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Preparación de la muestra
1) Preparación de la muestra
a) Alimentos líquidos (leche, bebidas analcohólicas, etc.). Antes de tomar porciones para el análisis, llevar la muestra a aproximadamente 20°C y mezclar por trasvase a otro recipiente limpio, repitiendo la operación hasta  asegurar una muestra homogénea.

b) Alimentos sólidos con alto porcentaje de agua (pastas frescas, dulces, etc.). Estos alimentos pierden agua muy fácilmente, de modo que el recipiente debe permanecer bien tapado para evitar alteraciones en su composición. Las pesadas se realizarán lo más rápido posible.

c) Alimentos sólidos con bajo porcentaje de agua (harinas, galletas, leche en polvo, etc.). Antes de tomar la muestra para el análisis, invertir y girar alternativamente el recipiente para asegurar una mezcla homogénea. Evitar temperaturas y humedad extremas cuando se abre el frasco. Mantenerlo herméticamente cerrado en todo momento.

Humedad

2) Humedad

2.1) Método directo o Método de Markuson (por destilación): El solvente empleado debe ser inmiscible y menos denso que el agua, tener un punto de ebullición superior pero próximo al del agua, y estar saturado de agua al momento de su uso. Se recomienda el tolueno (PE 111(C) frente al xileno (PE 137-140(C) o el tetracloroetileno (PE 121(C) debido a que minimiza la descomposición térmica de los componentes del alimento. Se coloca en el balón la cantidad de muestra necesaria, se agrega el tolueno saturado de agua hasta cubrir la muestra. La capa acuosa del tolueno saturado estará bien decantada y se cuidará de no trasvasarla al balón. Se adapta a éste la trampa graduada de Dean-Stark, la que se carga con el solvente más 2 o 3 gotas de indicador (Sudán II o Sudán III) y se conecta el refrigerante. El tubo del refrigerante y la trampa colectora deben estar bien desengrasados, de lo contrario se observarán gotas de agua adheridas a las paredes durante la destilación.


Se calienta a ebullición suave por espacio de 2 hs. Transcurrido dicho lapso, observar si no destila más agua, dejar enfriar y efectuar la lectura de la capa acuosa contenida en la trampa.

2) Humedad

2.2) Método indirecto: En un cristalizador tarado pesar exactamente la muestra (previamente preparada) y llevar a estufa a 103-105°C hasta peso constante.


Tratándose de muestras secas, triturarlas en mortero bien seco o en molinillo a cuchillas lo más finamente posible. Si son muestras pastosas (extracto de tomates, conserva de carnes, etc.), es conveniente tarar el cristalizador con una pequeña cantidad de arena lavada y calcinada y con una varilla de vidrio pequeña (que también ha de tararse conjuntamente con el cristalizador y la arena) y hacer una pasta con la muestra. En esta forma, dada la división en que se encuentra el producto, el desprendimiento de agua es más rápido y uniforme.

2) Humedad

2.3) Método para alimentos ricos en azúcares: Si la muestra es de textura viscosa (dulces, jaleas, etc.) colocar una varilla corta y una cucharadita de arena calcinada en un cristalizador. Secar el conjunto en estufa hasta constancia de peso. Pesar luego la muestra en el cristalizador ya tarado. Mezclar bien con la arena e introducir en estufa de vacío a 60-70°C. Llevar a peso constante.


Si la muestra ya está particulada, como en el caso del azúcar puede obviarse el agregado de arena.


En estos casos también puede evaluarse la utilización del método directo.

Cenizas totales

3) Cenizas totales

Pesar la muestra a la décima de mg dentro de una cápsula de porcelana previamente calcinada a 500-550°C (rojo sombra), enfriada en desecador y pesada al tomar temperatura ambiente.

Muestras sólidas: Calentar sobre triángulo de pipas o tela metálica hasta residuo carbonoso. Luego calcinar en mufla a 500-550°C hasta cenizas blancas o de color gris claro y peso constante. Enfriar en desecador y pesar al alcanzar la temperatura ambiente.

Muestras líquidas: Evaporar hasta sequedad a BM y continuar como lo especifica la técnica para muestras sólidas.


Si las cenizas quedan con trazas de carbón, humedecerlas con un poco de agua (en cápsula fría), romper las partículas de carbón con una varilla de punta achatada y evaporar cuidadosamente a sequedad sobre triángulo o tela metálica antes de volver a calcinar. Repetir este tratamiento tantas veces como sea necesario.

3.1) Cenizas previo lavado de masa carbonosa: En cápsula tarada se pesan 5 gr de muestra y se procede a su incineración directa sobre tela metálica. Obtenida la masa carbonosa se trata con agua destilada caliente y luego se filtra por papel de filtro de cenizas conocidas. El líquido filtrado se hace evaporar a B.M. en la cápsula que previamente, conjuntamente con el papel de filtro utilizado se ha calcinado en mufla a cenizas blancas, evaporado todo el líquido, se lleva la cápsula a estufa, y luego de 30 min se pesa.

3.2) Cloruros. Método de Mohr: Repetir el procedimiento hasta (3.1). Sobre el líquido filtrado se determinan cloruros con AgNO3 0,1 N, utilizando 3 a 5 gotas de CrO4K2 al 5-10% como indicador.

Glúcidos
4) Glúcidos
4.1) Método de Fehling-Causse-Bonnans modificado. (AOAC 1965, p. 495)
Reactivos

Solución F.C.B. (las drogas se disuelven en agua por separado y se mezclan en el orden indicado, completando a 1 litro con agua destilada en matraz aforado).

Tartrato de sodio y potasio       130 gr

Hidróxido de sodio                    110 gr

Sulfato de cobre cristalizado      24 gr

Ferrocianuro de potasio            16,8 gr

Solución acuosa de azul de metileno al 1%

Solución de glucosa o azúcar invertido 0,5%

Valoración del reactivo: En un erlenmeyer de 250 ml de capacidad se colocan exactamente 10 ml de reactivo FCB, 30 ml de agua destilada y 2 o 3 trozos de porcelana porosa y se calienta a ebullición. Una vez alcanzada ésta, se comienza a agregar desde la bureta la solución patrón de azúcar a una velocidad de goteo controlada (medirla) evitando interrumpir la ebullición. Cuando la coloración azul del reactivo disminuye de intensidad o alcanza un tono celeste verdoso, se agregan 3 gotas de la solución acuosa de azul de metileno y se continúa con el agregado de solución patrón, gota a gota, hasta decoloración. La 1ra gota que torna a amarillo oro parte de la solución indica el punto final. Se debe realizar esta valoración por duplicado.


Deben gastarse alrededor de 5-6 ml de la solución patrón para decolorar 10 ml de reactivo de FCB. Si el volumen gastado cae fuera de estos valores hay que modificar la velocidad de adición hasta lograr el valor indicado. La velocidad de goteo encontrada como óptima será la empleada al valorar las soluciones problema.

Nota: No hace falta agitar el erlenmeyer con las manos, la misma ebullición sirve de agitación.

4.1.1) Glúcidos solubles (directamente reductores y reductores previa hidrólisis ácida)

Pesar una cantidad de muestra de acuerdo con la cantidad de azúcares solubles, como para obtener una concentración en la solución final de aproximadamente 0,5%, disolverla en agua destilada, agregar 5 ml de defecante (subacetato de plomo 30%), mezclar, dejar decantar y eliminar el exceso de plomo soluble por agregado de oxalato o sulfato de sodio (sulfato de sodio 30 %). Completar a volumen de 100 ml con agua destilada en matraz aforado, homogeneizar por inversión (tratando de solubilizar o dispersar perfectamente la muestra) y dejar decantar 30 min. Filtrar por papel y determinar en el filtrado los azúcares reductores por el método de Fehling-Causse-Bonnans o bien por el de Nelson-Somogyi.

4.1.1.1) Valoración de glúcidos solubles reductores: Se titulan 10 ml de reactivo FCB según el procedimiento seguido en 4.1.1) pero esta vez cargando la bureta con la solución de azúcares solubles obtenida a partir de la muestra (filtrado). El gasto de esta valoración debe estar comprendido entre 3 y 8 ml, si no es así hay que modificar la concentración de la solución de azúcares.

Nota 1: Es conveniente que el agregado de solución de azúcares (patrón y problema) se haga al principio a razón de 1 gota/seg y después del agregado de azul de metileno, a 1 gota/3 seg.

Nota 2: Se debe tener sumo cuidado en la observación del punto final de la titulación, pues la coloración amarilla cambia rápidamente a parda.

4.1.1.2) Glúcidos solubles reductores previa inversión (hidrólisis ácida): En un vaso de precipitado de capacidad conveniente, se colocan 50 ml del filtrado preparado para determinar glúcidos directamente reductores (punto 4.1.1.1), se agregan 1-2 ml de HCl puro ((:1,19), se lleva a baño María por espacio de 2 hs, se neutraliza con solución de NaOH o con NaHCO3 sólido y se lleva al volumen inicial (50 ml) con agua destilada. Filtrar y en el líquido filtrado valorar los azúcares reductores mediante la técnica descripta en 4.1.1.1).

Cálculo: Los glúcidos directamente reductores se expresan comúnmente en porcentaje de glucosa y los no reductores (calculados a partir de la diferencia 4.1.1.2 – 4.1.1.1) son expresados en porcentaje del disacárido mayoritario, multiplicando por el factor correspondiente.

4.1.2) Glúcidos totales (solubles e insolubles)
Método directo por hidrólisis ácida y valoración de los azúcares reductores liberados.

Reactivos

HCl (:1,125

NaOH 10% y 40%

Calentar la cantidad adecuada de muestra con 100 ml de agua y 20 ml de la solución de HCl en un balón de 250 ó 500 ml con refrigerante a reflujo durante 2 hs. Enfriar y llevar a neutralidad con NaOH (comenzar la neutralización con el NaOH 40% y finalizar con NaOH 10%). Trasvasar a un matraz aforado y llevar a 500 ml. Agitar y filtrar desechando las primeras gotas. Valorar la glucosa liberada por el método de FCB modificado (método 4.1.1).

4.1.3) Casos particulares de determinación de glúcidos. 

Determinación de lactosa en leche.

Colocar en un matraz de 100 ml, 10 ml de leche exactamente medidos, diluir con 60 - 80 ml de agua destilada, agregar 5 ml del reactivo de Courtonne (subacetato de plomo al 30 %), agitar enérgicamente, eliminar el exceso de defecante con 5 ml de Na2SO4  (30 %) y llevar a 100 ml con agua destilada; homegeneizar y filtrar por papel. En el líquido filtrado valorar la lactosa por el método de Fehling-Causse-Bonnans.

Considerar las siguientes equivalencias al efectuar los cálculos:

50 mg glucosa ( 66 mg lactosa anhidra ( 69.5 mg lactosa hidratada

Nota: La determinación de lactosa según la AOAC también se puede realizar por método espectrofotométricos (16051, AOAC, 1984) o enzimáticos (16059, AOAC, 1984). 

Determinación de glúcidos en dulce de leche

Tratamiento previo de la muestra para determinar azúcares en dulce de leche: Pesar 10 gr de dulce de leche en un vaso de precipitado tarado, agregar una cucharadita de arena calcinada y eliminar la grasa con 3 porciones de 10 ml de éter etílico, agitando cada vez con ayuda de una varilla (desechar las fases etéreas). Evaporar el exceso de éter en baño de arena (sin llama) a 40-50°C. Agregar aproximadamente 60 ml de agua destilada a 37°C y agitar hasta completa homogeneización. Lavar bien la varilla y continuar como en 4.1.1.1 ó .2) según lo que se quiera determinar.

4) Glúcidos
4.2) Método microcolorimétrico de Nelson-Somogyi

Reactivos

Reactivo de sulfato de cobre: disolver 28 g de Na2HPO4 anhidro y 4 g de tartrato de sodio y potasio en aproximadamente 700 ml de agua destilada Agregar 100 ml de NaOH 1N agitando, y luego 80 ml de CuSO4 10% (p/v). Cuando se disolvió todo agregar 180 g de Na2SO4 anhidro y diluir a 1 litro. Dejar descansar un día y luego decantar el sobrenadante claro. Este reactivo se puede guardar indefinidamente.

Reactivo de arsenomolibdato: disolver 25 g de molibdato de amonio en 450 ml de agua dest., agregar 21 ml de H2SO4 concentrado y mezclar. Luego agregar 3 g de Na2HAsO4.7H2O disueltos en 25 ml de agua destilada. Mezclar e incubar a 37°C por 24-48 hs. Guardar en frasco color caramelo, preferiblemente en un armario.

Glucosa standard: solución madre de glucosa 1% (p/v) en ácido benzoico saturado. La solución madre se diluye para obtener soluciones standard de 50, 150 y 300 (g/ml.

Determinación

Se debe hacer un blanco y una curva de calibración con cada serie de muestras. La reacción se lleva a cabo en tubos de ensayo (16 mm x 150 mm) con tapones de vidrio o bolitas de vidrio.

-    0,5 ml reactivo de cobre

-    0,5 ml de solución a ensayar

- poner los tubos en un baño de agua hirviendo durante 10 min.

-        enfriar 5 min. en agua corriente

-    0.25 ml de reactivo arsenomolibdato

-   mezclar y llevar a un volumen definido entre 5 y 15 ml, dependiendo de la intensidad del color.

-       medir absorbancia a 500 o 520 nm.

Nota: El color es muy estable.

      Las condiciones de calentamiento deben ser rigurosamente estandarizadas y todos los tubos de una serie se deben poner en el baño de agua, sacar y enfriar simultáneamente. El baño de agua no debe dejar de hervir por más de unos pocos segundos cuando se ponen los tubos.

4) Glúcidos
4.3) Método de la antrona/sulfúrico

La mayoría de los carbohidratos dan la reacción de la antrona/sulfúrico en alguna medida pero en las condiciones descriptas la reacción es razonablemente específica para hexosas. Todos los polisacáridos reaccionan en medio ácido fuerte y la contaminación con celulosa o fibras debe ser rigurosamente evitada. La variación en el blanco puede ser muy molesta; es necesario recristalizar la antrona para obtener blancos bajos y aceptables. Como en todas las reacciones de condensación las condiciones de calentamiento y enfriamiento deben estar muy bien estandarizadas y todos los tubos de una serie deben tratarse simultáneamente en las etapas de calentamiento y enfriamiento.

Reactivos
-      Antrona\tiourea: la solución stock 66% (v/v) de H2SO4 se prepara agregando 660 ml de H2SO4 con mucho cuidado y con agitación y enfriamiento externo sobre 340 ml de agua destilada en un vaso grande. Disolver 10 gr de tiourea y 0,5 gr de antrona (9,10 dihidro-9-oxoantraceno) en 1 litro de este ácido calentando la mezcla a 80-90°C. Conservar entre 0 y 4°C. El color del reactivo se incrementa ligeramente con el tiempo y el color de la reacción tiende a declinar después de 2 semanas.

· Glucosa estándar: se prepara por dilución de una solución stock madre para obtener estándares en el rango de 25-300 (g/ml.

Determinación
Se debe hacer simultáneamente una curva de calibración. Poner 0,2 ml de la solución a ensayar en un tubo de vidrio con tapa y agregar 2 ml de reactivo de antrona. Agitar para mezclar el contenido y tapar el tubo firmemente. Poner en un baño de agua a temperatura ambiente para equilibrar la temperatura y luego en un baño de agua a ebullición durante 15 min. Enfriar a temperatura ambiente en un baño de agua y dejar en la oscuridad.

Medir la absorbancia a 620 nm después de 20-30 min.

Bibliografía: Determination of food carbohydrates / D.A.T. Southgate. - London: Applied Science Publishers, 1976. p108.

4) Glúcidos
4.4) Método de Dubois (fenol/sulfúrico)

Reactivos

Fenol 5% p/v en agua destilada

Ácido sulfúrico concentrado

Determinación
En tubos bien limpios sumergidos en baño de agua-hielo agregar 0,5 ml de muestra, 0,5 ml de fenol 5% p/v y 2,5 ml de SO4H2 concentrado Agitar con vórtex con mucho cuidado cada tubo y llevar a baño María hirviendo durante 15 min. Enfriar rápidamente en agua-hielo. Leer la DO a 490 nm (color estable 24 hs).

Realizar una curva de calibración y un blanco (límites del método: concentración de azúcares: 5-50 (g/ml).

4) Glúcidos
4.5) Determinación de azúcares por el método de la glucosa oxidasa

Este es un método sensible y específico para determinar glucosa, basado en que la glucosa es oxidada con la glucosa oxidasa (E.C.1.1.34) para formar peróxido, y éste reacciona con un colorante en presencia de peroxidasa. Esto se hace con un kit comercial.

Preparación del reactivo comercial (preparar el volumen necesario)


H2O



50 ml


Reactivo A


5 ml


Reactivo B


5 ml


Enzimas (GOD/POD)

0.3 ml


H2O c.s.p.


100 ml

Determinación

Medir 20 ul de muestra en un tubo de hemólisis y adicionarle 1 ml de la mezcla reactiva. Mezclar e incubar 15 min. a 37 °C. Medir la DO a 505 nm.

Realizar una curva de calibración y un blanco (rango del método: 50-300 mg/dl).

4) Glúcidos
4.6) Cromatografía en capa fina

Material: placas de sílica gel 60 de 0,20 mm de espesor.

Patrones: soluciones de azúcares (p.a.) 1%

Solvente de corrida: n-propanol:ác. acético:agua (70:20:10)

Revelador: solución de ácido p-amino benzoico (0,7%0 y ácido fosfórico (3%) disueltos en metanol.

4) Glúcidos
4.7) Polarimetría

La actividad óptica de los azúcares proporciona un método para medir su concentración en solución. La especificidad y precisión del método depende de que no haya otras especies ópticamente activas.


La magnitud de la rotación angular del plano de luz polarizada producida por soluciones de sustancias ópticamente activas depende de:

- La longitud de onda de la luz empleada, siendo mayor cuanto más corta es la long. de onda.  

- El camino óptico de la luz que atraviesa la solución, siendo directamente proporcional a dicho camino óptico (l).

- La naturaleza de la sustancia ópticamente activa y su concentración. No hay una ley general de comportamiento. Generalmente se trabaja con concentraciones del orden del 10-15% de sustancia ópticamente activa.

- La temperatura. Los coeficientes de temperatura pueden ser positivos o negativos. Las determinaciones se suelen hacer a 20°C. La glucosa prácticamente mantiene su poder rotatorio en +52,5 entre 0 y 100°C, en cambio la fructosa varía significativamente su poder rotatorio con la temperatura (pasa de ser [(]20D = -92,5 (20°C) a [(]87D = -52,5 (87°C), valor igual pero de signo contrario al de la glucosa, o sea que a 87°C se anula el poder rotatorio del azúcar invertido).

- La naturaleza del solvente. Para algunas sustancias ópticamente activas, varía su capacidad para rotar el plano de la luz polarizada con el solvente usado. Cuando no se especifica el solvente se supone que la sustancia está disuelta en agua.

- Mutarrotación: muchos azúcares presentan el fenómeno de mutarrotación, debido a la existencia de 2 estereoisómeros que difieren en su rotación específica. Cuando se cristaliza de una solución se separa sólo una de las formas, pero cuando el estereoisómero separado por cristalización se disuelve, es parcialmente convertido en el otro estereoisómero hasta llegar a un equilibrio con la mezcla de los dos. Ese equilibrio estará determinado por la concentración, la temperatura y el solvente, y requiere un cierto tiempo para alcanzarse. Por eso las soluciones recientemente preparadas de azúcares van variando lentamente su poder rotatorio.

Ej.:  (-glucosa [(]20D = +109,6

       (-glucosa [(]20D = +19,8   

      Equilibrio de ambas formas glucosa [(]20D = +52,6


El equilibrio entre las formas se puede alcanzar rápidamente por calentamiento de la solución a ebullición (lo cual no es muy recomendable al trabajar con azúcares por su termolabilidad y por eventuales reacciones que pueden ocurrir en la muestra) o por el agregado de una pequeña cantidad (gota o gotas según el volumen de solución) de amoníaco concentrado.

- Presencia de ácidos, álcalis y sales neutras: la rotación del azúcar invertido es afectada por muchas sustancias disueltas (HCl, sales inorgánicas). El HCl es el agente de inversión más comúnmente usado y su efecto es aumentar a un valor mayor la rotación negativa. La influencia parece aumentar a mayor concentración de ácido, por lo que la concentración de HCl debe controlarse con cuidado. Un efecto similar lo producen las sales neutras (NaCl, NH4Cl, CaCl2, C2O4K2, etc.). El efecto tanto del HCl como de las sales parece deberse a la capacidad de solvatación de las mismas, lo que produciría un efecto similar a un aumento de la concentración del azúcar en la solución. 

La rotación de la sacarosa también es afectada por sales.

El acetato básico de plomo (un precipitante de proteínas comúnmente usado) produce una disminución de la levorrotación de la fructosa o levulosa y del azúcar invertido. Se formaría un levulosato de plomo soluble, dextrógiro respecto de la fructosa. No se descarta que dicho compuesto precipite también, en parte. Es por eso que debe eliminarse el exceso de plomo usado como defecante. Acidificando ligeramente (por ejemplo con un ligero exceso de ácido acético después de la neutralización siguiente a la inversión clorhídrica) se anula prácticamente el efecto del plomo sobre la levulosa.


En general los hidróxidos de metales alcalinos y alcalinos térreos y todas las sales de reacción alcalina causan una disminución en la rotación específica, resultante del efecto del OH- sobre los azúcares.

Fórmulas:
( = k.c.l   a una longitud de onda determinada y a temperatura constante

(: ángulo de rotación

k: rotación específica o poder rotatorio específico 

l: camino óptico [dm]

c: concentración [g/ml]



k representa en este caso el ángulo que se observaría con un camino óptico de 1 dm si la solución contuviese 1 g de sustancia activa por ml. Ese valor se suele representar como [(], y cuando está referido a la línea D de la luz de sodio y a la temperatura de 20 ºC, se representa [(]20D.


Cuando la concentración de la sustancia activa se da en g/100 ml, el poder rotatorio específico estará representado por:

[(]20D = 100 (/l g

g: sustancia ópticamente activa [g/100 ml]

(: desviación angular [(]


Un valor que se usa corrientemente es (, que representa la rotación producida por 1 gr de sustancia ópticamente activa disuelta en 100 ml de solución, cuando es atravesada por luz polarizada, para un camino óptico de 2 dm, a 20 ºC y para la línea D del sodio. 


Si g = 1 y l = 2,   [(]20D = 50 (   y   ( = [(]/50 = (
Medida: Se utilizará un polarímetro de media sombra ECYT.

La luz penetra en el sistema y atraviesa dos discos polaroid que cumplen el rol de polarizador y analizador, respectivamente. La escala, que es de 180 mm de diámetro, está dividida en grados y posee un vernier que permite medir hasta 0,05 (. Dos soportes en V permiten localizar los tubos sobre el eje óptico. Observando a través del ocular y haciendo rotar el analizador se encuentra que existen dos posiciones de extinción (una para cada hemicampo) y una posición intermedia en la que ambos hemicampos aparecen igualmente en penumbra. Esta posición del analizador es la que se toma para las lecturas. Si se coloca una sustancia ópticamente activa (como una solución de azúcar) entre el polarizador y el analizador, el plano de vibración de la luz polarizada girará  alrededor de la dirección de propagación y en lugar de penumbra se observará uno o ambos hemicampos iluminados. Para lograr nuevamente la igualdad de penumbra de los campos debe girarse el analizador un ángulo ( igual y opuesto al ángulo de rotación del haz polarizado.

Puesta en servicio del equipo
- Coloque el equipo razonablemente nivelado sobre la mesa de trabajo.

- Limpie la lupa de observación de la escala.

- Ubique la fuente de luz detrás del polarizador.

- Limpie cuidadosamente las ventanas de vidrio de uno de los tubos del equipo. Llénelo con agua destilada, cuidando que no quede ninguna burbuja de aire atrapada en el interior del mismo. Esta operación debe realizarse con suma atención.

- Observe a través del tubo a fin de controlar el tamaño de las burbujas ocultas. Si éste resulta superior al tamaño 

  máximo admitido por la cámara e interfiere la visión a  través del tubo, repita la operación.

- Coloque el tubo y la cubeta en posición en el polarímetro.

- Busque una imagen del campo uniformemente en penumbra.

· Verifique el cero del instrumento. En caso de detectar un  error de cero lea el valor (o y téngalo en cuenta en las  lecturas posteriores. (Puede ajustarse el cero girando el  analizador desde el anillo ocular, sin girar el disco  graduado).

Determinación de la concentración de azúcar en una muestra por polarimetría

- Verifique el cero del instrumento como se indicó anteriormente.

- Lave cuidadosamente el tubo. Coloque la solución incógnita cuidando que no queden burbujas de aire ocluidas. Si observa  suciedad, vacíe, limpie y llene nuevamente el tubo. Si bserva burbujas proceda tal como se indicó anteriormente.

- Introduzca el tubo en el instrumento. Rote el círculo graduado hasta tener el campo uniformemente en penumbra.  Anote el valor del ángulo.

- Mida la longitud del tubo con un calibre.

- Calcule  la concentración con la fórmula correspondiente o utilizando una curva de calibración.

4) Glúcidos
4.8) Determinación de Fibras

4.8.1) Fibra cruda
Es la pérdida por ignición del residuo seco que queda después de digerir la muestra con soluciones de SO4H2 1,25% e NaOH 1,25% bajo condiciones específicas. El siguiente es un método aplicable a granos, harinas y materiales que contengan fibra, previamente desgrasados.

Mét. A.O.A.C., p.332 (1965)

Reactivos

- Sol. SO4H2 0,255N (1,25g/100ml)

- Sol. NaOH 0,313N (1,24g/100ml, libre o casi de CO3Na2)

(Las concentraciones de estas soluciones deben ser controladas por titulación).

- Asbestos preparado: asbestos de fibra mediana o larga, calcinado 16 hs a 600°C y luego tratado de la misma forma que la muestra.

- Etanol 96°

- Alcohol octílico o antiespumante

Se trabaja sobre 2 g de material desgrasado. Si el contenido graso es menor de 1%, la extracción puede ser omitida (ej. harina de trigo).


Transferir la muestra a un erlenmeyer de 500 ml evitando la contaminación con fibra de papel o pincel. Agregar aproximadamente 1 gr de asbestos preparado, 200 ml de H2SO4 1,25%, algunos trozos de porcelana y 2 ó 3 gotas de antiespumante (evitar el exceso porque puede dar resultados altos). Conectar el condensador y hervir exactamente 30 min., agitando periódicamente para suspender los sólidos adheridos a las paredes. Filtrar inmediatamente a través de un embudo de vidrio de 6,5 cm de diámetro con tamiz de acero inoxidable de 200 mallas/cm (precubierto con aproximadamente 1 gr de asbestos si el material a analizar es muy fino). Lavar el erlenmeyer con 50-75 ml de agua hirviendo y volcar en el embudo. Repetir con 3 porciones de agua hirviendo c/u, succionando hasta casi sequedad.


Mientras, calentar 200 ml de NaOH 1,25% en otro erlenmeyer de 500 ml conectado al condensador. Al finalizar los lavados, colocar el embudo en el primer erlenmeyer, invertir el tamiz dentro del embudo y arrastrar el material con la solución de NaOH hirviendo en pequeñas porciones. Conectar el condensador y hervir durante 30 min. exactamente. Filtrar, lavar con 50 ml de agua caliente, 25 ml de H2SO4 1,25% hirviente, 3 porciones de 50 ml c/u de agua hirviendo y 25 ml de alcohol, succionando lo más posible después de cada lavado. Filtrar a casi sequedad y colocar el tamiz con el residuo sobre un vidrio de reloj en estufa a 130C durante 20 min. a media hora. Sacar de la estufa y trasvasar de la tela a una cápsula. Secar a la misma temperatura el tiempo necesario para completar 2 horas de secado. Enfriar en desecador y pesar (si al cabo de 2 hs de secado el amianto todavía está húmedo se sigue hasta sequedad).


Llevar a ignición 30 min a 600°C ± 15°C. Si no hay mufla de 600°C se hace a 550°C durante 45 min.). Una vez calcinada la muestra queda en la cápsula sólo el amianto y las sales minerales. Colocarlo en el frasco de amianto calcinado.


Referir la pérdida de peso a 100 y consignar como fibra cruda.

4.8.2) Fibra dietaria

La fibra dietaria se puede definir como todos los polisacáridos y lignina que no son digeridos por las secreciones endógenas del tracto digestivo humano. De acuerdo a esto, y por motivos analíticos, el término “fibra dietaria” se refiere principalmente a la lignina y a los polisacáridos distintos del almidón presentes en la dieta.

4.8.3) Determinación de fibra dietaria en muestras con cantidades del orden de mg
Extracción con detergente: este método se basa en la propiedad que poseen las soluciones acuosas calientes de detergente de solubilizar las proteínas intracelulares (y algo de almidón). Consiste esencialmente en calentar a reflujo el material fresco o liofilizado con una solución de detergente neutro conteniendo 0,5% (p/v) de sulfito de sodio, durante 1 hora. Luego se filtra, se lava con agua caliente y acetona, se seca y se pesa. Calcinando el residuo y volviendo a pesar se puede estimar la fibra dietaria libre de cenizas (hay que aclarar el método utilizado). 


Un litro de solución de detergente neutro contiene 30 gr SDS, 18,61 gr Na2EDTA.2H2O, 6,81 gr Na2B4O7.10H2O, 4,59 gr de fosfato monoácido de sodio y 10 ml de etilenglicol, pH 6,9-7,1.


Principales problemas: - pérdida de subunidades de lignina por la acción de la solución caliente de sulfito.

- Si hay mucho almidón la velocidad de filtración disminuye considerablemente, y puede haber una sobreestimación de la fibra por contaminación con almidón.

- Pérdida de arabinoxilanos, arabinogalactanos y (-glucanos solubles en detergente, presentes en los cereales.

- Pérdida de una cantidad indefinida de sustancias pécticas de vegetales y frutas.

Determinación enzimática: se basa en la digestión in vitro de la muestra.

5) Determinación de nitrógeno y proteínas
5.1) Proteínas totales. Método de Kjeldahl-Arnold-Gunning
Reactivos

H2SO4 conc. p.a. 

Solución H2SO4 valorada de 0.05 a 0.2N

K2SO4 o Na2SO4 anhidro

Solución H3BO3  4 %

CuSO4. 5 H2O p.a.

NaOH 40%

Indicador Mórtimer: 16 mg de rojo de metilo + 83 mg de verde de bromocresol en 100 ml de etanol.

Colocar la cantidad adecuada de muestra (de acuerdo al contenido estimado de nitrógeno) en un balón Kjeldahl de 500 ml. Agregar 10 g de K2SO4 o Na2SO4, 1 g de CuSO4. 5 H2O (o dos cucharaditas de te de la mezcla catalizadora ya preparada), plato poroso y entre 15 y 20 ml de H2SO4 conc. Calentar la mezcla suavemente hasta que cese el desprendimiento de espuma; luego calentar enérgicamente hasta completar la digestión de la materia orgánica (no se observan partículas carbonosas sin oxidar y el líquido queda translúcido y de color débilmente verdoso o azul-verdoso). La digestión demanda entre 1 y 2 hs. Enfriar y agregar aproximadamente 200 ml de agua. Conectar el balón a un refrigerante por medio de una trampa adecuada. Colocar el erlenmeyer con 50 ml de H3BO3 4 % (sobre el cual se va a recoger el NH3 destilado), cuidando que el extremo del refrigerante quede sumergido en la solución. Mediante la ampolla de decantación vecina a la trampa de destilación, se va agregando con cuidado la solución de NaOH 40% y simultáneamente se comienza el calentamiento a ebullición del contenido del balón. El agregado de NaOH se continúa hasta que el medio se hace fuertemente alcalino (se detecta por formación de un precipitado pardo oscuro, dispersado por efecto de la ebullición). Si el equipo no posee una ampolla de decantación, se agrega el NaOH 40% deslizándolo suavemente por la pared del balón y sin agitar se conecta al destilador (el volumen de NaOH 40% debe neutralizar los 15-20 ml de H2SO4 conc y además adicionar 5 ml en exceso para alcalinizar la muestra). Se destila hasta llegar a aproximadamente 150 ml en el erlenmeyer colector (los primeros 120 ml de destilado contienen generalmente la totalidad del NH3). El destilado recogido se titula con la solución de H2SO4 valorada usando Indicador Mórtimer.

Importante: Antes de apagar el destilador sacar la manguera que está pescando en la solución de H3BO3 al 4 % para que no se reabsorba el destilado cuando se enfría el equipo.

Recolección alternativa sobre ácido sulfúrico.

Una vez finalizada la digestión, enfriar y agregar aproximadamente 200 ml de agua. Conectar el balón a un refrigerante por medio de una trampa adecuada. Colocar el erlenmeyer con un volumen adecuado de la solución valorada de H2SO4 sobre la cual se va a recoger el NH3 destilado, cuidando que el extremo del refrigerante quede sumergido en la solución ácida. Mediante la ampolla de decantación vecina a la trampa de destilación, se va agregando con cuidado la solución de NaOH 40% y simultáneamente se comienza el calentamiento a ebullición del contenido del balón. El agregado de NaOH se continúa hasta que el medio se hace fuertemente alcalino formándose un precipitado pardo oscuro, dispersado por efecto de la ebullición. 

Si el equipo no posee una ampolla de decantación, se agrega el NaOH 40% deslizándolo suavemente por la pared del balón y sin agitar se conecta al destilador (el volumen de NaOH 40% debe neutralizar los 15-20 ml de H2SO4 conc y además adicionar 5 ml en exceso para alcalinizar la muestra).

Se destila hasta llegar a aproximadamente 200 ml en el erlenmeyer colector. Generalmente los primeros 150 ml de destilado contienen la totalidad del NH3. El destilado recogido se titula con la solución NaOH 0,2 N, usando indicador de Mortimer.

En los cálculos para convertir N a proteínas, usar el factor 6,25 para carnes, 5,7 para cereales y soja y 6,38 para leche y derivados. Referir a porcentaje de muestra.

5.2) Nitrógeno amínico. Método de Sorensen

Este método sirve para determinar N amínico en muestras líquidas o extractos. La finalidad es poder determinar la concentración de amoníaco o grupos amino libres de aminoácidos, péptidos y proteínas. Es útil para dosar aminoácidos libres en jugos de fruta, el grado de hidrólisis de una proteína, o amonio después de la destrucción de materia orgánica en el método de Kjeldahl, etc.


Neutralizar 10 ml de muestra con NaOH 0,1 N usando fenolftaleína como indicador. Es importante no excederse en el agregado de NaOH, detenerse en el punto en que aparece una débil coloración rosada. Otra posibilidad es utilizar un pHmetro y llegar a pH 8.


Agregar 10 ml de formol neutralizado recientemente y titular de inmediato la acidez liberada con NaOH 0,1 N hasta ver el punto final. Tomar este último valor para el cálculo de N amínico y el primero para el cálculo de la acidez.

            g %N = VNaOH NNaOH 0,014 x 100/peso de muestra

5.3) Determinación de proteínas. Método del biuret
(Rango: 0.07 a 1.5 mg/ml)
Reactivos

Solución A:

tartrato de sodio y potasio.4 H2O

18,06 g

CuSO4.5H2O



6,00 g

[image: image2.bmp]
KI




2,00 g

NaOH 2 N



40 ml

Agua destilada c.s.p.


200 ml

Solución B:

10 g de KI en 160 ml de NaOH 2 N.

Solución C: (prepararla en el momento)

Sol. A


10 ml

Sol. B


8 ml

Agua dest. c.s.p.
100 ml

Determinación

0.5 ml de muestra + 0.5 ml NaOH 2N

1 ml reactivo C

0.5 ml agua

Agitar y dejar 30 min. a temp. amb.

Leer absorbancia a 545 nm.

Se debe hacer cada vez un blanco y una curva de calibración.

5.4) Determinación de proteínas. Método de Bradford

(Rango: 0,1 a 1 mg/ml)

Reactivos

Solución colorante: Disolver 100 mg de Serva Blue G (Serva, Westbury, NY) o Coomassie Brilliant Blue G-250 en una mezcla de 100 ml de ácido fosfórico 85% y 50 ml de etanol 95% . Una vez que el colorante se disolvió completamente, llevar a 1 litro con agua  destilada fría.

Agregar NaOH 1M en una relación de 50 l por cada ml de reactivo.

Determinación

Prender el espectrofotómetro 15 min. antes de usarlo, para que se estabilice la lámpara.

Poner 40 (l de muestra en un tubo de hemólisis. Agregar 2 ml de reactivo de color e incubar 5 min.

Medir la absorbancia a 590 nm en cubetas de vidrio o poliestireno.

Nota: Alternativamente el NaOH 1M puede agregarse sobre la muestra si no hubiera sido incorporado previamente al reactivo.

Bibliografía: Methods in Enzymology. Guide to protein purification / M.P. Deutscher. San Diego: Academic Press, 1990 Vol. 182, p. 63-64.

5.5) Nitrógeno básico volátil

Reactivos

MgO puro

Agente antiespumante (puede ser alcohol octílico o un antiespumante siliconado)

Acido bórico 2%

Indicador combinado (Mortimer): 0,016% rojo de metilo, 0,083% verde de bromocresol en etanol)

H2SO4 0,02N "standarizado" (preparado por dilución de H2SO4 0,1 N)

Determinación

Colocar en un balón Kjeldahl 10 a 15 g de muestra preparada exactamente pesada y agregar 2 g de MgO, 300 ml de agua dest., unas gotas de antiespumante y unos trozos de porcelana porosa o piedra pómez. Instalar el balón en el aparato de destilación.

Poner en un erlenmeyer de 250-500 ml, 50 ml de solución de ácido bórico al 2% y 4 gotas de indicador Mortimer. Conectar el aparato y colocar el erlenmeyer de manera que el extremo del refrigerante quede sumergido en la solución de ácido bórico. Calentar el balón Kjeldahl de modo tal que el líquido contenido entre en ebullición en exactamente 10 min. Destilar durante 25 min. exactos, manteniendo la misma intensidad de calentamiento. Enjuagar el refrigerante con agua dest. recogiendo también en el erlenmeyer. Titular el destilado con H2SO4 0,02 N.

Importante: Antes de apagar el destilador sacar la manguera que está pescando en la solución de H3BO3 al 4 % para que no se reabsorba el destilado cuando se enfría el equipo.

Expresar el resultado como mg de nitrógeno básico volátil por 100 g de muestra.

5.6) Determinación de proteínas en leche por destilación directa. Método de Kofranyi o del Nitrógeno álcali lábil. (1950. Milchwissenschafts, 51-54 Vol. 2.)

Es un método rápido basado en la liberación de amoníaco cuando la leche es calentada a ebullición en solución alcalina. La mayor parte del amoníaco liberado proviene de la rápida hidrólisis de los residuos que contienen función amida (glutamina y asparagina).

Procedimiento: colocar en un balón Kjeldahl 10 ml de leche, 20 ml de BaCl2 10 % (usar propipeta) y 70 ml de NaOH 32 %. Destilar durante 6 min (exactamente medidos a partir del inicio de la ebullición), recogiendo sobre 100 ml de BO3H3 4 %. Titular el destilado con SO4H2 0,1N, usando como indicador 6 a 8 gotas de una solución 0,016 % de rojo de metilo y 0,083 % de verde de bromocresol en alcohol. Calcular el porcentaje de proteína (p/p) utilizando una curva de calibración que relaciona el % proteínas con los ml de SO4H2 0,1N gastados.

Curva de calibración: se obtiene siguiendo el procedimiento anterior pero con muestras de leche con contenidos de proteína conocidos. Para obtener las distintas muestras de leche se parte de una leche entera a la que se le midió el % de proteínas por el método de Kjeldhal; con esta leche se hacen diluciones o se agrega caseína para obtener las concentraciones proteicas deseadas. El contenido de proteínas que cubra el rango de la curva de calibración, debe ser de 1 a 4 % (p/v). 

NOTA: Actualmente los análisis en leche se realizan siguiendo la metodología especificada en las normas de la Federación Internacional de Lechería (FIL). Para la determinación del contenido de proteínas se utiliza el método de Kjeldhal, utilizando ácido bórico para recoger el destilado. 

5.7) Nitrógeno no proteico

Pesar con exactitud 0,5 - 1 gr de muestra y dispersarla en 10 ml de agua destilada. En un tubo de 1,5 ml agregar 0.5 ml de muestra y 0.5 ml de ácido tricloroacético 24 %, homogeneizar y centrifugar. Tomar una alícuota de sobrenadante límpido y determinar N. Si se utiliza el método de Kjeldahl para determinar N, directamente agregar 10 ml de ácido tricloroacético 24 % a los 10 ml de muestra, homogeneizar y centrifugar. Determinar N por el método de Kjeldahl.

6) Lípidos
6.1) Método de Soxhlet

En un cartucho de papel de filtro  colocar la muestra seca y pesada (conviene utilizar lo proveniente de la determinación de humedad por el método indirecto), y ponerla en el tubo extractor. Tarar el balón del equipo y conectarlo al mismo. Por la parte superior del tubo extractor agregar el solvente adecuado (éter etílico, éter de petróleo, mezcla de ambos, etc.) hasta que descargue el sifón, agregando además alrededor de la mitad del contenido del tubo extractor. Calentar durante 2 hs aproximadamente, (deben producirse al menos 7 ciclos de llenado y sifonado del tubo extractor). Tener la precaución de apagar la fuente calorífica un instante antes que accione el sifón, desconectar el balón, eliminar el resto del solvente sacando el cartucho y recogiendo el éter en el tubo extractor para luego recuperarlo, luego secar totalmente en estufa y pesar.

Nota: Esta determinación suele denominarse extracto etéreo, pues además de los lípidos se extraen otros compuestos solubles en el solvente.

6.2) Por solubilización. Método de Schmid-Bondzynski-Ratzlaff

Es un método muy empleado para determinar los lípidos en queso y en leche en polvo. En vaso de precipitado de 100 ml colocar la cantidad adecuada de muestra, agregar 10 ml de HCl (d: 1,19) y calentar a BM hasta que las proteínas se hayan disuelto. Dejar enfriar, transferir el contenido a una probeta graduada con tapa esmerilada, lavando el vaso de precipitado con unos 10 ml de alcohol etílico en dos porciones y luego agregar 50-60 ml de éter. Dejar en reposo 24 hs, medir la capa etérea, tomar una alícuota medida con pipeta de doble aforo y evaporar el éter en un vaso de precipitado pequeño previamente tarado. Una vez evaporado el éter pesar nuevamente y determinar el contenido de lípidos por diferencia, teniendo en cuenta la alícuota tomada.

6.3) Método de Rose Gottlieb- Método de referencia.

Aplicaciones:

Leche, leche semidescremada, leche en polvo

Leche condensada azucarada y sin azucarar

Nata y nata batida

Lactosuero

Reactivos:

Solución de NaCl 0,5% p/v

NH4OH (densidad 0.91)

Etanol 96°

Eter dietílico: intervalo de ebullición 30-60°C

Eter de petróleo: intervalo de ebullición 30-60°C

Determinación:

Se seca un matraz Erlenmeyer con boca esmerilada de 200 ml con algunas perlas de vidrio durante 1h a 103 +/- 2°C, e coloca en desecador y se pesa con una precisión de +/- 1mg.

La muestra se pesa también al mg, de acuerdo a los valores recomendado en la tabla, en el tubo de extracción de Mojonnier, diluyéndose con agua destilada si fuera necesario hasta un volumen de 10 ml (en el caso de la nata debe utilizare la solución de NaCl) y e agita hasta que el producto se haya dispersado totalmente (para la leche en polvo es conveniente calentar el tubo de extracción  y un contenido durante 15 minutos en un baño de agua a 60-70°C agitando ocasionalmente). A continuación se añaden 2 ml de amoniaco, se mezcla y tras enfriar se añaden 10ml de etanol. Después de añadir 25 ml de éter dietílico, se tapa el tubo de extracción y se agita durante 1 minuto volcándolo ocasionalmente. Finalmente se añaden 25 ml de éter de petróleo y se vuelve a agitar durante 30 segundos.

Una vez que las fases se han separado completamente, lo que sucede después de dejar reposar el tubo de extracción o centrifugándolo durante 5 minutos a 500-600 r.p.m., se pasa tanta fase orgánica (superior) como sea posible al erlenmeyer previamente pesado. Se repite una segunda vez la extracción del residuo acuoso con otros 15 ml de éter dietílico y éter de petróleo como se detallo mas arriba. A continuación se reúnen las fase orgánicas, se destilan los solventes (también el etanol)  y se seca el residuo que queda en el matraz erlenmeyer durante 1h a 103 +/- 2°C. Se enfría en desecador y se pesa con una precisión de +/- 1mg. El secado se repite hasta obtener peso constante.

Pesos recomendados de muestra

	Producto lácteo
	Peso en gramos

	Leche entera en polvo
	1-1,1

	Leche descremada en polvo
	1,5-1,6

	Nata, nata batida
	2-3

	Leche condensada azucarada
	3-3,5

	Leche condensada sin azucarar
	4-5

	Leche entera, leche desnatada
	10-11


Calculo

El porcentaje de grasa G se calcula de acuerdo con la siguiente igualdad:

                                      G [%]= [(m2-m1) . 100]/M

m1: masa en gramos del matraz  erlenmeyer con las perlas.

m2: masa en gramos del matraz  erlenmeyer con las perlas con grasa tras el secado

M: peso de la muestra e gramos

Nota: Es conveniente realizar un ensayo en blanco sustituyendo la muestra por 10 ml de agua destilada.

6.4) Determinación de materia grasa en leche fluida. Método de Gerber

Medir con pipeta 10 ml de SO4H2 Gerber (densidad 1,813 – 1,817 a 20 °C, aprox. 90%) e introducirlos en un butirómetro para leche, cuidando de no mojar las paredes internas del cuello. Agregar con rapidez 11 ml de leche medidos con pipeta de doble aforo, de manera que forme una capa sobre el ácido sin mezclarse con éste. Agregar inmediatamente 1-2 ml de alcohol amílico y tapar con el tapón correspondiente. Agitar suavemente pero en forma efectiva, teniendo la precaución de tomar el butirómetro con un repasador, y sujetando el tapón con el pulgar. Verificar que está bien tapado y colocarlo en un baño de agua a 65 - 70 °C durante 5-10 min con el tapón hacia abajo. Retirarlo del baño, secarlo por afuera y centrifugar durante 3 - 5 min. en la centrífuga especial con los tapones hacia afuera. Llevar nuevamente al baño de agua 4 - 5 min y leer inmediatamente el espesor de la capa de grasa en la parte superior graduada del butirómetro. Por ajuste adecuado del tapón de cierre se puede hacer coincidir la base de la capa de grasa con el cero de la escala. La lectura del menisco da directamente el porcentaje de grasa de la leche.

6.5) Materia grasa en crema o manteca. Método de Gerber

Se utiliza un butirómetro similar al utilizado para leche, pero abierto en sus dos extremos y con una copita de vidrio en el tapón que obtura la base, en la que se pesa la muestra. La graduación del vástago es de 0 a 70.

Reactivos

Ácido sulfúrico d = 1,82, que se prepara agregando a 5,8 ml de agua destilada, 94,2 ml de ácido sulfúrico concentrado (d = 1,84) (no agregar NUNCA agua sobre ácido sino ácido sobre agua).

Determinación

Se pesa en la copita 4 a 5 g de muestra (algo menos en el caso de la manteca), se la coloca en el butirómetro, se ajusta bien el tapón y por la otra boca se agregan 10 ml de agua destilada, 10 ml de ác. sulfúrico d = 1,82 y 1 ml de alcohol amílico, se tapa, se toma con un repasador y sujetando el tapón se agita hasta disolución total. Se coloca luego 5 min. en B.M. a 60 - 70°C (con el bulbo hacia abajo; conviene atar los tapones, pues sino se corre el riesgo de que salten y se pierda la determinación), se centrifuga 2 - 3 min. en la centrífuga Gerber con el ápice hacia adentro. Si se enfría mucho, se vuelve al B.M. 5 min., se introduce o retira un poco el tapón hasta que la línea de separación del líquido (color violáceo) y la materia grasa (color amarillento) coincida con una graduación, y se lee el volumen que ocupa la última.

Cálculo: Se aplica la fórmula siguiente:

                                      L x 5

       materia grasa = --------- - 0,5 = g%

                                         p

  L: lectura en el butirómetro 

  5: porque el butirómetro está graduado para 5 gr de muestra.

  p: gramos de muestra pesados.

  0,5: factor de corrección. 

6.6) Materia grasa en dulce de leche. Método de Rose Gottlieb

Reactivos

NH4OH conc.

Etanol

Eter etílico

Eter  de petróleo

Pesar un gramo de muestra en papel satinado previamente tarado. Encerrar parcialmente el dulce de leche (debe entrar en contacto con los reactivos) e introducir hasta el fondo en una probeta de 50 ml con tapa. Agregar 5 ml de agua destilada y agitar hasta que se disuelva el dulce de leche (si es necesario calentar a B.M. a 60 °C). Enfriar y agregar 1 ml de NH4OH conc. Agitar y agregar 5 ml de etanol. Agitar y agregar con pipeta aforada 10 ml de éter etílico. Agitar 30 seg. y agregar con pipeta aforada 10 ml de éter de petróleo. Volver a agitar y leer bien el volumen total de la mezcla. Dejar reposar entre 4 y 24 hs. en lugar fresco (hay que evitar la evaporación de solventes; si esto ocurriera se notará una disminución en el volumen leído). Con pipeta aforada tomar 10 ml de la fase superior etérea y evaporarlos en un pequeño cristalizador tarado. Dejar enfriar en desecador, pesar y expresar en % de grasas.
COLORANTES
COLORANTES
Definición

Se entiende por colorante a toda sustancia, no considerada alimento en sí, agregada para dar artificialmente color a determinados alimentos y/o teñir papeles, cartones y demás materiales que se utilizan para envolverlos.


Los colorantes tienen aplicación aceptable cuando se usan para tornar más agradable a la vista los alimentos, pero su uso se hace fraudulento cuando son utilizados para cubrir, enmascarar o disimular alteraciones o sustituciones, o engañar sobre la naturaleza del producto.

Criterio a seguir

En la investigación de colorantes pueden presentarse fundamentalmente dos casos:

1. Determinar cuál es el colorante presente en el producto en estudio.

2. Determinar si el producto que se analiza tiene colorantes permitidos o no por la reglamentación vigente. En este caso, se puede proceder de la siguiente manera:

a) Determinar si se trata de un colorante natural (es decir, de origen vegetal o animal) o derivado del alquitrán de hulla.

b) Si es natural, generalmente no es necesario seguir investigando ya que los colorantes naturales están permitidos por el Código Alimentario Argentino para colorear muchos productos; sin embargo, hay casos en que es necesario determinar con precisión el colorante de que se trata, aunque sea natural, ya que hay productos (pastas frescas, vinos, etc.) en que no se permite el agregado de ningún colorante. En este caso se aplicará alguna técnica particular.

c) Si resulta derivado del alquitrán de hulla, habrá que ver si está permitido o no por el Código Alimentario Argentino. Resulta práctico buscar los colorantes permitidos por técnicas particulares; si ninguno de ellos está presente significa que se trata de un colorante NO PERMITIDO por la reglamentación.

Desarrollo del análisis

Después de preparar adecuadamente la muestra, el análisis comprende los siguientes pasos:

1) Determinación de la naturaleza ácida o básica de los colorantes

2) Determinación del origen de los colorantes: colorantes naturales (animal o vegetal) y derivados de la hulla: método de Arata-Posetto

3) Determinar eventualmente qué colorante es: Reacciones particulares

Preparación de la muestra

Productos líquidos: bebidas fermentadas, alcohólicas, hídricas, vinagres, jugos y zumos de fruta, jarabes, etc.


La muestra original debe someterse a un calentamiento moderado a baño María para facilitar la eliminación de productos susceptibles de impedir, retardar o dificultar la fijación del colorante (alcohol, ácido acético, etc.). Inmediatamente se filtra por papel de filtro para separar las materias precipitadas o en suspensión a fin de obtener una solución transparente.


En el caso de líquidos débilmente coloreados es necesario concentrar por calentamiento a baño María en cápsula de porcelana.


Cuando se trata de un líquido con reacción ácida se neutraliza cuidadosamente con amoníaco hasta obtener un medio bien neutro al papel de tornasol, que permita efectuar las operaciones de teñido de fibras.

Productos sólidos, pastosos o viscosos: caramelos, confituras, pastas de frutas, conservas vegetales y animales, pastas alimenticias, pastelería, condimentos y especias, cereales elaborados, etc.


La muestra original, débilmente triturada, molida o pulverizada, bien homogeneizada (en el caso de pastas se homogeneiza con arena calcinada en un mortero), se trata con agua tibia o caliente para su disolución total o para la extracción de las partes que contengan las materias colorantes.


En el caso de carnes frescas o conservadas (embutidos, etc.) se calienta una porción de la muestra desmenuzada (10-12 g) con 10 ml de alcohol al 50% durante media hora a baño María, se filtra por papel mojado y se recoge el líquido en una cápsula de porcelana para la fijación del colorante.


Cuando se trata de pastas alimenticias, especialmente si son secas (fideos) es aplicable la técnica siguiente: se introducen 20 g de muestra molida en un pequeño erlenmeyer, se agregan 40 ml de alcohol al 50 % y se calienta 15 – 20 min a B.M. revolviendo frecuentemente. La solución alcohólica filtrada se utiliza para los ensayos de teñido de fibras.

1) Determinación de la naturaleza ácida o básica de los colorantes

Fundamento: si el colorante es ácido se fijará sobre la lana blanca desgrasada (la teñirá) en medio ácido. Si es básico se fijará a la lana si el medio es alcalino.

1.1)  Colorantes ácidos: método de Arata modificado por Sostegni

En un vaso de precipitados adecuado se colocan 50 – 100 ml de la muestra preparada según las técnicas generales para la extracción (si contiene alcohol, evaporarlo a B.M.), se agregan 5 ml de HCl al 10 %, hebras de lana blanca desengrasada y se hierve durante 3 - 5 min. Se retira la lana, se lava con abundante agua y se observa. Si la lana se tiñe, se trata de un colorante ácido.

1.2) Colorantes básicos: método de Koenig

En un vaso de precipitados adecuado se colocan 50 -100 ml de la muestra preparada (idem 1.1)), se agregan 5 ml de amoníaco al 10 % o la cantidad necesaria para obtener reacción alcalina, y se procede de la misma manera que en el caso anterior, teniendo la precaución de controlar el pH durante la operación ya que el amoníaco puede volatilizarse por el calentamiento; en este caso se deberá agregar más cantidad hasta restablecer el medio alcalino. Si en este medio la lana aparece teñida se trata de un colorante básico.

Mezcla de colorantes: En este caso se realizan simultáneamente y por separado las dos técnicas vistas anteriormente.

2) Colorantes naturales y derivados de la hulla: método de Arata-Posetto:

Para poder encarar esta técnica debe conocerse primero la naturaleza del colorante (ácido o básico).

Esquema: 
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Lana teñida (1)
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(     Desmontar*

    


   

                  Lana decolorada + agua coloreada
* Ya se vio antes que si el colorante es ácido se fija sobre la lana cuando se acidifica el medio, por lo tanto el desmonte se debe efectuar en medio alcalino. Si el colorante es básico ocurre lo contrario, es decir, se fija en medio alcalino y se desmonta en medio ácido.

Determinación

En un vaso de precipitado colocar 50 ml de muestra. Si el colorante es de naturaleza ácida se agregan 10 ml de HCl al 10 % y aproximadamente 7 - 10 hebras de lana blanca desengrasada para fijar el colorante. Hervir 3 - 5 min. Retirar las lanas teñidas, lavarlas con abundante agua, guardar una hebra teñida para comparar, y colocar el resto de las hebras en otro vaso de precipitado con 50 ml de agua destilada, a la que se agrega amoníaco al 10 %. Hervir las lanas en el agua alcalina 3 - 5 min para desmontar el colorante (que pasa al líquido). Retirar las hebras de lana decolorada, guardar una para comparar y tirar el resto. Aquí concluye el primer paso.

El líquido alcalino que contiene el colorante se calienta hasta eliminar el amoníaco y se acidifica con aprox. 10 ml de HCl al 10 %; se colocan nuevas hebras de lana y se hierven 3 - 5 min. Se retiran las lanas, se lavan, se guarda una para comparar y el resto se pasa a otro vaso de precipitado con agua alcalina para su desmonte, como se vio antes, concluyendo así el segundo paso.

Para el tercer paso se elimina el amoníaco y se repite todo el proceso visto.

Precauciones: debe cuidarse que la acidez o la alcalinidad no sean demasiado elevadas, ya que los tratamientos muy enérgicos pueden destruir los colorantes dando resultados falsos, y hasta pueden destruirse las hebras de lana. Por eso en muchos casos conviene utilizar ácido tartárico para acidificar, en lugar de HCl. Del mismo modo debe cuidarse de no provocar sobrecalentamientos. Es conveniente también utilizar siempre la misma cantidad de lanas para tratar que el colorante pueda fijarse cuantitativamente en todos los pasos y se puedan comparar las lanas provenientes de cada paso. También es necesario que la cantidad de agua que se utiliza para recoger el colorante en cada desmonte sea siempre la misma, evitando así problemas por dilución del colorante, que influirían en la interpretación de los resultados.

Si el colorante que se está investigando hubiera resultado de naturaleza básica, se empleará el mismo método pero en forma inversa a la vista, es decir, fijándolo a las lanas en medio amoniacal y desmontándolo en medio ácido.

Interpretación: Al finalizar la técnica anterior se tiene una serie de lanas que se fueron guardando para comparar; así, para cada paso habrá dos hebras: una que corresponde al teñido y otra al desmonte del colorante.

En presencia de colorantes naturales (animales o vegetales) la lana de la segunda fijación no debe colorearse. 

Si la lana de la segunda fijación mantiene su intensidad y la de la tercera se colorea, hay colorantes derivados del alquitrán de hulla. 

Como excepción hay algunos colorantes naturales, como el carmín de índigo y la orchilla, que se comportan como si fueran anilinas. En última instancia deberá recurrirse a una cromatografía o a las reacciones individuales de caracterización.

3) Reacciones particulares

3.1) Investigación de cúrcuma

El cúrcuma es un colorante de origen vegetal que se extrae del rizoma sano, limpio y seco de Cúrcuma longa L. Se utiliza generalmente para colorear fideos. El Código Alimentario Argentino autoriza su empleo siempre que en rótulo del producto que lo contenga se declare “coloreado con cúrcuma”. Sin embargo, hay ciertos productos en los que se prohibe específicamente su uso (por ejemplo, pastas frescas, budines, etc.).

Técnica: se deseca la muestra, se tritura y se extrae el colorante con etanol de 70°, dejándolo en contacto 24 hs a temp. Ambiente o bien 30 min a B.M. (adaptando un refrigerante a reflujo); se filtra el líquido alcohólico que contiene el colorante y se sigue alguna de las técnicas siguientes:

a) Se toma una alícuota del extracto alcohólico y se agrega igual volumen de agua destilada, se evapora el alcohol a B.M. y al líquido acuoso restante se le agregan gotas de amoníaco. En presencia de cúrcuma aparece una coloración violeta rojiza.

b) Una alícuota del extracto alcohólico se evapora a sequedad a B.M. colocando previamente un papel de filtro dentro del recipiente en el que se efectúa la evaporación, de modo que una vez evaporado el alcohol el colorante quede concentrado sobre el papel de filtro; se seca bien este último y se le agregan gotas de una solución de HCl saturada de ácido bórico; en presencia de cúrcuma aparece una coloración rosada a púrpura que varía de intensidad según la cantidad de colorante presente. Puede confirmarse la presencia de cúrcuma secando nuevamente el papel donde se efectuó la reacción y agregando gotas de amoníaco en la zona coloreada de rojo por el reactivo anterior; en caso positivo se observa un viraje hacia el azul verdoso.

3.2) Investigación de caramelo

Es un producto de color pardo oscuro obtenido por calentamiento de azúcares naturales (especialmente de sacarosa, ya que se forma un colorante de mejor poder de tinción). Es muy utilizado para colorear bebidas como jarabes tipo cola, refrescos, vinagres, etc.

Técnica: en un tubo de ensayo de paredes gruesas se colocan 20 – 3 0 ml de muestra y 10 - 115 ml de éter etílico, se agita suavemente 2 - 3 min y se decanta el éter en cápsula de porcelana; se deja evaporar éste a temp. ambiente y al residuo se le agregan gotas de solución etérea de resercina al 1 % y luego gotas de HCl. En presencia de caramelo aparece una coloración anaranjada más o menos intensa, que pasa rápidamente al rojo cereza y persiste como mínimo 3 hs.

3.3) Investigación de cochinilla (o carmín)

Es un colorante rojo o rojo violáceo, de origen animal. Muy difundido en la coloración de bebidas (refrescos, etc.), polvos para preparar postres, etc.

Técnica: en un tubo de ensayo de paredes gruesas colocar 2 - 3 ml de muestra, acidificar ligeramente con HCl y extraer el colorante con alcohol amílico agitando suavemente para no emulsionar, decantar la capa amílica y lavarla con agua destilada hasta total eliminación del HCl (conviene agregar una pizca de acetato de sodio para asegurar la neutralidad). Sobre el líquido amílico pueden efectuarse las siguientes reacciones:

a) A una alícuota del extracto amílico se agregan gotas de solución acuosa de acetato de uranilo al 5 %, en presencia de cochinilla aparece una coloración verde esmeralda característica.

b) A otra porción del extracto amílico se agrega gota a gota amoníaco hasta franca alcalinidad; en caso de haber cochinilla aparece una coloración violeta que desaparece por adición de agua de yodo (esto permite diferenciar cochinilla de orchilla).

3.4) Investigación de orchilla

Es un colorante rojizo-violáceo que se obtiene por aminación y oxidación de sustancias incoloras (las orcinas u orcinoles) extraídas de líquenes, por lo que se considera “colorante artificial de origen natural”. La orchilla es uno de los pocos colorantes de origen natural que se comporta como un derivado de la hulla sin serlo en el método de Arata-Posetto. Por esto muchas veces se hace imprescindible recurrir a reacciones de caracterización de este colorante.

Técnica: en un tubo de ensayo de paredes gruesas se colocan 2 – 3 ml de muestra, se acidifica con HCl y se extrae con alcohol amílico de igual modo que para cochinilla. Se decanta y se lava la fase amílica y se agrega gota a gota amoníaco hasta alcalinidad. En presencia de orchilla aparece una coloración violácea que no desaparece por adición de agua de yodo.

3.5) Investigación de luteína

Es un producto amarillo, principal responsable del color de la yema de huevo (el otro colorante de la yema de huevo es la zexantina); también se lo encuentra en el reino vegetal, principalmente en pastos tiernos. Se investiga principalmente en fideos para ver si contienen huevo.

Técnica: agitar 10 g de muestra con 15 ml de éter, y por separado otros 10 g con 15 ml de alcohol de 70°, y dejar ambos en reposo 24 hs. Si el éter queda incoloro y el material teñido, y el alcohol queda coloreado mientras el material es decolorado, indica que hay un colorante extraño a la luteína. En caso que el alcohol y el éter estén coloreados significa presencia de luteína con o sin colorante extra. Una porción de la solución etérea se trata con nitrito de sodio diluido, si se decolora indica que sólo hay luteína.

3.6) Investigación de tartrazina

Es un colorante amarillo derivado del alquitrán de hulla.

Técnica:

a) Agregando alcohol a la solución acuosa del colorante se produce un precipitado.

b) La solución acuosa toma un color más oscuro por el agregado de NaOH.

c) Con cloruro estannoso se obtiene un precipitado amarillo soluble en ácido oxálico.

d) Por reducción con amalgama de sodio da el ácido diaminosuccínico:


HOOC-CH-NH2-CH-NH2-COOH

e) La solución de tartrazina tratada a B.M. con polvo de Zn y ácido acético se decolora, y el filtrado expuesto al aire (el filtro también) se torna color rosa; concentrando el filtrado a B.M. para eliminar el acético, el rosa se intensifica y la solución resulta rojiza-anaranjada; este color se fija en lana en medio acético con un débil tono parduzco. Si el filtrado incoloro por la reducción se alcaliniza con NaOH, vuelve el amarillo primitivo de la tartrazina.

f) Reacciones sobre fibras teñidas: por ser éste un colorante de naturaleza ácida, se lo fija sobre lana blanca desengrasada en medio ácido, como se vio en el método de Arata-Posetto. Las lanas teñidas en la primera fijación se someten por separado a la acción de los siguientes reactivos:

1. Con HCl concentrado: oscurece algo.

2. Con ácido sulfúrico concentrado: oscurece algo

3. Con NaOH al 10 %: poco cambio

4. Con hidróxido de amonio diluido: poco cambio

5. Con cloruro estannoso: se decolora y se torna rápidamente roja al aire

3.7) Investigación de amarillo crepúsculo

Es un colorante ácido amarillo oro (solución diluida) hasta amarillo naranja (solución concentrada) derivado del alquitrán de hulla.

Técnica: reacciones sobre fibras teñidas:

a) Con HCl conc.: se vuelve más rojo

b) Con ácido sulfúrico concentrado: algo más rojo

c) Con NaOH al 10 %: más pardo

d) Con hidróxido de amonio diluido: no cambia

3.8) Investigación de amaranto

Se trata de un colorante ácido rojizo o bordó, derivado del alquitrán de hulla.

Técnica: algunas de las reacciones de caracterización (no específicas) son las siguientes:

I. Por reducción con Zn en polvo y ácido acético se decolora, y el color primitivo no aparece por reoxidación al aire ni por tratamiento con permanganato de potasio.

II. Reacciones sobre fibras teñidas:

a) Con HCl conc.: ligeramente más oscuro

b) Con ácido sulfúrico conc.: violeta a parduzco

c) Con NaOH al 10 %: parduzco opaco a rojo anaranjado

d) Con hidróxido de amonio diluido: poco cambio.

4) Cromatografía en papel

Es un método rápido y eficaz para la identificación y separación de mezclas de colorantes. La técnica descripta a continuación sirve para la identificación rápida de los colorantes permitidos por el Código Alimentario Argentino. El esquema general de trabajo comprende las siguientes etapas:

a) Preparación de la muestra.

b) Elección de las condiciones de corrida.

c) Papel

d) Solvente de desarrollo

e) Técnica cromatográfica

f) Selección de patrones

g) Siembra de la muestra

h) Desarrollo del cromatograma

i) Comparación de las manchas con las de los patrones (Rf y forma).

En el trabajo práctico se analizarán muestras de productos en los que se suelen incorporar colorantes sintéticos hidrosolubles, con el fin de constatar si los colorantes presentes están permitidos por el CAA.

Técnica:

a) Como muestra se utilizará la solución acuosa de colorante/s extraído/s por teñidos y desmontes sucesivos de hebras de lana blanca (hasta el tercer desmonte) y posterior concentración por calentamiento hasta aproximadamente 1 ml (evitando la carbonización).

b) Se usará papel Whatman n°1 en el sentido de formación de la hoja.

c) Como solvente de corrida se empleará la siguiente mezcla: amoníaco (d=0.88):agua destilada, 1:99, v/v.

d) Se empleará cromatografía ascendente. Se sembrarán los patrones de colorantes de uso permitido por el CAA.

e) Trazar con un lápiz una línea a 2 cm del extremo del papel que va en contacto con el líquido de desarrollo, y otra línea a 15 cm de la primera. Marcar los puntos de aplicación sobre la primera línea a una distancia no menor de 2 cm entre sí y del borde lateral del papel. Sembrar la solución de colorantes aislados por medio de un capilar en los puntos marcados, teniendo la precaución que las manchas no superen los 0,5 cm de diámetro. Reforzar la mancha secando al aire o con un secador de pelo y volviendo a sembrar en el mismo lugar, hasta obtener la intensidad adecuada. Sembrar también los patrones, logrando una intensidad similar a la de las manchas.

f) Se utilizarán cubas de vidrio provistas de tapa y una varilla de vidrio para colgar el papel. Este debe tener por lo menos 3 cm menos de ancho que la cuba. El solvente de corrida se coloca en la cuba y se deja media hora con la tapa puesta para que se sature el ambiente interior. Se suspende la tira sembrada sin que toque el líquido de desarrollo, durante media hora más, para equilibrarla con la atmósfera de la cuba. Luego se baja el papel hasta que el borde inferior se sumerja 2 mm aproximadamente. Se deja correr hasta la marca de los 15 cm, se retira el papel y se seca de inmediato con una corriente de aire seco caliente, operación que se debe realizar en menos de 1 min, y se determina el Rf de la mancha.

Se compara la o las manchas problema con las  correspondientes a los patrones.
GRASAS Y ACEITES

GRASAS Y ACEITES

Aceites - Definición

Se consideran aceites alimenticios o comestibles los admitidos como aptos para la alimentación por el presente y los que en el futuro sean aceptados como tales por la autoridad sanitaria nacional.


Los aceites alimenticios se obtendrán a partir de semillas o frutos oleaginosos mediante procesos de elaboración que se ajusten a las condiciones de higiene establecidas por el presente. Presentarán aspectos límpidos a 25 ° C, sabor y olor agradables y contendrán solamente los componentes propios del aceite que integra la composición de las semillas o frutos de que provienen y los aditivos que para el caso autoriza el presente (Art. 520, Cód. Alimentario Argentino; ley 18.284 del 18/7/69).

Preparación de la muestra

Se deben eliminar las impurezas groseras y el agua que pueda contener; por lo tanto, si la muestra no está completamente límpida se la deja en reposo durante un tiempo en estufa a 50°C hasta que se clarifique si es líquida, y para que funda completamente si es sólida; recién entonces se filtra por papel, a 50°C una o más veces, evitando dejar caer el agua que pudiera existir debajo de la fase grasa.


La muestra debe mantenerse en lugar fresco y al abrigo de la luz y el aire.


Es aconsejable determinar primero el peso específico y aprovechar ese mismo aceite para otras determinaciones.

Caracteres organolépticos (2007)

· Aspecto y color: se determinan por observación directa. Si se tienen dudas acerca del colorante, se procede a su extracción y posterior identificación.

· Olor: se frota algunas gotas de aceite en la palma de la mano y se huele.

· Sabor.

Peso específico

1) Peso específico

1.1) Con balanza de Mohr: Se determina a 15 °C. En caso de no ser posible la determinación a esta temperatura, se efectúa una corrección teniendo en cuenta el coeficiente de dilatación. El valor medio de corrección es de 0,00064 por grado de temperatura que debe sumarse cuando ésta es superior a 15°C y restarse cuando es inferior a 15°C.

1.2) Por picnometría: Limpiar cuidadosamente con solución sulfocrómica un picnómetro de 50 ml de capacidad (se puede reemplazar por un matraz). Dejar en contacto varias horas. Vaciar el picnómetro y enjuagarlo muy bien con agua destilada; llenarlo con agua destilada recientemente hervida y enfriada a 20 °C aprox., y dejar en un baño de temperatura constante a 15°C. Después de 30 min enrasar y tapar el picnómetro; sacar del baño, secar con un género o toalla limpio y pesar. Vaciar el picnómetro, enjuagarlo varias veces con alcohol y luego con éter, dejar secar completamente y pesar. Determinar por diferencia el peso del agua contenida en el picnómetro a 15 °C. Posteriormente llenar el picnómetro limpio y seco con la muestra previamente enfriada a 15°C, dejarlo 30 min en un baño a temperatura constante a 15°C, enrasar y tapar el picnómetro. Sacar del baño, secar y pesar. Restar el peso del picnómetro vacío y dividir la diferencia por el peso del agua destilada determinado anteriormente. Expresar el cociente como peso específico aparente a 15/15°C (AOAC 28.006 y 28.007, 1984).

Índice de yodo

2) Índice de yodo

Definición

El índice de yodo son los gramos de yodo absorbida por 100 gramos de grasa o aceite. Constituye una medida del grado de insaturación. Debe especificarse el método utilizado para la determinación.

2.1) Método de Hanus

Reactivo

Medir 825 ml de ácido acético (99,5%) y disolver en ellos 13,615 g de yodo, calentando. Enfriar y titular 25  ml de esta solución con S2O3Na2 0,1N. Medir otros 200 ml de ácido acético y añadir 3 ml de bromo. Tomar 5 ml de esta solución, añadir 10 ml de KI al 15 %, y titular con S2O3Na2 0,1 N. Calcular la cantidad de la solución de bromo que se necesita para duplicar el contenido en halógenos de los restantes 800 ml de la solución de yodo. Si es necesario, diluir la mezcla de las soluciones de bromo y yodo con ácido acético a la concentración adecuada. Guardar en lugar fresco y oscuro.

Determinación

Pesar en forma exacta aproximadamente 0,5 g de grasa o aceite filtrados (0,2500 o 0,1000 g si se sabe que la muestra es rica en dobles enlaces) en un frasco con tapón de vidrio de 500 ml, y disolverlos en 10 ml de Cl3CH. Medir con pipeta (NO PIPETEAR CON LA BOCA) 25 ml del reactivo de Hanus y añadirlos al matraz, dejando vaciar la pipeta durante un determinado período de tiempo. Dejar en reposo exactamente 30 min en la oscuridad, con agitación ocasional. El frasco con la muestra y el frasco de reactivo deben taparse inmediatamente para que la concentración de bromuro de yodo no varíe sensiblemente. El exceso de reactivo añadido no debe ser inferior al 60 %. Transcurridos los 30 min agregar 10 ml de una solución de KI al 15 % y 100 ml de agua destilada recientemente hervida y enfriada, arrastrando con ella cualquier resto de yodo del tapón o cuello del frasco. Titular el yodo con una solución de S2O3Na2 0,1 N, con agitación constante, hasta que se atenúe el color amarillo de la solución. Añadir aproximadamente 1 ml de una solución al 1% de almidón soluble y continuar la titulación hasta que desaparezca el color azul casi completamente. Cerrar bien el frasco, agitar violentamente para que el yodo remanente en la fase inferior pase a la capa acuosa, y completar la titulación.

Simultáneamente con la muestra problema realizar dos determinaciones en blanco, dejando caer el reactivo de Hanus de la pipeta exactamente durante el mismo tiempo que en la muestra problema (Hart y Fisher, Análisis Moderno de los alimentos).


Los duplicados no deben diferir en más de dos unidades.


La solución de almidón debe calentarse y dejar 1 min cuando rompe el hervor.

Índice de saponificación

3) Índice de saponificación

Definición

El índice de saponificación son los mg de KOH necesarios para saponificar 1 g de grasa o aceite.

Reactivo

Solución de KOH alcohólica: calentar a reflujo 1,2 l de etanol con 10 g de KOH y 6 g de gránulos u hojas de Al durante 30 min. Destilar y recoger 1 litro descartando los primeros 50 ml. Disolver 40 g de KOH en este litro de alcohol y dejar a una temperatura menor a 15°C mientras se disuelve el álcali. Debe usarse KOH pobre en carbonatos.

Determinación

Pesar en forma exacta aproximadamente 5 g de muestra filtrada en un erlenmeyer o balón de 250 - 300 ml. Medir con pipeta 50 ml de la solución de KOH y añadirlos al erlenmeyer, dejando que la pipeta se vacíe durante un tiempo determinado. Hacer simultáneamente un blanco, utilizando la misma pipeta y tardando el mismo tiempo en el agregado del reactivo. Conectar ambos erlenmeyers a tubos pararrayos o refrigerantes y hervir suavemente hasta completar la saponificación (aproximadamente 30 min). El final se pone de manifiesto porque la solución de la muestra problema pierde toda su turbidez. Enfriar y titular con HCl 0,5 N, utilizando fenolftaleína como indicador (AOAC 28.028-28.029, 1984).

Acidez libre

4) Acidez libre

Reactivos

· Solución de etanol:éter etílico (1:2 v/v) neutralizada hasta viraje de la fenolftaleína, con NaOH diluido.

· NaOH 0,1 N, valorado.

· Solución de fenolftaleína al 1 %.

Determinación

Pesar exactamente en un erlenmeyer aproximadamente 5 g de muestra y disolverlos con 60 ml de la mezcla de alcohol - éter. Agitar y titular con solución de NaOH 0,1 N valorada.


Informar la acidez libre en mg de KOH por g de aceite y en g de ácido oleico por 100 g de aceite (PMácido oleico:282,4)

Índice de éster
5) Índice de éster
Se define como los mg de KOH necesarios para saponificar 1 g de grasa o aceite totalmente esterificado. Se puede calcular por diferencia entre los índices de saponificación y de acidez. Resulta útil para determinar el PM medio de los triglicéridos o de los ácidos grasos presentes.

Índice de Bellier modificado

6) Índice de Bellier modificado

Reactivos

· Solución empírica de ácido acético: diluir un volumen de ácido acético glacial con dos volúmenes de agua destilada. Ajustar luego con la solución alcohólica de KOH, de modo que 11,5 ml de esta solución neutralicen exactamente a 5 ml de la solución alcalina.

· Alcohol de 70°: a 100 ml de alcohol de 95° se le agregan 39,18 ml de agua destilada.

· Solución alcohólica de KOH: disolver 85 g de KOH puro en 80 ml de agua destilada. Llevar a 1000 ml con alcohol de 90°.

Determinación

En un tubo semejante a los de ensayo pero de 100 ml de capacidad, se introduce con pipeta 1 ml de la muestra de aceite y luego 5 ml, exactamente medidos, de la solución alcohólica de KOH; se coloca un tapón provisto de un tubo pararrayos (para evitar la pérdida de alcohol), y se calienta a BM o en calentador eléctrico 5-10 min hasta saponificación completa. Se deja enfriar a 30 °C y se agregan 1,5 ml de la solución de ácido acético empírica, se añaden 3 gotas (no más) de ácido acético glacial y 50 ml de alcohol etílico de 70°, que deberá estar también a 30 °C. Se agita y se deja enfriar lentamente controlando con termómetro la temperatura a la que comienza el enturbiamiento. Dicha temperatura es el índice de Bellier modificado.


Este ensayo pone de manifiesto la presencia de aceite de maní. Con la ayuda de la Tabla I se puede obtener un dato aproximado de la cantidad de aceite de maní presente en la muestra.

	Aceite de oliva (%)
	Aceite de maní (%) 
	Temperatura de enturbiamiento (°C)

	100
	0
	11,5-14,5

	95
	5
	15-17

	90
	10
	19-20

	80
	20
	25-26

	70
	30
	29-30

	60
	40
	31-32

	50
	50
	33-34

	40
	60
	35-36

	30
	70
	36-37

	20
	80
	38

	10
	90
	39

	0
	100
	40


O. Valenciano, Guía práctica de análisis bromatológicos, 1946) 

Titer test (método del hidróxido de sodio)

7) Titer test (método del hidróxido de sodio)

Saponificar 75 g de muestra en un vaso de precipitado de 500 ml con 60 ml de NaOH al 30 % y 120 ml de agua destilada. Disolver el jabón en 1 litro de agua dest. Hirviendo, agregar 10 ml de H2SO4 al 25 % y hervir hasta que los ácidos grasos separados estén claros y transparentes. Sacar del fuego y quitar el agua por medio de un sifón. Pasar los ácidos grasos a una ampolla de decantación y lavar 4 a 5 veces con agua caliente. Filtrar en caliente los ácidos grasos en un vaso de 100 ml tratando que no pase agua. Secar los ácidos grasos poniéndolos a 130 °C medio minuto. Enfriar a 20 °C por encima del titer esperado y pasarlos a un tubo titer. Suspender el termómetro estándar de modo de poder usarlo como agitador y agitar la masa lentamente hasta que el mercurio permanezca estacionario 30 seg. Dejar entonces el termómetro quieto en el centro de la masa y observar el ascenso de la columna de mercurio. El punto más alto al que asciende es el titer de los ácidos grasos.

Investigación de mucílagos (método de la cámara de aceite)

8) Investigación de mucílagos (método de la cámara de aceite)

En un tubo de ensayo de 18 mm de diámetro x 18 cm de largo se colocan 5 ml de aceite y 15 ml de acetona a una temperatura entre 15 y 20°C. Los aceites degomados, o sea tipo III (semi-refinados) y por supuesto los de tipo IV (refinados), deben dar una dispersión límpida. Una turbidez debida a la insolubilidad de los mucílagos en la acetona fría indicaría que el aceite no es tipo III ni IV.

Índice de peróxidos

9) Índice de peróxidos (2007)

Definición

Son los miliequivalentes de peróxido por kg de muestra. Indica en qué extensión ha sufrido el aceite autooxidación.

Reactivos

· Disolvente: cloroformo-acético (1:3) mezclar 1 volumen de cloroformo y 3 de ácido acético.

· Solución recientemente preparada de KI a saturación: controlarla añadiendo 2 gotas de una solución al 1 % de almidón soluble. Descartar si adquiere color azul y necesita más de una gota de S2O3Na2 0,1 N para decolorarla.

· Soluciones patrón de S2O3Na2 0,1 N y 0,01 N. Preparar esta última inmediatamente antes de usarla, por dilución de la primera con agua destilada recientemente hervida.

Importante: El ácido acético debe ser p.a.

Determinación

Pesar 5 g ( 50 mg de aceite en un erlenmeyer de 250 ml con tapón esmerilado. Añadir 30 ml del disolvente de cloroformo-acético y agitar por rotación para disolver la muestra. Añadir 0,5 ml de la solución de KI, esperar exactamente 1 min agitando de vez en cuando y añadir unos 30 ml de agua destilada. Titular el yodo liberado con S2O3Na2 0,1 N dejando caer esta solución gota a gota mientras se agita vigorosamente, hasta la casi total desaparición del color amarillo del yodo; añadir entonces 0,5 ml de solución de almidón soluble al 1 % y continuar la titulación, agitando todavía vigorosamente, hasta que desaparezca el color azul. Hacer una determinación en blanco solamente con los reactivos. El título del blanco no debe ser mayor que 0,5 ml de S2O3Na2 0,1 N (Hart y Fisher, Análisis moderno de los alimentos).

Reconocimiento de aceites minerales

10) Reconocimiento de aceites minerales

Transferir 1 ml de aceite a un erlenmeyer; añadir 1 ml de solución concentrada de KOH (se prepara disolviendo 60 g de KOH en 40 ml de agua destilada) y 25 ml de etanol. Hervir a reflujo con refrigerante de aire (tubo pararrayos), agitando ocasionalmente, hasta que la saponificación haya terminado (unos 5 min). Añadir 25 ml de agua destilada y agitar para mezclar; si la solución se enturbia, se debe a la presencia de aceite mineral. Es una prueba sensible a concentraciones de aceite mineral del orden del 0,5% (Hart y Fisher, Análisis moderno de los alimentos).

Ensayo de kreis

11) Ensayo de kreis (2007)

Se basa en la producción de color rojo debido a la reacción extremadamente sensible entre la floroglucina y un compuesto presente en las grasas o aceites rancios: el aldehído epidrínico.

Reactivos

· HCl concentrado.

· Solución al 1 % de floroglucina en éter etílico.

Determinación

En un tubo de 5 ó 10 ml provisto de tapón, introducir 1 ml de aceite y 1 ml de HCl concentrado; tapar y agitar vigorosamente durante 20 seg. Luego agregar 1 ml de solución de floroglucina y nuevamente tapar y agitar 20 seg. A los 10 min observar la coloración.


Si la grasa o el aceite está rancio, la capa inferior (ácida) toma un color rosa, violáceo o rojo (descartar colores amarillos o naranjas); en este caso se completa el ensayo con la modificación de Kerr: hacer 2 diluciones del aceite original: a) un volumen de muestra + 9 volúmenes de vaselina líquida; b) un volumen de muestra + 19 volúmenes de vaselina líquida; y proceder con 5 ml de cada dilución tal como se detalló anteriormente.

1. Ningún color: indica que no hay rancidez.

2. Reacción positiva en la muestra sin diluir y negativa en a) y b): indica que no hay rancidez suficiente como para producir cambios en el color y sabor, pero que pronto se producirán estos cambios.

3. Reacción positiva en el ensayo a) pero negativa en el b) indica rancidez incipiente, acompañada de cambios ya perceptibles en el olor y sabor.

4. Reacción positiva en la dilución b): significa rancidez definida. 

Método directo para la determinación del valor del Índice de ácido 2-tiobarbitúrico (Índice TBA) (AOCS 19.90)

12) Método directo para la determinación del valor del Indice de ácido 2-tiobarbitúrico (Indice TBA) (AOCS 19.90)

Definición

El Indice TBA se define como el incremento de absorbancia medido a 530 nm luego de la reacción del equivalente de 1 mg/ml con ácido 2-tiobarbitúrico.

Los productos de oxidación secundaria de aceites y grasas reaccionan con el ácido 2-tiobarbitúrico formando productos de condensación cuya absorbancia es medida a 530 nm,  longitud de onda de máxima absorbancia de uno de dichos productos. 

Objetivos

Este método permite la determinación directa del Indice TBA en aceites y grasas sin tener que aislar previamente los productos de oxidación secundaria. Es aplicable a grasas y aceites vegetales y animales, ácidos grasos y sus ésteres, ésteres  parcialmente glicosilados y materiales similares.

Materiales

Matraz de 25 ml

Matraz de 100 ml

Pipeta de 5 ml

Tubos de ensayo de 10-15 mm con tapa.

Cubetas

Baño termostatizado a 95 ºC

Espectrofotómetro

Reactivos

1-Butanol libre de agua

Acido 2-tiobarbitúrico químicamente puro

El reactivo TBA se prepara disolviendo 200 mg de ácido 2-tiobarbitúrico en 100 ml de 1-Butanol. Se deja toda la noche o se sónica, centrifuga o filtra, y se retira el sobrenadante descartando el insoluble. La solución se lleva nuevamente a 100 ml con 1-Butanol. La vida del reactivo no supera la semana aún conservándolo refrigerado.

Procedimiento

1. Pesar exactamente entre 50 y 200 mg de muestra en un matraz de 25 ml. Disolver con 1-Butanol y llevar a volumen con el mismo reactivo.

2. Tomar con pipeta 5 ml y colocarlos en un tubo de ensayo seco. Agregar 5 ml del reactivo TBA. Tapar y agitar enérgicamente.

3. Colocar el tubo en el baño termostatizados a 95 ºC.

4. Retirar luego de 2 horas y enfriar bajo corriente de agua durante 10 minutos hasta que alcance temperatura ambiente.

5. Medir la absorbancia de la solución obtenida en cubetas de 10 mm a 530 nm usando agua destilada como referencia.

6. Al mismo tiempo prepara un blanco del mismo modo de la muestra.

Cálculos

Índice TBA = [50 X (A-B)] / M

A : Absorbancia de la muestra 

B : Absorbancia del blanco

50 : factor aplicado si el matraz utilizado es de 25 ml y el ancho de las cubetas de 10 mm

M : masa de la muestra en gramos

NOTAS: 

1. El método no es aplicable a concentrados de fosfolípidos o muestras conteniendo carbohidratos o proteínas que puedan reaccionar con el reactivo TBA o alguna de sus sustancias activas. Para el análisis de dichas sustancias,  la fracción lipídica deberá ser aislada por extracción antes del análisis o las sustancias volátiles activas frente al TBA se aislarás mediante destilación por arrastre con vapor.

2. La absorbancia del blanco no deberá superar el valor de 0,1. De no ser así las causas pueden ser impurezas del 1-Butanol o presencia de agua que genera opalescencia.

3. Las muestras sólidas se deberán fundir a no menos de 10 ºC por encima del punto de fusión. De no quedar totalmente claras se deberán filtrar. Las mantecas se fundirás a 40 ºC y la humedad será retenida con un filtro hidrofílico.

4. Si la absorbancia cae por debajo del rango 0.2 – 0.8, se deberá repetir la determinación con cubetas nuevas o mayor cantidad de muestra.

5. Los formaldehídos pueden ser interferencia.

Cromatografía en capa fina

13) Cromatografia en capa fina

Muestras: tejido adiposos bovino y aceite vegetal.

Tratamiento previo de las muestras: calentar la grasa bovina para inducir oxidación y se acidifica el aceite para inducir la hidrólisis. También puede usarse aceite calentado. Las muestras se proveerán bajo las formas de extractos clorofórmicos.

Reactivos

Eter de petróleo, éter etílico, ácido acético, fluoresceína (ó I2), estándares de triglicéridos y ácidos grasos.

Materiales: Placas de cromatografía en capa delgada de 20 x 20 cm cubiertas con silica gel 60G. Cubas para cromatografía en capa delgada, vaporizador y lámpara de UV (si se emplea fluoresceína).

Determinación

Las cromatografías en capa delgada se realizarán sembrando la muestra (extracto clorofórmico aproximadamente 4 %) sobre un punto de siembra situado a 2 cm del borde, colocando la muestra en una banda de aproximadamente 1 cm de ancho. Sobre ambos lados se sembrarán los estándares correspondientes. Para la siembra se tomará la muestra con un tubo capilar y se depositará sobre la placa lentamente y sin tocar la sílica gel, esperando que el solvente se evapore antes de continuar sembrando. La cromatografía se desarrollará a temperatura ambiente, colocando la placa ya sembrada dentro de una cuba que previamente (1 hora antes) fue cargada con el solvente de desarrollo (éter de petróleo:éter etílico:ácido acético 40:20:1 v/v). El desarrollo toma aproximadamente 1 hora. Una vez finalizada la cromatografía se secan las placas al aire y se ponen en contacto con vapores de yodo) para revelar las manchas. Una alternativa es atomizar sobre ellas 2,3-diclorofluoresceína y luego de secar son observarlas bajo lámpara de UV.

En caso de acoplar cromatografía en fase gaseosa se extrae la capa de sílica gel y se pone en contacto con metanol con 1 % de H2SO4 dentro de un tubo con cierre hermético, durante al menos 1 hora en baño de agua a ebullición. Los ésteres metílicos así obtenidos se extraen con éter etílico y se inyectan en el cromatógrafo gaseoso.

Esquema de cromatografía en capa delgada de tejido adiposo

[image: image3.bmp]
ANALISIS DE LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS

ANALISIS DE LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS

Preparación de la muestra

Llevar la muestra de leche a aproximadamente 20°C y mezclar por trasvase a otro recipiente limpio, repitiendo la operación hasta asegurar una muestra homogénea. Si no se han dispersado los grumos de crema, entibiar la leche en un baño de agua a aprox. 38°C y mezclar hasta homogeneidad. Enfriar a 20°C antes de medir un volumen para analizar (AOAC 16020, 1984).

Caracteres organolépticos (2007): olor, color, sabor, aspecto, presencia de sedimento.

La leche fresca obtenida en circunstancias normales, es de color blanco intenso, completamente opaca, de olor débil y sabor suave, pastoso y débilmente azucarado.

	
	Control
	Tambo
	Entera
	Descremada

	Olor
	Débil
	
	
	

	Color
	Blanco intenso
	
	
	

	Sabor
	Suave, pastoso y débilmente azucarado
	
	
	

	Aspecto
	Opaca
	
	
	

	Presencia de sedimento
	No
	
	
	


Determinación de la densidad

Determinación de la densidad (2007)

Se puede determinar con picnómetro, balanza hidrostática o lactodensímetro, a 15.6°C (AOAC 16021, 1984).

El lactodensímetro está calibrado a 15°C. A temperaturas diferentes (15°C ± 5°C) se puede hacer una corrección sumando o restando 0.0002 a la densidad leída, por cada grado de temperatura respectivamente mayor o menor a 15°C.

Determinación de la composición

Materia grasa (Método de Gerber)

Determinación de la composición

Materia grasa (Método de Gerber) (2007)

Nota: el método de Gerber se utiliza para leche con contenido graso entre 1 a 8% y para leche ácida.

Fundamento: se trata la fracción proteica de la leche en el denominado butirómetro con ácido sulfúrico en caliente, separándose por centrifugación la grasa liberada. La adición del ácido amílico facilita la separación de fases, de manera que, luego de centrifugar, el contenido de grasa se lee directamente en la escala del instrumento.

Procedimiento: Medir con pipeta 10 ml de SO4H2 Gerber (densidad 1.813 - 1.817 a 20°C, aprox. 90%) e introducirlos en un butirómetro para leche, cuidando de no mojar las paredes internas del cuello. Agregar con rapidez 11 ml de leche medidos con pipeta de doble aforo, de manera que forme una capa sobre el ácido sin mezclarse con éste. Agregar inmediatamente 1 ml de alcohol amílico y tapar con el tapón correspondiente. Agitar suavemente pero en forma efectiva, teniendo la precaución de tomar el butirómetro con un repasador, y sujetando el tapón con el pulgar. Verificar que está bien tapado y colocarlo en un baño de agua a 65-70°C durante 5-10 min con el tapón hacia abajo. Retirarlo del baño, secarlo por afuera y centrifugar durante 3-5 min en la centrífuga especial con los tapones hacia afuera. Llevar nuevamente al baño de agua 4-5 min y leer inmediatamente el espesor de la capa de grasa en la parte superior graduada del butirómetro. Por ajuste adecuado del tapón de cierre se puede hacer coincidir la base de la capa de grasa con el cero de la escala. La lectura del menisco da directamente el porcentaje de grasa de la leche.

Determinación de la composición

Extracto seco total y no graso

Extracto seco total (2007)

Procedimiento. Tarar un cristalizador bien limpio y seco de diámetro no menor de 5 cm con 10-15 g de arena calcinada. Agregar 5 ml de leche con pipeta aforada, calentar a baño María 10-15 min. Llevar luego a estufa a 98-100°C hasta peso constante (aprox. 3 h). Enfriar en desecador, pesar rápidamente y expresar el resultado como % de sólidos totales (p/v). (AOAC 16032, 1984, modificado).

Extracto seco no graso

Se obtiene por diferencia entre el valor de extracto seco total y el valor de materia grasa.

Determinación de la composición

Determinación de proteínas en leche por destilación directa. Método de Kofranyi o del Nitrógeno álcali lábil 

Determinación de proteínas

Se pueden emplear el método de Kjeldahl (N x factor 6.38) o el método de Bradford sobre las proteínas precipitadas con ácido tricloroacético (TCA 12%)  y neutralizadas y diluídas en solución alcalina. Otra alternativa es emplear el método de Nitrógeno álcali lábil descrito a continuación:

Determinación de proteínas en leche por destilación directa. Método de Kofranyi o del Nitrógeno álcali lábil. (1950. Milchwissenschafts, 51-54 Vol. 2).

Fundamento. Es un método rápido basado en la liberación de amoníaco cuando la leche es calentada a ebullición en solución alcalina. La mayor parte del amoníaco liberado proviene de la rápida hidrólisis de glutamina y asparagina.
Procedimiento. Colocar en un balón Kjeldahl 10 ml de leche, 20 ml de BaCl2 10 % (usar propipeta) y 70 ml de NaOH 32 %. Destilar durante 6 min (exactamente medidos a partir del inicio de la ebullición), recogiendo sobre 100 ml de BO3H3 2 %. Titular el destilado con SO4H2 0.1N, usando como indicador 6 a 8 gotas de una solución 0.016 % de rojo de metilo y 0.083 % de verde de bromocresol en alcohol. Calcular el porcentaje de proteína (p/p) utilizando una curva de calibración que relaciona el % proteínas con los ml de SO4H2 0.1N gastados.

Curva de calibración: se obtiene siguiendo el procedimiento anterior pero con muestras de leche con contenidos de proteína conocidos. Para obtener las distintas muestras de leche se parte de una leche entera a la que se le midió el % de proteínas por el método de Kjeldhal; con esta leche se hacen diluciones o se agrega caseína para obtener las concentraciones proteicas deseadas. El contenido de proteínas que cubra el rango de la curva de calibración, debe ser de 1 a 4 % (p/v). 

NOTA: Actualmente los análisis en leche se realizan siguiendo la metodología especificada en las normas IDF, de la Federación Internacional de Lechería (FIL). Para la determinación del contenido de proteínas se utiliza el método de Kjeldhal, utilizando ácido bórico para recoger el destilado. 

Determinación de la composición

Determinación de Lactosa

Determinación de Lactosa (2007)

La determinación de lactosa según la AOAC también se puede realizar por método espectrofotométricos (16051, AOAC, 1984) o enzimáticos (16059, AOAC, 1984).
Procedimiento. Colocar en un matraz de 100 ml, 10 ml de leche exactamente medidos, diluir con 60-80 ml de agua destilada, agregar 5 ml del reactivo de Courtonne (subacetato de plomo al 30 %), agitar enérgicamente y llevar a 100 ml con agua destilada; homogeneizar y filtrar por papel. Valorar la lactosa en el líquido filtrado utilizando el método de Fehling-Causse-Bonnans.

Valoración por el método de Fehling-Causse-Bonnans modificado (AOAC 1965, p. 495) a) Valoración del reactivo: En un erlenmeyer de 250 ml de capacidad se colocan exactamente 10 ml de reactivo FCB, 30 ml de agua destilada y 2 o 3 trozos de porcelana porosa y se calienta a ebullición. Una vez alcanzada ésta, se comienza a agregar desde la bureta la solución patrón de azúcar a una velocidad de goteo controlada (medirla) evitando interrumpir la ebullición. Cuando la coloración azul del reactivo disminuye de intensidad o alcanza un tono celeste verdoso, se agregan 3 gotas de la solución acuosa de azul de metileno y se continúa con el agregado de solución patrón, gota a gota, hasta decoloración. La primera gota que torna a amarillo oro parte de la solución indica el punto final. Se debe realizar esta valoración por duplicado.


Deben gastarse alrededor de 5-6 ml de la solución patrón para decolorar 10 ml de reactivo de FCB. Si el volumen gastado cae fuera de estos valores hay que modificar la velocidad de adición hasta lograr el valor indicado. La velocidad de goteo encontrada como óptima será la empleada al valorar las soluciones problema.

b) Valoración de glúcidos solubles reductores: Se titulan 10 ml de reactivo FCB según el procedimiento seguido en a) pero esta vez cargando la bureta con la solución de azúcares solubles obtenida a partir de la muestra (filtrado). El gasto de esta valoración debe estar comprendido entre 3 y 8 ml, si no es así hay que modificar la concentración de la solución de azúcares.

Nota 1: Es conveniente que el agregado de solución de azúcares (patrón y problema) se haga al principio a razón de 1 gota/seg y después del agregado de azul de metileno, a 1 gota/3 seg.

Nota 2: Se debe tener sumo cuidado en la observación del punto final de la titulación, pues la coloración amarilla cambia rápidamente a parda.

c) Glúcidos solubles reductores previa hidrólisis ácida: En vaso de precipitado de capacidad conveniente, se colocan 50 ml del filtrado preparado para determinar glúcidos directamente reductores (punto b), se agregan 1-2 ml de HCl puro ((:1,19), se lleva a baño María por espacio de 30 min, se neutraliza con solución de NaOH o con NaHCO3 sólido y se lleva al volumen inicial (50 ml) con agua destilada. Filtrar y en el líquido filtrado valorar los azúcares reductores mediante la técnica descripta en b).

Cálculo: Los glúcidos directamente reductores se expresan comúnmente en porcentaje de glucosa y los no reductores (calculados a partir de la diferencia c-b) son expresados en porcentaje del disacárido mayoritario, multiplicando por el factor correspondiente.

Considerar las siguientes equivalencias al efectuar los cálculos:

50 mg glucosa ~ 66 mg lactosa anhidra ~ 69.5 mg lactosa hidratada

Control del estado de conservación

Control del estado de conservación

Determinación del pH (2007)

Procedimiento. Poner un volumen adecuado en un vaso precipitado y medir el pH en un pHmetro previamente calibrado.

Estabilidad frente al agregado de alcohol

Procedimiento. Colocar 2 cm3 de leche en un tubo de ensayos y agregar igual volumen de etanol 70%. Agitar y observar si coagula.

Acidez (2007)

Procedimiento. Medir exactamente 20 ml de muestra o pesar con exactitud alrededor de 20 g. Colocar en un erlenmeyer de 250 ml. Diluir con aproximadamente 2 veces su volumen con agua destilada libre de CO2 (para eliminar el CO2 hervirla 5 min y enfriarla evitando la incorporación de aire). Agregar 2 ml de fenoftaleína al 1% (solución de fenoftaleína 1% en etanol de 95% v/v), y titular con NaOH 0.1 N hasta color rosa débil pero persistente. Expresar los resultados en % en ácido láctico p/p (AOAC 16023, 1984). 

NOTA: La acidez de la leche puede expresarse también en grados Dornic (ver Problema 1 de la guía de Seminarios de LECHE). 

Ensayo del azul de metileno. Reductasimetría (2007)

Procedimiento. Trabajar en condiciones de esterilidad y evitar la exposición a la luz solar. Colocar en un tubo de ensayo ancho (aprox. 3-4 cm de diámetro) 40 ml de leche cuidando de no mojar un costado de la pared interior del tubo. Agregar 1 ml de solución de azul de metileno sin que la punta de la pipeta entre en contacto con la leche. Tapar el tubo con un tapón de algodón y colocarlo en un baño de agua a 37-38°C. El nivel de agua en el baño debe exceder al de la leche en el tubo. Medir el tiempo en que se produce decoloración total o hasta 5 mm de la superficie.

La leche se clasificará según la siguiente tabla:

1.- Muy mala: se decolora antes de los 20 min.

2.- Mala: se decolora entre 20 min y 2 h.

3.- Mediocre: se decolora entre las 2 h y 5 h.

4.- Buena: conserva el color por más de 5 h.

NOTA: La solución de azul de metileno se prepara disolviendo azul de metileno en alcohol de 96° hasta saturación, y diluyendo 5 ml de esta solución con 195 ml de agua destilada estéril. Descartar después de 2 meses. No exponer a la luz..

Ensayo de la fosfatasa alcalina

Procedimiento. El ensayo consiste en incubar la muestra con un sustrato de la enzima en condiciones de temperatura y pH adecuados para la reacción enzimática. El producto final se detecta por una reacción colorimétrica. Debe hacerse un ensayo en blanco en las mismas condiciones pero con la misma leche previamente hervida y enfriada.

El ensayo se llevará a cabo con un kit de Wiener Lab, según se indica en el siguiente protocolo:

Sustrato, fenilfosfato de sodio. Cada comprimido contiene 24 moles de sustrato y se disuelve en 6.5 ml de buffer CO3=/CO3H- .

Reactivo diazo, naftalen-1,5 disulfonato de la sal de diazonio del 5-nitro-2-amino anisol. Cada comprimido contiene 4.5 mg de reactivo y se disuelve en 4.5 ml de agua destilada.

BUFFER: 46.9 g de CO3Na2, 37.2 g CO3HNa y agua destilada, cantidad suficiente para 1 litro.

	
	Muestra
	Blanco

	Leche
	2 ml
	--

	Leche calentada 1 min a 80-90°C
	--
	2 ml


                       Dejar 10 min a 37-44°C

	Sustrato
	2 ml
	2 ml


tapar el tubo y agitar por inversión varias veces. Dejar 10 min a 37-44°C. Hervir y enfriar.

	Reactivo diazo
	1 ml
	1 ml


Coagulación de la leche

1.- COAGULACION ENZIMATICA DE LA LECHE

a. Medida de la actividad coagulante

Recuerde que la actividad es una medida de velocidad, estará dada por la acción catalítica de la enzima sobre un sustrato, en este caso estamos viendo el efecto de la renina sobre la kapa-caseína.

La mezcla de incubación se prepara con 2.0 ml de leche, 0.2 ml de Cl2Ca 0.1 M, en el momento de agregar la solución de enzima (0.3ml) debe contabilizar el tiempo. 

La temperatura de trabajo será de 37°C.

Se mide el tiempo necesario para que comience la coagulación, que se detecta por agitación de la mezcla de incubación con una varilla de vidrio, inclinando el tubo. Se eleva la varilla sobre el nivel del líquido, rozando la pared del tubo y se observa en el líquido que cae sobre la pared, la aparición de pequeños coágulos.

Mezcla de reacción:

2.0 ml Leche






0.2 ml Cl2Ca 0.1 M






0.3 ml Enzima

En este caso particular, usted no detendrá la acción de la enzima, simplemente definirá el tiempo en que ha comenzado la coagulación.

La medida de actividad coagulante de la leche será expresada directamente como el tiempo de coagulación requerido para los 2ml de leche ensayados.

b. Efecto de la variación de la concentración de enzima en el tiempo de coagulación.

Tiempo de coagulación con diferente concentración de coagulante

Recuerde que al ser el tiempo de coagulación una medida indirecta de la actividad de la enzima, más específicamente podemos decir que es inversamente proporcional, podemos observar cual será el efecto de la concentración de la enzima en los tiempos de coagulación. Como se esta trabajando a concentración de sustrato saturante y se fija el tiempo en que aparece el coagulo, se puede decir que la variación en el tiempo esta relacionado con la variación en la concentración de enzima.

Procedimiento. Trabajara con cuatro mezclas de reacción a 37°C, colocando en cada tubo un volumen diferente de solución enzimática (coagulante), hasta un volumen máximo de 0.3 ml. La mezcla de reacción es equivalente a la del punto a., con un volumen final de 2.50 ml. El volumen se completa con KCl 0.15 M. La solución enzimática (coagulante) se agrega en último término e inmediatamente se incuban los tubos y se contabiliza el tiempo. A continuación tiene una tabla donde se resumen las 4 mezclas de reacción.

	
	Mezcla 1
	Mezcla 2
	Mezcla 3
	Mezcla 4

	Leche (ml)
	2.00
	2.00
	2.00
	2.00

	Cl2Ca 0.1 M
	0.20
	0.20
	0.20
	0.20

	KCl 0.15 M (ml)
	0.30
	0.20
	0.10
	0.00

	Enzima (ml)
	0.00
	0.10
	0.20
	0.30


Se miden los tiempos de coagulación para cada mezcla de reacción, que deberán estar en el rango de 1 a 30 min. Si no fuera así, se deberá repetir la serie, modificando las cantidades de solución coagulante. 

Graficar el tiempo de coagulación en función de la cantidad de solución de enzima. Haga una interpretación de estos resultados.

c. Observación de las dos etapas del proceso de coagulación

Recuerde que se ha propuesto un mecanismo en dos etapas para que ocurra la coagulación, en este caso deberá interpretar los protocolos y analizar los resultados.

Preparara mezclas de reacción, con concentraciones diferentes de enzima, con temperaturas de incubación diferentes y con agregado de CaCl2 en momentos diferentes. En todos los casos se medirán los tiempos de coagulación de cada tubo.

Las mezclas 1 y 2 serán los controles que utilizara para el estudio. Las mezclas 3 y 4 le permitirán estudiar la inactivación de la enzima por efecto de la baja temperatura, ya que deberá incubar ambas mezclas a 0oC durante 2 horas y posteriormente llevar a 37oC. Las mezclas 5 y 6 le permitirán estudiar el efecto del agregado de calcio, ya que deberá incubar ambas mezclas en ausencia de cloruro de calcio durante 30 minutos y a partir del agregado del mismo contabilizara el tiempo de coagulación.

	
	37oC
	0oC (2h) / 37oC
	37oC

	
	Mezcla 1
	Mezcla 2
	Mezcla 3
	Mezcla 4
	Mezcla 5
	Mezcla 6

	Leche (ml)
	2.00
	2.00
	2.00
	2.00
	2.00
	2.00

	Cl2Ca 0.1 M
	0.20
	0.20
	0.20
	0.20
	30min 0.2ml
	30min 0.2ml

	KCl 0.15 M (ml)
	0.20
	0.00
	0.20
	0.00
	0.2
	0.0

	Enzima (ml)
	0.10
	0.30
	0.10
	0.30
	0.1
	0.3


Haga un análisis de los resultados obtenidos para los pares de mezclas de reacción, identificando con ellos el mecanismo propuesto para el proceso de coagulación.

2.- COAGULACION ACIDA DE LA LECHE. CINETICA DE ACIDIFICACION DE LA LECHE POR ACCION BACTERIANA.

Procedimiento. Preparar una mezcla de incubación con 100 ml de leche y 5 ml de inóculo. Fraccionar la mezcla en 8 tubos estériles, poniendo 5 ml exactos en cada tubo. Incubar a 42°C. Cada 30 min sacar un tubo y valorar la acidez con NaOH 0.1N. 
NOTA: El inóculo bacteriano debe ser un cultivo fresco en fase estacionaria temprana, con 108 UFC/ml. El fermento para yogur debe tener una proporción 1:1 de Streptococcus termophilus y Lactobacillus bulgaricus.
COMPONENTES POTENCIALMENTE PERJUDICIALES EN ALIMENTOS

FACTOR ANTITRÍPTICO

COMPONENTES POTENCIALMENTE PERJUDICIALES EN ALIMENTOS

FACTOR ANTITRÍPTICO

1- Determinación de la actividad ureásica

Reactivos necesarios: 

· Buffer Fosfato 0.1M pH=7 

· Urea 3% (en buffer fosfato 0.1 M pH=7)

Muestra: harina de soja cruda y calentada 30 y 60 minutos a 180°C aproximadamente.

Determinación: Colocar 200 mg de harina en 10 ml de solución de urea 3% y llevar a baño de agua a 30°C durante 30 min. Retirar del baño, esperar 5 min y medir el pH.


Realizar un control colocando 200 mg de harina de soja en 10 ml de buffer fosfato pH=7 (sin urea). Se considera resultado positivo si el pH se eleva (de 7 a 9.2)


2- Determinación de factor antitríptico

Reactivos necesarios: 


· Enzima: Tripsina 4 mg/200 ml HCl 0.001 M

· Sustrato: BANPA 40 mg/ml en dimetilsulfóxido. Tomar 1 ml de esta solución y disolver en 100 ml de buffer Tris* llevado a 37°C

BANPA: N-benzoil-DL-Arginina-p-Nitroanilida

Buffer Tris*: Buffer Tris 0.05M, pH 8.2 conteniendo CaCl2. Disolver 6.05 g tris y 2.94 g CaCl2.H2O en 900 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 8.2 con AcH, y llevar a 1000 ml con agua destilada. 

· AcH 30% 

Muestra:
1 g harina de soja/50 ml de agua destilada. Agitar durante 60 min con buzo magnético. Dejar sedimentar y filtrar. Realizar diluciones entre 1:1000 y 1:10000.

Se utilizará harina de soja cruda y calentada 30 y 60 min a 180°C aproximadamente.

Determinación:



Colocar en sendos tubos de ensayo, adecuados para medir DO posteriormente:

Muestra*
     
   -
150
250
350
450
(l

AD



500
350
250
150
  50 
(l


Enzima

500
500
500
500
500
(l


Llevar todo a baño a 37°C y una vez termostatizado agregar:

Sustrato a 37°C
1250
1250
1250
1250
1250
(l


Mantener a 37°C durante 30 min y luego detener la reacción agregando:

AcH 30%

250
250
250
250
250
(l


Leer la DO a 410 nm (color amarillo) llevando a cero con AD

Muestra*: Dilución adecuada: aquella que logra una inhibición del 40-80% de la enzima (menor desviación estándar). Se preparan varias diluciones de la muestra y se toma la que da dicha inhibición.

Blanco: a 500 (l de muestra se agregan 1250 (l de sustrato y 250 (l de AcH 30%, y por último 500 (l de enzima. El valor de DO obtenido debe restarse de los valores de DO medidos.  

Cálculos: 


1 Unidad de Tripsina (UT) equivale a un incremento de 0.01 DO a 410 nm/10 ml mezcla de reacción


Unidades de Inhibidor de Tripsina (UIT) = DOsin muestra – DOMuestra

Se expresa por ml de extracto o mg de proteínas del extracto.

Determinación de la digestibilidad in vitro de proteínas de distinto origen

 Determinación de la digestibilidad in vitro de proteínas de distinto origen

Objetivo: Determinar la digestibilidad in vitro de proteínas de leche y de jugo de soja. 

Protocolo experimental: Se utilizará quimotripsina como proteasa, el pH de las muestras se mantendrá entre 6 y 8 con NaOH (verifique previamente el pH de , controlando el pH con pHmetro. Termostatizar a 37°C. 


Digestión. A dos alicuotas de 5 ml (tubo de vidrio) de muestra termostatizada se le agrega quimotripsina en forma en sólido hasta concentración final de 1 y 0,5 g/l respectivamente; disolver por inversión del tubo. 

Incubar a 37°C durante 2 hs con agitación periódica (cada 30 min). 


Detención de la reacción enzimática: A distintos tiempos de incubación (30, 60, 90, 120 min) se toman alícuotas de 0,5 ml y agregan sobre un tubo eppendorf conteniendo 1ml de TCA 12% (para obtener una concentración final de 8%).

Para obtener el tiempo cero de reacción se agregan 0,5 ml de la muestra sin enzima a un tubo eppendorf conteniendo 1 ml de TCA 12%.


Separación del sobrenadante: por centrifugación 5 min a 10.000xg y temperatura ambiente. Reservar el sobrenadante para las determinaciones de los aminoácidos aromáticos mediante el método de Hull.

Determinación de aminoácidos aromáticos por el método de Hull

Reactivos necesarios:     todos los reactivos deben estar a una T° > 30°C

· Rvo FC (Folin-Cicoltou): 1 volumen de FC (ácido fosfomolibdico-ácido fosfotungstico) + 2 volúmenes de AD

· CO3Na2  15% + Hexametafosfato sódico 2%

Técnica:

Tomar 0.5 ml de sobrenadante en un tubo de vidrio y agregar 1 ml de CO3Na2-Hexametafosfato y esperar 5 min. Luego agregar 0.3 ml de Rvo FC. Luego de 5 min medir la absorbancia a 650 nm. Graficar DO versus tiempo y comparar con la curva de calibración. Recuerde que las determinaciones deben de ser por duplicado.

Curva de calibración (0 – 20%p/v tirosina):

Preparar un stock de tirosina 20%p/v en agua destilada, preparada con un día de anticipación, preparar soluciones de diferente concentración y agregar el volumen necesario de TCA 12% como para tener una concentración final de 8%. Centrifugar. Seguir la técnica descripta anteriormente. 

ANÁLISIS DE BEBIDAS ALCOHÓLICAS - VINOS

ANÁLISIS DE BEBIDAS ALCOHÓLICAS - VINOS

Según el Código Alimentario Argentino, se entiende por vinos genuinos, los obtenidos por fermentación alcohólica de la uva fresca y madura, o del mosto de la uva fresca, elaborados dentro de la misma zona de producción.

Entre las alteraciones más importantes pueden mencionarse la acetificación, el torcido y el casse férrico. La adulteración más frecuente es el aguado.

Preparación de la muestra: Eliminar el gas trasvasando a un vaso. Filtrar el vino si es necesario, y determinar inmediatamente peso específico y aquellos ingredientes sujetos a variación, como alcohol, azúcares y ácidos.

Caracteres organolépticos: (AOAC, pág. 220, 1984)

Anotar las siguientes características:

· Si el recipiente está lleno.

· Apariencia: brillante o turbio y presencia o no de sedimento.

· Condiciones al abrirlo: si es gaseoso, carbonatado o no contiene gases.

· Color e intensidad del color.

· Sabor: si es seco o dulce, típico del vino o extraño o ácido.

Peso específico:

Se puede determinar con un picnómetro o con balanza hidrostática.

Con picnómetro: (AOAC, pág. 176, 1984): Llenar un picnómetro limpio con agua destilada, tapar y sumergir en un baño de agua a temperatura ambiente, con el nivel del agua del baño por encima de la marca graduada del picnómetro. Luego de 30 min. Sacar la tapa y enrasar con un tubo capilar. Secar con un hisopo o papel de filtro el interior del cuello del picnómetro, tapar, y sumergir en el baño a temperatura ambiente durante 15 min. Sacar el picnómetro, secar, esperar 15 min. y pesar. Vaciar el picnómetro, enjuagar con acetona y secar con aire caliente o a temperatura ambiente. Dejar que llegue a temperatura ambiente, tapar y pesar. Proceder de igual forma con la muestra.

   Peso específico = peso muestra/peso agua destilada

Grado alcohólico: (AOAC, pág. 220, 1984, modificado)


El grado alcohólico de una bebida es el contenido de alcohol etílico expresado en volumen de alcohol por 100 ml de bebida, o en gramos de alcohol por 100 ml de bebida si se expresa como grado alcohólico en peso. Los métodos de determinación se basan en la destilación del alcohol etílico y otros componentes volátiles (metanol, alcohol isopropílico, aldehídos, ésteres) el enrase a un volumen determinado y la medida de la densidad o el índice de refracción.


Medir 100 ml de vino con matraz aforado. Anotar la temperatura. Trasvasar a un balón de 300-500 ml, enjuagar el matraz 2 veces con ~5ml de agua destilada por vez trasvasando siempre al balón. Conectarlo a través de una trampa y un tubo acodado a un refrigerante descendente y destilar unos 70 ml. La aparición de espuma se puede evitar con el agregado de un antiespumante (siliconas). A los vinos que contienen cantidades altas de ácido acético se les debe agregar 1gr de  CaCO3  para fijar los ácidos volátiles (no es necesario en vinos de olor y sabor normal).  Llevar a volumen con agua destilada en el mismo matraz original, y a la misma temperatura, y determinar densidad como en el punto anterior. Buscar en tablas el grado alcohólico correspondiente.

Extracto seco: (Normas Oficiales del Ministerio de Hacienda)


La composición de las materias no volátiles del vino obliga a normalizar el método de determinación para obtener resultados reproducibles. La volatilización parcial de la glicerina y la descomposición por calentamiento de la fructosa son las principales razones para adoptar este criterio.


Medir 10 ml de vino con una pipeta de doble aforo, colocarlos en un cristalizador de vidrio de fondo plano tarado, que debe tener un diámetro de 6,2 a 6,5 cm , una altura de 1,8 a 2,0 cm  y un espesor de las paredes de 1,0 a 1,5 mm. Colocar el cristalizador en un baño de agua hirviendo durante 80 min, y llevarlo enseguida a estufa a 100-105°C, dejándolo 30 min. Dejar enfriar en desecador y pesar. Cuando se trate de vinos que contengan más de 60 gr por litro de extracto seco se deberán dejar en estufa 60 min.

Azúcares reductores: (Normas Oficiales del Ministerio de Hacienda)


Agregar a 45 ml de vino medidos en probeta, 5 ml de solución concentrada de acetato básico de plomo 25% y 0,5 gr de carbón activado, mezclar bien por agitación y filtrar por papel recogiendo el líquido en un recipiente seco.


Para titular los azúcares reductores por el método de Fehling-Causse-Bonnans, es necesario que la concentración de azúcares esté comprendida entre 3 y 10 gr por litro. Teniendo en cuenta que el extracto seco del vino menos el contenido en azúcares reductores da un valor aproximadamente constante, se calcula la dilución conveniente en base al dato de extracto seco. Se puede utilizar para el cálculo de dilución la siguiente tabla:

	Extracto seco (g/l)
	Azúcar probable (g/l)
	Dilución

	Hasta 30
	0-10
	---

	30-40
	10-20
	½

	40-70
	20-50
	1/5

	70-125
	50-100
	1/10

	125-300
	100-275
	1/25


La titulación se realiza de la manera descripta en la guía de Análisis de un alimento. Si en la titulación se gastan más de 25 ml de vino, indicar el resultado como: azúcares reductores: menos de 1,8 g/l.

Acidez total:


Eliminar el CO2 si está presente, por alguno de los métodos siguientes: 1) colocar 25 ml de muestra en un pequeño erlenmeyer y conectarlo a una trompa de aspiración de agua. Agitar 1 min con vacío. 2) Colocar 25 ml de muestra en un pequeño erlenmeyer, calentar a ebullición incipiente y mantener 30 seg., agitar y enfriar. El anhídrido carbónico y el anhídrido sulfuroso libre y combinado no están comprendidos en la acidez total.

Para la determinación de acidez, medir 10 ml de vino con pipeta de doble aforo y colocarlos en un erlenmeyer de 150-200 ml de capacidad. Titular con solución de NaOH  0,1N. El punto final se apreciará de la siguiente forma:

- Vinos blancos: empleando como indicador 5 gotas de fenolftaleína en solución alcohólica al 1%.  Se dará por terminada la titulación cuando el líquido adquiera un color rosado persistente.

- Vinos tintos: se considera terminada la titulación cuando se observa un enturbiamiento, o cuando el color del vino vire a verde.

Expresar la acidez total en gramos de ácido tartárico por litro. (PMTartárico = 150)

Acidez fija:


Colocar en un vaso de precipitado 20 ml de vino, medidos con pipeta de doble aforo, evaporar a baño María hasta consistencia siruposa, agregar 10 ml de agua destilada y volver a evaporar. Disolver el residuo en unos 100 ml de agua destilada y titular de la misma forma que la acidez total. Expresar la acidez fija en gramos de ácido tartárico por litro. (PMTartárico = 150)

Acidez volátil:


Se obtiene restando el dato de acidez fija al de acidez total. Se expresa el resultado en gramos de ácido acético por litro de vino. (PMAcH = 60.05)

Sulfatos: determinación semicuantitativa.


El contenido máximo de sulfatos que se permite en un vino es de 1,2 g/litro, expresado como K2SO4. El ensayo se realiza agregando a un volumen determinado de vino una solución de BaCl2 que alcance para precipitar la cantidad de sulfatos que corresponde al máximo permitido. Luego se filtra y se agrega más BaCl2. Si la concentración de sulfatos excede la permitida, se produce un nuevo precipitado.

Reactivos:

- Solución de BaCl2: disolver en caliente 3,364 gr de BaCl2.2H2O en 40 ml de agua destilada, enfriar y llevar a 50 ml. Agregar 25 ml de HCl conc. Llevar a 1 litro en matraz.

- Solución de K2SO4 al 1,2%, p/v.

- Solución de Acido sulfúrico 10%.

Controlar previamente la solución de BaCl2: poner 1 ml de solución de sulfato de potasio en un tubo de ensayo, agregar 5 ml de solución de BaCl2 y llevar 10 min a baño de agua hirviendo. Dejar decantar y filtrar. Tomar 1 ml del filtrado y agregar 1 ml de ácido sulfúrico 10%. Tomar nuevamente otro ml del filtrado y agregar 1 ml de BaCl2. No debe observarse opalescencia en ninguno de los dos tubos.

Para la determinación colocar en un tubo de ensayo 10 ml de vino y 5 ml de solución de BaCl2. Mezclar bien, calentar 10 min en baño de agua hirviendo y dejar reposar. Decantar el líquido límpido en dos tubos de ensayo. A uno de ellos agregar 1 ml de solución de BaCl2. Si se produce un enturbiamiento indica que el vino contiene sulfatos en mayor cantidad que 1,20 gr de K2SO4 por litro. Al otro tubo agregar 1 ml de ácido sulfúrico al 10%; un enturbiamiento indica que la muestra contiene sulfatos en menor cantidad que la mencionada.

Dióxido de azufre:


El dióxido de azufre que se utiliza en la elaboración del vino para controlar contaminaciones indeseables, puede encontrarse como tal, como sulfito o bisulfito de sodio (dióxido de azufre libre) o bien formando compuestos con los aldehídos del vino (dióxido de azufre combinado).

Dióxido de azufre libre: En un erlenmeyer de 100 ml colocar 50 ml de vino, que se dejarán caer desde una pipeta de doble aforo cuya extremidad se mantiene muy cerca del fondo. Agregar 5 ml de ácido sulfúrico diluido (1:3) y 3 ml de engrudo de almidón 2%. Titular enseguida por medio de una bureta y agitando continuamente una solución de yodo 0,02N, procurando que la operación sea rápida, hasta obtener una coloración azul persistente a la agitación.

    mg SO2  libre/litro de vino = ml solución de yodo 0,02N gastados en la titulación x 12,8.

Dióxido de azufre total: en un erlenmeyer de 250 ml introducir 25 ml de solución de KOH 1N y 50 ml de vino, éste último con pipeta de doble aforo, cuya extremidad debe estar sumergida en la solución alcalina. Dejar reaccionar 15 min, agregar 10 ml de ácido sulfúrico diluido (1:3) y 3 ml de engrudo de almidón al 2%. Titular con solución de yodo 0,02N en la forma indicada en la determinación anterior. Los cálculos se realizan de la misma manera.


Cuando se trata de vinos tintos o claretes, en los que es algo difícil apreciar el punto final, se puede usar una piedra de toque, colocando en las concavidades de la misma una gota de la solución de almidón y sacando del líquido, después de cada agregado, una gota con una varilla, hasta que aparezca la coloración azul violácea.

Dióxido de azufre combinado: se obtiene restando al dióxido de azufre total el valor correspondiente al dióxido de azufre libre.

Colorantes: 


Ver el trabajo práctico de colorantes.

Observación microscópica:


Extraer con una pipeta del fondo de la botella un poco de vino y colocarlo en un tubo de centrífuga. Centrifugar a no más de 100 rpm durante 3 min y observar el sedimento al microscopio. 

Fuente: Guía Práctica de Análisis Bromatológicos, Dr. O. Valenciano, Ed. Hasa (1946)
Determinación y Análisis de Suelo
Materia Orgánica en suelo (MOT)
1.- pesar 1 g de suelo y colocarlo en un erlenmeyer de 250 ml

2.- Trabajar en la campana extractora de gases

3.- Agregar 10 ml de Dicromato de Potasio 1N y 20 ml de ácido sulfúrico concentrado (95-97%)

4.- dejar reaccionar durante 10 minutos

5.- detener la reacción con 100 ml de agua destilada

6.- dejar reposar durante 2 horas para que decante el suelo

7.- Leer el sobrenadante en espectrofotómetro a 610nm

Cálculos:



(MO/1,72) * 10 = C orgánico g/Kg

Sustancias Húmicas del Suelo

1.- Pesar 3 g de suelo y colocarlos en tubos

2.- Agregar 60 ml de NaOH 0.1M en cada tubo y  tapar con tapón de goma (hermético)

3.- Agitar las muestras mecánicamente durante 4 horas

4.- Dejar reposar 24 horas

5.- Extraer 20 ml del sobrenadante en un erlenmeyer y determinar materia orgánica (Sustancias Húmicas)

6.- Extraer 30 ml del sobrenadante remanente y llevar a pH 2 con ácido sulfúrico concentrado (95-97%)

7.- Dejar reposar en la heladera durante 24 horas

8.- Extraer 20 ml del sobrenadante en un erlenmeyer y determinar materia orgánica (ácidos Fúlvicos) 

Determinación de Materia Orgánica

1.- Secar el líquido en plancha sin quemar

2.- Trabajar en campana extractora de gases. Agregar 10 ml de dicromato de potasio 1N y 20 ml de acido sulfúrico concentrado (95-97%)

3.- dejar reaccionar por 10 minutos

4.- Cortar la reacción con 100 ml de agua destilada

5.- Leer en espectrofotómetro a 610nm

Cálculos:



Ácidos Húmicos (%) = Sustancias Húmicas (%) – ácidos Fúlvicos (%)

Producción de CO2 del Suelo en Laboratorio

Preparación de la muestra:

1.- Pesar 20g de suelo y colocarlo en un frasco de vidrio con cierre hermético (volumen aproximado 350-400cc)

2.- Ajustar la humedad del suelo hasta 60% de la capacidad de campo (condiciones de campo, 20gr de suelo y 3mm de agua)

3.- Colocar 15 ml de NaOH  0,2N en una cubeta (para eliminar el CO2)

4.- Colocar una cubeta dentro del frasco con suelo y cerrarlo herméticamente (se le pone un plástico entre la boca y la tapa)
5.- Incubar a 28 – 30oC durante 7 días.

6.- Transferir la solución de la cubeta a un erlenmeyer

7.- Agregar 1 ml de Cl2Ba al 2% y una gota de fenolftaleína
8.- Titular con ClH 0,2N

Preparación del Blanco

1.- Colocar en un frasco sin suelo una cubeta con 15 ml de OHNa 0,2N y cerrarlo herméticamente.

2.- Incubar entre 28 – 30oC durante 7 días

3.- transferir la solución de la cubeta a un erlenmeyer

4.- agregar 1 ml de  CL2Ba al 2% y una gota de fenolftaleína

5.- Titular con ClH 0,2N

Cálculos:

((B-Trat)*4,4)/pS = mg CO2/7días/g de suelo

pS: peso suelo

B: ml de ClH 0,2N gastados para titular el blanco

Trat: ml de ClH 0,2N gastados para titular la muestra

4,4: Factor de conversión entre CLH y CO2, que se origina del siguiente calculo:


HCl equivale a CO2/2


HCl 0,2N = HCl/5 equivale a CO2/2 * 5

Peso molecular de CO2 = 44


Por lo tanto


HCl 0,2N = 44/10= 4,4

Las reacciones químicas que se producen son las siguientes:

CO2 + 2 OHNa                                        CO3Na2 + H2O

2 OHNa + Cl2Ba                                      2 ClNa + (OH)2Ba

CO3Na2 + Cl2Ba                                     2 ClNa + CO3Ba

(OH)2Ba + 2ClH                                      Cl2Ba + 2 H2O

Punto de siembra


fosfolípidos





Ésteres de colesterol





Diglicéridos





Ácidos grasos libres





Triglicéridos
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