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EXACTAS:

Departamento de Quimica Organica
Ref. EX-2025-01613257- -UBA-DMESAH#FCEN

En la Ciudad Auténoma de Buenos Aires, el dia 14 de agosto de 2025 se expone en cartelera digital el tema para la prueba de
oposicién del Concurso para proveer 6 ayudantes de segunda DP area QMA, Departamento de Quimica Organica (Res. CD N°
880/25)

Las/os postulantes deberan exponer en pizarrén (con marcador), eligiendo entre los siguientes temas (durante 10 minutos, mas 10
minutos adicionales de preguntas) el siguiente tema:

“‘Determinacion de hidroximetilfurfural (HMF) en miel por HPLC’
de la guia de laboratorio de la materia Quimica de Alimentos (LCTA) o de la materia Bromatologia (Lic. Cs. Quimicas).

CRONOGRAMA DE EXPOSICION ESTIMADO - DiA 21/8/25

(PRESENTARSE 30 MINUTOS ANTES)

Orden Apellido y Nombres Documento HORARIO
1 ANDRADA, Alejo 41391817 9:20
2 BERNHARDT, Marianne Jazmin 42102261 9:40
3 CIRIGLIANO, Camila 41234227 10:00
4 DI MASSO, Candida Maria 43994322 10:20
5 FOLS, Julian Andrés 44795614 10:40
6 MARCOVECCHIO DUMON, Martina 43570673 11:00
7 MARTINEZ, Victoria Rocio 43323634 11:20
8 ORTELLADO, Facundo Guillermo 43314440 11:40
9 SARABIA, Fiorella Noeli 43506772 12:00
IMPORTANTE

Las exposiciones son PRESENCIALES en el AULA SEMINARIO del Departamento de Quimica Organica, excepto quienes hayan
enviado constancia de su estadia a méas de 500 km (*) 6 situacién evaluada por el Jurado previamente.
El postulante que realice su prueba de oposicion virtual, debera proveerse de una pizarra de escritura manual, de forma tal que en
el zoom pueda simular su prueba en un pizarron de aula con marcador. La exposicion sera de forma oral y sincrénica a través de la
plataforma Zoom. Se requerira tener la camara y micréfono encendidos durante toda la presentacidn y preguntas segun el siguiente
procedimiento:

1. El postulante debera unirse con los siguientes datos:

DATOS DE ACCESO DATOS DE ACCESO ALTERNATIVO
https://exactas-uba.zoom.us/my/go.aula02 https://exactas-uba.zoom.us/my/qo.aula02

ID reunion go.aula02 ID de reunidn: 7055974618

Password: exactas20 Codigo de acceso: exactas20

2. Deberan nombrarse con APELLIDO, Nombre/s.
Una vez que el jurado lo incorpore a la sala exhibir su DNI'y luego comenzar su exposicion. Una vez finalizada la prueba/preguntas
debera salir de la sala.

B En caso de necesitar justificadamente un cambio de franja horaria, debera comunicarlo a los Jurados (antes del 18/8/25) via
e-mail: concursos.si@qo.fcen.uba.ar con el comprobante que lo certifique.

M En caso de NO PRESENTARSE a la prueba de oposicion debera informar (antes del 18/8/25), via e-mail a
concursos.si@aqo.fcen.uba.ar su renuncia.

DOS SANTOS, CRISTINA ISABEL GLIEMMO, MARIA FERNANDA CAGNONI, ALEJANDRO JAVIER
JURADO TITULAR JURADO TITULAR JURADO TITULAR

/l
)
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REGIMEN DE APROBACION DE LA MATERIA

- Lacursada de los trabajos practicos incluye problemas y explicaciones de métodos
de andlisis y trabajos de laboratorio. Requieren la asistencia obligatoria.

- Se permitird un méximo de 2 (dos) ausentes a las clases préacticas durante todo el
cuatrimestre. La asistencia se tomara a los 15 minutos del horario del inicio del
turno; en caso de llegar mas tarde el alumno podra asistir a la clase, pero sera
considerado como ausente.

- La cursada se aprobara con 2 exdmenes parciales. Los mismos se aprueban con
un minimo de 6 (seis) puntos cada uno. Si el estudiante no alcanzara el puntaje
minimo para aprobar o si hubiese estado ausente, podra recuperar el o los parciales
en cuestion. Cada parcial préctico podréa ser recuperado solo una vez.

PROMOCION: Para promocionar la materia, se debe obtener un puntaje minimo de 7
puntos en los exdmenes y el promedio de ambos debe ser de 8 puntos.

FINAL.: Se debera rendir un final tedrico, con caracter obligatorio. Es condicion para
rendir el final, tener aprobados los trabajos practicos.

NOTA: La nota final de la materia tendra en cuenta el desempefio global del alumno
durante los trabajos préacticos.
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INTERROGATORIOS INICIALES

En los interrogatorios iniciales se deberan conocer los siguientes temas:

Preparacion y toma de muestra.

Determinacion de componentes en los alimentos:
o Humedad y solidos totales

o Cenizas

. Nitrogeno y proteina bruta

o Grasa

o Fibra dietaria

o Azlcares

Fundamentos de todos los métodos analiticos incluidos en la guia de Trabajos
Practicos. Expresion de los resultados. Criterios de seleccion de métodos. Necesidad de

normalizacion de las técnicas. Ejercicios de aplicacion.

- Alteraciones de lipidos: Concepto de rancidez hidrolitica y oxidativa. Fundamentos

de los métodos de medicidn de indices de acidez y de perdxido. Ejercicios de aplicacion.

- Propiedades funcionales del almidén: Estructura quimica y tipos de almidon.
Gelatinizacion. Definicion de gel. Gelificacion. Retrogradacion. Concepto de propiedad
funcional. Ejercicios de aplicacion.

- Productos azucarados: Miel. Caracteristicas generales. Composicion. Métodos de
valoracion quimicos de hidratos de carbono (Munson y Walker, iodometria) y fisicos
(polarimetria y refractometria). Fundamento de las técnicas incluidas en la guia de T.P.
Normas de higiene y seguridad a tener en cuenta durante la préctica. Legislacion

argentina.

- Capacidad emulsionante de proteinas. Concepto de propiedad funcional.
Definicion de emulsion. Accion de las proteinas como emulsionantes. Fundamento del

método de medicion de la capacidad emulsionante. Ejercicios de aplicacion.
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REGLAS BASICAS DE HIGIENE Y SEGURIDAD EN LABORATORIOS

Las practicas que se realizan en los laboratorios presentan riesgos propios de
cada actividad. Estas reglas basicas son un conjunto de normas destinadas a proteger
la salud de los estudiantes y a evitar accidentes y contaminaciones tanto dentro del
ambito de trabajo, como hacia el exterior.

La_informacidn, es un elemento clave en la seguridad, que permite reconocer y

minimizar o evitar los riesgos presentes en el laboratorio. Es fundamental respetar la
metodologia de cada técnica, y trabajar con cuidado y en forma ordenada.

MEDIDAS GENERALES

10.

11.

12.

Se debe conocer la ubicacion de los elementos de seguridad en el lugar de trabajo,
tales como: matafuegos, salidas de emergencia, mantas ignifugas, lavaojos,
gabinete para contener derrames, accionamiento de alarmas, etc.

No se debe comer, beber 6 maquillarse en el laboratorio.

No se deben guardar alimentos en heladeras que contengan drogas o
soluciones preparadas.

Se debe utilizar vestimenta apropiada para realizar trabajos de laboratorio,
guardapolvo abrochado (preferentemente de algodén y de mangas largas)
y zapatos cerrados. Evitar el uso de accesorios colgantes (aros, pulseras,
collares, etc.). y cabello recogido.

Las mesadas de trabajo, deben estar despejadas, sin libros, ni abrigos ni objetos
personales. Es imprescindible mantener el orden y la limpieza. Cada persona es
responsable directa de la zona que le ha sido asignada y de todos los lugares
comunes.

Las manos deben lavarse cuidadosamente después de cualquier manipulacion de
laboratorio y antes de retirarse del mismo.

Se deben utilizar guantes apropiados para evitar el contacto con sustancias
quimica o material bioldégico. Toda persona cuyos guantes se encuentren
contaminados no debera tocar objetos, ni superficies, tales como: teléfono,
lapiceras, manijas de cajones o puertas, cuadernos, etc.

No se permite correr en los laboratorios.

No se deben bloquear las rutas de escape o pasillos con bancos, sillas,
equipos, maquinas u otros elementos que entorpezcan la correcta
circulacion.

De aviso inmediato al docente responsable si encuentra instalaciones
eléctricas y de gas precarias o provisorias.

No utilice equipos (Ej. Rotavap, columnas de destilacion, sonicadores, estufas,
etc.) sin haber recibido entrenamiento previo y sin supervision durante su uso.

Toda herida o abrasion, aun los pequefios cortes que puedan producirse
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durante el trabajo practico deben ser informados al Docente. Los
laboratorios cuentan con un botiquin de primeros auxilios con los
elementos indispensables para atender casos de emergencia.

13. Respete las sefiales de advertencia. (ej.: radiaciones, riesgo eléctrico, riesgo
bioldgico, etc.)

.8

Y

LABORATORIOS DE QUIMICA

No se permite pipetear con la boca.

Siempre que sea necesario proteger los 0jos y la cara de salpicaduras o impactos
se utilizaran anteojos de seguridad, pantallas faciales u otros dispositivos de
proteccion.

Cuando se manipulen productos quimicos que generen vapores O puedan
provocar proyecciones, se evitara el uso de lentes de contacto.

No utilice el contenido de un recipiente que no esté identificado. Los envases
que contengan agentes quimicos deben adecuadamente etiquetados con la
denominacion del compuesto y el tipo de riesgo (Ej.: corrosivo, toxico,
inflamable, oxidante, radiactivo, explosivo o nocivo. Buscar informacion
sobre el Sistema Globalmente Armonizado (SGA) sobre rotulado.
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QUIMCO NOCIVO DAND AL NEDIO AMRENTE  PELIGRO PARA LA SALUD

e Al almacenar sustancias quimicas se debe considerar las incompatibilidades que
dan lugar a reacciones peligrosas. Consultar con el Docente.

« No almacenar en estantes sobre mesadas sustancias corrosivas y en caso de &cidos
o élcalis concentrados (mayor de 2N) deben ser mantenidos en bandejas de
material adecuado.

e Las préacticas que produzcan gases, vapores, humos o particulas, y que puedan ser
riesgosas por inhalacién deben llevarse a cabo bajo campana.

e Se debe verificar la ausencia de vapores inflamables antes de encender una fuente
de ignicion.

o No se debe trabajar con materiales inflamables o solventes sobre llama directa
o cerca de las mismas. Para calentamiento, sélo se utilizaran resistencias eléctricas
o planchas calefactoras blindadas. Se prestara especial atencion al punto de
inflamacién y de autoignicion de la sustancia.

e Esta prohibido descartar liquidos inflamables o téxicos o corrosivos por los
desagulies de las piletas, sanitarios o recipientes comunes para residuos. Se
deben seguir las pautas para la gestién de residuos.

e Los cilindros de gases comprimidos y licuados deben estar en posicion vertical
sujetos con correas o cadenas a la pared en sitios de poca circulacion, de ser
posible fuera del lugar de trabajo, protegidos de la humedad y fuentes de calor.

e EI material de vidrio roto no se depositara con los residuos comunes. Sera
conveniente envolverlo en papel y ubicarlo en cajas resistentes.

e Todo recipiente que hubiera contenido agentes quimicos puede ser descartado
junto a los residuos comunes vaciado totalmente, enjuagado apropiadamente y
sin etiquetas.

o Estd terminantemente prohibido hacer experimentos no autorizados por el
Docente. No substituya nunca, un producto quimico por otro en una practica.

e Se debe utilizar respiradores N95 cuando exista riesgos de generacion de
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polvos durante operaciones como por ejemplo pesadas de sustancias toxicas

e Antes de utilizar unas sustancias quimicas, debe informase adecuadamente
leyendo las hojas de seguridad. Preguntar al docente toda duda.

e Ante un derrame de productos quimicos preguntar al docente como se debe
proceder.

PAUTAS PARA LA GESTION DE RESIDUOS PELIGROSOS Y PATOGENICOS

Peligrosos (acidos, alcalis, oxidantes, corrosivos, guantes, trapos, etc.):

Los residuos liquidos se deberan acumular en Bidones provistos por el Servicio de
Higiene y Seguridad. Mantenerlos tapado. No mezclar sin consultar al Docente.

Los residuos solidos se deberdn acumular en bolsas amarillas dentro de cajas
provistas por el Servicio de Higiene y Seguridad. No tirar residuos domésticos.

Patogénicos (tips, guantes, cajas de petri, etc.):

Los residuos bioldgicos (sangre, tejidos animales o humanos y todo el material que
haya estado en contacto con ellos) se deberdn acumular en bolsas rojas dentro de
cestos con tapa provistos por el Servicio de Higiene y Seguridad. Quedan
exceptuados los elementos corto-punzantes (agujas, hojas de bisturies), que se
recogeran en contenedores especiales.

La seguridad la disfrutamos todos. Actuemos
responsablemente

ANTE CUALQUIER DUDA CONSULTE CON EL
DOCENTE

10
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PAUTAS DE ACTUACION EN CASO DE EMERGENCIAS

En caso de accidente, avisar inmediatamente al Docente. El Docente es
quien lo guiara en la Emergencia. Siga sus instrucciones.

Emergencias Médicas

e Siocurre una emergencia tal como cortes o abrasiones, quemaduras 0 ingestion
accidental de algun producto quimico, toxico o peligroso, se debera proceder en
la siguiente forma:

e Alos accidentados se les proveera los primeros auxilios

e Se da aviso al Departamento de Seguridad y Control (Int. 58311 Emergencias),
NO traslade al accidentado hasta el Servicio Médico, desde Seguridad y Control
se dard aviso al Servicio Médico o en su defecto a la ambulancia.

e EI Docente responsable del turno o una autoridad del Departamento, debera
completar el Formulario de Incidentes y enviarlo al Servicio de Higiene y
Seguridad para su conocimiento y evaluacion.

Quemaduras

Las pequefias quemaduras producidas por material caliente, bafios, placas o mantas
calefactoras, etc., se trataran lavando la zona afectada con agua fria durante 10-15 minutos.
Las quemaduras mas graves requieren atencion médica inmediata. No utilices cremas o
gasa furasinada en las quemaduras graves.

Cortes

Los cortes se tienen que lavar bien, con abundante agua corriente, durante 10 minutos
como minimo. Si son pequefios y dejan de sangrar en poco tiempo, lavalos con agua y
jabdn y tapalos con una venda o aposito adecuados. Si son grandes y no paran de sangrar,
requiere asistencia medica inmediata.

Derrames de productos quimicos sobre la piel

Los productos quimicos que se hayan vertido sobre la piel han de ser lavados
inmediatamente con agua corriente abundante, como minimo durante 15 minutos. Es
necesario sacarle toda la ropa contaminada a la persona afectada lo antes posible. El
lavado es muy importante para reducir la gravedad y la extension de la herida. Requiere
asistencia medica.

11
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Actuacion en caso de producirse corrosiones en la piel

Por &cidos: Sacar o cortar lo mas rapidamente posible la ropa. Lavar con abundante agua
la zona afectada, usar el duchador. Esperar la asistencia médica.

Por alcalis :Lavar la zona afectada con agua corriente abundante Secar y

esperar la asistencia médica.

Fuego en el cuerpo:

Si se te incendia la ropa, pide ayuda. No se debe correr, tiene que tirarse en el suelo y
rodar sobre si mismo para apagar las llamas. Es tu responsabilidad ayudar a alguien que
se esté quemando. Cubrirlo con una manta ignifuga, conducirlo hasta la ducha de
seguridad, si esta cerca. No utilices nunca un extintor sobre una persona. Una vez apagado
el fuego, mantener a la persona tendida, retirar la manta, hasta que llegue la asistencia
médica.

Actuacion en caso de producirse corrosiones en los 0jos:

En este caso el tiempo es esencial (menos de 10 segundos). Cuanto antes se lave el ojo,
menos grave sera el dafio producido. Lavar los dos ojos con agua corriente abundante
durante 15 minutos como minimo en el lavaojos,o con solucién fisiologica. Es necesario
mantener los ojos abiertos con la ayuda de los dedos para facilitar el lavado debajo de los
parpados. Es necesario recibir asistencia médica, por pequefia que parezca la lesion.

Actuacion en caso de ingestion de productos quimicos:

Antes de cualquier actuacion concreta pide asistencia médica. Si el paciente esta
inconsciente, ponerlo en posicién inclinada, con la cabeza de lado. Si esta consciente,
mantenerlo apoyado. No dejarlo s6lo. No provocar el vémito si el producto ingerido es
COrrosivo.

Actuacion en caso de inhalacion de productos quimicos:

Identificar el vapor toxico. Si se trata de un gas, utilizar el tipo adecuado de méascara para
gases durante el tiempo que dure el rescate del accidentado. No arriesgarse. Conducir
inmediatamente la persona afectada a un sitio con aire fresco. Requiere asistencia medica
lo antes posible. Ante el primer sintoma de dificultad respiratoria, iniciar la respiracion
artificial boca a boca.

INCENDIOS
Fuego en el laboratorio
e Mantenga la calma
¢ Informe al docente responsable.

e Sedarédaviso inmediatamente al Dpto. de Seguridad y Control (Interno 58311)
informando el lugar y las caracteristicas del siniestro

12
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Fuego pequerios

Si el fuego es pequefio y localizado trate de apagarlo utilizando un extintor
adecuado, o cubriendo el fuego con un recipiente de tamafio adecuado o una
manta ignifuga, para ahogarlo.

Retirar los productos quimicos inflamables que estén cerca del fuego.

No utilices nunca agua para extinguir un fuego provocado por la inflamacion de
un solvente.

Fuegos grandes

Si el fuego es de consideracidn, no se arriesgue y manteniendo la calma ponga en
marcha el plan de evacuacién. Apague los equipos eléctricos y cierre las llaves de
gas y ventanas.

Acate las indicaciones de los brigadistas. Evacue la zona por la ruta asignada.

No corra, camine rapido, cerrando a su paso la mayor cantidad de puertas. No
utilice ascensores. Descienda siempre que sea posible.

No lleve consigo objetos, pueden entorpecer su salida.

Si pudo salir por ninguna causa vuelva a entrar. Deje que los equipos
especializados se encarguen.

Derrames mayores de productos quimicos

Avise al Departamento de Seguridad y Control (5825-8311 o Int. 58311
Emergencias)

Atender a cualquier persona que pueda haber sido afectada

Notificar a las personas que se encuentren en las areas cercanas acerca del Buscar
los elementos en el Gabinete para contener derrames.

Coloque la cinta de demarcacion para advertir la zona afectada

Evacuar a toda persona no esencial del area del derrame

Si el derrame es de material inflamable, apagar las fuentes de ignicion, y las
fuentes de calor.

Evite respirar los vapores del material derramado, si es necesario utilizar una
maéscara respiratoria con filtros apropiados al tipo de derrame

Ventilar la zona

Utilizar los elementos de proteccion personal tales como equipos de ropa
resistente aacidos, bases y solventes organicos y

Confinar o contener el derrame, evitando que se Para ello extender los cordones
en el contorno del derrame.

Luego absorber con los parios sobre el derrame. ( no arrastrar)

Deje actuar y luego recoger con pala y colocar el residuo en la bolsa roja
(patogénicos) o amarilla (peligrosos) y ciérrela.

Si el derrame es de algin elemento muy volatil deje dentro de la campana hasta
que lo retire para su disposicion.

Disponer la bolsa con los residuos (consultar al Servicio de Higiene y Seguridad,
58174)

13



Departamento de Quimica Organica
Area microbiologia y Quimica de Alimentos

e Lave el area del derrame con agua y jabon. Seque bien

e Cuidadosamente retire y limpie todos los elementos que puedan haber sido
salpicados por el derrame

e Lave los guantes, la mascara y ropa

Talon para entregar al docente:

Declaro haber leido las REGLAS BASICAS DE HIGIENE Y SEGURIDAD EN
LABORATORIOS DE QUIMICA Y BIOLOGIA - PROCEDIMIENTOS ANTE
EMERGENCIAS que aparecen en la guia de Trabajos Practicos de la Materia

Turno de Laboratorio: ..o.oeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaa,

En caso de que cambie mi estado de salud o en caso de embarazo me comprometo a

dar aviso al docente que se encuentra a cargo de la materia.
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INTRODUCCION

Los trabajos practicos comprenden la realizacion de algunos métodos de uso general
para la determinacion del contenido de los componentes basicos de los alimentos: agua,

minerales, proteina, lipidos, hidratos de carbono y fibra.

Con la finalidad de poder determinar alteraciones y adulteraciones que pueden sufrir los
alimentos, se incluyen dos practicas en la que se determinan indices de alteracion en lipidos y de

alteracion y adulteracion en miel.

Es importante estudiar ademas las caracteristicas fisicoquimicas de los componentes de
los alimentos. Con este fin se presentan dos précticas que abarcan el estudio de algunas

propiedades funcionales de almiddn y proteinas.

El nimero de andlisis que es necesario efectuar en cada determinacion para lograr
resultados confiables depende de la muestra que se somete al analisis y de la precision del método

aplicado.

La muestra debe ser representativa del alimento analizado. Dado que en general los
alimentos son heterogéneos, es dificil obtener una sola muestra absolutamente representativa para
el andlisis de laboratorio. La muestra de laboratorio debe ser tan homogénea como sea posible. El
método de homogeneizacion dependera del tipo de alimento que se esté analizando. Por lo tanto,
es de fundamental importancia la toma de muestra, el manipuleo, la preparacion y la forma de

conservacion a fin de evitar alteraciones, antes de someterla al analisis.

La eleccion del método de anélisis depende de su finalidad; a veces interesa mas la

rapidez en obtener un resultado que la exactitud.
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DETERMINACION DE MACROCOMPONENTES

Métodos de analisis de macrocomponentes que se emplearan en el laboratorio:

1. Grasas: Soxhlet, Rosse-Gottlieb
2. Proteinas: Kjeldahl

3. Hidratos de Carbono: AzUlcares por métodos enzimaticos

Fibra insoluble en detergente neutro
4. Agua/Humedad: por secado en estufa.

5. Cenizas

Esquema de trabajo:

Leche en Dulce de Galletitas Miel
polvo Leche integrales
Grasas (Soxhlet) - - X -
Grasas (Rosse-
Gotlieb X X - -
modificado)
Proteinas X X - -
Alimento
Fibra - - entregado por la -
catedra
Agua / humedad X X X X
Cenizas - - X -
AzUcares - - - X
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MODELO DE INFORME

Informe N°...

Determinaciones realizadas:

a) Nombre de la determinacion (Referencia de la metodologia)
Resultado obtenido

b) Nombre de la determinacion (Referencia de la metodologia)
Resultado obtenido

Conclusiones

a) Caddigo Alimentario Argentino

Registrar las especificaciones de esta norma respecto de determinaciones fisicoquimicas
para este tipo de alimento (o el méas parecido). Comparar con los resultados obtenidos.
b) Rotulado

Copiar los valores dados en el rotulado nutricional y comparar con los resultados
obtenidos.

2.- DATOS DE LABORATORIO

Determinaciones realizadas:

a) Nombre de la determinacién (Referencia de la metodologia)
Resultado obtenido
Datos de laboratorio (masa de muestra, pesadas, diluciones, etc.)

b) Nombre de la determinacidn (Referencia de la metodologia)

Resultado obtenido
Datos de laboratorio (masa de muestra, pesadas, diluciones, etc.)

3.- OBSERVACIONES

En este apartado puede volcar las observaciones que considere oportunas. Por ejemplo,
explicar por qué tuvo que repetir alguna determinacion, interpretar algin resultado
anomalo.
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HUMEDAD Y SOLIDOS TOTALES

La determinacion de humedad es una de las mas importantes y ampliamente usada
en el control y procesamiento de alimentos. Influye en la estructura, apariencia y gusto
de los productos, determina su susceptibilidad al deterioro (fisico, quimico o

microbiol6gico) y permite detectar adulteraciones.

A veces, es dificil la determinacion exacta del contenido total de agua. En la
préactica es adecuado el método que proporcione una buena repetibilidad con resultados
comparables, siempre que ese mismo procedimiento se siga estrictamente en cada ocasion

y el alimento no contenga sustancias que puedan interferir en el método.

Determinacion del contenido de agua

Los métodos habitualmente usados implican la deshidratacién de la muestra hasta
peso constante o en forma estandarizada a determinadas temperaturas y presiones. Otros

métodos se basan en la destilacion directa o azeotrépica con un solvente inmiscible.
Método indirecto por secado en estufa a 100°C (CAA; 13.21, 1989)

Pesar suficiente cantidad de muestra en un recipiente adecuado Y, previamente secado

en estufa a 100°C durante media hora, enfriado en desecador y tarado.

Colocar en estufa durante 2 - 3 horas a 98 - 100°C. Enfriar luego en desecador y pesar
tan pronto como se equilibre con la temperatura ambiente (25 - 30 minutos). Para llevar

hasta peso constante, se vuelve a colocar en la estufa por intervalos de una hora.

Expresar el peso perdido por la muestra como % de humedad (o agua).

Notas:
En algunos casos de muestras con elevado contenido de agua, puede afiadirse arena
calcinada, para conseguir una mayor superficie de secado, de manera que quede una
capa delgada en el fondo del cristalizador, y tarar el conjunto. En el caso de muestras
solidas o semisolidas se aconseja colocar una varilla corta para poder mezclar bien

la muestra con la arena.

(1) Galletitas Integrales: pesar en un pesafiltro con tapa exactamente 3-3,5 g de muestra.
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Método indirecto de secado en estufa de vacio.

Los productos con elevado contenido en azlcares, deben secarse en estufa de vacio a
temperaturas que no excedan los 70°C, ya que a esta temperatura algunos azicares como

la fructosa, se deshidratan.

Pesar suficiente cantidad de muestra en un recipiente adecuado ® previamente secado

en estufa a 100°C durante media hora, enfriado en desecador y tarado.

Introducir en estufa de vacio, segln la temperatura correspondiente de acuerdo al
alimento, y secar hasta llevar a peso constante. Al retirar de la estufa, enfriar en desecador

y pesar rapidamente. Expresar el peso perdido de la muestra como % de humedad.

Determinacion de sélidos por refractometria. (A.O.A.C., 969.38 B, 1990).

Procedimiento:

1. Encender el instrumento (refractometro AR200, Reichert) presionando la tecla
“CAL”.

2. Colocar agua destilada y presionar “CAL”.

3. Una vez finalizada la calibracion el equipo presenta el mensaje “Set point cal
successful”.

4. Colocar una pequefia cantidad de muestra © en el refractometro, permitir que se
estabilice la temperatura durante un minuto y presionar la tecla “READ”. Realizar
la medicion utilizando el modo “nd-TC” que entrega los resultados como indice
de refraccion compensado por temperatura (20°C). Hacer 2 o 3 lecturas y
promediarlas.

5. Calcular el % de agua a partir de la siguiente tabla (A.O.A.C., 940.39, 1990):

(2) Leche en polvo: pesar en un pesafiltro con tapa exactamente 3-4 g de muestra.

Dulce de Leche: colocar una varilla de vidrio corta y arena calcinada en un cristalizador de didametro
no menor de 5 cm. Pesar en el cristalizador tarado exactamente 2-3 g de muestra. Mezclar bien la
muestra con la arena.

(3) La determinacion se realizard sobre una muestra de miel. Si la misma presenta cristalizacion de
azlcares (granulacion) debe homogeneizarse previamente introduciendo el envase en un bafio de agua
a unatemperatura no mayor de 60°C. Agitar hasta disolucion de los cristales, enfriar y tomar la porcién

para el andlisis. Si no se observa granulacién basta agitar con una varilla.
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AOAC OFFICIAL METHODS OF ANALYSIS (1995)

SUGARS AND SUGAR PRODUCTS

Chapter 44, p. 21

Table 969.38  Relationship Between Refractive Index and Water Contents of Honeys®
Water Refractive Index Water Refractive Index
Content, Content,

% 20° C° 60° F° 40°C % 20° C° 60° F° 40°C
13.0 1.5044 1.5053 1.4998 19.0 1.4890 1.4900 1.4845
13.2 1.5038 1.5048 1.4993 19.2 1.4885 1.4895 1.4840
13.4 1.5033 1.5043 1.4988 19.4 1.4880 1.4890 1.4835
13.6 1.5028 1.5038 1.4983 19.6 1.4875 1.4885 1.4829
13.8 1.5023 1.5033 1.4978 19.8 1.4870 1.4880 1.4824
14.0 1.5018 1.5027 1.4973 20.0 1.4865 1.4875 1.4819
142 1.5012 1.5022 1.4968 20.2 1.4860 1.4870 1.4814
144 1.5007 1.5017 1.4962 20.4 1.4855 1.4865 1.4809
14.6 1.5002 1.5012 1.4957 20.6 1.4850 1.4860 1.4804
14.8 1.4997 1.5007 1.4952 20.8 1.4845 1.4855 1.4799
15.0 1.4992 1.5002 1.4947 21.0 1.4840 1.4850 1.4794
15.2 1.4987 1.4997 1.4942 21.2 1.4835 1.4845 1.4788
15.4 1.4982 1.4992 1.4937 214 1.4830 1.4840 1.4783
15.6 1.4976 1.4986 1.4932 21.6 1.4825 1.4835 1.4778
15.8 1.4971 1.4981 1.4927 21.8 1.4820 1.4830 1.4773
16.0 1.4966 1.4976 1.4922 22.0 1.4815 1.4825 1.4768
16.2 1.4961 1.4971 1.4916 222 1.4810
16.4 1.4956 1.4966 1.4911 224 1.4805
16.6 1.4951 1.4961 1.4906 22.6 1.4800
16.8 1.4946 1.4956 1.4901 228 1.4795
17.0 1.4940 1.4951 1.4896 23.0 1.4790
17.2 1.4935 1.4946 1.4891 23.2 1.4785
17.4 1.4930 1.4940 1.4886 234 1.4780
17.6 1.4925 1.4935 1.4881 23.6 1.4775
17.8 1.4920 1.4930 1.4876 23.8 1.4770
18.0 1.4915 1.4925 1.4870 24.0 1.4765
18.2 1.4910 1.4920 1.4865 24.2 1.4760
184 1.4905 1.4915 1.4860 244 1.4755
18.6 1.4900 1.4910 1.4855 24.6 1.4750
18.8 1.4895 1.4905 1.4850 248 1.4745

25.0 1.4740

#Values for 20°C and 60°F are Wedmore's calculations (Bee World 36, 197(1955)); 40°C values are calculated from Auerbach and Borries equation (Z. Nahr. Genussm.
22 353-358(1924)). Values >22.0% were extended by FAO/WHO Codex Committee on Methods of Analysis and Sampling (1968)

Y If refractive index is measured at temperature above (below) 20°C, add (subtract) 0.00023/°C above (below) 20°C before using table.

© If refractive index is measured at temperature above (below) 60°F, add (subtract) 0.00013/°F above (below) 60°F before using table.
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CENIZAS

Se consideran como tal el residuo inorganico que queda después de incinerar la
materia organica, generalmente a 500-550°C. Su composicion rara vez corresponde a la
de las materias minerales del producto debido a pérdidas por volatilizacion,

descomposicion e interaccion entre constituyentes.

El valor principal de la determinacion de cenizas es que supone un método sencillo
para determinar la calidad de ciertos alimentos, determinar su pureza y detectar

adulterantes inorganicos.

Determinacion de cenizas totales — Método directo (A.O.A.C., 923.03, 1990).

Pesar la cantidad de alimento adecuada ® en una capsula de porcelana de unos 6 cm
de diametro, previamente tarada ©. Incinerar con mechero sobre tela de amianto hasta
carbonizacion y luego en mufla a 500°-550°C hasta obtener cenizas gris claro o cuando
se llega a peso constante. Enfriar en desecador y pesar tan pronto alcance la temperatura

ambiente (aproximadamente 45 minutos).
El resultado se expresa en % de muestra.

Notas:

1. Esta determinacion debe realizarse por duplicado.

2. Si las cenizas quedan con trazas de carbon, humedecerlas con un poco de agua,
romper las particulas de carbon con una varilla de punta chata, enjuagarla y
evaporar cuidadosamente a sequedad sobre un triangulo colocado sobre la tela
metalica, antes de volver a calcinar. Repetir el tratamiento tantas veces como sea
necesario.

3. Los productos que contienen mucha agua se secan primero sobre una plancha
eléctrica caliente, a bafio Maria o en un bafio de arena.

4. Cuando se determinan cenizas en harina de trigo (para su tipificacion), se calcina
a 900° + 20°C. Como en este producto la concentracion de cloruros es baja, las

pérdidas por volatilizacion no son significativas.

(4) Galletitas Integrales: 3-5 g

(5) Calcinar la capsula vacia en mufla a 500° - 550°C, enfriada en desecador y pesar hasta constancia
de peso.
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NITROGENO TOTAL Y PROTEINA BRUTA

En los anélisis de rutina se suele determinar el contenido de nitrégeno total y
expresar el conjunto de sustancias nitrogenadas como "porcentaje de nitrogeno total” o
como "porcentaje de proteinas”. La estimacion del contenido de proteinas de los
alimentos a partir de la determinacion del contenido de nitrogeno total no siempre es
correcta. Pero en general, el contenido de compuestos nitrogenados no proteicos es

pequefio comparado al de proteinas en la mayoria de los alimentos.

En el anélisis de alimentos el método de Kjeldahl es el que ha alcanzado la mayor
importancia. Desde la primera publicacién por Kjeldahl el método para determinar

nitrogeno organico ha sufrido muchos cambios.

Método de Kjeldahl-Arnold-Gunning (A.O.A.C., 928.08, 1990).

Reactivos:

- Na2SO4 p.a.

- CuSOs p.a. (puede usarse CuSOs . 5 H20)

- H2SO4 concentrado

- Solucion concentrada de NaOH (40 o 45 %)

- Solucion saturada de acido borico

- Solucién HCI 0,1 N valorado

- Indicador Combinado: 0,016% de rojo de metilo y 0,083% de verde de bromocresol em

alcohol

Etapa de digestion

Pesar la cantidad de muestra adecuada (de acuerdo al contenido estimado de nitrégeno)
®) en un pequefio trozo de papel satinado. Envolverla y dejarla caer en un tubo de
digestion de Kjeldahl. Agregar 6 g de Na»SOg, 0,3 g de CuSO4 (aprox. 0,8 g de CuSQOa4. 5
H20) y 12 ml de H2SO4 concentrado. Seguir las instrucciones del equipo para la digestion

de la muestra, utilizando las siguientes condiciones:

1° paso: 125°C — 15 minutos
2° paso: 300°C — 15 minutos

3° Paso 400°C — 90 minutos
(6) Leche en polvo: 0,3 g; Dulce de Leche: 1 g
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Etapa de destilacién

Colocar 50 ml de solucion saturada de acido borico en un Erlenmeyer de 500 ml y

agregar unas gotitas de indicador combinado (aprox. 0,15 ml).

Realizar la destilacion de acuerdo a las indicaciones del equipo.

Etapa de titulacion

El destilado se titula con HCI 0,1 N valorado.

Expresar el resultado como % proteina segun las siguientes expresiones:

Donde:

1000. mm

V: volumen

N: normalidad

f: factor de correccion

Peqn: Peso equivalente de nitrégeno

fp: factor de conversion de nitrégeno a proteina

mm: masa de muestra (g)

Factores para la conversion de N a proteina:

%N = (\V.N.f)acido .Peqn.100 y

% proteina = % N . fp

Carne: 6,25 (es el mas empleado si se desconoce la procedencia de la proteina)

Leche: 6,38

Gelatina: 5,55

Trigo y vegetales en general: 5,70
Arroz: 5,85

Huevos: 6,68
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GRASA

La grasa se determina normalmente o bien por extraccién directa con un solvente, o
luego de un tratamiento previo para separar lipidos emulsionados o combinados con otros

componentes del alimento.

La grasa libre se puede determinar por extraccion del material seco y reducido a polvo
con un solvente organico, generalmente éter etilico, hexano o cloruro de metileno en un
aparato de extraccion continua. En la préactica se utilizara el tipo Soxhlet en el que se

realiza una extraccion intermitente con un exceso de solvente recientemente condensado.

En aquellos alimentos en los que los lipidos formen emulsiones muy estables, el

contenido graso se determinara por el método de Gerber o el de Rose-Gottlieb.

Método directo por extraccion con solvente organico (grasa bruta) (AOAC, 960.39,
1990)

Reactivos:
- Cloruro de metileno
- Na2SOsanhidro

Pesar una cantidad adecuada de muestra en un cristalizador y secarla, preferiblemente
en una estufa de vacio a 70°C (o utilizar el residuo de la determinacion del contenido de
agua si se realizé por el método de secado en estufa). Pesar exactamente una cantidad
adecuada de la muestra deshidratada  en un cartucho de celulosa. Cubrir con un poco

de algodon y colocar en el cuerpo del extractor Soxhlet.

En el bal6n de extraccion colocar 2 o 3 piedras pémez chicas y cargar el cuerpo del
extractor una vez y media con éter etilico anhidro (ver esquema adjunto). Extraer durante
4 h como minimo, calentando con una intensidad tal que se logre una velocidad de

condensacion de 5 6 6 gotas por segundo.

Una vez finalizada la extraccion destilar la mayor parte del solvente a bafio Maria,
recuperandolo. Pasar luego el extracto a un Erlenmeyer chico tarado, con la ayuda de un

poco de solvente. Evaporar a bafio Maria y secar a 100°C durante 30 min. Enfriar y pesar.

(7) Galletitas Integrales: 2 g. NO SERA NECESARIO SECAR ESTA MUESTRA (consultar con los

docentes)
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El resultado se expresa como % en la muestra.

Nota:

En el caso de alimentos de dificil trasvasamiento cuantitativo, es conveniente secar la
muestra en un cristalizador forrado con papel de aluminio. Una vez secada la muestra, se
la encierra en el papel de aluminio y se trasvasa el paquete asi obtenido al cartucho de
celulosa. Es conveniente perforar el papel de aluminio con una varilla de manera tal que
iniciada la extraccion, haya en el cartucho de celulosa una circulacion y drenaje continuo

del solvente.

d \

o
e \-

B\
WO
T —
W —
/)
(o2

.‘
"
)

WA

0

ARAAA

o
!

T

=)

Extractor Soxhlet

Meétodo de Rose-Gottlieb (A.O.A.C., 989.05, 1990)

La determinacion de materia grasa se realizard en base a una modificacion del
método de Rose Gottlieb utilizado en leche. Por razones de organizacién en el

laboratorio de TP esta
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determinacion debera realizarse A PRIMERA HORA (su realizacion exige una

decantacion de 24 h pero se disminuira ese tiempo a 4 horas).

En la practica se va a pesar la muestra ® en un papel satinado previamente tarado (lo
mas pequefio posible). Encerrarla parcialmente en el papel para que tome contacto con
los reactivos, e introducirla hasta el fondo de una probeta de 50 ml con tapa. Agregar 5
ml de agua y agitar hasta que la muestra se disuelva (si es necesario, calentar en bafio
Maria a 60°C).

Enfriar y adicionar 1 ml de NHsOH cc, agitar y agregar 5 ml de etanol. Agitar y
agregar con pipeta aforada 10 ml de éter etilico. Agitar 30 segundos y agregar, también
con pipeta aforada, 10 ml de éter de petréleo VVolver a agitar y leer bien el volumen total
de la mezcla. Dejar reposar 4 horas en la heladera (hay que evitar la evaporacion de
solventes; si esto ocurriera se notard una disminucion en el volumen leido). Con pipeta
aforada tomar 10 ml de la fase superior etérea y evaporarlos en un pequefio cristalizador
tarado. Deja enfriar en desecador, pesar y expresar % de grasas teniendo en cuenta la

alicuota que se pipeteo.

Reactivos

- NH4OH concentrado
- Etanol

- Eter etilico

- Eter de petr6leo

El método original es el que se detalla a continuacién:

Pesar una cantidad adecuada de muestra en el Mojonnier previamente tarado. En el
caso de muestras solidas o semisélidas diluir con agua a 10 ml aproximadamente para
disolver la muestra. Si es necesario, calentar en bafio Maria a 60°C.

Enfriar, adicionar 1,5 ml de NH40OH y agitar. Adicionar 3 gotas de fenolftaleina para
facilitar la visualizacion de la interfase entre el éter y el agua durante la extraccion.
Adicionar 10 ml de etanol, tapar y agitar durante 15 segundos.

Para la primera extraccion agregar 25 ml de éter etilico, tapar el recipiente y agitar
vigorosamente durante 1 minuto destapando para liberar la presion si fuera necesario.

Agregar
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(8) Dulce de Leche: 1 g
Leche en polvo: 0,59

25 ml de éter de petroleo, tapar y repetir la agitacion 1 minuto. Centrifugar a 600 rpm.
Trasvasar la solucidn etérea, cuidando de no volcar parte de la fase acuosa, a un
Erlenmeyer esmerilado de 250 ml previamente pesado.

Para la segunda extraccién adicionar 5 ml de etanol, tapar y agitar 15 segundos.
Agregar 15 ml de éter etilico y agitar 1 minuto. Agregar 15 ml de éter de petréleo y agitar
1 minuto nuevamente. Centrifugar a 600 rpm y volcar la solucion etérea al Erlenmeyer
junto con el primer extracto.

Repetir una tercera extraccion omitiendo el agregado de etanol. Evaporar el solvente
en evaporador rotatorio. Colocar luego en estufa a 100°C durante 30 minutos. Dejar

enfriar en desecador y pesar.

—

Tubo de extraccion Mojonnier
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FIBRADIETARIA

Introduccién:

La fibra dietaria se define como el conjunto de todos los polisacaridos no
digeribles por las enzimas digestivas humanas y la lignina. La mayor parte de los
componentes de la fibra dietaria de los alimentos estan en o asociados a la pared celular
vegetal. A ellos se suman otras sustancias, componentes naturales o agregados, de los
alimentos. Los principales componentes de la fibra son celulosa, hemicelulosa, pectinas
y lignina.

La diversidad de estos componentes dificulta la valoracion de la “fibra dietaria
fisiologica™, a la que se intenta acercar por diferentes vias. Sin embargo para el rotulado
de alimentos se requiere de métodos réapidos y confiables para la determinacion

cuantitativa de la fibra total.

Método de Fibra Insoluble en Detergente Neutro (NDF) (A.O.A.C., 50(1): 50-55
(1967))

Reactivos:
- Antiespumante

- Sulfito de sodio anhidro

- Solucién de detergente neutro (dodecil sulfato de sodio, &cido etilendiamitetracético
(EDTA), trietilenglicol, buffer de pH 6,9-7,1)

- Acetona
- o~ amilasa estable al calor

- Agua destilada en ebullicién

Pesar exactamente 0,5-1,0 g de muestra perfectamente molida y transferirla a un
Erlenmeyer de 250 ml esmerilado. Agregar en el siguiente orden, 100 ml de solucién de
detergente neutro, 0,2 ml de amilasa, 10 gotas de antiespumante y 0,5 g de sulfito de
sodio. Conectar al condensador y calentar de manera tal que entre en ebullicion en 5-10
min.. Cuando la solucién entrd en ebullicion, reducir el calentamiento para evitar la

formacion de espuma. Hervir exactamente 60 min. (contar el tiempo a partir del momento
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en que comenzo6 la ebullicion), agitando periddicamente para suspender los sélidos
adheridos a las paredes.

Filtrar inmediatamente a través de un crisol de vidrio de poro grueso previamente
tarado, aplicando vacio en forma suave. Lavar el Erlenmeyer con un minimo de agua
caliente (80-90°C), volcar en el crisol y succionar hasta casi sequedad. Repetir el lavado
con agua caliente dos veces mas. Luego lavar dos veces con acetona (aproximadamente
5 ml por vez) y succionar hasta sequedad. Secar el crisol en estufa a 100°C durante 8

horas o toda la noche.

Calcinar durante 3 horas a 500-550°C, enfriar en desecador y pesar. La diferencia de
peso obtenida se refiere a porcentaje de muestra y se consigna como fibra insoluble en

detergente neutro.

Notas:

1. No se realizara en la practica el agregado de amilasa debido a que la catedra no

dispone de esta enzima termo-resistente.

2. Debido a inconvenientes de orden préactico, en el laboratorio no se realizara la
etapa de calcinaciéon. El resultado se informara como el peso obtenido, referido a
100, luego del secado a 100°C.

3. Para reutilizarlos, los crisoles se deben dejar en solucion sulfonitrica (1:1),
preferentemente durante 1 noche; luego enjuagar abundantemente con agua

destilada y, posteriormente, secar a 100°C.
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AZUCARES

Los azUcares son nutrientes proveedores de energia y junto a otros hidratos de
carbono superiores constituyen, en general, mas del 50 % de la dieta humana. Los
principales son: sacarosa (obtenida por ej. de cafia de azucar o remolacha azucarera);
glucosa (proveniente de hidrolisis de almidones, principalmente de maiz); y otros como
fructosa, lactosa, maltosa, etc.

Aunque los azlcares pueden determinarse por métodos quimicos (métodos de
reduccién del cobre —A.O.A.C., 920.183, 1990, iodometria de aldosas), estos en su
mayoria carecen de especificidad y no pueden distinguir la glucosa de otros
monosacaridos. La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), con detector de
indice de refraccién, es un método de eleccion para el analisis cuali y cuantitativo de
hidratos de carbono.

Existen ademas métodos enzimaticos, sensibles y especificos, para cuantificar
azucares. Se encuentran disponibles comercialmente una serie de paquetes de reactivos
especialmente preparados en composicion y concentracion adecuadas para ser empleados
en al anélisis de determinados componentes de alimentos. Estos conjuntos de reactivos (0
"kits") son ampliamente empleados en el area de andlisis clinicos y de aguas, y se

introdujeron con éxito en los laboratorios de anélisis de alimentos.

Determinacion de glucosa en una muestra de miel

Toma de muestra. (A.O.A.C., 969.38 B, 1990).

Las mieles que presentan cristalizacién de azlcares (granulacion) deben
homogeneizarse introduciendo el envase en un bafio de agua a una temperatura no mayor
de 60°C. Agitar hasta disolucion de los cristales, enfriar y tomar la porcion para el analisis.

Si no se observa granulacion basta agitar con una varilla.

Meétodo de la glucosa oxidasa-peroxidasa (Trinder, 1972)

La determinacion de la glucosa se realizard& mediante un método enzimatico

colorimétrico.
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Fundamento: se basa en la oxidacion de glucosa a acido glucénico por accion de
la enzima glucosa oxidasa (GOD) (E.C.1.1.3.4)! con formacion de H,O>. El perdxido de
hidrogeno formado, en presencia de la enzima peroxidasa (POD) (EC .11.1.7)*, produce
una oxidacién en la que se une el fenol con la 4-aminofenazona (4-AF) para dar una
quinonaimina coloreada. La intensidad del color, medido por la absorbancia, es

proporcional a la concentracion de glucosa presente en la muestra.

GOD
CsH1206 + O2 —>  CsH1006 + H202
POD

2 HO2+ 4-AF + fenol  —  quinona coloreada + 4 H>O

Materiales:

1 matraz de 100 ml

1 vaso de 50 ml.

1 embudo, papel de filtro.
Tubos de ensayo corto
Micropipeta automatica (50 ul)

Espectrofotdémetro UV-visible con cubetas de 1 cm de paso de luz.

Reactivos:

agua destilada

solucidon de Carrez I: disolver 15 g de KsFe(CN)s.3H20 en agua y llevar a 100 ml.
solucion de Carrez 1l disolver 30 g de Zn(CH3.COO0)2.2H20 y llevar a 100 ml

Kit enzimético para medicién de glucosa

Preparacion de la muestra: Pesar y diluir convenientemente la muestra tal para
que la concentracion de glucosa sea alrededor de 100 - 200 mg %, (considere que la
muestra contiene aproximadamente 30 %). Pesar a la décima de mg y trasvasar
cuantitativamente a un matraz aforado de 100 ml mediante lavados con agua destilada.
Disolver mezclando y sin calentar. Afiadir 0,05 ml de la solucion de Carrez | (con pipeta

automatica) y mezclar, luego agregar 0,05 ml de solucion de Carrez 11, mezclar bien y

ILas enzimas se nombran segtin un codigo de cuatro nimeros (EC.a.b.c.d) que hacen referencia al tipo de
reaccion que catalizan, al grupo catalitico y al sustrato sobre el que actiian
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llevar a volumen (pueden agregarse unas gotas de etanol para prevenir la formacién de
espuma). Filtrar a través de papel de filtro, desechando los primeros 10 ml. Mantener la
solucion filtrada a 20°C. Si la solucion esta perfectamente limpida, no filtrar. En caso de

duda, consultar a un docente.

Procedimiento:

1. Colocar 50 pul de muestra en un tubo de ensayo

2. Agregar 5 ml del reactivo de trabajo preparado.

3. Incubar en bafio de agua a 37°C durante 10 minutos.

4. Realizar el mismo procedimiento con una solucion standard de glucosa 0,1%
y un blanco con agua.

5. Medir la absorbancia de las muestras a 505 nm en cubetas de vidrio o plastico.
Calculos:
Abs muestra x Conc. Standard (g/100 ml)
% glUCOSA = =========mmmmmmeme e eeee x 100

Abs standard x Conc. Muestra (g/100 ml)

Rango del método: 50-500 mg/dl.
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PROPIEDADES FUNCIONALES DEL ALMIDON

Introduccién:

El almiddn es el hidrocoloide mas ampliamente usado en la tecnologia de alimentos.
Esto es debido a su gran versatilidad funcional, ya sea en sus formas natural o modificada,
y adema@s por su costo relativamente bajo.

Los cambios de viscosidad que ocurren cuando el almidon se calienta en medio
acuoso, asi como la capacidad de gelificar y la estabilidad de las pastas y geles formados son
de fundamental importancia en tecnologia de alimentos.

Como resultado de su estructura y composicién particulares, cada almidon tiene un
comportamiento distinto en cuanto a la viscosidad de sus pastas, al tipo de gel formado y a
su tendencia a la gelificacion y a la retrogradacion. De esta manera, eligiendo el almidén

correcto se pueden controlar las caracteristicas de un producto.

Finalidad del analisis: Observar las propiedades funcionales de almidones de distintas

fuentes, analizando las diferencias.

Determinacion de la temperatura inicial de gelatinizacion.

Suspender en un erlenmeyer o vaso de ppdo de 50 mL, 3 g de almidén en 30 mL de
agua destilada. Agregar un buzo y calentar en plancha calefactora agitando constantemente.
Tomar la temperatura cada 10 segundos utilizando un termémetro digital tipo pinche (*). La
temperatura aumentara de forma continua hasta el punto en que los granulos de almidon
alcancen la temperatura de gelatinizacion, momento en que se mantendra constante (cambio

de fase).

(*) con cuidado de no golpear la punta de la sonda, que es donde se encuentra el sensor

Determinacion de la concentracion aproximada necesaria para gelificar.

Preparar 40 ml de solucién al 10 % de almiddn en agua destilada. A partir de esta
solucion preparar soluciones de concentracion 8, 6, 4 'y 2 % de almidon.

Transferir 10 ml de solucion 10 % a un tubo de ensayos grande y colocar en un bafio
de agua a ebullicion. Agitar con varilla constantemente hasta ebullicion. Continuar el

calentamiento con agitacion durante 5 minutos. Enfriar en bafio de agua fria.
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Repetir este procedimiento para las restantes diluciones.

Informar la concentracion minima necesaria para gelificar.

Tendencia a la retrogradacion

En un tubo de centrifuga, suspender 4 g de almidon en 40 ml de agua destilada.
Colocar el tubo con la suspension en bafio de agua en ebullicién. Agitar constantemente
hasta ebullicion para evitar la formacién de grumos. Continuar el calentamiento con
agitacion por 5 minutos. Enfriar en agua fria y observar las caracteristicas del gel formado
(por ejemplo transparente, opaco, gomoso, elastico, etc.).

La tendencia a la retrogradacion se estima a partir del volumen de agua separado
luego de su almacenamiento a 4°C durante un tiempo estipulado. Colocar a 4°C durante 24
h como minimo. Centrifugar durante 20 minutos y luego extraer por succién (usar pipeta
Pasteur) el agua separada. Informar el volumen de liquido separado.

Informar las caracteristicas del gel formado y el volumen desplazado por
retrogradacion para cada almidon estudiado.

Confeccionar una tabla, tal como se muestra a continuacion, para presentar los datos
correspondientes a tres almidones diferentes. Comparar sus propiedades y comentar las

posibilidades de emplear uno u otro para diferentes tipos de productos alimenticios.

Tipo de almidon Caracteristicas del gel Tendencia a retrogradar
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PROPIEDADES EMULSIONANTES DE LAS PROTEINAS

Introduccién:

Una emulsion es una dispersion de dos liquidos inmiscibles. Uno de ellos formando
una fase dispersa en forma de gotas o glébulos en otra fase continua. Es un sistema
termodindmicamente inestable debido al aumento del area interfacial, lo que produce un
aumento de la energia libre del sistema.

Las dos fases liquidas inmiscibles en los alimentos son la acuosa y la lipidica. En la
mayoria de los alimentos la fase lipidica es la dispersa.

La inversion de fases ocurre cuando una emulsion aceite/agua se transforma en una
agua/aceite, 0 a la inversa. Esto sucede generalmente en emulsiones en las que la relacién
fase dispersa/fase continua es elevada o cuando la emulsion es sometida a un trabajo
mecanico intenso.

Algunas proteinas, debido a su naturaleza anfifilica, tienen accidn tensioactiva, y por
su tendencia a desnaturalizarse y a agregarse en interfases, forman peliculas de rigidez y
elasticidad variables, motivos por los cuales son buenos agentes emulsificantes y
estabilizantes de emulsiones. Para evaluar las propiedades emulsionantes de las proteinas se
utilizan métodos estandarizados, debido a la diversidad de factores que afectan tanto la
formacion como la estabilidad de las emulsiones.

La capacidad emulsionante es la cantidad de aceite que puede emulsionar una

solucion de proteina a una determinada concentracion.

Objetivo:

El objetivo del TP es evaluar la capacidad emulsificante de tres muestras proteicas
diferentes (huevo en polvo, clara en polvo y un concentrado proteico de suero de leche).
Se formularan emulsiones aceite en agua con agitacion. Luego las emulsiones seran

sometidas a centrifugacion y se determinara la separacion de fases.

Parte experimental:
Reactivos:

e Concentrado proteico de suero lacteo (Lacprodan 80)

e Huevo entero en polvo
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e Clara de huevo en polvo
e Aceite de girasol

e Agua destilada

Procedimiento:

Se obtendran 3 emulsiones diferentes una con cada muestra proteica.

Para obtener las emulsiones se utilizard una minipimer en la cual primero se deberan
dispersan las proteinas (7 g) en agua destilada (63 g) mediante agitacion. Una vez formada
la dispersion de agregaran 30 g de aceite y se volvera a agitar durante 1 minuto (con la

cuchilla cortante a velocidad méaxima, manteniéndola en el fondo del vaso).

Andlisis comparativo de las muestras
Una vez formuladas todas las emulsiones O/W, realizar un andlisis sensorial

evaluando los siguientes atributos:

» Aspecto general (estabilidad recién preparadas las muestras)
« Color
* Aroma

« Consistencia

Una vez realizado el analisis organoléptico colocar cada formulacién por duplicado
(igualando los pesos) en una centrifuga durante 5 minutos. Al finalizar el tiempo

comparar la estabilidad de todas las muestras.

De ser necesario volver a centrifugar durante oros 5 minutos las muestras que

siguieron siendo estables luego del primer centrifugado.

Describir las diferencias que se observen y justificar teniendo en cuenta la fuente

proteica utilizada en la formulacion.
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ALTERACIONES Y ADULTERACIONES

ALTERACIONES DE LIPIDOS

Indice de &cidos grasos libres
(IUPAC, 11.D.1, modificado)

Los aceites y grasas, debido a la accion de las lipasas, contienen acidos grasos libres en
mayor o menor cantidad segun sean las condiciones de manufactura y tiempo de
almacenamiento del producto. El Codigo Alimentario Argentino menciona el maximo valor

de acidez libre permitido en aceites comestibles (Art. 525).

Se expresa en mg de KOH requeridos para neutralizar los acidos grasos libres presentes

en 1 g de grasa.

Reactivos:
- Sol. de etanol: éter etilico (1:1 v/v) neutralizada = 60 ml.
- NaOH 0,05 N valorado.

- Sol. de fenolftaleina al 1 %

Pesar exactamente 1-2 g de muestra en un Erlenmeyer tarado de 125 ml, y disolverla en
60 ml de la mezcla de solventes previamente neutralizada a la fenloftaleina con NaOH
diluido. Agitar y titular con NaOH 0,05 N valorado, utilizando una pipeta de 2 0 5 ml
graduadas al 0,1 ml (No introducir la pipeta mojada en el frasco del NaOH 0,05 N, sino sacar

10 ml en un vasito y pipetear de alli).

Calcular e informar la acidez libre en mg de KOH por g de aceite y en g de &cido oleico
por 100 g de aceite, que es otra forma comun de expresarla. (PM &cido oleico = 282,4).

Nota:

Punto final: que la coloracion rosa del indicador permanezca 15-30 s.
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Calculo de resultados:

IA (mg KOH /1 g grasa) = (V X N X f)naoH Mkon/ Mwm

IA (g &cido oleico / 100 g aceite) = (V X N X f)naoH Macipo oLeico X 100 / (1000 X mm)

Donde:  1A: indice de acidez VnaoH: Ml de NaOH gastados en la titulacion
Nnaor: normalidad del NaOH fnaon: factor del NaOH

mm: masa de muestra (g)

indice de peroxido
(A.0.A.C., 965.33, 1990; A.O.C.S., Cd 8-53, 1963)

Las grasas y aceites, por accion de diversos factores fisicos o bioldgicos (disponibilidad
de oxigeno, presencia de ciertas enzimas y metales, accién de la luz, el calor y la humedad,

etc.) sufren procesos de rancidez oxidativa.

Este método determina todas las sustancias que bajo las condiciones del test, oxidan al
ioduro de potasio, y las expresa en términos de miliequivalentes de peroxido por 1000 g de
muestra. Se asume generalmente que todas las sustancias son peroxidos u otros productos
similares de la oxidacién de grasa. Es aplicable a todas las grasas y aceites tipicos, incluidas
las margarinas. EI método es altamente empirico y cualquier cambio en el procedimiento

puede provocar variacién de los resultados.

Reactivos:

- Mezcla acido acético-cloroformo (3:2)

- Solucion saturada de Kl (se prepara en el momento)
- Solucion de Na2S»03 0,1 N (valorada).

- Solucion de Na;S:03 0,01 N (valorada).

- Solucién de almidoén 1 %.

Pesar 5,00 £ 0,05 g de muestra en un Erlenmeyer de 250 ml de capacidad, con tapa
esmerilada. Agregar 30 ml de la mezcla de solventes. Agitar hasta disolucion total de la
muestra. Agregar 0,5 ml de la solucion saturada de KI, usando pipeta (preferiblemente de
tipo Mobhr). Dejar la solucidn exactamente 1 min., con ocasional agitacion, y agregar después

30 ml de agua destilada.

38



Departamento de Quimica Organica
Area microbiologia y Quimica de Alimentos

Titular con solucion de Na2S;03 0,1 N, agregandole gradualmente y con agitacién
constante y vigorosa. Continuar la titulacion hasta que el color amarillo haya casi
desaparecido. Agregar aproximadamente 0,5 ml de solucion indicadora de almidon.
Continuar la titulacion agitando vigorosamente el Erlenmeyer cerca del punto final, para
liberar todo el I, de la capa cloroférmica. Agregar la solucion de Na»S>Oz gota a gota hasta
desaparicion del color azul. Si el gasto de Na.S03 0,1 N es muy pequefio (< 0,5 ml), repetir
la determinacion y titular con solucion de Na2S;Os 0,01 N. Conducir paralelamente un

blanco (el volumen gastado debe ser < 0,1 ml de Na;S203 0,1 N).

Calculo de resultados:

IPO (meg. de peroxido / 1000 muestra = (M —B) X N x fx 1000 / mm

Donde:

M = ml de Na>S,0z gastados en la titulacion de la muestra.
B = ml de Na»S,0z gastados en la titulacion del blanco.

N = normalidad de la solucion de Na,S;0s.

f = factor de la solucion de NazS>03

My = masa de muestra (g)
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ALTERACION Y ADULTERACION EN MIEL

Hidroximetilfurfural (HMF)

El 5-hidroximetil-2-furaldehido o hidroximetilfurfural (HMF) es un producto
generado por la deshidratacién -catalizada por acidos- de azUcares y/o por reaccion de
Maillard a partir de azlcares reductores.

H

Ho/\@/ "o

Hidroximetilfurfural
(HMF)

La miel recién extraida contiene muy poca cantidad de HMF, sin embargo su
contenido aumenta durante su procesamiento y posterior almacenamiento. Este producto
suele ser sometido a tratamiento térmico con el fin de reducir la viscosidad y prevenir la
cristalizacion y/o la fermentacion. Con respecto al almacenamiento, si la miel se mantiene
por largos periodos a temperaturas promedio entre 12 y 15°C, la formacion del HMF sera
minima, pero a temperaturas superiores se vera favorecida, debido principalmente al valor

de acidez propio de la miel.

Por otra parte, la miel, compuesta principalmente por azlcares, ha sido
tradicionalmente objeto de adulteraciones con jarabes. Estos se obtienen de manera muy
econdmica a partir de la hidrdlisis &cida del almidén. Durante este tratamiento se forma
HMF en cantidades importantes, con lo cual, la presencia de altos niveles de este
compuesto en miel sugieren la posibilidad de que el alimento haya sido adulterado con

este tipo de productos.

Por lo anteriormente expuesto, el contenido de HMF constituye un parametro de
genuinidad de importancia en miel. EI Codigo Alimentario Argentino (CAA) fija una

cantidad maxima permitida de HMF en miel.
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Determinacion de hidroximetilfurfural por H.P.L.C.

Principio: El hidroximetilfurfural sera determinado en una solucion acuosa de
miel, claray filtrada, utilizando cromatografia liquida de alta performance en fase reversa,
equipada con un detector UV-visible. Se cuantificara utilizando una curva de calibracién

construida a partir de las sefiales de estandares conocidos.
Reactivos

a. Agua bidestilada o Millipore necesaria para preparar todas las soluciones a
utilizar.
b. Fase movil: agua-metanol (70:30), ambos calidad HPLC.
c. Solucién acuosa estandar de HMF (aproximadamente 400 mg/L).
d. Solucién de Carrez I: disolver 15 g de KsFe(CN)6.3H20 en agua y llevar a 100
ml.
e. Solucion de Carrez 1lI: disolver 30 g de Zn(CH3.CO0),.2H20 vy llevar a 100

ml.

Equipamiento

Equipo para HPLC marca Spectra System P2000, Thermo Separation Products,
equipado con una valvula inyectora Reodyne provista de un loop de inyeccion de 10 pl,
detector UV-visible Spectra 100, Thermo Separation Products, y un integrador Data Jet
Integrator, Thermo Separation Products. La columna a utilizar serd& Phenomenex
Sphereclone s u ODS (2); 250 mm x 4,6 mm id x 5 pm. La deteccion se realizard a A =
272 nm.

Procedimiento

Curva de calibracién:

Preparar, a partir de la solucién madre entregada por el docente, soluciones

estandar de HMF de concentraciones 1, 2, 5y 10 mg/L (consultar).

Inyectar por triplicado 20 ul de cada una de las soluciones estdndar de HMF.

Las corridas se realizaran en modo isocratico, a temperatura ambiente, con un flujo de 1
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ml/min. A partir de los resultados obtenidos, grafique la curva de calibracion
correspondiente (Area vs. concentracion estandar de HMF).

Muestra:

Pesar exactamente 5 g de miel en un vaso de precipitados de 50 ml. Disolver
la muestra en aproximadamente 25 ml de agua (bidestilada o millipore) y transferir
cuantitativamente a un matraz de 50 ml. Agregar 0,5 ml de la solucion de Carrez | y
mezclar. Agregar 0,5 ml de solucion de Carrez 11, mezclar y llevar a volumen con agua
(pueden agregarse unas gotas de etanol para prevenir la formacion de espuma). Filtrar en
papel, descartando los primeros 10 ml del filtrado. Posteriormente, filtrar a través de un

filtro de membrana de 0,45 um.

Inyectar la muestra por duplicado. A partir de las areas obtenidas y utilizando
la curva de calibracion, calcule el valor, en mg/kg, del contenido de HMF del producto

analizado.

Determinacion de presencia de dextrinas

Procedimiento

Colocar aproximadamente 1 g de miel en un vaso de precipitado de 50 ml.
Agregar 4 ml de agua destilada y disolver completamente la miel. Tomar 2 ml de la
solucion anterior, colocarlos en un tubo de ensayos y agregar 1 ml de etanol.

Observar el resultado:

a) Liquido limpio: miel no adulterada.

b) Liquido blanco-lechoso: miel adulterada.
Actividad Diastasica

Las enzimas son componentes minoritarios de la miel, pero su actividad
enzimatica es fundamental para la transformacion del néctar en miel, ya que modifica
azucares complejos en simples, de facil asimilacion. EI Codigo Alimentario Argentino

contempla la determinacién de la actividad diastasica (una de las enzimas de la miel)
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como una forma de valorar calidad, no por su importancia dietaria, sino por su

sensibilidad al calor e inactivacion por sobrecalentamiento o envejecimiento de la miel.

Principio del método: El sustrato de almidon tamponado, se incuba con la
muestra, produciéndose la hidrélisis enzimatica, que se determina por el agregado de
reactivo de yodo, el cual produce coloracién con el remanente del almidén no hidrolizado.

Materiales

Buffer acetato — pH: 5.3 (1,59 M)

Acetato de sodio — 3 H20 8749
Acido acético glacial 10,5 ml
Agua destilada c.s.p. 500 ml

Disolver el acetato de sodio en 400 ml de agua, afiadir el &cido acético disuelto en 50 ml
de agua y completar hasta 500 ml. Ajustar a pH: 5,3 con acetato de sodio o acido acético,
segun el caso.

Solucién de cloruro de sodio 1 %

Cloruro de sodio 19
Agua destilada c.s.p. 100 ml

Solucion de almidon (0,05 %)

Almidén soluble 0,050 g
Agua destilada csp 100 ml

Disolver el almidon en 80 ml de agua y llevar a ebullicion 3 min, luego Ilevar a 100 ml.
Conservar en frasco color caramelo en la heladera.

Soluciéon de lodo 0.1 N

loduro de potasio 20,09
lodo 12,79
Agua destilada csp 1000 ml

Disolver el IK en 100 ml de agua, luego agregar el I sublimado y completar a 1,0 litro.
La solucidn de trabajo se prepara por dilucién de la solucién de lodo 0,1 N (1:10) con una
solucion de NaF (2 %). Conservar en frasco color caramelo en la heladera.

Preparacion de la muestra

Pesar 10,00 g de muestra de miel en un vaso de precipitado de 50 ml y afiadir 10 ml de
buffer pH: 5,3.

Procedimiento

1. Colocar en una gradilla 10 tubos de ensayo y agregarle 1 ml de solucién de cloruro
de sodio al 1 %.
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2. Agregar al primer tubo 1 ml de la muestra y mezclar.

3. Pasar luego 1 ml del primer tubo al segundo, mezclar y continuar asi hasta el noveno
tubo, desechando el ultimo ml (las diluciones seran: 1/2; 1/4; 1/8; hasta 1/512).

4. El tubo décimo sirve de testigo

5. Colocar a cada tubo 1 ml de solucion de almidon 0,050 % e incubar por 30 min a 37
°C.

6. Retirar, enfriar rdpidamente y colocar una gota de solucion de trabajo de yodo a cada
tubo y agitar.

Observar la coloracion.

Expresion de los resultados
U.D = (inversa de la dilucion mayor que permanece incolora) x 2
Valor normal de miel: no menos de 32 U.D.
Cantidades menores de 32 U.D. corresponden a una miel vieja, calentada, mal

procesada o adulterada. Existen mieles de bajo contenido de diastasa, por ejemplo, mieles

de citrus.

Tabla de equivalencias del método de Bianchi y el 1.D que corresponde al

ndmero de la escala de Gothe.

uU.D. ID (Gothe)
Bianchi Minimo Maximo
0 0,99 2,88
4 2,93 4,16
8 4,32 5,70
16 7,28 8,08
32 9,01 14,68
64 15,22 27,25
128 33,48 67,87

Acidez Libre

La acidez libre se mide en funcion de los acidos organicos que naturalmente
contiene la miel. Los valores normales de acidez se incrementan si la miel ha fermentado
y esto sucede en mieles con elevados porcentaje de humedad donde se han desarrollado
mohos y levaduras. EI CAA establece un valor maximo permitido.
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Reactivos
Solucion de NaOH (0,05 N)
Determinacion

Pesar aproximadamente 10 g de muestra en un vaso de precipitados de 250 ml
y agregarle 75 ml de agua destilada. Agitar y disolver completamente. Colocar el
electrodo del pH metro en la solucion, registrar el pH inicial y luego agregar NaOH 0,05
N con un flujo aproximado de 5 ml/min hasta alcanzar un pH de 8,50. Expresar los

resultados como miliequivalentes de NaOH 0,05 N/Kg de muestra.
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PARDEAMIENTO ENZIMATICO

El pardeamiento enzimatico es un proceso bioquimico que resulta en la
produccidén de pigmentos pardos debido a la accion inicial de la enzima polifenoloxidasa
(PFO). Esta metaloenzima, que tiene al cobre como cofactor, cataliza la oxidacion de
fenoles a quinonas en presencia de oxigeno. Estas quinonas son compuestos muy
reactivos que se polimerizan quimicamente formando los pigmentos pardos.

Las quinonas pueden interaccionar con proteinas y aminoacidos, afectando no solo
al color sino al valor nutricional, aroma y sabor de los alimentos. ElI pardeamiento
enzimatico es una de las principales causas de deterioro de vegetales, algunos productos
marinos y frutas frescas. Ocasionalmente, es deseado en alimentos tales como el cacao,
té y pasas de uva.

La PFO vy los sustratos (fenoles) estan presentes en las células en compartimentos
diferentes. Por ello, la descompartimentalizacion provocada por dafios fisicos o
microbioldgicos, madurez, o el manejo incorrecto pre y postcosecha de frutas y vegetales
acelera las reacciones de pardeamiento.

La actividad de la enzima puede verse afectada por cambios de temperatura, pH,
agregado de inhibidores y agentes quimicos 0 aumento/disminucion en la concentracion
de fenoles y oxigeno.

Analizar el efecto de estos factores puede resultar importante para la prevencion

del pardeamiento enzimatico en frutas y vegetales minimamente procesados.

Objetivos:
1. Conocer los cambios que se producen en tejidos vegetales debido al pardeamiento
enzimatico, bajo distintas condiciones ambientales.

2. Evidenciar el efecto de métodos fisicos y quimicos en la inhibicion del pardeamiento.

Se puede trabajar diferentes frutas u hortalizas: manzana, banana, pera, papa.

1. Efecto del tamario del corte

Cortar las frutas u hortalizas en 2 tamarios distintos:
e Triturar, pisar o rallar, dependiendo del tipo de fruta u hortaliza.

e Cortar en cubos de aproximadamente 1 cm de lado.
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Colocar cada corte en un vidrio de reloj o cristalizador y dejar reposar en la mesada
a temperatura ambiente. Observar la coloracion cada 30 minutos, por un total de 3 h. En
cada observacion tomar una imagen y puntuar el pardeamiento mediante la escala que se
encuentra en la figura y en el cddigo QR. Para la adquisicion de las imagenes colocar un
fondo blanco debajo de las muestras. Las imagenes de deben adquirirse siempre con el

mismo dispositivo, a la misma distancia de la muestra y con la misma fuente de luz.

Tabla 1. Efecto del area superficial y el tiempo sobre el pardeamiento enzimatico.

Alimento:
120 150 180
Omin | 30 min | 60 min | 90 min ] . .
Muestra min min min
Triturada
Cubos
Observaciones

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

2. Efecto de la temperatura sobre el pardeamiento

Cortar los vegetales en cubos de 1 cm de lado y separar en tres fracciones. Dejar
una porcion de los cubos en mesada, otra en estufa a 37°C y la tercera fraccion se va a
dejar reposar en heladera. Esperar que transcurran 3 h de reposo y medir colora través de

imagenes (punto 5) en todas las muestras.

3. Efecto del tratamiento térmico sobre el pardeamiento

Cortar los vegetales en cubos de 1 cm de lado. Colocar los cubos en agua hirviendo
durante 3 minutos para llevar a cabo un proceso de escaldado. Luego, escurrir y llevar

esta misma porcion a estufa a 37°C, junto con una segunda porcion que no haya sufrido
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el proceso de escaldado (la misma del punto 2). Esperar que transcurran 3 h de reposo y
medir colora través de imagenes (punto 5) en todas las muestras.

4. Efecto del pH sobre la actividad enzimatica

Cortar los vegetales en cubos de 1 cm de lado y separar en dos fracciones. Colocar
una fraccion de los cubos en una solucién al 1% de acido citrico y otra porcién en solucion
al 1% de &cido ascorbico durante 5 minutos. Retirar los cubos de la solucién, escurrir y
llevar a estufa a 37°C, junto con una tercera porcion que no haya sufrido el proceso de
inmersion en solucion &cida (la misma del punto 2). Esperar que transcurran 3 h de reposo

y medir color a través de imagenes (punto 5).

5. Medicion de color

El color se puede definir como la sensacion que experimenta el observador cuando
la energia radiante del espectro visible alcanza la retina del ojo. Dentro de los métodos
instrumentales de medicion de color se halla el colorimetro, con el cual se puede medir
cuénto se desvian parametros del color de una muestra frente a un estandar, o cambios de
entre lotes de produccion, cambios durante el almacenamiento, etc. Las diferencias de
color son calculadas como la diferencia de L*a*b* entre muestras. Otra manera de evaluar
color es a través de analisis de imagenes obtenidas en condiciones estandarizadas de luz,
distancia a la camara y color de fondo.

Procedimiento:

Colocar las muestras sobre un fondo blanco y tomarles una foto con cdmara digital
para la obtencion de la imagen. Utilizar el software libre de procesamiento de imégenes,

ImageJ, para obtener los parametros de color segun el siguiente instructivo:

1. Abrir la imagen (opcion File > Open)

2. Con alguna de las herramientas de seleccion, seleccionar la zona de la imagen
donde se encuentra la muestra (evitar seleccionar sombras, es conveniente
agarrar la imagen de un unico trozo de muestra).

3. Iralaopcion Analyze > Histogram
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4. En la ventana que se abre presionar el boton RGB para ir cambiando el

histograma de rojo a verde, a azul. Registrar los valores promedio (Mean) que

arroja en el programa.

5. Una vez registrados los valores RGB, para pasar a la escala CIELAB utilizar

el conversor web Colormine (www.colormine.org). Registrar los valores de
L*a*b*.

Comparacion entre muestras:

6. Relacionar los valores de los parametros L*, a* y b* obtenidos con el cambio

de color de las muestras. Ver la tendencia a los colores pardos y los cambios

en la luminosidad.

7. Calcular el indice de blancura segln la siguiente ecuacion:

IB = 100 — /(100 — L)2 + a2 + b?)

Tabla 2. Efecto de la temperatura, el escaldado y el tratamiento acido sobre el indice de

blancura de las muestras.

Alimento:
Temperatura Tratamiento Tratamiento acido
térmico
Condicién | 4°C | Tamb. | 37°C Si No Citrico | Ascorbico
IB
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PROGRAMA DE BROMATOLOGIA

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
LICENCIATURA EN CIENCIAS QUIMICAS

FACULTAD: Ciencias Exactas y Naturales
DEPARTAMENTO: Quimica Organica - Area Bromatologia
MATERIA: Bromatologia

CARACTER: Obligatorio

1 Alimento: calidad y nutricién. Atributos de calidad y seguridad. Legislacion alimentaria.
Funciones especificas que cumplen los distintos tipos de nutrientes en el organismo.
Requerimientos de energia. Balance energético. Nutrientes esenciales. Fibra dietaria. Concepto de
calidad nutricional de proteinas.

2 Agua. Propiedades fisicas del agua. Importancia en la manifestacion de las propiedades
funcionales de los componentes alimentarios. Interacciones agua-soluto. Presion de vapor relativa,
movilidad molecular y estabilidad de alimentos.

3 Hidratos de carbono. Azucares de importancia en alimentos. Polisacaridos. Almidones:
Gelatinizacion, retrogradacion. Almidones modificados. Sustancias pécticas. Gomas.
Aplicaciones en alimentos. Propiedades fisicas y funcionales de azucares y polisacéridos.

4 Proteinas. Reacciones de importancia en alimentos. Cambios fisicos, quimicos y nutricionales
que ocurren durante el procesado. Propiedades funcionales: espumante, emulsificante,
gelificante, espesante, formadora de masa panificable y otras. Enzimas en los alimentos:
ejemplos de actividad enzimatica en tejidos vegetales y animales. Pardeo enzimatico.

5 Lipidos. Acidos grasos esenciales. Propiedades fisicas, y funcionales. Cristalizacion.
Polimorfismo. Propiedades funcionales de los lipidos: rol en la percepcion del flavor,
plasticidad y otras.

6 Propiedades sensoriales de los alimentos. Componentes que imparten color, aroma,
gusto.Pigmentos naturales: ejemplos y ocurrencia, caracteristicas, solubilidad, estabilidad. .

7 Métodos analiticos de uso general en Bromatologia. Necesidad de normalizacion de las técnicas.
Preparacion y toma de muestra. Determinaciones fisicas. Fundamento de los métodos para
determinar hidratos de carbono, sustancias nitrogenadas, minerales, vitaminas y lipidos. Criterios
de seleccion de métodos, causas de error e interferencia. Expresion de los resultados y su
interpretacion.

9 Aditivos alimentarios. Definicion. Clasificacion general y usos. Requisitos para su utilizacion en
alimentos: inocuidad, justificacion de su uso, aceptacion por la legislacion vigente. Estimacion de
los niveles probablemente seguros para el ser humano: ingesta diaria admisible. Beneficios y
riesgos de su utilizacion.

10 Leche. Definicion. Composicion quimica. Propiedades fisicas. Estabilidad. Caracteristicas
fisicas y fisicoquimicas relacionadas con el estado higiénico y la genuinidad. Valor nutritivo.
Legislacion.
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11 Carnes. Estructura y composicion del musculo. Cambios bioquimicos post-mortem.
Maduracioén de la carne. Caracteristicas de las carnes frescas. Factores que influyen en la calidad.
Alteraciones.

12 Alteraciones fisicas, quimicas y bioldgicas de materias primas y productos alimenticios.
Clasificacion de alteraciones: fisicas, quimicas y bioldgicas. Ejemplos y discusion de cada una.
Reacciones de pardeo no enzimatico. Reacciones de hidrolisis y oxidacion de lipidos. Factores que
influyen en las alteraciones. Alteraciones consecutivas, ejemplos.
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Lista de materiales personales para el trabajo en el laboratorio de Bromatologia:

o Guardapolvos

o Libreta de laboratorio
o Anteojos de seguridad
. Espatula metalica

. Pera de goma

. Algodon

. Alcohol

. Marcador de vidrio

. Detergente

. Repasador o trapo rejilla
o Paiiuelos de papel
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REGIMEN DE APROBACION DE TRABAJOS PRACTICOS

e Se permitira un maximo de 2 (dos) ausentes a las clases (tedricas y practicas) durante todo el
cuatrimestre. La asistencia se tomara a los 15 minutos del horario de inicio de la clase; en caso
de llegar mas tarde, el alumno podra realizar trabajos en el laboratorio, pero se lo considerara
como ausente.

e La aprobacion de los trabajos practicos incluye la realizacion de las practicas de laboratorio y

los examenes parciales. Asimismo, deberd devolverse tanto el material de uso comtin como la
totalidad del material de uso individual entregado a principios de cuatrimestre.

PRACTICAS DE LABORATORIO

e La aprobacion de las practicas de laboratorio requiere:
a) la aprobacion de un interrogatorio inicial,
b) la realizacion del trabajo experimental y,
¢) la aprobacion de un informe final escrito.

eEn caso de desaprobar el interrogatorio inicial deberd rendirse nuevamente y no podra
continuar con la practica hasta su aprobacion.

e El interrogatorio inicial se rendird previamente a la realizacion del trabajo practico en forma
oral. En caso de desaprobarlo, deberé rendirse nuevamente.

e [os andlisis mal informados podran repetirse una Unica vez. No se podra exceder en todo el
cuatrimestre en 2 (dos) el nimero de resultados mal informados luego de su repeticion.

¢ No podré iniciarse una practica hasta tanto no haya sido aprobada la practica anterior
PARCIALES

¢ Para rendir el parcial deben estar aprobadas las practicas correspondientes al mismo.

¢ Se tomaran 2 (dos) parciales con temas de los trabajos practicos, que seran aprobados con un
minimo de 6 (seis) puntos cada uno. Si el alumno no alcanzara el puntaje minimo para aprobar

o si hubiese estado ausente, podra recuperar ¢l o los parciales en cuestion en la fecha de
recuperatorio. Cada parcial podra ser recuperado sélo una vez.
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PROMOCION OPCIONAL: en la misma fecha de los parciales practicos, se podran rendir los
parciales teoricos. Para poder promocionar la materia, los parciales deberan ser aprobados con
mas de 7 (siete) puntos y con un promedio de 8 (ocho) puntos.

INTERROGATORIOS INICIALES

PARTE 1

Determinacion de componentes mayoritarios de alimentos

Fundamento de todas las determinaciones realizadas en TPs. Normas de higiene y seguridad a
tener en cuenta durante las practicas. Legislacion argentina. Composicion global de los
alimentos. Contenido de agua. Contenido de grasa. Nitrogeno total y proteina bruta.

Leche.
Definicion. Composicion quimica, propiedades fisicas, evaluacion del estado higiénico y del
tratamiento térmico.

Productos carneos.

Definicion de carne. Nociones sobre composicion de carne fresca y chacinados.

Evaluacion de resultados y conclusiones sobre genuinidad y estado higiénico. Evidencias o
conjeturas sobre adulteraciones.

PARTE 2

Productos azucarados

Miel. Definiciéon del CAA. Caracteristicas generales. Composicion. Pardmetros de calidad
fijados por el CAA relacionados con la genuinidad y el estado higiénico. Fundamento de las
técnicas incluidas en la guia de TP. Normas de higiene y seguridad a tener en cuenta durante la
practica. Legislacion argentina.

Muestra: la provee la catedra.

Lipidos
Generalidades de composicion, propiedades funcionales y reacciones de oxidacion de lipidos.
Técnicas para medir la oxidacion de lipidos. Fundamentos de las determinaciones incluidas en

la guia de TP. Normas de higiene y seguridad a tener en cuenta durante la practica. Legislacion
argentina.Muestra: la provee la catedra.
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MODELO DE INFORME

Informe N°

Fecha de entrega:

Nombre y apellido:

NOMBRE DE LA PRACTICA

DETERMINACIONES REALIZADAS:

a) Nombre de la determinacion (referencia de la metodologia)
Resultado obtenido

b) Nombre de la determinacion (referencia de la metodologia)
Resultado obtenido

CONCLUSIONES

a) Codigo Alimentario Argentino
Registrar las especificaciones de esta norma respecto de determinaciones fisico quimicas
para este tipo de alimento (o el mas parecido). Comparar con los resultados obtenidos.

b) En caso de contar con el rotulado,

Copiar los valores dados en el rotulado nutricional y comparar con los resultados
obtenidos.

ANEXO DE DATOS DE LABORATORIO

DETERMINACIONES REALIZADAS

a) Nombre de la determinacion
Datos de laboratorio (masa de muestra, pesadas, diluciones, etc.)
Resultado obtenido

b) Nombre de la determinacion

Datos de laboratorio (masa de muestra, pesadas, diluciones, etc.)
Resultado obtenido

OBSERVACIONES
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PARTE 1
LECHE

Leche fluida

Finalidad del analisis

Las determinaciones que se realizan comuUnmente en el analisis fisico-quimico de la leche,
permiten comprobar si sus valores responden a los caracteristicos de composicion genuina,
poner al descubierto alteraciones y adulteraciones o fraudes e indicar (entre ciertos limites) el
estado de conservacion.

Un examen rutinario incluye frecuentemente las determinaciones de densidad, grasa, s6lidos
totales, acidez, descenso crioscopico, estimacion del estado higiénico (ensayos de azul de
metileno o resazurina).

Preparacion de la muestra de leche fluida (AOAC 925.21, 2000)

Antes de tomar porciones para el analisis, llevar la muestra a aproximadamente 20°C y mezclar
por trasvase a otro recipiente limpio, repitiendo la operacién hasta asegurar una muestra
homogénea. Si no han desaparecido los grumos de crema, entibiar la muestra en bafio de agua
hasta casi 38°C, mezclar y luego enftriar a 15-20°C. En caso de tener que medir un volumen para
alguna determinacion, llevar la muestra a esa temperatura antes de pipetear.

Densidad

Puede determinarse con balanza hidrostatica, picnometro o lactodensimetro, a la temperatura de
15°C.

Determinacion de densidad con lactodensimetro (AOAC 925.22, 2000)

Se vierte la leche preparada para el andlisis, en un recipiente cilindrico, evitando formacion de
espuma e incorporacion de aire. Introducir el lactodensimetro de modo que ocupe la parte
central del liquido, se espera a que alcance el nivel correspondiente y luego se lee la densidad
cuidando que el visual enrase con la superficie libre de la leche. Leer la temperatura.

Un tipo difundido de lactodensimetro, es el Quevenne, cuyo vastago con escala graduada
comprende valores entre 15 y 40 que corresponden a las milésimas de densidad por encima de
la unidad, es decir, que el nimero 32 del lactodensimetro indica la densidad 1,032.

El instrumento estd calibrado a 15°C y a esa temperatura, por lo tanto, el nimero leido
representa la densidad de la leche. A temperaturas diferentes, debe recurrirse a tablas especiales
de correccion.

Cuando la discrepancia con respecto a los 15°C no es mucha (no mas de + 5°C), se puede
obtener la correccion sumando o restando 0,0002 a la densidad hallada, o bien 0,2 a los grados
leidos en el lactodensimetro, por cada grado de temperatura respectivamente superior o inferior
a 15°C.

Extracto seco (Solidos totales) (AOAC, 925.23, 2000)

Lo constituye el residuo remanente de la evaporacion de las materias volatiles de la leche a la
temperatura de ebullicion del agua.
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A un cristalizador de didmetro no menor de 5 cm se agrega arena calcinada de manera que
quede una capa delgada en el fondo del mismo. El conjunto se seca en estufa a 100°C durante 1
hora, se enfria y tara, luego se agregan al cristalizador 5,0 mL de leche, exactamente medidos, y
se pesa nuevamente. Evaporar en baino de agua hirviente durante 10-15 min., exponiendo a la
accion del vapor la maxima superficie posible del fondo del recipiente. Colocar luego en estufa
de 98-100°C, secando hasta constancia de peso. En todos los casos enfriar en desecador y pesar
rdpidamente. Referir el residuo a % en volumen de muestra, informdndolo como "s6lidos
totales".

Materia grasa
Método de Gerber (CAA, Tomo II, 13-8, 1989)

Este método volumétrico, muy difundido en el control de rutina de leche, en especial, y de
productos lacteos en general, consiste en la separacion de la materia grasa por disolucién en
acido sulfurico de todos los componentes, seguida por centrifugacién en tubos especialmente
calibrados.

El método emplea también alcohol amilico, que ayuda a romper la emulsion de las grasas y
previene la carbonizacion de las mismas.

Reactivos:

- H2SOy4 para Gerber (dens. 1,813-1,817 a 20 - aprox. 90 %)
- Alcohol amilico puro (dens. 0,809-0,813 a 20°C), libre de grasa, comprobado por un ensayo
en blanco.

Medir con pipeta 10 mL de HoSO4 para Gerber e introducirlos en el butirdmetro evitando mojar
las paredes internas del cuello. Luego, agregar con rapidez 11,0 mL de leche con pipeta
aforada, cuidando que forme un estrato encima del 4cido y no se mezcle con ¢€l, e
inmediatamente agregar 1 mL de alcohol amilico. Se tapa el butirdémetro con el tapon especial
correspondiente y se agita en forma efectiva, pero con cuidado (*), teniendo en cuenta que se
produce una fuerte elevacion de la temperatura. Se coloca el butirometro en un bafio de agua a
65-70°C por 5-10 min. (con el tapon hacia abajo). Retirado del bafio, se seca exteriormente y se
centrifuga 3-5 min. La centrifuga consiste en un plato chato en el cual, mediante tubos
metalicos, se adaptan los butirometros dispuestos de forma tal que los tapones de cierre queden
dirigidos hacia afuera y la porcion graduada hacia el eje de la centrifuga. Se vuelve al bafio de
agua por 4-5 min., se lee inmediatamente el espesor de la capa de grasa acumulada en la parte
superior calibrada del butirometro. Por ajuste adecuado del tapon de cierre, se puede hacer
coincidir la base de la columna de grasa con el cero de la escala. Leyendo a la altura del
menisco de la columna de grasa, se obtiene directamente el % de grasa de leche. Si no es
posible ajustar la superficie inferior de la columna de grasa a cero, se ajusta a la marca de %
completo mas proxima, y se tiene en cuenta al efectuar la lectura del menisco superior.

La lectura del butirémetro corresponde a % g de grasa por 100 cm? de leche.

Si se verificara aguado en la leche analizada, debera recalcularse el % de grasa para determinar
si existe desgrasado respecto del tenor graso especificado en el CAA para la leche analizada.

(*) Para proteger la mano del calor que se desprende, conviene tomar el butirbmetro con un
trapo, sujetando con el dedo pulgar el tapon de goma, con firme presion. Los tres liquidos del
interior se mezclan volteando varias veces el butirometro. En algunos casos, se forman
coagulos albuminoides que persisten; los mismos se eliminan agitando (siempre con
precaucion) fuertemente, después de un tiempo prudencial.
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Nota 1: Siendo dificultosa la separaciéon de los globulos pequeiios de grasa en leches
"homogeneizadas", se recomienda volver a centrifugar después de calentar en bafio de 65-70°C,
procediendo asi hasta que la lectura alcance un maximo.

Nota 2: Se recomienda la realizacion de este ensayo por duplicado simultaneo, sirviendo cada
butirdmetro como mutuo contrapeso para el equilibrio de la centrifuga.

Bulbo del butidmetio - Depdsito

de compensacion parael ane —
durarte el apuste de lacohmmna O - Mamade
de grasa en la escala. posiaon
-2
il
~6
Escala delbutrémetro — E—
5
{ —4
Cohmmadegasa- | N Posicion de lechra -
corterudo en grasa de ‘ - : e
lechns : cohimmade grasa
J
Cuerpo del htndmeto / \
con lamezclade dcido P
sulfirico.
Cuello del hatirdrmetio Tapdn de cancho cdnioo

para elcierre v el ajuste

lemada —
con penmade d de la cohinma de grasa

y

Esquema de Butirometro de Gerber

Extracto seco no graso (CAA, Tomo II, 13.9, 1989)

Se determina por diferencia de los valores porcentuales de extracto seco y de grasa, obtenidos
anteriormente (a la hora de calcular esta diferencia tener en cuenta que las unidades del extracto
seco y de grasa sean coherentes).

El valor del extracto seco no graso (ESNG) constituye un valor bastante constante para todas
las leches, debido a que dentro del conjunto de sustancias que forman el extracto seco total, el
tenor graso es el mas variable.
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Si el valor de % ESNG hallado resultara inferior al especificado en el CAA, debera calcularse
el % de aguado como:

% de aguado = 100 * (%ESNGcaa -% ESNG)
%ESNGcaa

Acidez (AOAC, 947.05, 2000)

La leche fresca, en estado normal, no contiene practicamente acido lactico. Al determinarse la
acidez total, el gasto de 4alcali es debido al CO; disuelto, fosfatos acidos, proteinas
(principalmente caseina), y citratos acidos contenidos en la leche. El acido lactico producido
durante el "agriado", se debe fundamentalmente a la accion de microorganismos del tipo de los
estreptococos lacticos, sobre la lactosa.

Reactivos:
- Solucién de NaOH 0,05 N valorada.
- Solucion de fenolftaleina 0,5 % en etanol 95 %.

Medir con pipeta aforada, 10,0 mL de muestra y colocarlos un Erlenmeyer pequetio (utilizar
para titular un fondo blanco detras) Afadir 4 gotas de fenolftaleina. Titular con bureta de 10,0
mL con NaOH 0,1 N hasta aparicion de color rosa débil persistente (utilizar como contraste un
fondo blanco).

Los resultados se expresan en acido lactico % de muestra (p/v).

Para expresar la acidez en grados Dornic (forma corriente en la industria lactea), se multiplica
por 100 el resultado anterior.

Si se verificara aguado en la leche analizada, deberé recalcularse la acidez para comparar con la
especificacion del CAA para este parametro.

Determinacion de pH (CAA, Tomo 11, 13.10, 1989)

Se medird el pH con pH-metro. Se realiza la calibracion del equipo por medio de buffers
adecuados (pH 4,00 - 7,00), y luego se procede directamente a la medicion del valor de pH
correspondiente a la muestra en estudio. (Consultar al personal docente para el uso del equipo).

Analisis de la Fosfatasa Alcalina

La determinacién de fosfatasa alcalina estd destinada a decidir si un producto lacteo ha sido
pasteurizado en condiciones de tiempo y temperatura adecuadas. El CAA y las Normas
Mercosur exigen que la prueba de fosfatasa alcalina en productos lacteos dé negativa.

o Fundamento del método:

La determinacion de actividad fosfatasa se basa en la hidrolisis enzimatica, en medio alcalino,
del fenilfosfato disédico (NaFF) a fenol y posterior determinacion colorimétrica del fenol
liberado con 4-aminoantipirina (4-aminofenazona) y ferricianuro como agente oxidante.

Reactivos

- solucion sustrato: NaFF (1,4 mM) en buffer de pH 10 de aminometilpropanol (3 M) y 4-
aminoantipirina (29 mM). Conservar en heladera durante no mas de 5 meses.

12



Bromatologia Departamento de Quimica Organica
1° Cuatrimestre - Anio 2025 Facultad de Ciencias Exactas y Naturales-UBA

- reactivo de color: ferricianuro de K (10 mM). Estable durante 5 meses a temperatura ambiente
y al abrigo de la luz.

Procedimiento:

Preincubar 0,5 mL de solucion de sustrato unos minutos a 37 °C. Luego, agregar 50 ul de
muestra, mezclar e incubar exactamente 10 min. Agregar 2,5 mL de reactivo de color y retirar
los tubos del bafio.

El producto final se detecta por una reaccion colorimétrica cualitativa. Debe hacerse un ensayo
en blanco en las mismas condiciones con la misma leche previamente hervida y enfriada.

Leche en polvo

Determinacion de materia grasa. Método de Rose-Gottlieb (A.O.A.C., 989.05, 2000)

La determinacion de materia grasa se realizard en base a una modificacion del método de Rose
Gottlieb utilizado en leche. Por razones de organizacién en el laboratorio de T.P. esta
determinacion debera realizarse A PRIMERA HORA.

Se pesan 0,5 g de muestra en un papel satinado previamente tarado (lo mas pequefio posible).
Encerrarla parcialmente en el papel para que tome contacto con los reactivos, e introducirla
hasta el fondo de una probeta de 50 mL con tapa. Agregar 5 mL de agua y agitar hasta que la
muestra se disuelva (si es necesario, calentar en bafio Maria a 60°C).

Enfriar y adicionar 1 mL de NH4OH conc. Agitar y agregar 5 mL de etanol. Agitar y agregar
con pipeta aforada 10 mL de éter etilico. Agitar 30 segundos y agregar, también con pipeta
aforada, 10 mL de éter de petrdleo Volver a agitar y leer bien el volumen total de la mezcla.
Dejar reposar en heladera por lo menos dos horas para que se separen las fases (hay que evitar
la evaporacion de solventes; si esto ocurriera se notard una disminucion en el volumen leido).
Con pipeta aforada tomar 10 mL de la fase superior etérea y evaporarlos en un pequefio
cristalizador tarado. Deja enfriar en desecador, pesar y expresar % de grasas teniendo en cuenta
la alicuota que se pipeted.

Reactivos

- NH4OH concentrado
- Etanol

- Eter etilico

- Eter de petroleo

El método original es el que se detalla a continuacion:

Pesar una cantidad adecuada de muestra en el Mojonnier previamente tarado. En el caso de
muestras solidas o semisolidas diluir con agua a 10 mL aproximadamente para disolver la
muestra. Si es necesario, calentar en bafio Maria a 60°C

Enfriar, adicionar 1,5 mL de NH4OH y agitar. Adicionar 3 gotas de fenolftaleina para facilitar
la visualizacion de la interfase entre el éter y el agua durante la extraccion. Adicionar 10 mL de
etanol, tapar y agitar durante 15 segundos.

Para la primera extraccion agregar 25 ml de éter etilico, tapar el recipiente y agitar
vigorosamente durante 1 minuto destapando para liberar la presion si fuera necesario. Agregar
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25 mL de éter de petrdleo, tapar y repetir la agitacion 1 minuto. Centrifugar a 600 rpm.
Trasvasar la solucion etérea, cuidando de no volcar parte de la fase acuosa, a un Erlenmeyer
esmerilado de 250 mL previamente pesado.

Para la segunda extraccion adicionar 5 mL de etanol, tapar y agitar 15 segundos. Agregar 15
mL de éter etilico y agitar 1 minuto. Agregar 15 mL de éter de petrdleo y agitar 1 minuto
nuevamente. Centrifugar a 600 rpm y volcar la solucion etérea al Erlenmeyer junto con el
primer extracto.

Repetir una tercera extraccion omitiendo el agregado de etanol. Evaporar el solvente en
evaporador rotatorio. Colocar luego en estufa a 100°C durante 30 minutos. Dejar enfriar en
desecador y pesar.

\
=

Tubo de extraccion Mojonnier

Acidez

Reactivos:

- Solucion de NaOH 0,1 N valorada.

- Solucidn de fenolftaleina 0,5 % en etanol 95 %.

Se pesan 5 g de la muestra y se colocan en un matraz Erlenmeyer, se llevan a 100 mL con agua
destilada (hervida y enfriada) y se agitan vigorosamente (utilizar para titular un fondo blanco
detrds). Afiadir 4 gotas de fenolftaleina. Titular con bureta de 10,0 mL con NaOH 0,1 N hasta
aparicion de color rosa débil persistente (utilizar como contraste un fondo blanco).

Los resultados se expresan como mL NaOH 0,1 N/ 10 g s6lidos no grasos.

Contenido de agua. Método de Karl Fischer.

La determinacion de humedad es importante porque estd relacionada con la estabilidad del
polvo durante el almacenamiento. Se determinard por titulacion automdtica empleando un
equipo titulador Karl Fisher TIM980 Titration Manager.

Es un método volumétrico de aplicacion general, esto es, para cualquier tipo de alimento, y en
particular para los que presentan un bajo contenido en agua, tales como margarina, leche en
polvo o aceite. Ademas, permite determinar el agua tanto libre (solvente) como aquella que
interactiia fuertemente con los so6lidos.

El método se basa en la reaccion estequiométrica entre el SO y el I en presencia de agua:
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SO, + 1 + HO < 2 HI + SO3

Dispersabilidad y Humectabilidad

La instantaneidad de la leche en polvo, que se define como la capacidad de transformarse en un
producto liquido cuando se le agrega agua, depende de propiedades tales como la
humectabilidad (tiempo de humectacion), solubilidad y dispersabilidad.

Dispersabilidad — Adaptacion de la norma FIL 89:1979

Es la cantidad (masa) de muestra que puede ser dispersada en agua, expresada como % (m/m).
Una porcion de muestra de leche en polvo de humedad conocida se esparce uniformemente
sobre una superficie de agua a 25 °C, luego de agitar manualmente durante un tiempo
determinado se filtra en tamiz, determinandose el contenido de solidos totales del liquido
filtrado. El calculo de la dispersabilidad se realiza a partir de la masa pesada para el ensayo, el
valor de la humedad de la muestra y el contenido de sélidos totales del liquido filtrado.

Toma de muestra:

La muestra debe ser acondicionada a 25 °C.
-Leche en polvo entera: 34 £0,1 g
-Leche en polvo descremada: 26 = 0,1 g

Pesar exactamente, seglin sea la porcion indicada para cada tipo de muestra en un cristalizador
de 8 mm de didmetro sin pico vertedor (consultar con docente). Tapar con placa de vidrio.

Pesar 250 g + 0,1 g de agua en vaso de precipitado de 600 mL limpio y seco. Colocar sobre el
vaso la placa de vidrio con el cristalizador y la muestra. Ubicar la muestra en el centro del vaso
de precipitado, retirar cuidadosamente la placa de vidrio de manera tal que la leche en polvo
caiga paulatinamente sobre la superficie del agua. Agitar suavemente con movimientos
completos, adelante y atrds (un movimiento por segundo) durante 20 segundos con espatula,
rotando (360°) el vaso de precipitado de forma tal que se evite la acumulacion de polvo en las
paredes del mismo (ayudarse con la espatula). Luego de pasados los 20 segundos dejar reposar
durante 30 segundos mas y filtrar en tamiz. Mezclar el liquido filtrado y tomar 10 mL del
mismo y colocarlo en una caja de Petri previamente tarada. Secar en una estufa a 105°C por 2 h.
La dispersabilidad (% m/m) se calcula por diferencia de peso (el peso de la muestra en base
seca, segiin humedad determinada por Karl Fischer)

Humectabilidad — Adaptacion de la norma FIL 89:1979

Es el tiempo en segundos que se requiere para que una porcion de muestra de leche en polvo se
humedezca totalmente cuando se coloca en una superficie de agua. Una porcion de muestra de
leche en polvo de humedad conocida se esparce uniformemente sobre la superficie del agua del
mismo modo que se realiz6 en el ensayo de dispersabilidad. Se mide el tiempo que se requiere
para que todas las particulas de la muestra se humedezcan.

Proceder de la misma manera que se realiz6 en dispersibilidad pero pesar 10 g de muestra. El
crondmetro comienza a funcionar una vez que la muestra esté sobre la placa de vidrio, luego de
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60 segundos se retira la placa, detener el cronémetro una vez que toda la muestra se encuentre
himeda. Se informa en unidades de tiempo (segundos).

Isoterma de sorcion de agua

Se construiran isotermas de sorcion de agua a 20°C de leche en polvo entera y descremada por
el método isopiéstico. Los valores se obtendran a partir de muestras equilibradas a distintas
humedades relativas (En el trabajo practico se trabajara con las muestras ya equilibradas, o sea

a partir del punto 3 mencionado mas abajo).

Procedimiento para construir una isoterma:

1. Se coloca una porcion de leche en polvo en distintos de secadores en presencia de soluciones
saturadas de sales proveyendo diferentes humedades relativas (HR):

Sal HR, % (a 20°C)
Acetato de Potasio 22
Cloruro de Magnesio 33
Carbonato de Potasio 43
Nitrato de Magnesio 53
Cloruro de Sodio 75
2. Se almacenan las muestras durante 15 dias hasta llegar al equilibrio:
30
- equitibris”

Humedad

no equilibrio

Tiempo (dias)

3. Sedetermina el contenido de agua por el método de Karl Fischer previamente descripto.
4. Se grafican las isotermas de ambos tipos de leche y se comparan los resultados.
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PRODUCTOS CARNEOS

Finalidad del analisis

El examen veterinario y bacterioldgico de las carnes y derivados, es irremplazable, y resulta de
fundamental importancia para apreciar el estado higiénico de las mismas, siendo completado
por la realizacion de algunos examenes fisico y quimicos.

Para carnes, el andlisis de su composicion quimica tiene interés desde el punto de vista
nutricional. En el caso de productos carneos tales como los chacinados, el analisis quimico
permite, ademads, controlar el cumplimiento de las disposiciones alimentarias vigentes y, por
otra parte, poner al descubierto determinados fraudes o adulteraciones.

Para los chacinados frescos resultan de interés las determinaciones del contenido en agua,
grasas, nitrogeno total, cenizas, sal y almidon; pudiendo necesitarse llevar a cabo, también, test
para otros posibles ingredientes como colorantes, conservadores, etc.

Preparacion de la muestra (AOAC, 983.18, 2000)

En el caso de salchichas y otros embutidos se analiza el contenido sin la piel (para ello se retira
el material que interesa con una cuchara, tratando de no tocarlo con las manos). La masa del
embutido se debe moler y mezclar muy bien en un mortero. Si el producto ya es una pasta
mezclar bien en un mortero o recipiente apropiado (se pueden utilizar homogeneizadores
rotatorios como los "starmix", "multimix" y tipos parecidos. En estos casos evitar que a causa
de la gran velocidad se origine el calentamiento de la muestra). Sera necesario disponer de una
cantidad de muestra preparada, igual al total necesario para efectuar todas las determinaciones
por duplicado. Normalmente con 100-150 g es suficiente para los ensayos, pero la composicion
de algunos productos carneos no es homogénea, y alin esa cantidad puede no garantizar un buen
resultado medio. Resulta obvia la importancia de una homogeneizacion lo mas completa
posible para evitar errores analiticos. La muestra preparada se guarda en envases herméticos y
en lugar fresco; o bien se separa una parte para determinar la humedad y el resto se deseca, se
muele y se guarda para otras determinaciones.

Determinacion de agua (AOAC, 934.01, 2000)

Preparar un cristalizador de paredes altas y de 5-6 cm de didmetro, forrdndolo interiormente con
papel "aluminio". Agregar arena calcinada de manera que quede una capa delgada cubriendo el
fondo del mismo y una varilla de vidrio corta. Tarar el conjunto. Pesar 3-4 g de muestra
preparada, afadir 5 mL de alcohol etilico 95°, mezclando totalmente y extendiendo sobre la
base del cristalizador en forma de capa fina. Realizar un presecado en bafio Maria hasta
evaporacion del etanol (demanda aprox. 20 min.). Llevar a estufa de vacio a 100-105°C durante
2 hs. Enfriar en desecador y pesar, continuando luego el secado por periodos de 30 min. hasta
peso constante.

Determinacion de grasas (AOAC, 985.15, 2000)

Transferir cuantitativamente el contenido del cristalizador utilizado en la determinacion de
agua, a un cartucho de celulosa. Al realizar esta operacion es conveniente perforar con la varilla
el papel "aluminio" o instalarlo en el cartucho de tal manera que permita la circulacion y
drenaje continuo del solvente en el cartucho de celulosa. Cubrir con un poco de algodén y
colocar en el cuerpo del extractor Soxhlet.
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En el balon de extraccion colocar 2 o 3 piedras pomez chicas y cargar el cuerpo del extractor
una vez y media con cloruro de metileno (ver esquema adjunto). Extraer durante 4 hs. como
minimo, calentando con una intensidad tal que se logre una condensacion de 5-6 gotas por
minuto.

Una vez finalizada la extraccion, evaporar en Rotavap (en campana) recuperando el solvente.
Pasar luego el extracto a un Erlenmeyer chico tarado, con la ayuda de un poco de solvente y
secar a 100°C durante 30 min. Enfriar y pesar. Referir el dato a % p/p de muestra.
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Extractor Soxhlet

Proteinas totales (Método de Kjeldahl-Arnold-Gunning, A.O.A.C., 928.08, 2000).
Reactivos:

- K2SO4 p.a. 6 NaxSOq4 p.a.

- CuSOs4 p.a. (puede usarse CuSO4 . 5 H20)

- H2SO4 concentrado.

- Solucion H2SO4 0,1 N valorado.

- Solucion concentrada de NaOH (40 o 45 %).

- Solucion NaOH 0,1 N valorada.

- Solucién de rojo de metilo en etanol (0,5 % p/v).

Etapa de digestion:

Pesar exactamente 0,5-0,75 g de muestra (de acuerdo al contenido estimado de nitrégeno) en un
pequefio trozo de papel satinado. Envolverla y dejarla caer en un tubo de digestion de Kjeldahl.
Agregar 6 g de NaxSO4 y 0,8 g CuSO4.5H20 y 12 mL de H2SO4 concentrado. Consulte con un
docente y siga las instrucciones del equipo para digerir la muestra, utilizando las siguientes
condiciones:
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1° paso: 125°C — 30 minutos

2° paso: 270°C — 30 minutos
3° paso: 400°C — 120 minutos

Etapa de destilacion:

Dejar enfriar el tubo de digestion a temperatura ambiente y agregar aproximadamente 20 mL de
agua (jcuidado con la violencia de la reaccion!). Colocar 50,0 mL de H>SO4 0,1 N en un
erlenmeyer de 500 mL y agregar 4 6 5 gotas del indicador rojo de metilo. Realizar la destilacion
de acuerdo con las instrucciones del equipo.

El destilado se titula con soluciéon de NaOH 0,1 N valorado.
Factores para la conversion de N a proteina:

- Carne: 6,25 (es el mas empleado si se desconoce la procedencia de la proteina)
- Leche: 6,38

- Gelatina: 5,55

- Soja: 5,71

- Arroz: 5,95

- Huevos: 6,68
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PARTE 2

PRODUCTOS AZUCARADOS

Como ejemplo de producto azucarado se encarara el analisis de miel. Esta, como cualquier
producto alimenticio, debe cumplir con normas de calidad organolépticas fisicoquimicas, y
microbiologicas.

MIEL

Se entiende por miel el producto alimenticio producido por las abejas meliferas a partir del
néctar de las flores (miel de néctar de flores) o de las secreciones procedentes de partes vivas de
las plantas o de excreciones de insectos succionadores de plantas que quedan sobre partes vivas
de plantas (miel de mielada), que las abejas recogen, transforman, combinan con sustancias
especificas propias y almacenan y dejan madurar en los panales de la colmena.

La miel constituye el Gnico material endulzante que puede ser almacenado y usado tal cual es
producido en la naturaleza. Para apreciar sus propiedades particulares, no requiere
procesamiento o purificacion alguna.

El Reglamento Técnico MercoSur de Identidad y Calidad de Miel establece:
a) COMPOSICION

La miel es una solucion concentrada de azucares, mayoritariamente glucosa y fructosa.
Contiene ademas una mezcla compleja de otros hidratos de carbono, enzimas, aminoacidos,
acidos organicos, minerales, sustancias aromaticas, pigmentos, cera y granos de polen.

b) REQUISITOS
i) CARACTERISTICAS SENSORIALES:

- Color: Sera variable desde casi incolora hasta pardo oscuro, pero siendo uniforme en todo el
volumen del envase que la contenga.

- Sabor y aroma: Deberd tener sabor y aroma caracteristicos y estar libre de sabores y aromas
objetables.

- Consistencia: Podra ser fluida, viscosa o cristalizada total o parcialmente.
ii) CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS

- Madurez: Azlcares reductores (calculados como azucar invertido): Miel de flores: minimo
65%. Miel de mielada y su mezcla con miel de flores: minimo 60%.

- Humedad: maximo 18% (CAA), 20% para Mercosur.
- Sacarosa aparente: Miel de flores: maximo 5%. Miel de mielada y sus mezclas: méximo 10%.

- Limpieza: Solidos insolubles en agua: maximo 0,1 %, excepto en miel prensada que se tolera
hasta el 0,5%.

- Minerales (cenizas): maximo 0,6%. En miel de mielada y sus mezclas con mieles de flores se
tolera hasta 1%.

iii) DETERIORO

El deterioro se refiere a la alteracion de las caracteristicas propias de la miel, consecuencia del
sobrecalentamiento, el almacenamiento prolongado y la fermentacion. Esto se mide a través de
la acidez libre, la actividad enzimatica y la cuantificacion del hidroximetilfurfural (HMF).
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También se tiene en cuenta el contenido de polen, el cual no debe ser eliminado en el
procesamiento de la miel.

iv) ACONDICIONAMIENTO

Las mieles podran presentarse "a granel" (tambores de 300 kg.) o fraccionadas. Deberan
acondicionarse en envases bromatologicamente aptos, adecuados para las condiciones previstas
de almacenamiento y que confieran una proteccion adecuada contra la contaminacion. La miel
en panales y la miel con trozos de panal solo estaran acondicionadas en envases destinados al
consumidor final (fraccionada).

Toma de muestra (A.O.A.C., 969.38 B, 2000).

Las mieles que presentan cristalizacion de aztcares (granulacion) deben homogeneizarse
introduciendo el envase en un bafio de agua a una temperatura no mayor de 60 °C. Agitar hasta
disolucion de los cristales, enfriar y tomar la porcién para el andlisis. Si no se observa
granulacion basta agitar con una varilla.

Humedad, método refractométrico (A.O.A.C., 969.38 B, 2000):

La miel es un alimento de humedad intermedia. Su contenido de agua suele oscilar entre 14 a
20 %, dependiendo de las condiciones climaticas, periodo del afio, humedad inicial del néctar y
grado de maduracion alcanzado en la colmena, asi como de su origen biogeografico. La
variacion de la humedad interviene en los fenomenos de granulacion y marca la estabilidad del
producto desde el punto de vista microbiologico. El indice de refraccion, la humedad y el
contenido de sdlidos solubles totales, son parametros correlacionados. El porcentaje maximo de
humedad permitido es del 18 % segtn la legislacion vigente.

Se determina por refractometria a 20 °C o por secado en estufa de vacio a 60-70 °C. En el
Laboratorio se determinara por refractometria

Procedimiento:

1. Encender el instrumento (refractdémetro AR200, Reichert) presionando la tecla “CAL”.

2. Colocar agua destilada y presionar “CAL”.

3. Una vez finalizada la calibracion el equipo presenta el mensaje “Set point cal
successful”.

4. Colocar una pequefia cantidad de miel en el refractometro y permitir que se estabilice la
temperatura durante un minuto y presionar la tecla “READ”. Realizar la medicion
utilizando el modo “nd-TC” que entrega los resultados como indice de refraccion
compensado por temperatura (20°C). Hacer 2 o 3 lecturas y promediarlas.

5. Calcular el % de agua a partir de la siguiente tabla (A.O.A.C., 940.39, 2000):
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Table 965338 Relationship between refractive index and water contents of h1:|nnr|a[.r5a

Water Refractive index Water Refractive index
content, % 20°c? a0°Fs 40°C content, % a0°c® a0°F*" 40°C
13.0 1.5044 1.5053 1.4008 19.0 1.43200 1.4000 14845
13.2 1.5038 1.5048 1.4883 18.2 1.4885 1.4885 1.4840
134 1.5033 1.5043 1.4088 19.4 1.4880 1.4880 1.4835
13.6 1.5028 1.5038 1.4883 19.6 1.4875 1.4885 1.4820
13.8 1.5023 1.5033 1.4878 18.8 1.4870 1.4880 1.4824
14.0 1.5018 1.5027 1.4873 200 1.4885 14875 148189
142 1.5012 1.5022 1.4868 202 1.4880 14870 1.4814
14.4 1.5007 15017 1.4862 204 1.4855 1.4885 1.4809
14.6 1.5002 15012 1.4857 206 1.4850 1.4880 1.4804
14.8 148487 1.5007 1.4852 208 1.4845 1.4855 1.4708
15.0 14882 1.5002 1.4047 21.0 1.4840 1.4850 1.4704
15.2 14987 14947 1.4042 212 1.4335 1.4345 1.4788
154 14982 148082 1.4837 214 1.4830 1.4840 1.4783
15.6 14976 14986 1.4832 216 1.4825 1.4835 14778
15.8 14871 14881 1.4827 218 1.4820 1.4830 14773
16.0 14986 14976 1.4822 220 1.4815 14825 1.4768
16.2 14981 14871 1.4816 222 1.4810
16.4 14856 1. 4966 1.4811 224 1.4805
16.6 14851 149461 1.4806 226 1.4800
16.8 14045 14056 1.4001 328 1.4705
17.0 14840 14851 1.4806 230 1.4780
17.2 14835 14846 1.4801 232 1.4785
174 14930 14840 1.4886 234 1.4780
17.6 14825 14835 1.4881 236 1.4775
17.8 14820 14830 1.4876 238 1.4770
18.0 14815 14825 1.4870 240 1.4785
18.2 14810 14820 1.4865 242 1.4780
1684 14805 14815 1.4860 24 4 1.4755
18.6 14800 14810 1.4855 246 1.4750
18.8 14885 14805 1.4850 248 1.4745

25.0 1.4740

# Wahses for 20°C and 80°F are Wedmore's calculations [See World 36, 197(1955)]; 40°C values are calculated from Auerbach and Bomies equation [Z. Nahr.
Genussm. 22, 353-358(1824}]. Values >22.0% were extendsed by FAQIWHO Codex Committee on Methods of Analysis and Sampling (1983)

If refractive index is measured at temperature above (below) 20°C, add (subfract) 0.00023/°C above (below) 20°C before using table.

If refractive index is measured at temperature above (below) 80°F, add (subtract) 0.00013°F above (bebow) G0°F before using table.

b

Hidroximetilfurfural (HMF) y posible presencia de Dextrinas

El 5-hidroximetil-2-furaldehido o hidroximetilfurfural (HMF) es un producto generado por la
deshidratacion -catalizada por acidos- de azlicares y/o por reaccion de Maillard a partir de
azucares reductores.

H

Hidroximetilfurfural
(HMF)

La miel recién extraida contiene muy poca cantidad de HMF, sin embargo, su contenido puede
aumentar por sobrecalentamiento y también durante su procesamiento y posterior
almacenamiento. Este producto suele ser sometido a tratamiento térmico con el fin de reducir la
viscosidad y prevenir la cristalizacion y/o la fermentacion. Con respecto al almacenamiento, si
la miel se mantiene por largos periodos a temperaturas promedio entre 12 y 15 °C, la formacion
del HMF serd minima, pero a temperaturas superiores se vera favorecida, debido
principalmente al valor de acidez propio de la miel.
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Por otra parte, la miel, compuesta principalmente por azucares, ha sido tradicionalmente objeto
de adulteraciones con jarabes. Estos se obtienen de manera muy econdémica a partir de la
hidrolisis acida del almidon. Durante este tratamiento se forman dextrinas y HMF en cantidades
importantes, con lo cual, la presencia de altos niveles de estos compuestos en miel sugiere la
posibilidad de que el alimento haya sido adulterado con este tipo de productos.

Por lo que la presencia de HMF puede ser indicio de cualquiera de los dos fraudes, del
calentamiento excesivo y de la adicion de jarabes de azucares. Por lo anteriormente expuesto, el
contenido de HMF constituye un parametro de genuinidad de importancia en miel. Segin el
Codigo Alimentario Argentino (C.A.A.) la cantidad maxima permitida de HMF en la miel es de
40 mg/kg.

Determinacion de hidroximetilfurfural por H.P.L.C.
Principio: El hidroximetilfurfural sera determinado en una solucién acuosa de miel, clara y
filtrada, utilizando cromatografia liquida de alta performance en fase reversa, equipada con un

detector UV-visible. Se cuantificara utilizando una curva de calibracion construida a partir de
las sefiales de estandares conocidos.

Reactivos
a. Agua bidestilada o Millipore necesaria para preparar todas las soluciones a utilizar.
b. Fase mévil: agua-metanol (70:30), ambos calidad HPLC.
c. Solucién acuosa estindar de HMF (aproximadamente 400 mg/L).
d. Solucion de Carrez I: disolver 15 g de K4Fe (CN)6.3H20 en agua y llevar a 100 mL.
e. Solucion de Carrez II: disolver 30 g de Zn (CH3.CO0O),2.2H20 y llevar a 100 mL.

Equipamiento

Equipo para HPLC marca Spectra System P2000, Thermo Separation Products, equipado con
una valvula inyectora Reodyne provista de un loop de inyeccién de 10 pl, detector UV-visible
Spectra 100, Thermo Separation Products, y un integrador Data Jet Integrator, Thermo
Separation Products. La columna a utilizar serd Phenomenex Sphereclone s u ODS (2); 250 mm
x 4,6 mm id x 5 um. La deteccion se realizard a A =272 nm.

Curva de calibracion:

Preparar, a partir de la solucion madre entregada por el docente, soluciones estindar de HMF de
concentraciones 1, 2, 5y 10 mg/L (consultar).

Inyectar por triplicado 20 pL de cada una de las soluciones estandar de HMF. Las corridas se
realizardn en modo isocratico, a temperatura ambiente, con un flujo de 1 mL/min. A partir de
los resultados obtenidos, grafique la curva de calibracion correspondiente (Area vs.
concentracion estandar de HMF).

Muestra:

Pesar exactamente 5 g de miel en un vaso de precipitados de 50 mL. Disolver la muestra en
aproximadamente 25 mL de agua (bidestilada o millipore) y transferir cuantitativamente a un
matraz de 50 mL. Agregar 0,5 mL de la solucion de Carrez [ y mezclar. Agregar 0,5 mL de
solucion de Carrez II, mezclar y llevar a volumen con agua (pueden agregarse unas gotas de
etanol para prevenir la formacion de espuma). Filtrar en papel, descartando los primeros 10 mL
del filtrado. Posteriormente, filtrar a través de un filtro de membrana de 0,45 um.

Inyectar la muestra por triplicado. A partir de las areas obtenidas y utilizando la curva de
calibracion, calcule el valor, en mg/kg, del contenido de HMF del producto analizado.
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Determinacion de presencia de dextrinas

La concentracion de dextrinas es naturalmente muy baja o despreciable en la miel, sin embargo,
cuando se adultera la miel con el agregado de jarabes se puede detectar su presencia.

Procedimiento: Colocar aproximadamente 1 g de miel en un vaso de precipitado de 50 mL.
Agregar 4 mL de agua destilada y disolver completamente la miel. Tomar 2 mL de la solucién
anterior, colocarlos en un tubo de ensayos y agregar 1 mL de etanol.

Observar el resultado:
a) Liquido limpio: miel no adulterada.

b) Liquido blanco-lechoso: miel adulterada.

Acidez Libre (A.O.A.C., 962.19, 2000)

La acidez libre se mide en funcion de los acidos orgédnicos que naturalmente contiene la miel.
Los valores normales de acidez se incrementan si la miel ha fermentado y esto sucede en mieles
con elevados porcentajes de humedad donde se han desarrollado mohos y levaduras. EIl CAA
establece un valor maximo permitido.

Reactivos
Solucion de NaOH (0,05 N)

Procedimiento: Disolver 5 g de muestra en un vaso de precipitados de 250 ml y agregarle 75
mL de agua destilada. Agitar y disolver completamente. Colocar el electrodo del pHimetro en la
solucion, registrar el pH inicial y luego agregar NaOH 0,05 N con un flujo aproximado de 5
mL/min hasta alcanzar un pH de 8,50. Expresar los resultados como meq /Kg de muestra.

Actividad Diastasica

Las enzimas son componentes minoritarios de la miel, pero su actividad enzimatica es
fundamental para la transformacion del néctar en miel, ya que modifica aziicares complejos en
simples, de facil asimilacion. El Codigo Alimentario Argentino contempla la determinacion de
la actividad diastdsica (una de las enzimas de la miel) como una forma de valorar calidad, no
por su importancia dietaria, sino por su sensibilidad al calor e inactivacion por
sobrecalentamiento o envejecimiento de la miel.

Principio del método: El sustrato de almidéon tamponado, se incuba con la muestra,
produciéndose la hidrolisis enzimatica, que se determina por el agregado de reactivo de iodo, el
cual produce coloracion con el remanente del almidon no hidrolizado.

Materiales

Buffer acetato — pH: 5,3 (1,59 M)
Solucién de cloruro de sodio 1 %
Solucion de almidén (0,05 %)
Solucion de Todo 0,1 N
Preparacion de la muestra

Pesar 10,00 g de muestra de miel en un vaso de precipitado de 50 mL y afiadir 10 mL de buffer
pH: 5,3.
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Procedimiento

Colocar en una gradilla 10 tubos de ensayo y agregarle 1 mL de solucion de cloruro de sodio al
1 %. Agregar al primer tubo 1 mL de la muestra y mezclar. Pasar luego 1 mL del primer tubo al
segundo, mezclar y continuar asi hasta el noveno tubo, desechando el ultimo mL (las diluciones
seran: 1/2; 1/4; 1/8; hasta 1/512). El tubo décimo sirve de testigo. Colocar a cada tubo 1 mL de
solucién de almidon 0,050 % e incubar por 30 minutos a 37 °C. Retirar, enfriar rapidamente y
colocar una gota de solucion de trabajo de iodo a cada tubo y agitar. Observar la coloracion.

Expresion de los resultados
U.D = (diluciéon mayor que permanece incolora) x 2
Valor normal de miel: Escala de Gothe: minimo 8.

Cantidades menores a 8 (escala Gothe) corresponden a una miel vieja, calentada, mal procesada
o adulterada. Existen mieles de bajo contenido de diastasa, por ejemplo, mieles de citrus.

Tabla de equivalencias del método de Bianchi y el .LD que corresponde al nimero de de la
escala de Gothe.

U.D. ID (Gothe)
Bianchi Minimo Maximo

0 0,99 2,88

4 2,93 4,16

8 4,32 5,70
16 7,28 8,08
32 9,01 14,68
64 15,22 27,25
128 33,48 67,87
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GRASAS Y ACEITES

Las sustancias grasas estan constituidas fundamentalmente por ésteres de acidos grasos con
glicerol y por una pequefia proporcion de materia insaponificable.

El CAA considera aceites alimenticios o aceites comestibles a los obtenidos de semillas y frutos
oleaginosos y que son admitidos como aptos para la alimentacion. Las grasas animales son los
productos obtenidos por la fusion de tejidos grasos de musculos y huesos conexos de animales
bovinos, ovinos o porcinos.

En la presente practica se llevardn a cabo algunas de las técnicas utilizadas en el analisis de
productos grasos, con el objetivo de realizar una caracterizacion general de los mismos, su
tendencia a la oxidacidn y sus propiedades funcionales.

Muestras:

Se utilizaran diferentes aceites y grasas disponibles en el mercado.

Preparacion de la muestra. (A.O.A.C., 981.11, 1990)

Antes de proceder al examen de una sustancia grasa es necesario eliminar las impurezas
groseras y el agua que pueda contener; por lo tanto, si la muestra no esta completamente
limpida, se la deja en reposo durante un tiempo en la estufa a 50°C hasta que se clarifique si es
liquida, y para que funda completamente si es so6lida; recién entonces se filtra por papel (a T =
50°C) una o mas veces, evitando dejar caer el agua que pudiera existir debajo de la grasa. La
muestra debe mantenerse en lugar fresco y protegida de la luz y el aire para retardar la rancidez.

CARACTERIZACION GENERAL
Indice de refraccién. (A.O.A.C., 921.08, 2000).

Se informa a la temperatura de 25°C para los aceites y 40°C para las grasas. El instrumento
puede chequearse con agua destilada a 20°C (I. refraccion = 1,3330).

Procedimiento:

- Encender el instrumento (refractometro AR200, Reichert) presionando la tecla “CAL”.

- Colocar agua destilada y presionar “CAL”.

- Una vez finalizada la calibracion el equipo presenta el mensaje “Set point cal succesful”.

- Colocar una pequeiia cantidad de la muestra en el refractometro y permitir que se estabilice
la temperatura durante un minuto y presionar la tecla “READ”. Realizar la medicion
utilizando el modo “nd-TC” que entrega los resultados como indice de refraccion
compensado por temperatura (20 °C). Hacer 2 o 3 lecturas y promediarlas.

- Leer el indice de refraccion directamente, hacer 2 o 3 lecturas, expresarlas a 25 °C o0 40 °C
por medio de la siguiente formula y promediarlas:

n=n'+K(T-T)

donde K = 0.00038; n' = indice leido a T'; n = indice a T standard. El indice de refraccion
decrece con el aumento de temperatura.
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Indice de iodo

Se define como el numero de gramos de iodo absorbidos por 100 g de grasa. Es la constante
mas usada en la determinacién del grado de insaturacion.

Como el iodo posee baja velocidad de adicidon, se emplean reactivos halogenantes de grado
intermedio que reaccionan mas facilmente con los dobles enlaces no conjugados. Las dos
técnicas empleadas cominmente para estimar este indice son la de Hanus y la de Wijs que usan
respectivamente monobromuro de iodo y monocloruro de iodo como agentes halogenantes. Se
basan en los principios de la titulacion diferencial, o sea en el agregado de un exceso del
reactivo el cual es medido luego que se completa la reaccion, por medio de una iodometria.

Método de Hanus. (A.O.A.C., 920.158, 2000).
Reactivos

- Solucidén iodada (13,2 g de iodo puro en 1 L de AcOH (99,5 %) y posterior agregado de
bromo hasta duplicar exactamente el contenido en haldégeno).

- CI;CH

- Soluciéon de Kl al 15 %

- Solucién de NaS»03 0,1 N valorada.
- Solucién de almidon al 1 %

Pesar en un recipiente adecuado limpio y seco (dedal de vidrio) la cantidad de muestra indicada
en la tabla segtn el indice de yodo esperado de acuerdo a la composicion acidica del aceite o
grasa a analizar. Luego se transfiere, usando una pinza, a un frasco de 500 mL limpio y seco,
con tapa esmerilada; disolver el aceite en 10 mL de CI3CH. Conducir simultdneamente el
duplicado y un blanco (titulo del reactivo), teniendo en cuenta los tiempos de analisis de cada
muestra (largar con 10 min de diferencia cada uno).

Cargar el reactivo de Hanus en pipeta aforada de 25,0 mL con ayuda de una pera de goma y
agregarlo rapidamente sobre la muestra, dejando drenar la pipeta un tiempo definido. En todos
los recipientes debe agregarse exactamente la misma cantidad de reactivo sacado de una misma
botella; tanto ésta como los frascos de reaccion deben taparse inmediatamente para que la
concentracion de bromuro de iodo no varie sensiblemente. El exceso de reactivo debe ser por lo
menos el 60 % de la cantidad agregada.

Dejar durante 30 minutos exactos en oscuridad agitando ocasionalmente. Luego adicionar (tan
ligero como se pueda y en el orden que se consigna) 10 mL de IK 15 % y 100 mL de agua,
arrastrando cualquier resto de I libre que existe en el cuello y tapon del frasco. Titular,
agitando continuamente, con Na>S;03; 0,1 N agregandolo gradualmente y con cierta rapidez
para evitar la pérdida de iodo. Cuando el color amarillo de la solucion se atentia colocar algunas
gotas del indicador (aprox. 1 mL) y continuar titulando gota a gota hasta que el tono azul
negruzco casi desaparece. Cerrar bien el frasco, agitar violentamente para que el iodo
remanente en la capa organica (inferior) pase a la capa acuosa y completar la titulacion.

H:(B—M)xNxfoM(]z)X 100
1000 2

gmuestra

M = mL de Na,S>03 gastados en la titulacién de la muestra.

B =mL de NaxS>0; gastados en la titulacion del blanco.
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N =normalidad de la solucion de Na;S>0s.
f = factor de la solucion de NaxS>03

g = masa de muestra (g)

Peso molecular del I, =253.8

Importante: esta determinacion exige extremo cuidado en cada uno de sus pasos. Los
duplicados que se informen en el laboratorio de T.P. no deben diferir en mas de 2 unidades.

Tabla

Indice de | Masa de muestra, g
Iodo esperado

3 10,58-8,46

10 3,17-2,54

20 1,59-1,27

40 0,79-0,63

80 0,40-0,32

120 0,26-0,21

160 0,20-0,16
200 0,16-0,13

PROPIEDADES FUNCIONALES

La determinacion del perfil de grasa solida en funcion de la temperatura es esencial para
establecer los pardmetros de formulacién y control de proceso en la industria de grasas y
aceites. Tradicionalmente se realizd por dilatometria pero en la actualidad existe un método
oficial que emplea una técnica mas rapida y precisa basada en la resonancia magnética nuclear
(RMN) resuelta en el tiempo.

En este trabajo practico se determinard el contenido de grasa solida por RMN de baja
resolucion resuelta en el tiempo, usando el método oficial de la AOCS Cd 16b-93. En este
método, el contenido de grasa sélida (SFC) estd definido como una relacion, expresada en
porcentaje, entre la respuesta de los nucleos de hidrogeno de las fases solida y liquida de la
muestra.

Procedimiento

1) Calibrar el instrumento con los estandares provistos por el fabricante.

2) Colocar 4 mL de aceite en tubos estandarizados para RMN.

3) Proceso de estabilizacion y templado
a) Fundir 1a muestra a 100°C y almacenarla durante 15 minutos a 100°C
b) Almacenar la muestra al menos 5 minutos a 60°C

c¢) Almacenar la muestra durante 60 + 2 minutos a 0°C
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d) Almacenar la muestra durante 30 — 35 minutos entre 5 y 50°C

4) Medir las muestras a cada temperatura empleando el método para SFC. Obtener los valores
de SFC a cada temperatura.

5) Graficar SFC de las muestras en funciéon de la temperatura y concluir sobre posibles
aplicaciones de las mismas.

El equipo calcula directamente el valor de SFC empleando la siguiente formula:

~ (E11—E70)x F
ET0+((E11— E70)x F)+ D

SFC

E11= Senal de RMN medida a los 11 pseg después del pulso.
E70= Senal de RMN medida a los 70 useg después del pulso.

F y D= Factor empirico de correccion.

PARAMETROS DE DETERIORO

La autoxidacion de los lipidos es una de las causas principales del deterioro de los alimentos, la
cual da lugar a la aparicion de olores y sabores desagradables, por lo que constituye un gran
problema en la industria alimentaria. Esta reaccion ocurre fundamentalmente con los acidos
grasos insaturados a través de una serie de reacciones en cadena de radicales libres. En los
alimentos con alto contenido de lipidos, la formaciéon y descomposicion de los hidroperdxidos
genera una serie de compuestos oxidados como cetonas, aldehidos, alcanos y alquenos de bajo
peso molecular y de alta volatilidad. Este fendmeno que afecta el valor sensorial del alimento se
denomina rancidez.

Otra reaccion de deterioro que ocurre también es la lipolisis que se produce a partir de la
hidrolisis de enlaces éster de los lipidos (enzimatico por accidon de las lipasas o por calor en
presencia de agua). En las grasas animales la lipdlisis libera acidos grasos, algunos (los de
cadena corta) son responsables de sabores y olores extrafios. Ocurre también durante el
almacenamiento o manipulacion de semillas de oleaginosas, eliminandose en la refinacion de
los aceites vegetales.

Algunos de los indices quimicos mas frecuentemente usados para medir el desarrollo de
oxidacion son el indice perdxido (IP), que mide la cantidad de perdxidos formados y las
sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS), que cuantifican los productos secundarios
de la oxidacion lipidica, los que al reaccionar con este 4cido forman productos coloreados.

En el presente trabajo practico se empleara para la evaluacion de la estabilidad oxidativa el
método de Schaal Oven en el cual las muestras se almacenan en envases abiertos a una
temperatura constante de 62,5 °C en una estufa. Luego de intervalos regulares de tiempo las
muestras se retiran y se analiza su estabilidad oxidativa mediante diferentes pardmetros de
deterioro. Cada alumno recibira dos muestras correspondientes a distintos tiempos de
tratamiento, siendo una de ellas la muestra control (sin calentamiento).

indice de peréxido (IP) (A.O.A.C., 965.33, 2000; A.O.C.S., Cd 8-53, 1963)

Este método determina todas las sustancias que, bajo las condiciones del test, oxidan al ioduro
de potasio, y las expresa en términos de miliequivalentes de peroxido por 1000 g de muestra. Se
asume generalmente que todas las sustancias son perdxidos u otros productos similares de la
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oxidacion de grasa. Es aplicable a todas las grasas y aceites tipicos, incluidas las margarinas. El
método es altamente empirico y cualquier cambio en el procedimiento puede provocar
variacion de los resultados. Realizar por duplicado.

Reactivos:

- Mezcla acido acético-cloroformo (3:2)

- Solucion saturada de KI (se prepara en el momento- consultar docentes)
- Soluciéon de NaxS>03 0,1 N (valorada).

- Solucion de NayS»0s3 0,01 N (valorada).

- Solucion de almidon 1%.

Pesar 2,50 + 0,02 g de muestra en un Erlenmeyer de 250 mL de capacidad, con tapa esmerilada.
Agregar 15 mLde la mezcla de solventes. Agitar hasta disolucion total de la muestra. Agregar
0,5 mL de la solucion saturada de KI. Dejar la solucién exactamente 1 min., con ocasional
agitacion, y agregar después 30 mL de agua destilada.

Titular con solucion de NaxS>0s3 0,01 N, agregdndole gradualmente y con agitacion constante y
vigorosa. Continuar la titulacion hasta que el color amarillo haya casi desaparecido. Agregar
aproximadamente 0,5 ml de solucidon indicadora de almidon. Continuar la titulacién agitando
vigorosamente el Erlenmeyer cerca del punto final, para liberar todo el I de la capa
cloroférmica. Agregar la solucion de Na>S>O3 gota a gota hasta desaparicion del color azul.
Conducir paralelamente un blanco (el volumen gastado debe ser < 0,1 ml de Na;S>03 0,01 N).

Calculo de resultados:
IP (meq. de peroxido / 1000g muestra) = (M — B) x N x fx 1000 / mM
Donde:

M =mL de Na;S,0; gastados en la titulacion de la muestra.
B =mL de NaxS>0; gastados en la titulacion del blanco.

N =normalidad de la solucion de Na;S,0s.

f = factor de la solucion de NaxS>03

mM = masa de muestra (g)

Indice de acidez. (IUPAC, I1.D.1, modificado)

Los aceites y grasas, debido a la accion de las lipasas, contienen 4cidos grasos libres en mayor o
menor cantidad segun sean las condiciones de manufactura y tiempo de almacenamiento del
producto. El Codigo Alimentario Argentino menciona el maximo valor de acidez libre
permitido en aceites comestibles (Art. 525).

Se expresa en mg de KOH requeridos para neutralizar los dcidos grasos libres presentes en 1 g
de grasa.

Reactivos:

- Sol. de etanol: éter etilico (1:1 v/v) neutralizada = 60 mL.
- NaOH 0,05 N valorado.

- Sol. de fenolftaleina al 1 %

Realizar por duplicado. Pesar exactamente 6 g de muestra en un Erlenmeyer tarado de 125 mL,
y disolverla en 60 mL de la mezcla de solventes previamente neutralizada a la fenolftaleina con
NaOH diluido. Agitar y titular con NaOH 0,05 N valorado.
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Calcular e informar la acidez libre en mg de KOH por g de aceite y en g de acido oleico por 100
g de aceite, que es otra forma comun de expresarla. (PM &cido oleico = 282,4).

Nota: Punto final: que la coloracion rosa del indicador permanezca 15-30 seg.

Calculo de resultados:

IA (mg KOH /1 g grasa) = (V x N x H)Naon Mkon/ mum

IA (g é&cido oleico / 100 g aceite) = (V x N x f)naon Macipo oLeicox 100 / (1000 x mm)

Donde: IA: indice de acidez Vnaon: mL de NaOH gastados en la titulacion
Nnaon: normalidad del NaOH fnaon: factor del NaOH
my: masa de muestra (g)

Determinacion de sustancias reactivas al acido 2-tiobarbitirico (TBARS).

Junto con el indice de perdxido, el método del acido tiobarbitirico (TBARS) es uno de los mas
empleados para determinar el desarrollo de la oxidacion de lipidos en alimentos. Su principio se
basa en la reaccion de condensacion entre dos moléculas de TBA con una de malonaldehido en
la que se produce un compuesto cromogeno de color rojo cuya concentracion se determina
espectrofotométricamente a 532 nm.

0
Q S..N__oH oOu_N_SH
CH r'flJ"N Ly T N Y
H, + 2 = N A—g—C=C i N
E"' A A =R AR T
;:" 0" N g OH oH
MDA TBA MDA-TBA,

Procedimiento:
Determinacion de los compuestos reactivos al acido tiobarbitarico (TBARS):
a. Realizar por duplicado. Pesar exactamente la muestra (ver tabla abajo) en tubos
tipo Falcon de 15 mL, previamente tarados (Verificar que el cierre sea correcto).
Agregar 2,5 mL del reactivo de trabajo (0,02M 4&cido tiobarbittrico en acido
acético glacial al 90%).
b. Tapar muy bien los frascos con la tapa a rosca. Colocar en bafio de agua a 80 °C
durante 45 minutos.
Enfriar a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Centrifugar las muestras a 3000 rpm durante 10 minutos.
e. Tomar cuidadosamente con pipeta 2 mL del fondo del tubo y medir la
absorbancia a 532 nm.
f. Convertir los valores de absorbancia a mg de malonaldehido por 100g de
aceite/grasa empleando una curva de calibracion (ver datos en anexo).

/o
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Masa de muestra ensayo de TBARs
Muestra Tiempo Cero Tiempos 20 / 30 dias
Grasa 02¢g 02¢g
aceites 02¢g 0,05¢g

Aplicacion de la espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo por transformada de
Fourier para analizar la oxidacion de aceites comestibles.

La espectroscopia en la region del infrarrojo medio (MIR) es una de las técnicas analiticas
disponibles mdas importantes para obtener informacién sobre aspectos cualitativos y
cuantitativos de analitos en los procesos de elaboracion de alimentos. Los cambios en los
espectros de los aceites ocurridos luego del calentamiento se pueden observar principalmente en
las regiones espectrales 3050-2800 y 1745 cm™ y se atribuyen a modificaciones debidas a la
oxidacion.

Ejemplo de un espectro de un aceite de maiz fresco:
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Muestras: muestras de aceites comestibles frescos y almacenados a 62.5°C.

Metodologia: Se trabajara con un equipo de espectroscopia infrarroja FTIR Spectrum SP 400
(Perkin Elmer).

Procedimiento:
- Seleccionar el ment “Setup”
o Seleccionar la opcion “Instrument”

= En el ment “Beam” seleccionar la opcion MIR ATR

= En el menu “Instrument” seleccionar la la resolucion espectral “4” y el
numero de scan: 32.

= Enel menu “Scan” seleccionar la variable “Absorbancia” y elegir
“Background” (y luego de haber hecho el background cambiar la opcion
a “Sample”).

* En el ment “Sample” realizar el background, luego medir las muestras y
comparar los espectros obtenidos.

= (Colocar una gota de muestra sobre el cristal y realizar la medicion.
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- PROPIEDADES FUNCIONALES PROPIEDADES FUNCIONALES
DEL ALMIDON

- Introduccion:

El almidén es el hidrocoloide mas ampliamente usado en la tecnologia de alimentos.
Esto es debido a su gran versatilidad funcional, ya sea en sus formas natural o
modificada, y ademads por su costo relativamente bajo.

Los cambios de viscosidad que ocurren cuando el almidén se calienta en medio acuoso,
asi como la capacidad de gelificar y la estabilidad de las pastas y geles formados son de
fundamental importancia en tecnologia de alimentos.

Como resultado de su estructura y composicion particulares, cada almidon tiene un
comportamiento distinto en cuanto a la viscosidad de sus pastas, al tipo de gel formado
y a su tendencia a la gelificacion y a la retrogradacion. De esta manera, eligiendo el
almidon correcto se pueden controlar las caracteristicas de un producto.

- Finalidad del analisis: Observar las propiedades funcionales de almidones de distintas
fuentes, analizando las diferencias.

- Determinacion de la temperatura inicial de gelatinizacion.

Suspender en un erlenmeyer o vaso de ppdo de 50 mL, 3 g de almidén en 30 mL de
agua destilada. Agregar un buzo y calentar en plancha calefactora agitando
constantemente. Tomar la temperatura cada 10 segundos utilizando un termoémetro
digital tipo pinche (*). La temperatura aumentara de forma continua hasta el punto en
que los granulos de almidoén alcancen la temperatura de gelatinizaciéon, momento en que
se mantendra constante (cambio de fase).

(*) con cuidado de no golpear la punta de la sonda, que es donde se encuentra el sensor
- Determinacion de la concentracion aproximada necesaria para gelificar.

Preparar 40 ml de solucion al 10% de almidon en agua destilada. A partir de esta
solucion preparar soluciones de concentracion 8%; 6%, 4% y 2 % de almidon.

Transferir 10 ml de solucidon 10% a un tubo de ensayos grande y colocar en un bafio de
agua a ebullicion. Agitar con varilla constantemente hasta ebullicion. Continuar el
calentamiento con agitacion durante 5 minutos. Enfriar en bafio de agua fria.

Repetir este procedimiento para las restantes diluciones. Informar la concentracién
minima necesaria para gelificar.

- Tendencia a la retrogradacion

En un tubo de centrifuga, suspender 4 g de almidon en 40 ml de agua destilada. Colocar
el tubo con la suspension en bafio de agua en ebullicion. Agitar constantemente hasta
ebullicion para evitar la formacion de grumos. Continuar el calentamiento con agitacion
por 5 minutos. Enfriar en agua fria y observar las caracteristicas del gel formado (por
ejemplo transparente, opaco, gomoso, eléstico, etc.).

La tendencia a la retrogradacion se estima a partir del volumen de agua separado luego
de su almacenamiento a 4°C durante un tiempo estipulado. Colocar a 4°C durante 24h
como minimo. Centrifugar durante 20 minutos y luego extraer por succion (usar pipeta
Pasteur) el agua separada. Informar el volumen de liquido separado.

Informar las caracteristicas del gel formado y el volumen desplazado por retrogradacion
para cada almidon estudiado.
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Confeccionar una tabla, tal como se muestra a continuacién, para presentar los datos

correspondientes a tres almidones diferentes. Comparar sus propiedades y comentar las
posibilidades de emplear uno u otro para diferentes tipos de productos alimenticios.

ANEXO - Instrucciones uso HPLC

1) Colocar la columna de fase reversa.

2) Utilizar los solventes sonicados

3) Ubicar el solvente a utilizar en el equipo. Verificar que la manguera quede bien sumergida en
el solvente ANTES DE APRETAR RUN (entrara aire al equipo).

4) Encender el registrador y la computadora

5) Conectar bomba, detector y registrador.

6) Seleccionar la longitud de onda en el detector (cuidado con la perilla).

7) En la bomba, STATUS muestra las condiciones del equipo. Si la manguera A es la
sumergida en el solvente a utilizar, entonces debe decir %A 100. (EI tapén que engancha en
la botella muestra si la manguera es A o B).

8) Purgar:

a- Abrir purga (perilla negra ubicada a la izquierda del inyector).
b- Colocar flujo a 5,0 mL/min. Para modificar el flujo: Presionar STATUS.
Moverse hacia abajo con la flecha.
Modificar flow con +y -.
Presionar ENTER.
c- Presionar RUN.
d- Verificar que sale solvente. Revisar que no se vean burbujas en la manguera.
e- Presionar STOP.
f- Cerrar purga.

9) Colocar flow entre 0,75 y 1,00 mL/min y presionar RUN (no operar a flujos mas altos
porque se estropea la columna). De este modo empezard a circular el solvente. Observar que
no haya pérdidas en la columna (si se produjeran pérdidas, apretar STOP para que cese el
flujo de solvente, desconectar y volver a conectar la columna, y presionar RUN nuevamente,
verificando que las pérdidas hayan cesado definitivamente. Si esto no sucede, consultar antes
de seguir utilizando). Dejar estabilizar con la fase movil antes de comenzar a inyectar (15 a
20 minutos).

10) Presionar ZERO en el detector.

11) Setear el registrador.

a) Abrir el programa del registrador
b) En Edit, clickear en channel: elegir channel 2 y fijarse que no haya otra opcioén
c) Aceptar
12) Inyeccion: asegurarse de usar una jeringa para HPLC (50 pl, con punta roma).
a- Verificar que la perilla del inyector esté en posicion de carga (LOAD).
b- Inyectar 50 pl.
c- Girar la perilla a la posicion de inyeccion (INJECT). En la computadora clickear RUN
d- Sacar la jeringa del inyector y volver la perilla a la posicion de carga.

13) Al finalizar la corrida poner Stop en la computadora y Seleccionar en View, luego Results:

Recognizer: 2. Integration: anotar el area de los picos.

14) Al finalizar todas las mediciones, poner STOP en la bomba. Colocar metanol grado HPLC

previamente sonicado y repetir los pasos 7 y 8 para lavar el equipo. Dejar correr metanol
por la columna con flow 1 ml/min durante 15 minutos.
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15) Apagar bomba, detector y registrador.

16) Retirar la columna de la catedra (no dejar al equipo sin una columna alternativa o los
tapones correspondientes).
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