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Objetivos de la practica:

v' Aplicar los métodos de absorcién molecular Uv-visible en las determinaciones de Nitritos, fosfatos, Hierro y
cafeina en diferentes muestras

Equipos, Materiales, Insumos:

Espectrofotometros, materiales de vidrio segln procedimiento, muestras de alimentos

Procedimiento

1. Construccién de la curva:

Se preparan soluciones estdndar de concentraciones conocidas del analito que se quiere medir.

Se mide la sefial del instrumento (absorbancia) para cada una de las soluciones estandar.

Se grafica la sefial del instrumento frente a la concentracién de las soluciones estandar.

Se evalua si la relacion entre la sefial y la concentracion es lineal. Si es lineal, se puede ajustar una ecuacién de regresion
lineal a los datos.

2. Determinacion de la concentracién desconocida:

Para una muestra desconocida, se mide la sefial del instrumento y se utiliza la ecuacién de la curva de calibracion para
determinar la concentracién del analito.

PROTOCOLOS

DETERMINACION DE NITRITOS DE EMBUTIDOS

La determinacion de nitritos en embutidos se realiza cominmente mediante espectrofotometria UV-Visible,
utilizando el método de Griess. Este método se basa en la reaccion de los nitritos con el reactivo de Griess (acido
sulfanilico y alfa-naftilamina), generando un colorante azoico que se mide espectrofotométricamente.

REACTIVOS
Solucién Carrez 1. Disuelva 3,60 g de hexacianoferrato de potasio (II) {K4[Fe(CN)6].3H20} en 100 mL de agua destilada.
Guardelo a temperatura ambiente.

Solucidn Carrez Il. Disuelva 7,20 g de sulfato de cinc (ZnS04.7H20) (Sigma cat. no. Z-4750) en 100 mL de agua destilada.
Guardelo a temperatura ambiente




PREPARACION DE LA CURVA PATRON. Preparas soluciones de 0.25,0.50, 0.7 y 1ppm de nitrito sédico. Transferir 10 ml
de cada una de estas soluciones a un tubo de ensayo y afiadir 10 ml del reactivo colorimétrico y proceder a su valoracién
colorimétrica a 520 nm, llevando absorbancias frente a concentraciones expresadas en ppm de nitrito sédico. proceder
a su lectura a 520 nm, llevando absorbancias frente a concentraciones expresadas en ppm de nitrito sddico.

PREPARACION DE LA MUESTRA - DESPROTEINIZACION

e Pesar en un erlenmeyer con precisién de 0,1 mg, 5 g de muestra triturada, y afadir 50 mL de agua a 70°C,

e Calentar el Erlenmeyer durante 2 h en bafio Maria a 80° C + 2° (15 minutos en bafio maria a ebullicién) y agitar
varias veces y posteriormente se enfria hasta temperatura ambiente.

e Afiddale sucesivamente 1 mL del Reactivo | y 1 mL del Reactivo Il , mezclando bien después de cada adicion. Espere
30 minutos a temperatura ambiente y transfiera el contenido cuantitativamente a un matraz aforado de 100 mL.
Enrase con agua destilada PA..

e Mezcle bien el contenido y filtre a través de un papel de filtro

MEDIDA DEL CONTENIDO DE NITRITOS:

Tomar con pipeta volumétrica una alicuota de 10 mL y ponerla en vaso. - Afiadir el reactivo colorimétrico, mezclar y
dejar reposar durante 20 minutos a temperatura ambiente, al abrigo de la luz solar directa. - Montar un blanco
utilizando para ello 10 mL de agua libre de nitritos y tratar igual que la muestra. - A partir de 20 minutos, pero dentro
de las 4 horas, medir la densidad dptica de la solucidn, con una longitud de onda aproximada de 520 nm. Si la solucién
coloreada obtenida a partir de la muestra es superior a la de la solucién patron mds concentrada, disminuir la cantidad
de filtrado tomado con la pipeta.

Nota. Si la muestra no esta clara Del extracto obtenido, tomar 25 ml y afiadir 1 g aproximadamente, de carbdn activo
agitar dejar en contacto por 3 minutos y filtrar, con el filtrado transparente seguir el procedimiento de la medida.

DETERMINACION DE FOSFATOS EN EMBUTIDOS

Principio: Transformacion en acido pirofosférico, posterior hidrdlisis del mismo y medida de la intensidad de color
producido al afadirle el reactivo molibdato - vanadato, por espectroscopia de absorcion en el visible. Este método
se basa en la produccion de un color amarillo naranja estable, debido al complejo vanadio molibdifosférico (H3PO4-
V03:11Mo003.n H20) que se forma al tratar una solucién acida de ortofosfatos con un reactivo acido que contiene
acido molibdico y acido vanadico.

Reactivos

Solucién de molibdato aménico: 20 g de molibdato amodnico tetrahidrato P.A. en 200 ml de agua desionizada caliente.
Solucién de metavanadato amaénico: 1 g de metavanadato amadnico P.A. en 300 ml de agua desionizada caliente, enfriar
y afiadir 140 ml de 4cido nitrico concentrado PA.

Solucion de metamolibdovanadato: verter lentamente y agitando la solucién de molibdato amdnico sobre la solucién
de metavanadato amdnico. Enrasar a 1 litro con Agua desionizada.

Acido nitrico concentrado PA.

Acido sulfirico concentrado PA.

KH2PO4 calidad P.A. al menos (desecado previamente unas 2h a 150°C y almacenado en desecador), para preparar la
curva patron.

Preparacion de la curva patrén: disolver con precisién de 1 mg, 0,4 g de fosfato monopotasico o dihidrégenofosfato
de potasio o fosfato monobasico de potasio (KH,PQO,), previamente secado. Afiadir 0,2 ml de acido sulfurico y diluir a
100 ml. Esta solucién contiene aproximadamente 1 mg/ml (A). preparar diluciones de: 0.2, 0.40, 0.60, 0.80, 1 mg/ml, A
continuacion, tomamos 5 ml de cada patrén y afiadimos 10 ml del reactivo colorimétrico y lo llevamos a 50 ml. Medir
frente a un blanco a los 30 minutos, a una longitud de onda de 420 nm

Preparacion de la muestra: Tomar una muestra de 2 a 2,5 g de carne triturada y homogeneizada en una capsula o
crisol de porcelana. Humedecerla con unos mililitros de solucién de Mg(N0O3)2:6H20 y evaporar. Llevar a cenizas a una
temperatura de 550 °C a 600 °C hasta cenizas blancas. Recoger las cenizas afiadiendo a la cdpsula 2 ml de nitrico
concentrado y 6 ml de clorhidrico concentrado. Calentar en placa calefactora con agitacion durante al menos 10 miny
verter con mucho cuidado a través de embudo con filtro en un matraz aforado de 50 ml. Aforar con agua destilada.




Para medir el fésforo, tomar 5 ml de la solucién final y proceder como en la curva patrén, afiadiendo el reactivo
colorimétrica y llevando a 50 ml con agua destilada. Leer en espectrofotémetro a 420 nm tras 30 minutos de reposo.

Determinacidn de hierro (método AOAC 944.02).

Para la determinacion del hierro es utilizado el método de la orto-fenantrolina (Association of Official Analytical
Chemistry (AOAC).La orto-fenantrolina reacciona con el Fe?, originando un complejo de color rojo caracteristico
(ferroina) que absorbe notablemente en las regiones del espectro visible de 510nm. El Fe3* no presenta absorcion a esa
longitud de onda y debe ser reducido a Fe?* mediante un agente reductor apropiado, como la hidroxilamina. La
reduccién cuantitativa de Fe3+ a Fe2+ ocurre en pocos minutos en un medio acido (pH 3-4), de acuerdo con la siguiente
ecuacion: 4Fe**+2NH,0H->4 Fe?*+N,0+4H*+H,0

Después de la reduccién del Fe3* a Fe %, se da la formacion de un complejo con la adicién de orto-fenantrolina. En un
medio acido la orto-fenantrolina se encuentra en su forma protonada como ion 1,10-fenantrolin (FenH*). La reaccion
puede ser descrita por la siguiente ecuacion: Fe?*+3FenH*>Fe(Fen)s**+3H*

Preparacion de reactivos y estandar.

Solucién estdandar de hierro de 10,0 mg/L: Pesar 0,0176 g de sulfato de hierro(ll) y amonio, Fe(NH4)2504.6H20 en un
vaso de 100 mL, disolverlo con unos 50 mL de agua y transferirlo a una fiola de 250 mL, Adicionar 0,7 mL de H2S04 cc
y aforar con agua la fiola.

Solucion de cloruro de hidroxilamina: Disolver 10,0 g de hidroxilamina en 100 mL de agua.

Solucién de 1,10-fenatrolina al 0,1%: Pesar 1,10-fenantrolina en un vaso de 100,0 mL, adicionar 10 mL de etanol y
completar con agua en una fiola de 100 mL. Guardarlo en un recipiente de plastico.

Solucién de acetato de sodio: Disolver 15 g de acetato de sodio con 100 mL de agua.

Soluciones estandar diluidas de Fe(ll): Preparar soluciones desde 02 a 1 ppm adicionar + 0,2ml Hidroxilamina 1 ml
Acetato desodio 10% y 1 ml de 1,10-fenantrolina y completar con agua a 10 ml Luego se deja en reposo las soluciones
en un espacio oscuro por unos 15 minutos para el desarrollo completo del color. Las soluciones estdn listas para medir
su absorbancia u obtener la curva de calibraciéon respectiva

Preparacion de la muestra de alimento: En una cdpsula de porcelana pesar de 5 a 6 la muestra Secarlo en una estufa
a 105 °C. Luego en una mufla, calcinarlo a 550 2C. Frio el contenido disolverlo con 1.0 mL de HCl 6M, diluirlo con unos
5 mL de agua y se transfiere a un tubo de ensayo de 10.0 mL donde se afora con agua. De esta solucién depositar 0.10
mL en un tubo de ensayo de 10.0 mL y agregar los reactivos considerados en la curva de calibracion y aforar con agua
la fiola

HIERRO POR EL METODO DE KSCN
La solucion que contiene iones Fe** (férricos, se aiiaden iones tiocianato (SCN-).para formar un complejo de color rojo
sangre:

Materiales Necesarios

Espectrofotometro UV-Vis

Celdas de cuarzo

Muestras de galletas y harina

Acido clorhidrico (HCI) concentrado (37%)

Solucién de tiocianato de potasio (KSCN) al 10%

Solucién estandar de hierro (I11) (1000 mg/L)

Soluciones de Calibracién:

Diluir la solucién madre de hierro (lll) para preparar una serie de soluciones estandar con concentraciones conocidas
(por ejemplo, 10, 20, 30, 40, 50 mg/L).

Preparacion de la Muestra

1. Homogenizacién: Homogeneizar la muestra de galletas o harina en una bolsa plastica.

2. Obtener ceniza agregar 5 ml HCI 2M vy traspasar a un matraz aforado de 100 ml,

3. Afadir 5 mL de solucion de tiocianato de potasio al 10% a la solucidn filtrada para formar el complejo hierro-
tiocianato, que tiene una alta absortividad molar en el rango visible. El complejo hierro-tiocianato produce un color
rojo intenso.




Medicion de Absorbancia Longitud de Onda: complejo hierro-tiocianato (generalmente alrededor de 480 nm).

® Sulfato de amonio férrico FeNH4(S04)2

e Soluciones estandar de: 2, 4, 6, 8y 10 x 10°M

* Solucion de tiocianato de amonio (1 M)

e Acido sulftrico (1M)

Preparacion de soluciones estandar de Fe**:

Nota: La disolucidn de la sal de Fe utilizada puede tardar varios dias, por lo que debe realizarse esta preparacion con
bastante antelacidn al resto del experimento. Pese aproximadamente 3,0 g de sulfato férrico de amonio Utilice un
mortero para moler la sal hasta obtener un polvo fino. Pese con precisién 0,241 g del polvo en un vaso de precipitados
de 50 mLy aflada 2 mL de 4cido sulfurico concentrado. Deje el polvo en remojo en el acido durante la noche. Al dia
siguiente, vierta con cuidado la mezcla de acido y polvo en un matraz aforado de 50 mL, enjuagando el vaso de
precipitados con agua varias veces y, a continuacion, enrase con agua destilada. Deje reposar esta solucion durante
varios dias hasta que el polvo de sulfato de amonio férrico se haya disuelto por completo. Si es posible, inserte un
agitador magnético y agite la solucidn para acelerar el proceso de disolucion.

Con una pipeta, transfiera 10 mL de solucién de iones férricos a un matraz aforado de 100 mLy enrase con agua
destilada. Esto da como resultado una solucidn con [Fe3*] = 0,001M. Para preparar una solucién estandar de 2 x 1075 M,
pipetee 1 mL de la solucién de 0,001 M en un matraz aforado de 50 mL, afiada 1 mL de &cido sulfurico 1 mol L™ y enrase
con agua destilada. Repita este procedimiento, pipeteando 2, 3, 4 y 5 mL de solucién de Fe3* de 0,001 M, uno tras otro,
para obtener soluciones de 4, 6, 8 y 10 x 107> M, respectivamente

Preparacién de la muestra de alimento para el analisis:

1. Pese con precisién unos pocos gramos (normalmente se requieren de 2 a 5 g, dependiendo del contenido de hierro
de la muestra) de su muestra de alimento en un crisol.

2. Caliente el crisol sobre un mechero Bunsen hasta que la muestra se reduzca completamente a cenizas

3. Cuando la muestray el crisol se hayan enfriado, utilice una varilla agitadora para triturar las cenizas hasta obtener
un polvo fino. Utilice una probeta graduada para afiadir 10 ml de acido clorhidrico (1 M) y remueva durante 5
minutos, asegurandose de que toda la ceniza esté absorbida.

4. Afada 5 ml de agua destilada y filtre la solucién en un matraz Erlenmeyer de 100 ml para eliminar la ceniza. Esta
solucidn filtrada se utilizarad para el analisis colorimétrico.

Analisis colorimétrico:

1. Mida con precision 10 mL de la solucidn de muestra en un tubo de ensayo limpio y seco. Nota: Esto se realiza con
mayor precisién con una pipeta de 10 mL; sin embargo, es posible hacerlo con suficiente precisidn (y con menos
complicaciones) con una probeta graduada limpia de 10 mL si se mide con cuidado.

2. A continuacion, mida 10 mL de cada solucidn estandar de Fe y coloque en tubos o vasos separados en orden
creciente de concentracidn, comenzando con el estdndar de 2 x 10~ M. Es recomendable enjuagar primero la pipeta
o probeta graduada con unos pocos mL del estdndar de 2 x 10> M.

3. Con una probeta graduada de 10 mL, mida 10 mL de solucién de tiocianato de amonio de 1M en cada uno de seis
recipientes pequefios y limpios

4. Lo mas rapido posible, vierta 10 mL de solucién de tiocianato (las porciones medidas anteriormente) en cada una de
las soluciones de hierro.

Mezcle las soluciones removiendo. En los préoximos minutos, aparecera un color rojo estable.

6. Deje que el color rojo se desarrolle durante 15 minutos. Luego,

g

EXTRACCION, PURIFICACION E IDENTIFICACION POR ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA DE LA CAFEINA OBTENIDA DE
MATERIAS VEGETALES.

El método de extraccidn se basa en la distinta solubilidad de los diferentes componentes del café con respecto a la
cafeina. Asi son poco solubles en agua las proteinas, la celulosa, ésteres de glicerina y acidos carboéxilicos, mientras
que son bastante solubles en agua caliente la cafeina, los taninos, glucosa y el acido clorogénico. Los taninos y el
acido clorogénico precipitan en presencia de acetato de plomo. Finalmente, la cafeina es soluble en cloroformo
(triclorometano) y la glucosa no. En esta practica se aislara la cafeina bien del café, té, mate, etc., se purificara, bien




por disolucién o sublimacion. Se realizara su espectro UV asignando bandas y elucidando su estructura molecular. Se
pesara y calculard el porcentaje respecto a muestra tomada.

EXTRACCION DE CAFEINA A PARTIR DE CAFE.

Someter a reflujo calentando suavemente por 20 minutos 25 g de café molido y 100 ml de agua destilada o desionizada.
Con la disolucidon en caliente filtrar a vacio empleando un embudo Biichner de tamafio grande. Desechar el residuo
s6lido, pasar el filtrado a un matraz Erlenmeyer de 250 ml y afiadir 25 ml de disolucién acuosa al 10% (w/v) de acetato
de plomo. Calentar y agitar durante unos 15 minutos para que precipiten los correspondientes acetatos. Filtrar de
nuevo a vacio y en caliente, una vez enfriado el liquido filtrado pasarlo a un embudo de decantacién de 250 ml. Se
realiza una primera extraccidn con 25 ml de cloroformo, sin agitar bruscamente (porque puede formarse una emulsién
que tardaria mucho en destruirse), pero si suavemente. Dejar reposar hasta que se separen las dos fases y recoger la
inferior en un Erlenmeyer de 100 ml que se tapa. Repetir la operacion de extraccidn de igual manera y juntar las dos
disoluciones de cloroformo, se desecha la fase acuosa. Introducir de nuevo la fraccidén cloroférmica en un embudo de
decantacion y afiadir 20 ml de disolucidon acuosa de NaOH al 5 %, agitar suavemente y retirar de nuevo la fase
cloroférmica. Realizar luego un lavado en el embudo de decantacion con 10 ml de agua destilada. Se obtendra
finalmente una disoluciéon de cloroformo en cafeina, a menudo de aspecto turbio. Para desecar la disolucion
cloroférmica, afiadir una pequeia porcidn de sulfato de sodio anhidro o cloruro de calcio anhidro y agitar hasta que se
observe total transparencia. Eliminar el desecante por filtracion a través de un filtro de pliegues, poner en Erlenmeyer
de 100 ml y tapar. Evaporar el cloroformo en rotavapor, pesar y guardar el residuo de cafeina bruta. Preparar una
disolucion acuosa en las concentraciones indicadas en el espectro adjunto y realizar un registro en la zona ultravioleta
frente a un blanco de agua y con cubetas de cuarzo de 1 cm de paso dptico. Para purificar por recristalizacién tomar
una parte de la cafeina obtenida y disolver en la menor cantidad posible de tolueno en caliente, filtrar en caliente a
través filtro de pliegues. En el filtrado afiadir éter de petrdleo gota a gota hasta observar turbidez y enfriar, filtra de
nuevo y realizar otro espectro de una disolucién acuosa de los cristales obtenidos. Comparar los dos espectros. Si se
desea se puede medir el punto de fusion de la cafeina, su valor debe estar comprendido entre 236 °Cy 238 °C.

Preparacion de Soluciones Estandar:

Solucién madre de cafeina: Disolver una cantidad conocida de cafeina pura en agua destilada para preparar una
solucién madre (por ejemplo, 100 mg/L).

Soluciones de calibracidn: Diluir la solucién madre para preparar una serie de soluciones estandar con concentraciones
conocidas (por ejemplo, 10, 20, 30, 40, 50 mg/L).

Curva de calibracion A partir de la solucidn madre se realizan diluciones de 0, 4, 8, 16, 24, 32, 42 ppm, se
transfieren 1,5 mL de cada solucidon a la cubeta de cuarzo y se realiza las lecturas correspondientes a una
longitud de onda de 273 nm.

Preparacion de la Muestra:

Muestra de bebida energética: Tomar una alicuota de la bebida energética y diluirla adecuadamente con agua destilada
o solvente adecuado para que la concentracién de cafeina esté dentro del rango de las soluciones estandar.5/25

Se transfiere 25 mL de la bebida energizante a un vaso de precipitados de 250 mL, se agrega 100 mL de agua destilada
y se calienta a 30 2C durante 10 minutos, se deja enfriar y luego Al sobrenadante se agrega aproximadamente 0,5 g.
de Carbonato de Sodio para la eliminacion de acidez presente en la solucidn, se agita hasta disolucion del carbonato y
nuevamente se filtra. Filtrada la muestra, se transfiere a un embudo de separacidon y se agrega 25 mL de Cloroformo
de alta pureza, se agita vigorosamente durante unos minutos y se deja reposar hasta la formacion de dos fases (Acuosa
y Orgdnica), posteriormente se separa ambas fases, se agrega a la fase organica

Sulfato de sodio anhidro para absorber el agua restante, decantar y llevar la fase organica a rotaevaporador, hasta la
eliminacidn del solvente de extraccion. Para realizar el calculo del rendimiento de extraccién (m/V) de cafeina obtenida
se utiliza la siguiente ecuacion:

mg de extracto seco

~ L de bebida Energizante




Determinacion de la concentracion de cafeina. Obteniendo el extracto seco (Polvo blanco fino), se disuelve con agua
destilada desionizada y se transfiere a un matraz aforado de 100 mL y luego se afora. Posteriormente se toma 1 mL de
la solucion anterior y se afora a 25 mL con agua destilada desionizada. Realizar la lectura de la absorbancia, a una
longitud de onda de 273 nm.
3. Medicién de Absorbancia:

Longitud de onda: Seleccionar la longitud de onda de méaxima absorcidn para la cafeina (generalmente alrededor de
273 nm).

Calibracion del espectrofotdmetro: Ajustar el espectrofotdmetro con agua destilada o solvente adecuado como blanco.
Medicion: Medir la absorbancia de las soluciones estandar y de la muestra diluida en la longitud de onda seleccionada.
4. Curva de Calibracién:

Construccién: Graficar la absorbancia de las soluciones estandar contra sus concentraciones para obtener la curva de
calibracién.

Ecuacion: Determinar la ecuacion de la linea de calibracidn (generalmente una linea recta) que relaciona la absorbancia
con la concentracion.

Resultados:

Los resultados se obtienen en mg de fésforo en 50 ml.

Concentracién de fosforo (mg/100 g) = 2- V- C/P Siendo: V= volumen del matraz en que se recoge la muestra
(ml) C= concentracién registrada en el espectrofotometro (mg/50 ml) P= peso de la muestra que pusimos en
el crisol de porcelana (g)

Para calcular la concentracién de fosfatos en la forma P205 en mg/100g multiplicamos por 2,29 el resultado
anterior.

Anexos:
Curva de calibracién para la cuantificacion de
Concentracién Promedio Cafeina en la bebida energizante MAGYQ,
[ppm] Absorbancias a5
0 0,001 . y = 0,0536x + 0,0222
R? = 0,998

4 0,193 2
8 0,472 E 15
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- + Abs
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24 1,335 < —— Lineal {Abs)
32 1,784 0.5
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