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I. INTRODUCCION

La universidad en su cardcter de elemento de cambio, capacita al alumnado para realizar

todos los métodos analiticos de tipo quimico, bioldgico y tecnoldgico de tal manera que:

e Sea capaz de adaptar y modificar la tecnologia ya existente o crearla en su defecto.
e Se ajuste a las necesidades de la industria en cuestién y del pais.
e Respete la legislacion y reglamentos en vigor.

e Brinde la informacidn necesaria para la creacién del proceso a gran escala.

Por lo cual en el campo de los alimentos y las bebidas el farmacéutico debe llevar a cabo
todos los andlisis necesarios para establecer el uso adecuado de los principales
promotores de salud, que son los alimentos. Ademas de que debe realizar en este campo
una integracién entre los criterios y filosofias socioculturales y sus conocimientos
tecnolégicos, del tal modo que sea capaz de realizar y supervisar los procedimientos y

técnicas para determinaciones e investigaciones sobre:

e Elvalor alimenticio de una sustancia.
e Su calidad e implementacidn.

e Efectos téxicos.

Debido a lo anterior, en la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza dentro de la carrera
de Quimica Farmacéutica Bioldgica (QFB), se establecié el modulo de bromatogia el cual
se imparte en 7° semestre; la asignatura se ha estructurado en dos partes: tedrica (con
un total de 3 horas) y prdctica (4 horas). La parte tedrica aborda fundamentalmente el
conocimiento de los aspectos generales de los alimentos (especialmente los higiénico-
sanitarios) y de aspectos particulares de grupos concretos de alimentos. La parte practica

se refiere a los aspectos quimico analitico y el alimento como promotor de salud.



El QFB como quimico analitico debe estar bien formado en las demas ramas de la
quimica. Debe comprenderse la diferencia entre un analista quimico y un quimico
analitico. El primero es un operador con poco o sin ningln conocimiento que sigue
directrices ya establecidas, ejecutando ciertas operaciones segun un plan que lo lleva a
obtener un resultado. El quimico analitico interpreta resultados, modifica métodos
existentes cuando las circunstancias lo aconsejan y desarrolla métodos originales. @a
optimizacién de acuerdo a la NOM-001 define optimizacién: “Como la actividad
recurrente para aumentar la capacidad para mejorar, perfeccionar o llevar a cabo un

proceso con el propdsito de lograr un proceso optimo”. @)

Actualmente en la parte prdctica se tienen problemas en los métodos de Carbohidratos
(carbohidratos totales y volumétrico de Fehling) y Calcio (método indirecto por oxalato de

calcio), debido a que los métodos, no son reproducibles.

Por tal motivo se realizd la optimizacion de métodos de cuantificacion utilizados en el
laboratorio de bromatologia pretendiendo con ello que las técnicas analiticas funcionen
correctamente, arrojando datos confiables, y minimizar la utilizacion de recursos en
cuanto a reactivos y tiempo. Se realizara una revisidn tedrico-practica de las técnicas de
cuantificaciéon de carbohidratos y calcio para manipular variables que afecten la

cuantificacion de los métodos.



Il. MARCO TEORICO
2.1 Importancia de los alimentos en la nutricion.

Se ha establecido que mediante la nutricidon y la eleccién de los alimentos el hombre
puede influir de manera determinante sobre su salud, su capacidad de rendimiento y su
esperanza de vida. Los alimentos contienen los nutrientes esenciales para la vida, que son
proteinas, grasas, hidratos de carbono, vitaminas, minerales y los elementos traza; al
mismo tiempo contienen agua, que es fundamental, y los alimentos de origen vegetal que

aportan fibra dietética, que favorece la digestion:

“La nutricion es el proceso bioldgico en el que los organismos asimilan a los alimentos y
los liquidos necesarios para el funcionamiento, el crecimiento y el mantenimiento de sus
funciones vitales. La nutricion hace referencia a los nutrientes que componen los
alimentos y comprende un conjunto de fendmenos involuntarios que suceden tras la
ingestion de los alimentos, es decir la digestion, la absorcidn o paso a la sangre desde el
tubo digestivo de sus componentes o nutrientes, su metabolismo o transformaciones
quimicas alimenticias por medio de las cuales se produce energia para que ese organismo
vivo pueda sostenerse, crecer, desarrollarse y reproducirse. Estos requerimientos
energéticos estan relacionados con la actividad fisica y el gasto energético de cada

persona."(4)

Una nutricién adecuada es la que cubre:

a) Los requerimientos de energia a través de la digestidon en las proporciones
adecuadas de nutrientes energéticos como los hidratos de carbono y grasas.

b) Requerimientos plasticos o estructurales proporcionados por las proteinas.

c) La necesidad de micronutrientes no energéticos como las vitaminas y los
minerales.

d) La correcta hidratacién basada en el consumo de agua.



Los alimentos son sustancias quimicas que una vez ingeridas, digeridas y absorbidas por el
organismo favoreceran el crecimiento y la separacion de tejidos, la produccion de energia

y la regulacién de estos procesos. ©)

2.1.1 Clasificacion de los nurientes.

Los nutrientes se clasifican en cinco grupos funcionales: proteinas, carbohidratos, grasas,
vitaminas y minerales. Estos grupos comprenden un total aproximado de entre 45 y 50 %
de sustancias que los cientificos consideran esenciales para mantener la salud y un

crecimiento normal.

Proteinas: El término proteina viene del griego proteus que significa “se lo primero” y se
refiere a su importancia en la estructura de las células del cuerpo. Las proteinas son
biopolimeros naturales, hechos de monémeros denominados aminoacidos y componentes

esenciales de la dieta humana. *®

Durante la digestién, las proteinas se degradan a péptidos y posteriormente a sus
aminodcidos constituyentes que se absorben y se vuelven a ensamblar para formar las
proteinas que conforman el cuerpo humano y que constituyen nuestra estructura y son
por lo tanto indispensables para el crecimiento, renovacion de las mismas y para la
sintesis de muchas sustancias relacionadas con nuestra inmunidad y las relaciones

. sy 7
enzimaticas celulares. ®

Carbohidratos: Estdan conformados por carbono, hidrégeno y oxigeno. Son un grupo
importante de nutrimentos y a excepcion del glucégeno y la lactosa son generalmente de
origen vegetal, siendo producidos como resultado de la fotosintesis. Por lo tanto las
fuentes de carbohidratos son principalmente frutas, vegetales y cereales. Tienen una

funcién fundamental que es la energética; constituyen la energia de mas facil utilizacion.®



Grasas: El término lipido proviene del griego lipos “grasa”, contiene atomos de carbono y
de hidréogeno, pocos atomos de oxigeno y en ocasiones contiene atomos de fésforo,
azufre y nitrégeno. Los lipidos son ésteres o potenciales de acidos grasos, solubles en
solventes organicos e insolubles en agua. Debido a su insolubilidad en agua se transportan
en la sangre en complejos moleculares con proteinas constituyen el nutriente energético
por excelencia, ademas suministran los acidos grasos esenciales y proporcionan al

organismo las vitaminas liposolubles: A, D, E y K. ©

Vitaminas: Son compuestos organicos necesarios en pequeiias cantidades para que el
metabolismo corporal sea el adecuando. Por lo general las células del cuerpo no pueden
sintetizar estos compuestos. Algunas vitaminas se ingieren en forma de sustancias
precursoras inactivas (pro-vitaminas) y solé en el organismo se transforman en su
modalidad activa. La funcion primordial de las vitaminas es participar en el control del
metabolismo lipidico, proteico, hidrocarbonato, mineral y energético, aunque algunas de
ellas tienen actividades especificas. Existen dos tipos de vitaminas en nuestra

alimentacion.

Hidrosolubles: Sus propiedades metabdlicas son absorcidon por difusién pasiva o
transporte activo, almacenamiento bajo o nulo, excrecidn a nivel urinario. Son ocho

vitaminas del grupo B y la vitamina C.

Liposolubles: Sus propiedades metabdlicas son absorcién mediada por sales

biliares, posible almacenamiento, excrecién a nivel fecal vitaminas A, E, D y K.

Minerales: Son utilizados por el organismo en una gran variedad de maneras. Forman
parte de la estructura rigida del cuerpo o estan presentes en los fluidos celulares o en los
fluidos corporales. Esto es en los fluidos extracelulares,necesitamos unos 18-20 minerales
gue son los siguientes: calcio, fosforo, magnesio, hierro, manganeso, zinc, cobre, cobalto,
cromo, molibdeno, yodo, fluor, sodio, potasio, cloro, azufre, selenio, niquel, estafio y

silicio. Los minerales pueden clasificarse en:

Micronutrientes: (mayor 0.005% peso corporal), Ca, P, Mg, Na, K, ClyS.



Micronutrientes: (menor 0.005% peso corporal), Fe, Zn, F, |, Co, Cu y Se.

Las vitaminas y los minerales no tienen una funcion energética pero son imprescindibles
para la vida porque intervienen en multitud de procesos celulares .El hombre no consume
estas sustancias de forma individual, sino con los alimentos, en los cuales se encuentran
en mezclas variables. El que quiere alimentarse de forma sana y mantener su actividad
fisica, debe injerir todas las sustancias citadas segun sus necesidades. Para ello tiene que

saber que alimentos contiene los nutrientes vitales y en qué cantidades. ©)

La ingesta Diaria Recomendada por el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién
Salvador Zubiran establece una ingesta de vitaminas y minerales en g, mg y ug de acuerdo
a los requerimientos nutricionales del individuo, por ello a continuacidon se presenta en el
Cuadro 1 de manera general los requerimientos minimos necesarios de nutrientes en

individuos sanos.

10
Cuadro 1. indice de Ingesta Diaria Recomendado de Vitaminas y Minerales. (10

INFANTES NINOS Y ADULTOS EMBARAZADAS MUJERES

0-5meses 6- PUBERES LACTANTES

llmeses 1-3a4-6a 7-18a
Proteina (g) 13 14 20 28 1.3 1 +8 +20
Vitamina A (ug eq 400 400 450 450 1000 800 1300
retinol) 1000
Vitamina D (ug) 10 10 10 5 10 10
Vitamina E (ug) 3 4 6 7 10 10 10
Vitamina C (mg) 35 40 40 45 60 60 70
Tiamina (mg) 0.35 045 0.7 08 1.2 15 15 15
Riboflavina (mg) 0.45 0.55 08 1 15 17 1.7 17
Niacina (mg) 6 7 9 11 16 17 19 19
Vitamina B¢ (mg) 0.3 0.6 1 11 1.2 2.0 2.2 2.2
Vitamina B, (mg) 0.3 05 0.7 09 07 2.0 2.2 2.9
Folacina (mg) 25 35 50 65 180 200 400 400
Calcio (mg) 450 600 800 700 700 800 1000 1200
Fosforo (mg) 350 500 700 800 800 800 1200 1200
Hierro (mg) 10 10 15 15 10 15 20 30
Magnesio (mg) 40 60 80 100 400 350 320 355
Zinc (mg) 5 5 15 10 15 15 15 30
Yodo (mg) 40 50 70 80 150 150 160 175
Cobre (mg) 0.6 0.6 0.7 0.7 10 1.0 1.0

Fltor (mg) 0.5 0.5 1.5 15 1.0 2 2



http://www.google.com.mx/url?sa=t&source=web&ct=res&cd=2&ved=0CBgQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.innsz.mx%2F&rct=j&q=instituto+nacional+de+nutricion+salvador+zubiran&ei=fdz9S_HDO6aUMoDV0MsN&usg=AFQjCNE56rLh0bPpbV5ODnqzcN8LiNhmFg
http://www.google.com.mx/url?sa=t&source=web&ct=res&cd=2&ved=0CBgQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.innsz.mx%2F&rct=j&q=instituto+nacional+de+nutricion+salvador+zubiran&ei=fdz9S_HDO6aUMoDV0MsN&usg=AFQjCNE56rLh0bPpbV5ODnqzcN8LiNhmFg

2.2 Quimica Analitica.

La Quimica Analitica puede definirse como la ciencia que desarrolla y mejora métodos e
instrumentos para obtener informacidn sobre la composicion y naturaleza quimica de la
materia. Ya que como lo enuncia la ley de accidon de masas “a materia no se crea ni se
destruye solo se transforma”, por ello surgid la necesidad de determinar “cudanto” era lo
que estaba presente. Dentro de la Quimica Analitica se incluye el Andlisis Quimico que es
la parte practica que aplica los métodos de analisis para resolver problemas relativos a la
composicidon y naturaleza quimica de la materia. Los dambitos de aplicacién del Andlisis
Quimicos son muy variados, en la industria destaca el control de calidad de materias
primas y productos terminados; en el comercio los laboratorios certificados de analisis
aseguran las especificaciones de calidad de las mercancias; en el campo médico los
analisis clinicos facilitan el diagnéstico de enfermedades.

Es interesante realizar una definicién de términos ligados al analisis:

Muestra: Parte representativa de la materia objeto del analisis.

Analito: Especie quimica que se analiza.

Técnica: Medio de obtener informacidn sobre el analito.

Método: Conjunto de operaciones y técnicas aplicadas al andlisis de una muestra.

Anadlisis: Estudio de una muestra para determinar sus composicién o naturaleza quimica.

2.2.1 Clasificacion de los Analisis.

La Quimica Analitica también puede diferenciarse de acuerdo al andlisis, segun la
informacién que se desea obtener.

Andlisis Quimico Cualitativo: revela la identidad de los elementos y compuestos de una
muestra mediante ensayos de identidad, marchas analiticas.

Andlisis Quimico Cuantitativo: estudio experimental de las cantidades de sustancia que

aparecen en una muestra o que intervienen en una reaccion.


http://es.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_qu%C3%ADmica

El analisis quimico cuantitativo nos permite saber a exactitud las cantidades de las

sustancias que forman parte de una reaccién y de los productos de ella.

Lavoisier sintié la necesidad de poder pesar con exactitud los cuerpos para conocer el
mecanismo de las reacciones quimicas, esa inquietud lo llevo a inventar la balanza de
precisién, con la cudl confirmo varias leyes de la quimica, gracias a esta invencion surgié la

quimica analitica.

2.3 Métodos Analiticos Cuantitativos.

Mediante métodos analiticos cuantitativos no se eligen Unicamente materias apropiadas a
un proceso industrial, sino que con ellos también se vigilan diversas fases del proceso
hasta llegar al producto terminado que debe de reunir determinados requisitos de las

normas de calidad.

En la actualidad no hay industrias que no cuenten con un laboratorio que control de la

fabricacion de las fases.

El analisis cuantitativo abarca campos no industriales como la medicina, bioquimica,

geologia, geoquimica, farmacia, agricultura, oceanografia entre otras.

a) Métodos clasicos, se basan en propiedades quimicas del analito. Se incluyen las

gravimetrias y las volumetrias.

Métodos Gravimétricos: determinan la masa del analito de algin compuesto

relacionado quimicamente con él.

Métodos Volumétricos: cuantifica el volumen de una solucidn que contiene

reactivo suficiente para reaccionar por completo con el analito.



b) Métodos instrumentales, basados en propiedades quimico-fisicas. La
clasificaciéon de los métodos instrumentales se realiza en base a la propiedad que

se mide (espectroscopicos, electroanaliticos, térmicos...).

Métodos electroquimicos comprenden la medicidon de propiedades eléctricas tales

como el potencial, corriente, resistencia y cantidad de carga eléctrica.

Métodos espectroscopicos, se basa en la medida de la interaccién de la radiacién
electromagnética con los atomos o moléculas del analito o en determinar la

produccién de tal radiacién por el analito mismo. (22)

2.3.1 Clasificacion de los métodos basados en los tipos de reacciones.

a) Reaccidon de Neutralizacion. Se puede definir como la reaccién que se lleva a
cabo entre un acido y una base, dependiendo de lo que se defina por acido y base
ya que el concepto puede ser muy eldstico de acuerdo a las teorias de:

Teoria de Arrehenius.

Acido es el compuesto que en solucién acuosa produce hidrégenos como ién

positivo (H") y bases en solucién acuosa forma iones oxhidrilo (OH).

H 4 OH ———p K0

Teoria Bronsted y Lowry.

Acido es el compuesto capaz de ceder protones independientemente del medio
convirtiéndose en base y viceversa para la base, esto quiere decir que la base
acepta protones convirtiéndose en un dacido. A estos acidos y bases recién
formados se les denomina conjugados de los originales, por lo cual la
neutralizacidn segln Bronsted y Lowry es la transfierencia protones del acido a la

base produciendo sus conjugados.
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HCI + NH; ———— MNH.® +Cr

HM Oz + HO A H0" =+ NO:

Teoria de Lewis.

Considera que un acido es toda sustancia capaz de aceptar un par de electrones
() y una base toda sustancia capaz de ceder un par de electrones.
Para Lewis la neutralizacion es la formacion de enlaces coordinados.

BF: +:MNH: M——— HzMNEF

H® +:0:H ———*HOH

A+ CT i * ngCl

b) Reacciones de oxido-reduccion (REDOX). Son las reacciones de transferencia de
electrones. Esta transferencia se produce entre un conjunto de elementos
quimicos, uno oxidante y uno reductor (una forma reducida y una forma oxidada
respectivamente). Para que exista una reaccidn redox, en el sistema debe haber
un elemento que ceda electrones y otro que los acepte: El agente reductor es
aquel elemento quimico que suministra electrones de su estructura quimica al
medio, aumentando su estado de oxidacion, es decir; oxiddndose. El agente
oxidante es el elemento quimico que tiende a captar esos electrones, quedando
con un estado de oxidacidn inferior al que tenia, es decir; reducido.

A& —L+2 ¢

CL+2e ™20

c) Reacciones de Precipitacién. Se les denomina asi a las reacciones que pueden
ocurrir cuando una sustancia insoluble se forma en la disolucién debido a una
reaccion quimica o a que la disolucidn ha sido sobresaturada por algun compuesto,
esto es, que no acepta mas soluto y que al no poder ser disuelto dicho soluto

forma el precipitado.


http://es.wikipedia.org/wiki/Electr%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Qu%C3%ADmico
http://es.wikipedia.org/wiki/Reducci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
http://es.wikipedia.org/wiki/Electr%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Reductor
http://es.wikipedia.org/wiki/Estado_de_oxidaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Oxidante
http://es.wikipedia.org/wiki/Estado_de_oxidaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Insoluble
http://es.wikipedia.org/wiki/Sobresaturada
http://es.wikipedia.org/wiki/Soluto
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NaCl+ AghD; a—F 4501 | + a0

d) Reacciones Complejométricas. Las reacciones de formacion de complejos se
definen como la unién de un catién metdlico y especies quimicas donadoras de
electrones llamadas ligandos, para formar compuestos de coordinacién o

complejos. Elligando debe tener por lo menos un par de electrones sin compartir.

Los complejos llamados quelatos, se producen por la coordinacién de un catién y
un ligando, en los que el catidon (metalico) es parte de uno o varios anillos de cinco

o seis miembros.

Latsy? — Cay’

2.3.2 Diagrama de los pasos de un andlisis Cuantitativo.

Eleccidon del Método

'

Obtencion de la
muestra.

v

Preparacion de muestras

Si
Llevar acabo la

éEs soluble la ) i
disolucion.

muestra?

A 4

¢Es mensurable
esa propiedad?

Cambio de
forma quimica

A

Eliminar
interferencias

v

Medir la propiedad X

l Examinar la
confiabilidad de los
resultados

A\ 4

Calcular resultados
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2.3.3 Calibracion y medida de la concentracion.

Todos los resultados obtenidos dependen de una medicién final “X” de una propiedad
fisica o quimica de un analito, esta propiedad varia de manera conocida y reproducible
con la concentracién C, del analito. En téoria es la medida de la propiedad de “X” es

directamente proporcional a la concentracion es decir:

Cx= kX

Donde k es una constante de proporcionalidad, ésta se puede calcular con la comparacion
con un estandar donde la C, es un valor conocido, K es conocida como calibracién, esto es
el conjunto de operaciones que determinan bajo condiciones especificas, la relacién entre
los valores indicados por un instrumento o sistema de medicién, o valores representados
por una medicién material y los valores conocidos correspondientes a un patron de

referencia.

2.4 Carbohidratos

2.4.1 Definicion

Estos compuestos estan formados por Carbono, Hidrégeno y Oxigeno. Estos dos ultimos
elementos se encuentran en los glicidos en la misma proporcidn que en el agua, de ahi su
nombre clasico de Hidratos de Carbono, aunque su composicion y propiedades no

corresponden en absoluto con esta definicidn.

Anteriormente a todas las sustancias conocidas que respondian a la forma empirica Cy

(H,0), se les consideraban hidratos de carbono.

Por ello se puede definir como carbohidratos a los polihidroxialdehidos, a las

il e . . . 11
polihidroxicetonas o derivados de los mismos.*Y
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La clasificacion mas simple es la que los divide en monosacaridos, oligosacaridos vy

polisacaridos.

Monosacdridos: son polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas que en
general poseen una cadena no ramificada. Representantes tipicos de

este grupo son: glucosa, fructosa y galactosa.

Oligosacaridos: son carbohidratos formados de una manera formal, a
partir de monosacdridos con pérdidas de una molécula de agua, es

decir segln la ecuacion.

s CsHiz0s ind] RO ConHaprezlmse
/=

Ejemplos conocidos son los disacaridos sacarosa, maltosa y lactosa, el

trisacdrido, rafinosay el tetrasacarido estaquiosa.

Polisacdridos: en ellos “n” es siempre un nUmero mas o menos grande.
Las propiedades de estos compuestos de alto peso molecular difieren
considerablemente de los carbohidratos de pequeno tamafio. Asi, los
polisacaridos son mucho mas dificiles de disolver en agua que los
monosacaridos y oligosacaridos, no poseen sabor dulce y son muy
lentos reaccionando. Ejemplos de este grupo son: almidon, celulosa y

pectina.(lo)
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2.4.2 Importancia de los carbohidratos en el organismo. (7)

2.4.2.1 Funciones que desempeiian en el organismo.

a) Aportan energia a corto plazo. La glucosa constituye la Unica fuente energética del
sistema nervioso (en condiciones fisiolégicas normales) y de las células sanguineas, por lo

que se deben ingerir carbohidratos cada dia. Proporciona 4 Kca/g.

b) Se almacena energia en forma de glucégeno hepatico o muscular o mediante la

transformacién en grasa; y se utiliza cuando el cuerpo lo necesite energia.

c) Estan unidos a proteinas y lipidos, ya que impiden que estos sean empleadas como
fuente de energia. Ambos efectos se logran al utilizar energéticamente los hidratos de

carbono.

d) Participan en la sintesis de material genético (ADN, ARN) y otros compuestos

(constituyentes del cartilago, heparina).

e) Los polisacdridos son elementos estructurales de las paredes celulares de bacterias,

plantas y exoesqueleto de los artropodos.

f) Actualmente se ha estudiado que forman parte en el reconocimiento intercelular.

2.4.3 Deficiencia en el organismo.

a) El exceso de carbohidratos puede causar un aumento total de calorias, y por ende

provocar la obesidad. El efecto inverso, es decir, la deficiencia de carbohidratos causa la

falta de calorias que se entiende como desnutricidn. (10)
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2.5 Métodos para la cuantificacion y determinacion de Carbohidratos.
2.5.1 Reaccion de Molisch.

Fundamento:

La presencia de carbohidratos en una muestra se pone de manifiesto por la reaccién de

Molisch, que a cierto punto es la reaccién universal para cualquier carbohidrato.

Se basa en la accién hidrolizante y deshidratante del acido sulfurico sobre los hidratos de
carbono. En dicha reaccion el acido sulfurico cataliza la hidrodlisis de los enlaces
glucosidicos de la muestra y la deshidratacion a furfural (en las pentosas) o
hidroximetilfurfural (en las hexosas). Estos furfurales se condensan con el alfa naftol del

reactivo de Molisch (reaccién de Molisch) dando un producto colorido. (1213,14)

2.5.2 Reaccion de Benedict.
Fundamento:

Una de las reacciones mas comunes en la identificacidn de carbohidratos es la reaccién de
Benedict. Esta reaccidén es especifica para azlcares con grupo reductores libres (C=0).
Todos los monosacaridos poseen un grupo reductor libre. Los disacaridos maltosa y
lactosa tienen grupos reductores libres, pero la sacarosa no los posee, ya que se pierden

los grupos reductores de sus componentes cuando ésta es formada.

La solucion de Benedict comprende fundamentalmente una mezcla de CuSO,4, Na,CO; y
citrato de sodio. En esta mezcla alcalina, el idn citrato forma un complejo soluble con el
Cu®" y evita que se precipite bajo forma de Cu(OH), insoluble. Durante la reaccién, se
oxida el azucar enolizado, pero esta reaccidn no es sencilla. Se forman varios productos de
oxidacién a partir del azucar. Sin embargo, en condiciones estandarizadas la reduccién de

cu® puede constituir una medicién cuantitativa del aztcar reductor. (13,14)

RCHO+ 2CU™ + 4 "OH = RCOCH+ Cu0g g+ RO



16

2.5.3 Reaccion de Seliwanoff.
Fundamento:

Los carbohidratos se clasifican como cetosas o aldosas, en el carbono 2 tienen una funcién
cetona, que en presencia de un acido fuerte producen rapidamente derivados furfuricos
que reaccionan con un difenol llamado resorcina que esta contenido en el reactivo de
Seliwanoff. La sacarosa (un disacarido formado por glucosa y fructosa) y la inulina (un
polisacarido de la fructosa) dan positiva la reaccion, ya que el HCl del reactivo provoca en
caliente la hidrdlisis del compuesto liberando fructosa (responsable de la reaccién

positiva). (13,14)

2.5.4 Prueba de Bial.

Fundamento:

Es una reaccion coloreada especifica de las pentosas. En condiciones de tiempo,
temperatura y concentracion de HCl cuidadosamente controladas, las pentosas se
convierten rapidamente en furfural, mientras que a partir de las hexosas se producen
ciertas cantidades hidroximetil furfural. En presencia del ion férrico y resorcinol (5 metil

resorcinol), el furfural se condensa rapidamente y da un producto colorido. (13,14)

2.5.5 Método de Antrona de Clegg.
Fundamento:

El acido sulfurico concentrado hidroliza enlaces glucosidicos para formar monosacaridos

gue pueden ser luego deshidratados dando furfural este reacciona con antrona (10-ceto-

9,10-dihidroantraceno) dando un complejo azul-verdoso. ">



Reaccidn de los Carbohidratos en presencia acidos fuertes.

0

R' = H (aldosa)
R'= CH>0OH (cetosa)

R = H (pentosa)
R = CH20H (hexosa)

I
R0 COHEO + H e
: \_/J -

HO™ 5 SR “H,0

o
-H )
— |
%LR
- 2H,0
R'=H {furfural)

R'= CH20OH (cetona)

Reaccion de Furfural o Hidroximetilfurfural presencia del grupo funcional fenol (&-naftol,

orcinol, resorcinol y antranol).

R'- . | {j
Hh\_\_\;{r"f H"\-\._R

Radicales.

R” = Radical

A) Orcinol (reactivo de Bial).

B) Resorcinol (Reactivo de Seliwanoff).

C) Antrona (Reactivo de antrona de Clegg).

D) &-Naftol (reactivo de Mo

R"OH

lisch).

oOR"
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A) UH 59\\\ _.CHS B} DH\‘{\\T,C HE- C) 0 53] OH
\ET/( w f . /_\Q\'“‘I
Crcinol OH CH
Resarcinal Antrona & Naftal

2.5.6 Método volumétrico con reactivo de Fehling.
Fundamento:

La determinacién de azlicares por el método volumétrico se basa en la reduccién
completa de un reactivo alcalino de cobre con muestra a analizar; el punto final se
determina empleando el indicador azul de metileno, el cual serd reducido a blanco de

metilo por un exceso de azucar reductor.

La determinacién volumétrica se sugiere para cualquier tipo de alimentos como; leche,

néctar, jugo, mermelada, cajeta, dulce y mole. 3%

Cu(OH), — CuO + H, O.

2CU(OH);, — Cu, O + H_, O + O.

Cuando se calientan los carbohidratos con soluciones salinas de metales oxidantes tales
como el Cu®" y otros medios alcalinos, el grupo carbonilo de la aldosa o la cetosa, sea real
o potencial (grupos hemicetalicos) reacciona oxidandose debido al poder reductor de el
grupo funcional antes mencionado hasta que se da la formacién de azucares acidos
(acidos alddnicos) o de productos de precisién molecular a nivel del grupo ceténico e
incluso si la oxidacidon es muy fuerte por un calentamiento prolongado hasta la formacion

de Cu,0, CO; y H,0 del azucar en cuestion.
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Aquellos azucares que no tienen grupos carbonilos libre o en forma hemicetdlica y que
tampoco los pueden formar por las condiciones experimentales, ya sea por hidrélisis o por
alguna otra modificacidén quimica se les denomina azucares no reductores como es el caso
de la sucrosa o sacarosa, cuya union osidica esta constituida por interaccion de dos grupos

hemicetalicos de glucosa y fructosa.

Todos los monosacdridos son reductores, los mds comunes son la glucosa y la fructosa. La
maltosa y la lactosa son reductores mientras que la sacarosa no lo es, ya que no posee un
grupo carbonilo libre, pero si se realiza una hidrdlisis en medio acido como puede ser el

HCI, esta se descompone en monosacaridos reductores.

2.6 Calcio
2.6.1 Definicion.

Simbolo quimico Ca®*, es un metal alcalino con peso atémico 40.08, nimero atémico 20,
con nimero de valencia 27, punto de fusién 838°C, punto de ebullicién 1440°C. Es el
quinto elemento y el tercer metal mas abundante en la corteza terrestre. Los compuestos
de calcio constituyen 3.64% de la corteza terrestre. El metal es trimorfo, no causa
guemaduras sobre la piel. Es menos reactivo quimicamente que los metales alcalinos y
gue los otros metales alcalinotérreos. La distribucién del calcio es muy amplia; se
encuentra en casi todas las dreas terrestres del mundo. Este elemento es esencial para la
vida de las plantas y animales, ya que esta presente en el esqueleto de los animales, en el

Cuadro 2 se analiza la importancia del Calcio.™?



Cuadro 2. Importancia del Calcio.

Elemento Requerimiento Contenido Funciones en el Fuentes
diario aproximado corporal cuerpo alimentarias
(adultos). aproximado primarias.
(adultos).
Calcio (Ca**) 1g. 1000g Presente en Leche, queso,

huesos y dientes.
Necesario para la
coagulacién de la
sangre, la
contraccion
muscular y La
actividad
nerviosa.

pan y harina (si
es enriquecido),
cereales

hortalizas verdes.

2.6.2. Importancia en el organismo.

2.6.2.1 Funciones que desmpefia en el organismo.

a)

b)

d)

e)

f)

g)

h)

j)

k)
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Participa en la estructura, desarrollo y constitucion de los huesos y

dientes.®

Actla junto al magnesio como regulador del ritmo cardiaco.

(17)

Es indispensable en compaiia de la vitamina K para la coagulacién

sanguinea.(lg'lg'zo)

Interviene en la transmisién del impulso nervioso.

(20)

Interviene en el transito de nutrientes que se lleva a cabo en la membrana

celular.?®

Reduce los niveles de histamina.
Alivia el insomnio.

Colabora en la conversion del hierro.

(19,20)

(18,20)

(20)

Favorece la absorcién de la vitamina B-12.%%

Previene, junto a otros minerales, el depdsito de metales pesados en el

organismo.(lg'zo)

Interviene en el control del nivel de colesterol en sangre.

(20)



2.6.3 Deficiencia en el organismo.

a) Raquitismo."*®

b) Osteoporosis.

c) Calambres musculares’

d) Alteraciones cardiacas.

e) Hemorragias

f) Osteomalacia. ®

2.7 Métodos para la cuantificacion del metal Calcio (Ca

2.7.1 Métodos Directos.

(17,18)

.(19,20)

(17,18)

(18)

2+).
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2.7.1.1 Espectrofotometria de Absorcion Atéomica.

Fundamento

La determinacién de calcio se puede llevar a cabo mediante espectrofotometria de

absorcion atomica (AAS) empleando una llama de aire/acetileno como se indica en el

Cuadro 3. La presencia de fosfatos, Al, Si y Ti en el agua constituye una interferencia

quimica, pues la formacién en la llama de compuestos refractarios como oxisales estables,

fosfato cdlcico o fosfato magnésico, impide la atomizacién de ambos elementos, dando

lugar a un descenso en la sefial. Para evitar este problema se afiade a las muestras que se

van a medir una disolucion de lantano, el cual reacciona con el fosfato dejando libre al

calcio.?+??

Cuadro 3. Condiciones para la determinacion de Calcio.

Elemento Llama

Intensidad lamp.  A(nm)

Rendija (nm)

Ca’*  aire/acetil.

10 mA 422.7

0.7

Flujo de gases: Aire (4.5), Acetileno(2.0)

Tiempo de integracion: 2 segundos.
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2.7.1.2 Electrodo selectivo.
Fundamento

El calcio idnico se mide mediante la potenciometria del electrodo selector de iones. En el
cdlculo de los resultados del calcio idnico, la concentracion estd relacionada con el

potencial por medio de la ecuacion de Nernst. Los resultados se miden a 37°C.

Utilizan como membrana un polimero orgdnico saturado con un cambiador idnico liquido.
La interaccion con iones a uno y otro lado de la membrana, genera un potencial que

puede medirse.

El cambiador liquido forma complejos con el analito. A uno y otro lado de la interfase,
tiene lugar el intercambio:

[(RO),POO];Ca——2(RO),PO0" + Ca

Organico Organico Acuosa

La diferente concentracién de Ca** a ambos lados genera un incremento en el valor del

potencial que se puede medir.?

2.7.1.3 Valoracion Complejométrica.

Fundamento
Una reaccién de formacion compleja ha de ser rdpida, transcurrir conforme a una
estequiometria bien definida ha de poseer las propiedades caracteristicas convenientes

para la aplicacién de los diferentes sistemas de deteccion de punto final.
Complejo Metal-EDTA (Ca** con EDTA)

La determinacién de un ion metalico por valoracion directa con una solucién estdndar de

EDTA (en realidad Na,H,Y) es la valoracién de calcio (Ca**) en un medio a pH 10, bien
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amortiguado, en este pH la especie predominante es HY® y la reaccién neta de la

valoracién es (1:1). (23,24)

Ca™ +HY" 4—* Cav"+ H

2.7.2 Métodos Indirectos
2.7.2.1 Valoracion volumétrica del Calcio por calizas.

Fundamento

Los cationes como el Ca®, cuyos oxalatos son escasamente solubles se pueden determinar
precipitdndolos como oxalato, separdndolos en precipitado, disolviéndolos en dacido
sulfarico diluido y titulando el ién oxalato con solucién valorada de permanganato. El

método es muy empleado para valorar el calcio.

El calcio se precipita como oxalato por adicién de solucion de oxalato de amonio. El
precipitado separado por filtracién y lavado se disuelve en acido clorhidrico diluido y
neutralizando el acido, con solucién diluida de hidréxido de amonio. El precipitado,
separado por filtracién y lavado se disuelve en acido sulfurico diluido y el acido oxalico

liberado se titula con solucién de permanganato.

Debe tenerse presente que el método expuesto no es aplicable a la determinacién de

plomo debido a la formacién de una pelicula de sulfato de plomo sobre el oxalato de
pIomo.(23’25)

EEE;D; +H;EG: * I:as‘lji + HESDL
2EMNO, + 3 H:50.+ 5H G0, =—eeeb; 50, + 2MN30, + 10 CO; + BHO
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2.7.2.2 Determinacion gravimétrica
Fundamento

Depende de la medicion de pesos o variaciones de estos como base para calcularlos de la

cantidad de sustancias o sustancias buscadas.

Precipitacidén: La especie quimica se separa en forma de compuesto insoluble que se

puede lavar, secar o calcinar y pesar.

Son los mas importantes en el andlisis gravimétrico. El componente que se determina se
precipita de la solucién, en forma del compuesto tan escasamente soluble, que las
pérdidas por solubilidad sean des-estimables, cuando el precipitado se separa por
filtracién y se le pesa después de haberlo sometido a los tratamientos que fueran

necesarios asi para la determinacién.?>%°
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza no cuenta con los recursos
econdmicos suficientes para proveerse de equipo sofisticado que permita realizar
cuantificaciones eficaces en los laboratorios de el modulo de Bromatologia, se han
establecido una serie de métodos analiticos de rutina que permiten realizar estas
determinaciones. Especificamente los métodos de cuantificacion de carbohidratos vy
calcio que actualmente se utilizan, han presentado problemas en relaciéon a su
reproducibilidad y repetitividad. Por ello se pretende realizar la optimizacién de los
métodos mediante el control de parametros fisicos y quimicos que afecten estas
cuantificaciones. Ademds de que probablemente no se han evaluado como factores

primordiales que afecten directamente a los métodos.
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IV. OBIJETIVO GENERAL:

Optimizar el método general de andlisis en la determinacién de carbohidratos por el

método de Antrona y Fehling asi como calcio utilizados en laboratorio de bromatologia.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES:

a)

b)

Controlar los pardmetros que permitan llevar a cabo la cuantificacion de

carbohidratos totales y de azucares reductores.

Controlar los pardmetros que permitan llevar a cabo una cuantificacidn indirecta

del calcio.

Obtener un método optimizado adecuado a los recursos que se tienen en el
laboratorio de Bromatologia y que cumpla con las caracteristicas de ser

reproducible, preciso y exacto.
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V. HIPOTESIS DEL TRABAJO:

Mediante la determinacién y el control de variables implicadas en el método analitico se

podran optimizar los métodos de cuantificacion de carbohidratos y calcio en alimentos.
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V1. METODOLOGIA %%

5.1 Optimizacion del método Carbohidratos Totales.
Fundamento.
El producto es digerido con acido perclérico. Los almidones hidrolizables, junto con los
azucares solubles, se determinan colorimétricamente por el método de antrona y se

expresa como glucosa.

Material y equipo

-Papel Parafilm

-Tela de poro grande

-Papel Filtro (Whatman No.41)
-Matraz volumétrico 250mL
-Matraz volumétrico 50mL
-Matraz volumétrico 10mL
-Pipeta volumétrica de 1mL
-Pipeta volumétrica de 5mL
-Bureta de 25mL

-Probeta 100mL

-Pipeta graduada 10mL
-Bureta 25mL

-Pipetas volumétricas 1ImL
-Vortex

-Balanza analitica (Mettler Toledo)

-Espectrofotémetro

Reactivo 4
-Dextrosa Anhidra (Dextrosa Anhidra J.T. Baker).
-Acido Perclérico al 52%

-Reactivo de Antrona 0.01%
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Procedimiento

Preparacion del Estdndar (Dextrosa Anhidra)

Pesar con exactitud 50mg de Dextrosa anhidra previamente secada por tres horas a 110°C,
colocar en un matraz volumétrico de 50mL y aforar con agua destilada.

La solucién anterior tiene una concentracion 1mg/mL. Realizar la curva del estandar de
acuerdo a el Cuadro 1 midiendo las alicuotas, llevandolas a un volimen de 50mL con agua
destilada. Preparar las muestras para la determinacién tomando una alicuota de 1mL de

cada uno de los niveles de concentracion y adicionarles 5mL de Reactivo de antrona.

Cuadro 1. Preparacion de curva del estandar de dextrosa anhidra.

[ug/mL] Alicuota (mL)
80 4.0
90 4.5
100 5.0
110 5.5
130 6.5
150 7.5

Nota: El mezclado se realiza con Vortex con una velocidad de 15rpm.
Preparacion de la muestra. (Nestum) ;

Pesar con exactitud 1.0g de muestra seca, si la muestra es hUumeda pesar 2.5g, colocarla
en una probeta de 100mL, adicionar 13mL de Acido Perclérico al 52%, llevar a un volimen
de 50mL con agua destilada, tapar con papel parafilm, agitar durante 30min, con agitacién
constante.

Transcurrido el tiempo de agitacién, filtrar la muestra mediante dos filtros, la primera
etapa es con tela seguida de papel filtro a un matraz volumétrico de 250mL, lavar las
paredes de la probeta con agua destilada hasta que esté libre de muestra y aforar con
agua destilada (ver figura 1).

Tomar las alicuotas correspondientes de acuerdo a el cuadro 2 para la construccién de la

curva patron de la muestra y llevandola a un volumen de 10mL.
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Cuadro 2. Curva Patréon de muestra en alimentos secos.

Concentracion | Alicuota (mL)/10mL
266 6.7
300 7.5
333 8.3
366 9.2
400 10.0

Determinacion:

Tomar 1mL del estdndar, ImL de agua destilada y 1mL de la muestra, colocarlos en
tubos de ensaye, adicionar 5mL de reactivo de antrona al 0.01% a cada uno de los tubos
(el reactivo de antrona se debe preparar 5 minutos antes de la determinaciéon y colocarlo
en un bafo de hielo) y agitar en vortex a una velocidad de 15rpm.

Colocar los tubos tapados con papel parafilm en un BM a ebullicion durante 12 minutos,
enfriar a temperatura ambiente y realizar las mediciones en una longitud de onda de

630nm.
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Diagrama de Flujo de Carbohidratos Totales.

N
[ Extraccion ]_> [ Pesar 1g de muestra seca Colocar en probeta con 13
< mL de HCIO, y agitar por
30min.
) |
Pesar 2.5 g de muestra
humedad. ) [ Diluir el contenido a 50 mL.

Mezclar y filtrar en matraz
volumétrico de 250 mLy
aforar.

Diluir 1 mL de la muestra

[ Determinacion ]_, a 10 mL de agua, realizar
la curva patrén.

Preparacion de

muestras.
Blanco. Estandar. Muestra.
1mL H,0 + 5mL Reactivo 1mL de solucidn Patron + ImL de Muestra + 5mL
de Antrona. 5mL Reactivo de Antrona. Reactivo de Antrona.

[ Tapar y agitar en vortex por 15min. J

Colocar los tubos en un bafio
de agua hirviendo por 12 min.

Enfriar a temperatura
ambiente y medir
absorbancia a 630 nm.




Figura 1. Doble Filtracién.
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5.1.1 Parametros a evaluar

5.1.1.1 Linealidad del método.”®

Preparar la curva de acuerdo con el cuadro 3, medir las alicuotas correspondientes a los 5
niveles de concentracién por triplicado y llevarlas a un volimen de 10mL aforar con agua
destilada. Para la determinaciéon tomar una alicuota de 1mL y adicionar 5mL de reactivo

de antrona.

Cuadro 3. Preparacion de las muestras a diferentes concentraciones para evaluar la linealidad del método.

Nivel de

Concentracién | Alicuota (mL)
80% 7.0
0% 7.5
100% 8.5
110% 9.5
120% 10.0

Los parametros a evaluar son pendiente (m), ordenada al origen (b) y coeficiente de

determinacion (r?).

5.1.1.2 Exactitud y Repetibilidad. (58)

Preparar por sextuplicado a una concentracién del 120% a partir de la muestra solucion
stock, para la determinacién tomar una alicuota de 1mL y adicionar 5mL de reactivo de
antrona.

Evaluar los porcentajes de recobro (%R) y el coeficiente de variacién (CV) e intervalo de

confianza.
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5.1.1.3 Reproducibilidad. (38)
Preparado por dos analistas diferentes, en dos dias diferentes y por sextuplicado, en una

concentracion de 120% a partir de la solucion stock.

5.2 Optimizacion del método volumétrico de Carbohidratos.

Fundamento

La determinacién de azlcares por el método volumétrico se basa en la reduccién
completa de un reactivo alcalino de cobre con muestra a analizar; el punto final se
determina empleando el indicador azul de metileno, el cual serd reducido a blanco de

metilo por un exceso de azucar reductor.
Material y equipo

-Matraz Erlenmeyer de 250 mL.
-Pipeta volumétrica de 10 mL.
-Parrilla de agitacidn y calentamiento.
-Bureta de 50 mL.
-Matraces volumétricos.
-Vasos de precipitado.
-Probetas.
-Perlas de ebullicién
-Mortero con pistilo.
Reactivos ;

- Dextrosa anhidra (Dextrosa Anhidra J.T. Baker).

- Solucioén Fehling A.

- Solucién Fehling B.

- Sl Azul de metileno.
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Procedimiento.

Solucion estandar de Dextrosa.

Pesar 1g de dextrosa anhidra, previamente secada durante 3 horas a 110°C, colocarla en
un matraz volumétrico de 250mL y aforar con agua destilada, colocarla en una bureta,

esta solucidn tiene una concentracion de 4mg/mL.

Estandarizacion del reactivo de Fehling.

Colocar en un matraz erlenmeyer 10mL de solucién de Fehling A, 10mL de solucion de
Fehling B, 20mL de agua destilada y 20mL de solucidn estandar de dextrosa, agregar
perlas de ebullicién y calentar a ebullicidn durante 2 min., adicionar tres gotas de Sl azul
de metileno.

Mantener la ebullicién de la muestra, y continuar la valoracion agregando gota a gota la
solucion de dextrosa hasta que color azul vire a incoloro con la presencia de un
precipitado rojo.

Realizar el calculo del factor de Fehling.

Factor Fehling = (Concentracién de Dextrosa)(mlL gastados)

Preparacion de la Muestra.
Pesar 2g de muestra y macerar en un mortero con 25mL de agua destilada caliente, una
vez frid transferir la mezcla en un matraz volumétrico de 100mL, aforar con agua destilada

y colocar la solucidn a una bureta de 50mL.

Determinacion:

Colocar en un matraz erlenmeyer 10mL de solucion de Fehling A, 10mL de solucion
Fehling B, 20mL de agua destilada y 20mL de la solucidn muestra, agregar perlas de
ebullicidn y calentar a ebullicion durante 2 min.

Adicionar tres gotas de Sl azul de metileno, mantener a ebulliciéon y agitacidon constante,
adicionando la solucion de la muestra gota a gota hasta el vire de color azul a incoloro

con la presencia de un precipitado rojo.



Realizar los calculos correspondientes.

04 Azticares Reductores =

(Factor Fehling)(5000)

mL gastados en la Titulacion

36



Diagrama de Flujo.

-
2 Macerar en un
[ Pesar 2g de muestra » mortero con 25mL de
J agua caliente.
-

[ Determinacién. J

~
Enfriar y transferir a un

matraz volumétrico de
100mL.

¢ N
Colocar la solucion en
una bureta.

v

Colocar en un matraz
erlenmeyer.

o
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10mL de solucién

Fehling B.

10mL solucidn
Fehling A.

20mL de agua
destilada.

20mL de solucion
muestra.

A 4

Adicionar cuerpos de
ebullicién y colocar a
ebullicién por 2min.

v

\
Adicionar 3 gotas de
Sl de Azul de
metileno.
J
v
4 ] N\
Continuar con la
ebulliciéon con
9 agitacion constante.

}

Seguir valorando gota
a gota hasta el vire de
azul aincoloro.




5.2.1 Parametros a evaluar.

5.2.1.1 Linealidad del método.”®

Preparar la curva de acuerdo con el cuadro 4

triplicado.

Cuadro 4. Preparacion de las muestras para evaluar la linealidad del método.

Nivel de
concentracion

Preparacion de las muestras

Fehling A (mL)

Fehling B (mL)

Muestra (mL)

Agua mL

80%

8

16

28

28

28

90%

18

24

24

24

100%

10

10

20

20

20

20

110%

11

11

22

16

16

16

120%

12

12

24

12

12

12

38

con 5 niveles de concentracién por

Se mediran las cantidades de los reactivos de felingh Ay B, la cantidad de agua y los mL de

muestra, se adicionan las perlas de ebullicién y se calienta a ebullicién por 2min.

Adicionar tres gotas de Sl azul de metileno, mantener a ebulliciéon y agitacidon constante,

adicionando la solucion de la muestra gota a gota hasta el vire de color azul a incoloro

con la presencia de un precipitado rojo.

Los parametros a evaluar son pendiente (m), ordenada al origen (b) y coeficiente de

determinacion (r?).
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5.2.1.2 Exactitud y Repetibilidad. (38)

Preparar por sextuplicado a una concentracién del 100% a partir de la muestra solucién
stock.

Colocar en un matraz erlenmeyer 10mL de solucidon de Fehling A, 10mL de solucién
Fehling B, 20mL de agua destilada y 20mL de la solucion muestra, agregar perlas de
ebullicién y calentar a ebullicién durante 2 min.

Adicionar tres gotas de S| azul de metileno, mantener a ebullicion y agitacién constante,
adicionando la solucién de la muestra gota a gota hasta el vire de color azul a incoloro

con la presencia de un precipitado rojo.

Evaluar los porcentajes de recobro (%R) y el coeficiente de variacién (CV).

5.2.1.3 Reproducibilidad. (8)
Preparado por dos analistas diferentes, en dos dias diferentes y por sextuplicado, en una

concentracion de 100% a partir de la solucién stock.

5.3 Optimizacion del método de cuantificacion de Calcio.
Fundamento

Este método esta basado en la precipitaciéon de Calcio como oxalato, ya que el dxalato de
calcio con i6n sulfurico libera acido oxalico el calcio precipita como sulfato de calcio y el

acido dxalico es liberado y valorado con permanganato de potasio.

Material y Equipo.
-Papel Filtro (Whatman No.41).
-Crisoles de Porcelana capacidad 25mL.
-Vasos de precipitado.
-Embudos tallo corto con estrias.
-Matraz volumétrico 25mlL.

-Matraz volumétrico 50mL.



-Matraz volumétrico 10mL.
-Pipeta volumétrica de 1mL.
-Pipeta volumétrica de 5mL.
-Bureta de 25mL.

-Probeta 100mL.

-Pipeta graduada 10mL.
-Bureta 25mL.

-Pipetas volumétricas.
-Matraz erlenmeyer.
-Probetas.

-Soporte universal.

-Tripie.

-Triangulo de porcelana.
-Mechero Fischer.

-Mufla.

-Parrilla de agitacidn y calentamiento.

-Balanza analitica (Mettler Toledo).

Reactivos ;

-Agua oxigenada

-Acido Clorhidrico concentrado

-Acido Nitrico concentrado

-Acido Citrico (30%)

-Cloruro de Amonio (5%)

-SI Verde de Bromocresol (0.04%)
-Solucion saturada de Oxalato de Amonio
-Hidroxido de Amonio concentrado
-Acido Sulfurico (10% v/v)

-Permanganato de Potasio.

40
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Procedimiento

Colocar a peso constante 3 crisoles en la mufla a temperatura de 550°C por 1 hora, para
asegurar que los crisoles mantienen un peso constante entre cada pesada debe de existir

una diferencia de 0.02 centésimas de diferencia.

Pesar 5g de la muestra con exactitud, realizar una calcinacién a fuego directo, colocarlos
en un tripie, con un triangulo de porcelana calentar en el mechero Fischer, carbonizar
hasta que no exista desprendimiento de vapor (realizar la calcinacién en la campana de

extraccion).

Continuar la reduccion a cenizas de la muestra a 550°C aproximadamente por 2 horas.
Lavar las cenizas en un vaso de precipitados de 250mL con 40mL de acido clorhidrico y
60mL de agua, adicionar 3 gotas de acido nitrico concentrado y llevar a sequedad el

calentamiento es a fuego directo.

Enfriar y lavar el vaso con 15mL de agua destilada, filtrar el lavado en papel filtro de poro
pequefio (Whatman No. 5) a un matraz volumétrico de 25mL aforar con agua destilada.
Tomar una alicuota con una pipeta volumétrica que contenga aproximadamente de 5-20
mg de calcio y transferirlos a un vaso de precipitado, adicionar 1mL de solucién de acido
citrico (30%) y 5mL de solucion de Cloruro de Amonio (5%), diluir aproximadamente a

100mL con agua destilada y llevar a ebullicién durante 5 minutos y enfriar.

Adicionar 10 gotas de S| verde de bromocresol (0.04%) y 30mL de solucién saturada de
Oxalato de amonio caliente. Si se formara un precipitado, disolverlo adicionando unas
gotas de acido clorhidrico concentrado. Neutralizar muy lentamente con una solucién de
Hidroxido de amonio concentrado, con agitacidn constante hasta que el indicador vire de

color a pH (4.4-4.6).
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Colocar el vaso en un bafio de vapor durante 30min, se formara un precipitado. Retirar el
vaso y enfriar, filtrar a través de un papel filtro (Whatman No.5) a un vaso de precipitado,
posteriormente disolver el precipitado pasando a través del papel filtro 50mL de &acido
sulfirico (10% v/v) a un matraz erlemeyer. Enjuagar el vaso y llevar el filtrado a
aproximadamente hasta 100mL con agua. Calentar la solucién anterior a una temperatura

de 70-80°C y titular con una solucién 0.02M de Permanganato de Potasio.

Calculos.

mg Ca®® = [(N KMnO4) (Vimnos )[0-02:]]

g de la muestra

1
Nota: Ver Anexos para la preparacion de los reactivos al igual que la muestra la informacion de la muestra .
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Diagrama de Flujo

Calcinar 5g de Continuar con la )

muestra a fuego reduccion calcinando Lavar las cenizas con
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mechero. por 2 horas. H,0'y 3 gotas [HNO;]

'
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con 15mL de agua
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5.3.1 Parametros a evaluar.

5.3.1.1 Linealidad del método.®

Preparar la curva de acuerdo con el cuadro 5 con cinco niveles de concentracién medir las
alicuotas por triplicado, colocar en matraces volumétricos de 50mL y aforar con agua
destilada, para la determinacién medir una alicuota de 1mL de cada uno de los niveles de

concentraciéon y dar el tratamiento mencionado con anterioridad .

Cuadro 5. Preparacion de las muestras en los 5 niveles de concentracién para la evaluar la linealidad del método.

Concentracion
[mg/mL] Alicuota (mL).
5 5
10 10
20 20
40 40
50 50

Los pardmetros a evaluar son pendiente (m), ordenada al origen (b) y coeficiente de

determinacion (r?).

5.3.1.2 Exactitud y Repetibilidad. (58)

Preparar por sextuplicado a una concentracién del 100% a partir de la muestra solucién
stock. Medir una alicuota de 20mL, colocar en un matraz volumétrico de 50mL y aforar
con agua destilada. Para la determinacion medir una alicuota de 1mL y realizar la
titulacion.

Evaluar los porcentajes de recobro (%R) y el coeficiente de variacién (CV).

5.3.1.3 Reproducibilidad. (38)

Preparado por dos analistas diferentes, en dos dias diferentes y por sextuplicado, en un
nivel de concentracién del 100% de acuerdo con el cuadro 6. Medir una alicuota de 20mL,
colocar en un matraz volumétrico de 50mL y aforar con agua destilada. Para la

determinaciéon medir una alicuota de 1mLy titular.



VI. RESULTADOS

6.1 Carbohidratos Totales.
Curva propuesta para el Estandar Dextrosa.

Resultados obtenidos de la curva propuesta para el estandar con los porcientos de
recobro a una A=630nm.

=-0.0003
B =0.1183
r? =0.1346

Linealidad del método.
Resultados obtenidos de linealidad del método calculados con el porcentaje de recobro de
glucosa en respuesta al método analitico.

Y Recobro =102.52%

S =2.255

CV experimental =2.199%

CV Tesrico Espectrofotométrico  NO mayor del 3%

IC =[102.05% —103.77% |,

Exactitud y Repetibilidad.

Resultados obtenidos para exactitud y repetibilidad calculados con el porcentaje de
recobro de glucosa en respuesta al método analitico.

S‘/ Recobro =105.14%
S =042
cv Experimental =0.399%

cv Teorico Espectrofotométrico No mayor del 3%
IC =[104.75% — 107.75% ],



Reproducibilidad.
Resultados obtenidos del porciento de recobro de glucosa en respuesta a el método
analitico, por dos analistas en dos dias diferentes.

Suma de Cuadrados Media Cuadrados  F calculada F tablas
Analista 205.04 0.20 259.12 38.50
Dia 0.85 0.00 0.50 5.87
Error 3.25 0.00 a=0.025

6.2 Método volumétrico de determinacion de azucares reductores.

Estandarizacion Solucidon Fehling.

Resultados obtenidos de la estandarizacion de la solucién de Fehling

Dextrosa | 1.0004g/250mL y 0.08
[g/mL] 0.0040016 S 0.001
F 500 cV 0.835

Linealidad del método.
Resultados obtenidos de linealidad del método calculados con el porcentaje de recobro de
azucares reductores en respuesta al método andlitico.

Y o recobro 98.42% Y= mx+b

S 0.93 Y= 0.036x+ 98.1
CV experimental 0.95% R’= 0.019

CV Tegrico Met. Volumétrico No mayor al 2%

IC =[ 97.90% — 98.94% |,

Repetibilidad y exactitud.
Resultados obtenidos para exactitud y repetibilidad calculados con el porcentaje de
recobro de azucares reductores en respuesta al método andlitico.

o

Y 9% Recobro 99.41%

S 0.83

CV experimental 0.84%

CV Tesrico Met. Volumétrico No mayor al 2%

IC =[ 98.54% — 100.28% |,



Reproducibilidad
Resultados obtenidos del porciento de recobro de azucares de recobro en respuesta a el
método analitico, por dos analistas en dos dias diferentes.

Suma de Cuadrados Media Cuadrados  F calculada F tablas
Analista 0.0009 0.000004 2.24 38.50
Dia 0.0004 0.000002 0.00 5.87
Error 0.2196 0.000460 a=0.025

6.3 Determinacién de Calcio.

Resultados de la estandarizacién del permanganato de potasio.

Estandarizacion de KMnOa
Muestra Na,C,0.(mg) Vol. KMnO, Molaridad Normalidad

1 100 14.50 0.0206 0.1029

2 101 15.00 0.0201 0.1005

3 101 15.00 0.0201 0.1005

Vol. Blanco  0.5mL y 0.0203 0.1013

PMNa,C,0, 134 S 0.00028 0.00141
cv 1.388 1.388

Linealidad del método.
Resultados obtenidos de linealidad del método calculados con el porcentaje de recobro de

calcio en respuesta al método andlitico.

Yo Recobro = 98.7% Y=mx+b

S =0.99 y=118.8x+ 94.101
CV experimental =0.977% R?=0.963

CV Ttegrico Met. Volumétrico No mayor al 2%

IC =[ 98.15% — 99.25% ],



Exactitud y Repetibilidad
Resultados obtenidos para exactitud y repetibilidad calculados con el porcentaje de

recobro de calcio en respuesta al método analitico.

y % Recobro =99.57%
S =0.0642
=0.0639%

cv Experimental

CV tesrico Met. Volumeétrico No mayor al 2%
IC =[ 99.50% — 99.64% ],

Reproducibilidad del Método.
Resultados obtenidos del porciento de recobro de calcio en respuesta a el método

analitico, por dos analistas en dos dias diferentes.

Suma de Cuadrados Media Cuadrados  F calculada F tablas
Analista 0.0028 0.0028 4.21 38.5
Dia 0.0013 0.0007 4.90 5.87
Error 0.0027 0.0001 a=0.025

2
Nota. IC (Intervalo de Confianza debe incluir el 100% o el promedio aritmetico de % de Recobro se debe incluir)
97%- 103% Método Espectrofotométrico, 98%-102% Método Volumétrico.(38)
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VIIl. DISCUSION DE RESULTADOS:

En la optimizacién de los métodos para cuantificacién de carbohidratos y calcio en
alimentos, se realizaron modificaciones las cuales permitieron evaluar mediante los
parametros de linealidad del método, exactitud, reproducibilidad, repetibilidad y con ello

asegurar la confiabilidad de futuras determinaciones.

CARBOHIDRATOS TOTALES:

La hidrdlisis de los enlaces de los carbohidratos se realizé mediante una agitacién
constante y homogénea, (se utilizd papel parafilm como tapa en las probetas para agitar)
La filtracion se llevo acabo como se observa en la figura 1, para reducir tiempo y utilizar

menos material de laboratorio. El papel filtro utilizado fue Whatman No. 5

Se establecid la importancia de realizar la determinacion mediante el método de
comparacion contra un estdndar ya que se evallo la posible utilizacién de una curva
patrén, debido a que el comportamiento que presentd la curva no fue lineal (pendiente
negativa). Lo cual indicé que no existe una relacién directamente proporcional entre la
concentracion y la absorbancia. Por lo cual se realizo al final la comparacién con un
estandar con la concentracién de este al 100% de la curva propuesta esto quiere decir
0.1mg/mL o 100ug/mL. A su vez se tomo la concentracién que en ese momento era del
100% como del 120% para que mostrar la linealidad hasta ese nivel de concentracién

establecido.

La adicién del acido sulfdrico concentrado hidroliza enlaces glucosidicos produciendo
monosacarido que facilmente se deshidratan formando furfural y sus derivados, los cuales
reaccionan con la antrona formando un complejo azul verdoso. Esta prueba es tan
sensible que incluso llega a ser positiva con el papel filtro (celulosa) y debido a que la
reaccion es exotérmica y genera la energia necesaria para que la reaccién se lleve acabo
por si sola en la formacidon del complejo entre el reactivo de antrona y el acido sulfurico;

por ello es de suma importancia que la preparacion del reactivo de antrona se realice 5
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minutos antes de utilizarse y se coloque en un bafio de hielo para reducir la velocidad de

la reaccion.

La reaccion de antrona constituye la base de un método rapido y conveniente para la
determinacion de hexosas, aldopentosas, acidos hexuronicos, bien sea que esten libres o
formando parte de los polisacaridos. La solucidon azul verdosa muestra una absorcidn

maxima a los 630nm aunque algunos otros carbohidratos pueden dar otra coloracién .

Es bien sabido que esta reaccidén no es adecuada si en la muestra tambien se encuentran
presentes proteinas que contengan grandes cantidades de triptofanos ya que este

aminoacido produce una coloracion rojiza.

Despues de la preparacion de las muestras, se agitarén en un vortex a una velocidad de
15 rpm. Se tuvo el cuidado de tapar con papel parafilm los tubos al colocarlos en el bafio
de agua hirviendo para evitar la evaporacion. El enfriamiento se debe llevar acabo a

temperatura ambiente.

Los parametros evaluados fueron: Linealidad del método donde se obtuvo un porcentaje
de recobro del 102.52% con una desviacidon estandar del 2.25 y un coeficiente de variacion

del 2.19%. Siendo lineal el método analitico utilizado.

En la exactitud y repetibilidad, se observa que el coeficiente de variacion es de 0.399%, el
porcentaje de recobro 105.14, una desviacién estandar de 0.42, por lo tanto el método

cumple con los parametros de exactitud y repetibilidad.

La reproducibilidad de el método de carbohidratos totales presenta una F calculada
mayor que la F tedrica en cuanto al analista mientras que para la reproducibilidad en
cuanto al dia es menor F calculda que F de tablas y factores este muestra diferencia

significativa entre la interaccidon dia-analista, réplica-analista, por lo cual se infiere que el
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dia no es un factor que afecte en la determinacidon, mientras que el analista es un factor
de suma importancia ya que si no se controlan las varibles del método este no podra ser
reproducible de analista a analista.

METODO DE AZUCARES REDUCTORES:

En cuanto al método volumétrico para la cuantificacidn de azlcares reductores, es
importante que se considere que si se calienta una suspensién de hidréxido de cobre en
solucién alcalina se forma éxido cuprico de color negro, sin embargo en presencia de
sustancias reductoras se precipita éxido cuproso de coloracidén rojo ladrillo, que son las

tonalides que se puede presentar dependiendo de los ingredientes del alimento.

En la practica se usa una solucién alcalina de una sal de cobre y un compuesto organico
que tiene un —OH alcohdlico. Bajo estas condiciones el cobre forma un complejo soluble y
el reactivo es estable. Los hidratos de carbono que poseen un aldehido libre o
potencialmente libre o un grupo cetdnico presentan propiedades reductoras en
soluciones debilmente acidas.

En la estandarizacion de el Reactivo de Fehling se obtuvo como resultado un factor del
0.08 con una desviacion estandar del 0.001 y un CV del 0.835%, estando dentro de

especificaciones, por lo que se considerado estandarizado.

En la linealidad del método se obtuvieron los siguientes resultados un porcentaje de
recobro del 98.42, una desviacidon estandar del 0.93, un coeficiente de variacion del 0.95
y un coeficiente de correlacion del 0.019% indicandonos con ello que no es un metodo
lineal ya que no existe un proporcionalidad que nos indique que el volumen gastado es

proporcional a la cantidad de azucares reductores.

En la exactitud y repetibilidad en donde se obtuvo un porcentaje de recobro del 99.41,
una desviacién estandar de 0.83 y un coeficiente de variacion del 0.84%, se observa que el

método cumple con estos parametros por lo cual se dice que es reproducible y exacto.
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La reproducibilidad de el método volumétrico presenta una F calculada menor que la F
tedrica por dia y analista, con ello se muestra que no existe ninguna interaccion entre

dia-analista ni analista-dia con lo cual cumple el parametro de reproduciblidad.

CALCIO:

Como resultado de la optimizacién del método analitico es importante considerar las
variables que se deben controlar para confiar en los resultados obtenidos al aplicar el
método, por ello que respecto a la eliminacidn de materia organica se realice mediante
una precalcinacién a fuego directo y finalmente la calcinacion en la mufla. La extraccidon
de los metales, se debe llevar a cabo con 4&cido clorhidrico concentrado como se
menciono anteriormente. Después de lavar las cenizas se debe llevar a sequedad para
concentrar el calcio a fuego directo por 30 min. La solucidn obtenida diluirla a 25 mL
(redujo 10 veces) y tomar como base los miligramos contenidos de calcio que se

especificaron en la tabla nutrimental.

La alicuota que se tome debe estar dentro de un intervalo de 5 a 20mg , adicionar las
soluciones para restablecer el pH de la solucién, adicionar el verde de bromocresol y
finalmente la solucidon saturada de oxalato de amonio (esto es para la formacién de
oxalato de calcio en exceso y la manipulacion del pH, ya que el oxalato de calcio es
soluble en medios acidos a un pH de 4 por lo cual es de gran importancia manipular los
vires del indicador para mantener soluble el oxalato de calcio), porterioremente se separa
el oxalato de calcio por digestion y precipitacion mediante el calentamiento en un bafio de
vapor en un periodo corto de digestién y un reposo para enfriar, se realizara una filtracion
y nuevamente disolver el precipitado para realizar una determinacién indirecta de el

calcio en forma de acido oxalico controlando los parametros de temperatura.

Para corroborrar que las modificaciones al método fueron adecuadas se realizd una curva
patron con CaCOs; para poder evaluar los parametros antes mencionados y la

estandarizacion de el permanganato de potasio, la concentracion obtenida fue de
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0.1013N y un coeficiente de variacion de 1.38% menor que el valor tedrico para métodos
analiticos por lo que se considera estandarizado.

En la linealidad del método se obtuvieron los siguientes resultados un porcentaje de
recobro del 98.7, una desviacion estandar del 0.99 y un coeficiente de variacion del
0.977% por lo tanto el método demuestra ser lineal. Aunado a esto el coeficiente de

correlacion de 0.9566.

En cuanto a la exactitud y repetibilidad el método cumple con los parametros, con un
porcentaje de recobro de 99.57%, un coeficiente de variacién del 0.0639% . Con lo cual
nos indica que es un método exacto y repetible.

El método es considerado reproducible por dia y analista ya que la F calculada es menor a
la F téorica por dia y analista, con ello se muestra que no existe ninguna interaccidn entre

dia-analista ni analista-dia con lo cual cumple el parametro de reproduciblidad.
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VIIl. CONCLUSIONES

De acuerdo a los objetivos planteados se demostré de manera experimental que el
método propuesto para cuantificar carbohidratos totales por Antrona y calcio cumple con

las especificaciones de cada uno de sus parametros y es apto para el fin creado.

El método de Azucares Reductores Fehling no se pudo optimizar y por lo se sugiere usar

el método polarimétrico.
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IX. SUGERENCIAS
Método Propuesto.

La POLARIMETRIA, (método instrumental éptico) es una técnica que nos permite medir el
poder rotatorio de sustancias Opticamente activas. El método usado en esta
determinacién se basa en el principio de inversién de Clerget, por el que se deduce el
contenido de sacarosa en los alimentos por el cambio de poder rotatorio de la muestra
cuando se hidroliza la sacarosa. La lectura polarimétrica directa se realiza sobre muestra
neutralizada, clarificada y filtrada. La hidrélisis o inversién de la sacarosa se realiza
mediante tratamiento suave con un acido, tratamiento que no afecta a la lactosa ni a
otros azucares.

PROCEDIMIENTO:

Se pesa una cantidad exacta de muestra, se diluye a 100mL y trata con amoniaco diluido y
acido acético hasta neutralizacidn. Se clarifica mediante adicion de acetato de cinc y
Hexacianoferrato Il de potasio.

Se afora hasta 200mL, evitando formacién de burbujas. Se filtra. Se realiza lectura del
poder rotatorio a 20 + 12C sobre porcion filtrada (D).

Sobre otra porcién del liquido filtrado se realiza la inversién por tratamiento suave con
acido clorhidrico en caliente. Se determina el poder rotatorio de la solucién invertida a 20
+0,22C.

Se calcula el contenido en sacarosa de la muestra con ayuda de una formula que tiene en
cuenta, entre otros pardmetros, la masa de muestra, el volumen de la solucién de la
muestra, los porcentajes de materia grasa (F) y proteinas (P), la longitud del tubo
polarimétrico, la temperatura, la fuente de luz.

Si se pesan exactamente 40 g de muestra, se lleva a 200 mL y se utiliza un polarimetro de
luz de sodio, con escala en grados de angulo y un tubo de polarimetro de 2 dm de longitud
a 20,0 £ 0,19C, se puede calcular el contenido en sacarosa de los alimentos normales
segln la siguiente formula:

% sacarosa = (D —1,251) ( 2,833 - 0,00612 F — 0,00878 P )
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X. ANEXOS

A.PREPARACION DE REACTIVOS:

1. CARBOHIDRATOS TOTALES

Modificaciones Realizadas al método de Cuantificacion de Carbohidratos totales, en la

preparacion de soluciones.
a. ACIDO PERCLORICO HCIOg4 (52%):
Preparar de 50mL, tomar con exactitud 38mL de acido percldrico en una probeta

de 50mL, y colocar en un vaso de precipitados de 250mL que contenga 12mL de
agua destilada, adicionar lentamente el acido con agitacién constante hasta
obtener una solucion homogénea. Considerar el porciento de pureza menor en

este caso el 69% del Acido Perclérico.

En la preparacion de la solucién de acido perclérico se deben de considerar lo

siguiente:

° La concentracién de la solucidon se expresa en porcentaje volumen-

volumen (%V/V).

(Valumen Soluto)
* 100

4
% —_=
% Volumen de Solvente

° La pureza del soluto

Nota: El acido percldrico el porcentaje de pureza es de un rango de 69-72%.

b. ACIDO SULFURICO. (25mL).
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Tomar 15mL de agua destilada y colocarlo en un vaso de precipitados, medir 35mL
de acido sulfurico concentrado en una probeta de 50mL y se adicionar al vaso de
precipitado por las paredes de forma muy lenta, colocar en un bafio de hielo y

agitacién manual.

c. REACTIVO DE ANTRONA: (25mL al 0.01%).
Pesar con exactitud 0.0025g de antrona, disolver en acido sulfurico , agitar con una
varilla de vidrio constantemente hasta disolucién completa.

Nota: El Reactivo de Antrona se prepara con 5 minutos antes de realizar la

determinacién de carbohidratos totales y se coloca en un bafio de hielo.
2. METODO VOLUMETRICO.

a. SOLUCION INDICADORA AZUL DE METILENO.

Pesar 0.05g de azul de metileno y disolver en 100 mL de agua destilada.

b. REACTIVO DE FEHLING A.
Pesar 34.64g de Sulfato cuprico pentahidratado; transferirlo a un matraz
volumétrico de 500 mL, disolver completamente y aforar con agua destilada.

Colocar en un frasco ambar, etiquetar y mantener en refrideracion.

c. REACTIVO DE FELING B.

Pesar 50g de Hidrdxido de Sodio, colocarlos en un vaso de precipitado, disolver en
300mL de agua destilada.

Pesar por separado 173g de Tartrato doble de Sodio y Potasio adicionarlo a la
solucién antes mencionada. Transferir la solucién en un matraz volumétrico de
500mL y aforar con agua destila.

Disolver completamente, etiquetar y colocar a refrigeracién.
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3. METODO DE CALCIO.
a. PERMANGANATO DE POTASIO: (KMNO,) 0.02M:

Pesar 3.3g de permanganato de potasio en 1000mL de agua y colocar a ebullicién Ia
solucion durante 15 minutos a fuego directo y dejar reposar por dos dias, filtrara

través de un filtro de porosidad fina.

Estandarizacion del Permanganato de Potasio.

Pesar 200mg de oxalato de sodio (previamente secado a 110°C hasta peso
constante),disolver en 100mL de agua, adicionar 7.0mL de acido sulfurico
concentrado, calentar a 70°C , titular la solucidon con permanganato de potasio,
adicionandolo lentamente y con agitacién constante, hasta observar un color rosa
claro que permanezca durante 15 segundos. Calcular la normalidad o molaridad
considerando que cada mililitro de solucion de 0.1N o 0.02M permanganato de

potasio es equivalente a 6.7mg de Na,C,0,.

b. ACIDO CITRICO AL 30% (P/V)

Pesar 6g exactamente de acido citrico y disolver en 20mL de agua destilada hasta

disolucién completa.
c. CLORURO DE AMONIO 5% (P/V)

Pesar 5g exactamente de Cloruro de Amonio y disolver en 100mL de agua destilada.

d. SOLUCION INDICADORA VERDE DE BROMOCRESOL. (0.04%)
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Pesar 0.01g de indicador verde de bromocresol, disolver en 25mL de etanol.
e. ACIDO SULFURICO 20%(V/V)

Medir 20mL de acido sulfurico Concentrado, afadir a 180mL de agua con agitacién y

dejar enfriar la solucién.

f. OXALATO DE AMONIO

Pesar 20g de Oxalato de Amonio, adicionar 100mL de agua con agitacién constante.
B. CRISOL A PESO CONSTANTE

a. Lavar el crisol o capsula de porcelana por cada muestra a analizar pesar y
registrar el peso, colocarlo durante 15 minutos en la mufla a una temperatura
de 550° a 600°C.

b. Dejar enfriar el crisol en un desecador durante 15 a 20 minutos. Procurar no
cerrar el desecador totalmente, ya que el calor de los crisoles puede provocar
que la tapa se proyecte y se rompa.

c. Pesar el crisol en una balanza analitica e identificar con el nUmero que tiene
marcado en la parte inferior (NO LE VAYA A PONER MASKING TAPE). Anotar el
peso, volver a pesar entre cada pesada debe de existir una diferencia de 0.02
centésimas de diferencia.

d. Pesar el crisol en la misma balanza que utilizé inicialmente. Anotar el peso.



C. FORMULAS PARA LA EVALUACION DE PARAMETROS (38)
1. Linealidad del método.
a. Media aritmética:

_x

T

'|.‘:|'

b. Desviacion Estandar :

nEy?) =~ (E0)?

5=
1‘| n(n—1)

c. Coeficiente de variacion :

S
CV ==%100

'|.‘:|'

n=nUmero de mediciones.

1.1. Cantidad adicionada Vs Cantidad recuperada
a. Pendiente:
- nXxy—Xx XLy

nrxx? —(Xx)?

n=numero de mediciones.

b. Ordenada al origen:

. =E}=—b1 ¥ x

V]
T

c. Coeficiente de determinacion :

(n(Zxy) — (Zx)(Zy))?

" D) - ) @EyD) - E9)D)
J -
Sp1= Sy W
w'zx‘_ n
[
Sy? —b, Say—by Ty
Sy ||
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d. Coeficiente de Variacidén de Regresion:

5.,
cv., =-22%100

2. Exactitud y repetitividad del método.

a. Media aritmética:

Xy
y=—
TL

b. Desviacidn estandar:

n(Zy?) - (Z2)°

1‘| n(n—1)

5=

c. Coeficiente de Variacion:

5
CV =—+=100
¥
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3.Reproducibilidad del Método

Realizar el andlisis de varianza de acuerdo con el siguiente modelo matematico:
Yijk=p+Ai+Di+€;
Donde:
Y5 =Ensayo de la sustancia de interés de la K-esima muestra analizada por el i-esimo
analista en el j-esimo dia.
it =Media poblacional del ensayo de la sustancia de interés de la muestra
A= Numero de analistas
D=Numero de dias.
£ =Error del método analitico (donde K=I....r).
I = Numero de Analista.
7 = NUmero de dias.

K = Numero de replicas.

Cuadro 1. Analisis de Varianza

Modelo Yijk=u+Ai+Di+ek(,-i)
Fuentes de Media
Variacion Suma de Cuadrados Cuadrados F calculada Grados de libertad
Ai (S3Y*/ik)-((3Yijl)*/ijk) SC /8l a MCa/MCp Gla
Dj (E3Y%ii/K)-((35Y*1.)/ik) SCa/gl a MCo/MC Glo
Exii) (E35Y°ijk)-(($3Y*.)/K) SC.o/gl e Glao 20

a. Media aritmética:

zy

T

j";-:

b. Desviacion estandar:

nEy?) = (Z2)?

5=
‘\Jl n(n—1)




d. Coeficiente de Variacion:

5
CV =—=100
vV

n=numero de muestras de contenido/potencia/valoraciéon

4. NESTUM® Cereal Infantil Arroz
INFORMACION NUTRIMENTAL
Nestum Cereal Infantil ARROZ (Nestle)

Fases 1.

Cuadro 2. Informacién nutrimental.

Composicién Media 100g Contiena

30g Contienen

Carbohidratos 84g
Calcio 480mg

25.7g
144mg
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