones
de equilibrio nervioso ¥ muscuiar.t28.5113.

MINERALES FOR ESFECTROFOTOMEIRLM DE ABSOKGION A ) HMTCA,

La especti~ofutonetirlia porr sbsorcirdn atdmica RRS) invelucra el
estudio v medicidn de la enerais rediante de los Atonos libres.

El Principio se apoya en el hecho de que un atomo de un  alzmentco



e 25 Ladu tulidamenvisal Qaae0s0. ausove I a un Tl ds L BRETG e
mcadenie, le uuied prruvlene de une tuents de Tud o deEtesmigesd-
losEl tug de onde. diche Lo gidn v deltecyes N Al Floe @00
reseshioa.

Fara realilao ol /anail=sis o Wis o@sbhr=s probiess . @ste  Oebe  sies
Pres tamenbe L siodds pal 9 desbiulr lo molerla orS&ntce v disol cevia
pPere despues Ser aRarzaadsz v v aPotiiilade,

Comtmnmente 5o arl 2o S o s1stle@w=3 Jd) e2renkes de 050 ¢tdn atdmicar

al de Flama, hovno de qratito ¥ &l cle Qeneraci1on de
Nldruros. 34,4567 111,

BREVE DESCRIFCIUN DE abkSORC1aOM ATOMEITA Ei FLafea v SU DESARRERULLO.

£} equipa de especiratotameirtis  de aksarcidn atomica en flame
conslste an lo siguiente:

l.~ Fuente da luz: Generalmeoile @z une lidmpare dJde catodo hueco.

£ levhaz Frouvenivnve [ATED) Ams mezcla alre—acetilenc.
ailrg—propant, aire—gratibo. t1lame de i—otetlleno © e Sr1do
nitroso. Siendo Lo Mmas ubilicads v camun les $ ) e diz alre—

acetileno (A-Ac).

S.-  ronocrowedo) s selecciona ¥ d=z una lloea en el enrsién
espectnral de la tuentem de luz ¢ 150le 8 las Otras lin2as.

Qo= Letector del Sislawa.

S.~ UOpeayador Sencillo y de bLoble Sislawna.

La tadiacidn de ana ruente de luz, Qque eni Le el especitro del
elemento analizado. 1a enerqid surdide pasa o través de un
MONOCHom=dul” Pal 2 1nsolar uia linga espectral selecciongda  ded
elemenio. Lo que es doeteclads por medio de une folocelda. Lo seffasl
2a ampliticade y medides en un rveaistrador.

APL1CAL TUNES.

La espechiototonetria de abworcidn atdmca es muy ubtil an el Area
alimentaris per su «plicescidn en anilisis con entodue nubbicional
v tonicolégico, determinando elenentos coomo sodio, polasio,. calcio
a bien plomo. mercurro. arsénica, etc.tid.Bl

Tambien e3 Gtil en las rfArees de Geglonia, Birologiaz. Medicifia,
Metaldrglra, =tc.

VENTmJRAS:

- Altamaente especifico.

- Alve sensibilidad.

= La votatilizacidn con flama en algunos casos detects haste menos
de 1 aicrogresme pol wililicro de solucidn.

= La volalt:lizZascidn con horno eléctrice solo requiere de £ .- 100
microlitros v lé senzibllidad cumenta mil veces.

- Es wmas sensible gue la enisidn y 1ra3yvos X.

- E€8 répideo v requiere de pequefios wentidedes de muestre, 03483



DESVEN TR Ms:

= Alyunes 2leaentos @nl 2 o Lo i) Sma longr tud de onda sue o
tinea que he 531do medidd Parz la mUuwsti . dendo una fuente directa
de errrar,

- Gangr xloenie  es posible delerminar sula  un eleimento  « la

veaz, L.i8)

FREFGEAZTION BE Lo HUESTRA.

Usualmenie £s necessrlu destiruit o nsterie organica. recurriendo
a los mébodos de Cenilzas Secas y Ohuidoecidn Humeds.

CENIIAS SECHS:

Se ohuilenen dentro de wtn rango de 479 - &) =L segqun el elemento
de inlerés, utilicAndo CapSUlas de porcelana o de glatino.

VENTAJAS:

—~ Facil y buena prasictidn.

=~ Mo requivre de constante vigilanwila.
= Mo reguictre de reaclld /@ peliqgtosos.

DESYENTAJAS:

- Si Lo Leaperdliura NG s conll ot
elementos,

- Reguierae Jdo un periodo de 4 - 12 hrs. pPara obbener las cenizas,
dependiendo del pesw ¥y tipo de muestra. L34.81

e volatilitan ciertos

HETODOLOG I~
Pesar 0.9 = 2.0 g de muestra seca y molida, malla num. 40.

+
4
Calcinar en una cdpsulka de porcelana en la muflia a 800 +C hasta
que las cenlzas estén excentas de puntos negros de <arbdh.
+

Enfriar y pesar peso constante.

Te v bt

Disolver lLas cenizas en 5 ml d HCl 20 X o HClLtHNOstHxO en
proporcidn 2:1: 3, calentar =i ex necesarico para disolver el
residuoc.

+

+
Filtrar la solucidn y recibir el filtrado &n un matraz aforado a
S0 ml. Lavar =l papel filtro y atforar con agua destionizada.

OXIDACION HUMEDS:

S base ©n la digestidn Acida. ls oxidaciédn de la muestt Después
de la di19wstldn le muesire @s dilufida =2 o¢n valumén especit+l1ca o so.
exbraee Con un solvenite organico si el elewento  de interés esta
presente en baje cuncenbracidén. :



VEN A db:

- Lag p&rdid-«s por culatitizacisih 500 Min1mas, poryus la dige=sitron
22 lleve a Cabuo o LefPersllles has 1NtTECI0res Sue o las  wenn s
S@Cas.

- &z cunfiasble.

= My requerido pdaires la uoinndaecr i
que SEran analizados par AeS.

dr: materia orasnics Jde alimentos

DESVEWTAJIAS:

- Nocrsidad de una constanie vigilancCia.

- Rerults paliaroso por el wahedo Jde résclLivos Ac1dug. ademas
puaden sen +usnte Je contbaminecidn, L3i4,B)

FME (ODOLUS L /A

Pesar 0.9 - 2.0 g de muestra molida malila num 40 y seca. Llevarla
a un matraz Kjeldahl o una bomba de digestidn de tefldn.

+

+
Afiadir 10 ml de HNOr conc. Y repasar toda la noche.
+
+
Calentar lentamsnte ¥ con cuidado sobre una resisternciz haztia
1a produccidn de humnx rojos (NO2) haya cesado.
+

qu

+
Enfriar perfectamente y adicionar con sumo cuidado 2 - 4 wml de
HC104 al 70 X.

+

+
Calentar cuidadosamente hasta un pequeica voldmmen.

+
&
Transferir 1a msestra a 1m matraz aforado de S0 ml ¥y aforar con
agua desiontzada.
Las bebidas generalmente son  agsperdadas directamente ai la

concentracion de solidos solubles &s menor

At 5 A @ caso
contrario se diluyen.

HETODOLOGIA FOR TIFU DE ALINMENID.

La preparacidn de la muestira previa al analisis eor AAS,
del . elenento de interdés Lel1, dicha aetodoloaie
brevaemente:

deppnderd
ae | reviss

CADIMIO Y FLOM €M COMEDTIBLES:

La principal fuente de conpltamiipecid por  cadaio ws «l  uso  de
Frertilizantes gque para Su fabricacidn utilize race +o0s5Fdrica con
alto conkenido en ese woetal. La ledislacién pare el caduio  en
alimentus sequn la British Slandar Limils es de 1.2 pPHs. )



Fleau Haentes foporlantes Jde conbominacidn par plo
La concankreacidn normel del swelo gue varia de 2 & X pPPa, do
donde san absorbidos pPor las relces o tub4rrculas cultivados 26
@ste Ci1po de suaelo. El1 tetreetilo de plomo. =1 oiel 25w 1iausigdo
utilicado cono antidetonaflie @) Yasmwlinaes., Bl plong puaede +ormar
vart1os Lipos Jde ajescloned. siendo s mas aaporizxnles 20 a1l rmentaos

ls de plomo » estafio, usSada @n ia soldaduls de anyasas netAlicos.
ebc.
Las limiles de ploung poezscrilos e The  Laod in Fuod Ragqulalion

112sl), para lus alimzntbos en general e de 2 ppn. L4, 530
HEVODOL UG L A
Lo @l PLOMO v Cadmi® @ vealabily @z en Laz Cani.as SatCas es
necesario affadir niltratio de meanesio a acido sul furico. Fara 1a
oridacién humeda se uliliza HzS504 conc. /s HzUz. LB
Pesar 10 g de muestra en una cdpsula de porcelana y afadir 10 mlL

de MgCROwz al 10 X Cwr/v) en etanol al 99 X,

+

+
Mezclar perfectamente y evaporar el alcohol por hafio eléctrico.
+

+
Complatar el secado por 1 hr, a 150 sC.
+
&
Calentar a 200 *C gradualmente tasta carbonizar la  materia
orginica (no exceder de 450 *C).
+
. +
Llevar ta capsula a un horno y dejar La muestra toda la noche a no
mic de 450 =C.
+
+
Agitar. y entriar, afiadiendo unas gotas de HNOs=, Secar saobre un
plato elédcirico y regresar al horne por 1 hr.
+

+
St lasx cenizas no son blancas, repetir el tratamiento con HNOa.
<+
+
Remover y enfriar, afiadir . lentamente 10 ml de una mezcla de 200 mlL
de HCl, conc., 560 mi de H20 y 150 ml de HNOa conc.
+

4
Calentar =t es neresario para disolver las cenizas.
+
N - .
Fransferir cuantitativamente a un matraz aforado de 100 ml,
afadir acetato de sodio al 40 X Cwr/v> para dar wun pH de 3.4.
+
+
Adicionar S ml de pirrolidin ditiocarbamatlo de amsnioc CAPDCY al 1
X y reposar por 2 min.
+

101



+
Afladir 10 ml de metil icabutil cetonAa CMIBKD agitando
vigorosamente por 30 s.

+

4
Adiclonar agua destontzada abajo de 'a marra del matraz, hasta que
el solvente organico se eleva dentro del cuetlo del matraz.

ARALLIS TS,
Utilizer Jampasira Jde ciatode ol wvacfio (HULI.

Aspirar La capa de MIBK directamente d¢el matraz (1 - 23 MsLD.
Asper jar en el espectrofotdmetroe con flama aire-acetileno a 283.3
om.

4

Solucidn estdndar de plomo: Pesm} 0.0100 g de plomo ¥y disolver en

10 ml de HCl conc. en un matraz aforado de 100 ml. Adicionar S ml

de APDC y 10 mL de MIBK., Agtitar vigorosamentc. Aforar can agua

desionizada, obteniéndose 100 microgrames de plomos mi, Leer a
- 283.3 nm.

&

Solucidn estindar de cadmio: 'LPesar ©0.0100 g de cadmio b4

dizolverlko en 10 ml de HCIL C1:1) en un matraz aforado de 100 mi.

Adicinnar S ml de APDC y 10 ml de MIBK. Agitar vigorosamente.

Af orar con HClL €1 X vr/v), nbteniéndose una concentracidn de - 100
pg” mi. Leer a 2£268.8 nm

EARNE v PRODUCTOS CARIICOS: LE)]
PEITERMIMNALLION DE FLOFHO + CObRE:
Loz 1tnites presceiyrios para  qelalina es  de 200 ppa e obrns

alimenios sequn la FSU son £ ppm en bebiuas y 20 ppm para muchos
otros alimentos. L34, S5T00E

Pesar 4-6 g de muestra seca ¥ molida malla num. 40 en una capsula
de porcelana y afiadir 2.5 mbL de Mg(NO3)z.6H20 al 5O X Cwrvd ba
precalcinar por 1-2 hrs. en un plato eléctrico o bajo una jdmpara
de infrarraojo. ' |

+

+
Llevar laxs centzas a un horno o mufla a 500 °C, por 1 hr. Remover
l1a muestra del herne con HNOs conc. cuidadosamente ¥y regresar

nuevamente al horno, evaparando previamenete . para evitar
proyeccilionas. .
+

[ o -
Repetir el proceso de humectar  hasta que.. las  cenizas  estdn
blancas. N k
+
+



Lavar las cenizas con 1 ml de HNO3 conc. ¥y transferirlas a un
matraz volumdtrico de 10 ml, afiadir 1 ml de HNOs diluido. Repetir
los lavados 2 veces, Aforar con agua desiond=zada.

M
i

e bivterdsz wutrliTanags )

Solucidn estindar de cobre: Disolver 1.0000 g de cobre en un

minimo de voldmen €1:1) deHNOs. Aforar a 1 1 con HNOa 1 X Cvrvwd,

Leer en vl espectrofotdmetro a 324.7 con flama A-AC y ldmpara de
HCL.

4

L .

Solucidn estdndar de plomo: Disolver 1.598g de PbC(NOadz en un

pequefic voldmen de agua desionizada y aforar a 1 1. Leer a 283.3
nm con flama de A-AC y Ldmpara de HCL.

PESCALD ¥ PRODLCTOS DE FESCADC:

CadoT Yy orus=tacess gellm |
PR para plonc, Se3an T Lead 10 Foca ulatior =34
mayor aue &1 limta o 2 pRm. v&  aue el ontieane
maturalnente plamno. [34,53) [B]

El lmite de zino rara ¢

METODOLLOGIA:
Secar previamente a la muestra y molerla a malla 40. Pesar
aproximadarente 5 g y llevar a un tubo digestor.

+

Adiclionar § ml do HCOa conc. y 5 h.l de H2SO0« conc. Permitir quo la
reaccidn se lleve a cabo.

+
<
Al disminuir la intensidad de la reaccidn llevar el tubo a un
plato elédctrico en .un aparato digestor. Calentar a baja
temperatura (60 °C) por 30 min.
+

M .
Enfriar el tubo y aBadir 10 m! de HNOa, regresar al digestor y
calentar lentamente a 120 <C.

+

+
Incrementar a 150 °C. Retirar la muestra cuando se vuelva negra.
<

) +
Enfriar y afadir 1 ml de Hz02 hasta que las muestras sean claras.
+

) <
Agitar el tubo y transferir cuantitativamentea un matraz aforado
de S50 ml con agua desionizada.
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Muchaos elenmantos pussden Ser delrarmninados como (., rFo, #5. eloe

Solucidn estindar para Zn: Disolver 1.0000 g de zinc en un minimo
de voldimen de HCL 1:1 y aforar a 1 1 con HCl 1 X. Lemr a 213.9 nm
en tlama A-Ac y lampara de HCL.

+
+ .
Solucidn estindar para Fe: Pisolver 1.0000 g de fierro en S50 mL de

HHOw 1311, Aforar a1 1 con agua desionizada. Leer a £48.3 nm en
flama de A-Ac y liAmpara de HCL.

-

-
Selucidn estdndar de As! Disolver 1.320 g de Ax203 an 25 ml e KOH
al 20 X Cwrv). Neutralizar con HzSO4 Al 20 %X con fenof taleina.
Utilizar agua desfionizada. Leer a 193.7 nm en flama de A-Ac y
1aAmpara de HCL. E! iimite para As segiin The Arsenic in Food

Regulation (19597 ex de 1! ppm en genaral.

FPara la determinacidn de b y Ca 1= eltraen des la sSOlucidn
anterior perra concentrarlos:

Tomar 40 ml de 1a digextidn y aforar » 100 ml con 5 ml de APDC y
5 ml de MIBK. Agitar vigorosamente por 5 wmin.

+

-
Adicionar agua desionizada antex de la marca.
+

+
Determinar Pb ¥y Cd de 1a faxe MIAK.

ANALISIG:

. Los estidndares deben ser tratades de la misma manera que Las

merestras, es importante que contengan ta misma cantidad de Zdcido
que las muestras, especificamente HzSOq.

LECHE. LBJ
METODOLUOG LA
Tomar 5 mL de leche y llevarlos a un matraz aforado de 100 ml.
+

+ :
Adicionar 50 ml de TCA al 24 X Cwrv)y aforar con agua desionizada,
+

+
Agitar la muestra a intervalos de 5 min., por 30 min. Yy filtrar.
+
T .
Transferir una alicuota de % m! del filtrade a um matraz aforado

de S0 . ml y afadir 1 mbL de solucidn de lantano al 9 %X Cw/v) ¥y
aforar con agua destionizrada.



ANARL LD LS,

Hacer una mezcla estdndar que contenga 9.0 mg de GCars I, 0.6 mg de
Mgr 1, 1.6 mg de Ha/ 1, S.0 mg de X/ 1, 5300 my de La 7~ L y TCA al
1.2 X Cwryd, Todas las determinaciones deben ajustarse con un
blanco de reactivos gue contiene S00 mg de La ~1 y TCA al 1.2 X%,

4

4
Leer on flama de A~Ac ¥y ldmpara de HCL a 422.7 mnm para el Ca,
28%.2 nm para el MG y 780.0 nm para el K.

BEBILAS v JUEOS Dl FeUtAS, (L

FETULULUG L&
Diluir ta muestra a menos de 3X de sdlidos con agua desionizada en
solucidn de dcido acdtico al 4 X.

+
Aspergar directamente y leer a 29"3.3 nm para el Pb ¥y 286.3 nm para
ol Sn. Utilizar flama de A-Ac y limpara de HCL.
+
. +
Preparar estindares de plomo - comd PbCNO¥d): en mercla de agua
desionizada y dcido acgtico al 4 X. Pesar 1.598 g de la =al de

plomo y disalver con agua dexionizada. Adicionar 40 ml de dcido
acatico al 4 X y aforar a 1 1 con agua desionizada.

4
4
Sal. estdndar de Snt Disolver 11,0000 g de estafioco en 100 mL de HCL

conc. mezclar con agua desionizada (B00 ml aprox.? ¥y adicionar 40
ml de Acidn acdtico al 4 X, aforar a 1 1 con agua.

Sequy la bBratish Stantdear Limibz: peare @@ plong Lenemds U.2 ppil pars
bebidas no aleohdlicas. OS5 ppm pare jugos de frulas v 1.0 ppom en
V1INDsS. L34, 03I0BY

El ltwmite para 21 estalo sequn ta FSC (1993 recomiends oy ppm
rara alimentos enlatados.ls4.451

AL IMEHIUS SEMISUL [LVUS.

MEVODOLOG LA
Pesar S5-10 ¢ de muesta y homogenelzar perfectaente con 40 ml  de
agua desiontzada.

+

+
Adicionar 10 mi deHCl conc. calentando a ebullicidn. Mantener 1a
temperatura cuidadozamente por S min., mbximo.
+
+
Diiuir con 100 mi de agua desionizada y filtrar.
+

. SRS - -
Adicionar HCl1l hsta lograr una Concentracidn no mayor a 5 H.



(oLl TNV EN = 5
Tomar 10-20 mlL y llevarlos con CHCL) a una concentracidn  flinal
no mayor a 9 H.
<+

+
Adicionar 5 ml! de APDC agitando vigorosamente.
+ .

-
Saturar con t-=metilpenteno-Z-ona o heptano-2-ona.
+

-+
Leer en flama de A-Ac y lampara de HCL a 324.8 nm.
T

@
TFomar 40 ml del filtrade y adicicnar % ml de APDC agitande
vigorosamente. Extraer con 5 mi de MIBK agitando y reposando.
. :

3
Tomar directamente de La fase de MIBK para La determinacidn de Pb
y Cd.
+

+

Solucidn extindar para el Cut Dizolver 1.0000 g de cobre en un

minimo de voltmen de HNO* y aforar a 1 1 con HNOs al 1 X. Loeer a
I24. 8

Fare el Flomg v Cadnio va se e menci1onado la prepardacidn e las
20luciones estandar en metodologles anlertores.

DISLUSION LE MIHERALES.

El principsl antogue Je este Capilulo exn hacia lws mnerales IS}
mekalas LOHKICOUE QU2 COoONnuamuiflan a los aliméntos y Pruduct
manofav burados. Fur 1o misne es necesario recurear 2
aitelihites albamernce wapecliilcay + Swensibles gue detechen pat Las
por milldn Sppm) de dichos cuntaminantes,

La esprcirgiotometria porr ser accesible e wunad de ias  mas
ubtilizadas pero presenta interferanciasg gue se deben @liamingt
ertrayando los difedieas melales que las cri1ginan.

Contande con un espectrofoltdaetro de absorcidn atémics y  petraonal
capacitado esta t&unica s superior a la esgpectrofotometris (2T
ser rapida. sensible en algunos casos hastas menas de | pasml.

En ganarsl los wéitodos por gspecirofokomelria so0n  ampliomente
utilitados por su aciesibiiidod.
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COMCLUS IONES.

S llevd & Cabo umix raevizZidn g
para las proteina

laz téonlica
cartahidratos, lip1doz. vitamiraz v

avaluandez:s & 1z metodolaonias  1ndividus) W conJumtanante .
lograndos: 3 altarhativas atilez psre analiz
=1 tratamiant vio  de la  mMusEtia, T omIgce v Cusnta

raturalaza
dizolucion:
o medie Jde
laz MiSmas.

talsl, U Conpa
atnetd e = las  met
& zZ=nsibilided

Fropus=taz=
ibiladad  de

Fzspsctoe & las teéoric

a aravimébiicaz vy
resultan ser poce rmibl
&
[

=T Para mysztirazs s
e & aouantifioase,

1 dnztrunental. Ez po
o -

1

&

contenide  d=l =001
accazibilidad =n art
ubilizacion =2 ba vizeo ¢
PPESisas v exacts vatrlf
comPaErarias con =T
cromatogarafic

e lazada por met =13 -
reavisarlas vy
e fotométr i v

Se obsarve qQue  la  scpactrofotometria. an
determinaciomes para los diferenth COMPONENST = un alimento,
ofrece albs =xncibilidad (hasta | 3T especi ficidad b
exactitud. sadamds de s sccozibls v requarir poco LiznEpoe én SU
desarrolla.

mayorfs

Q

Respectc a la sspsctrofotomstria en Frotefinas ta tdomica =g poco
wbtilizable & le Ares d2 1oz allmantoz, ya  Qus la presancia o=
carbohidratoz v lipides i1nterfiaren &m la zolubidlidad. Por 1o aus
la praotefy date enrazrss o praciplitar ob Middoze una soluciém
con Caerta ragreIs il oen 1az metossolosaisz talss eome Biuret,
Folirm-Ciccalt=u, atc.

S= revizaron técnicaz cromatogarafio Fara 1oz  capftulo:z  d=
carbonidratos v lipidos en l& 1dentaificecidn v cuantifircacidn de
ésteres Acidos grazos por oronatoarafiz d2 Jazez vy carbohidratos

por. cromatograftia liquida de alts presidn por ser wurr méetodo gues
ofrzce alta sencibilidad. Lo 4aus ha remplazade & téecnicaz
laboricsas de extraccién v Foco ERHCLHS Por Presentar
interferenciaz Y diverzas desventajas. Sim enbargo, la

cromatografia requiere de perzZonal capacitado vy reacctives de alte
arade de purezZi: que slevarn 2l caszto de Ias deterninaciones
limitande su  dizpohibilidad  para  wzc n#ormnzl 2 1z indougteiz
alimentaria.

Sa recabd inmformacien para la orientacidén en la seleccidn de  unas
v otras técnicaz roecomendadsE por  organismoz oficiale=z como  la

Direccién Ganeral de  Mormas Mexicanas, &/ Ccaso de  aua 1a
metadologla no sea actuaslizada o rezulte de  poca exatitud
Fpara  los requerimientoz  del analisisse debe recurrir a el

« Siendo wn ejenplo de &ste Caso la o recomendacidn del
analiziz de deteriorc de grasas TBA. auz no esta contemplado 2n 'la



rorma oficial medas

For 1o gus rez=p
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La revisidn y svaluacidn d
de aspactrafobanstria por
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difarantez selventzs v nanlpu
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[ TRT=4-4 o O 15
1azrar las pozibDles

e et fREr
Compareerat

.
)

itaerferenciaz. Cabe zafalar aus 1a buan =1 G Az la técnica
analitica, ho peczzariamsnts detbe = iz Faca nezezidadas  dal
analizta, =ino Aue tambaén depetderas de =

capacidad v
aE Famorees. 2l
1periosa  para

la infraestructura dz la qus =2 disponga. Por
contar cor informac1dn zuriciettes es
looyrar adscuados v dpbimos resultados.
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