APENDICE NORMATIVO A
DE LAS PORCIONES DE ALIMENTOS Y BEBIDAS NO ALCOHOLICAS
Las porciones aquí señaladas son exclusivamente para el cumplimiento y verificación de las denominaciones descritas en esta norma y no con fines de etiquetado.
1 Porciones de alimentos
1.1 Cereales, leguminosas, sus productos y botanas
Alimento							       Porción
Galletas	30	g
Pan	50	g
Pan de harina con centeno	50	g
Pan de dulce	55	g
Pan francés	110	g
Mezcla para preparar buñuelos	40	g
Barras de granos con o sin cobertura	40	g
Pies	125	g
Waffles	85	g
Pizzas	55	g
Pastelitos o pastelillos	45	g
Tortillas	50	g
Cereales precocidos u horneados	30	g
Cereales con frutas o a base de salvado	40	g
Botanas (palomitas de maíz, pretzels, botanas extruidas, papas fritas)	25	g
Pastas alimenticias para sopa
Menudas, huecas, fideos, fantasía (secas)	25	g
Pastas alimenticias
Largas (secas)	55	g
1.2 Bebidas no alcohólicas
Bebidas de	200	   ml
Bebidas sabor de	200	   ml
Aguas minerales	240	   ml
Agua purificada	240	   ml
Jugos de frutas o de hortalizas	240	   ml
Néctares	240	   ml
Bebidas adicionadas	200	   ml
Bebidas para deportistas	240	   ml
Bebidas de menor contenido calórico	200	   ml
Café, té y sus productos	200	   ml
1.3 Lácteos y sus productos
Quesos	30	   g
Sustitutos de crema líquida	15	   ml
Sustitutos de crema en polvo	4	   g
Leche condensada	70	   g
Leche evaporada	100	   ml
Leche y bebida a base de leche	240	   ml
Crema	30	   g
Yogurt	125	   g
Yogurt para beber	200	   g
Mantequilla	5	   g
1.4 Condimentos, aderezos, aceites y grasas comestibles
Aderezos para ensaladas	30	   g
Mayonesa	15	   g
Sustituto de mantequilla en polvo	2	   g
Margarina	5	   g
Aceites vegetales	5	   ml
1.5 Pescados, carne, pollo y sustitutos
Anchoas en conserva, caviar y sustitutos de tocino	15	   g
Pescados y mariscos	55	   g
Pescados y mariscos en salsa	140	   g cocinados
Pescados y mariscos fritos sin salsa	85	   g cocinados
Pescados y camarón ahumados	55	   g
Jamón	60	   g
1.6 Frutas, legumbres y jugos de fruta
Confitadas o en vinagre	30	   g
Secas	40	   g
Frutas en conserva o congeladas	140	   g
1.7 Misceláneos
Goma de mascar	3	   g
Hojuelas de maíz cubiertas con sabor chocolate	40	   g
Nuez confitada	30-50  g
Mantequilla de cacahuate	35	   g
Sopas condensadas	240	   ml
Caramelo duro, pastillas refrescantes	2	   g
Dulces blandos	3	   g
1.8 Edulcorantes, derivados y postres
Jarabes usados principalmente como ingredientes	30	   ml
Otros jarabes	60	   ml
Gelatina preparada	130	   g
Polvo para preparar gelatina	25	   g
Polvo para preparar flan	17,5	   g
Miel maple	50	   g
Mermeladas, jaleas	15	   ml
1.9 Vegetales
Jugo de vegetales	240	   ml
Vegetales con salsa, frescos, en conserva, congelados	110	   g
Salsas o purés de vegetales	60	   g
Salsa de tomate	15	   g
Aceituna	15	   g
Vegetales en salmuera	30	   g
Pimiento, cebolla verde	30	   g
2 Porciones de alimentos envasados y a base de cereales para lactantes y niños de corta edad.
2.1 En el periodo de ablactación
Frutas y vegetales	71	   g
Cereales	15	   g
Jugos	118	   ml
2.2 Alimentos colados
Frutas, vegetales, sopas, postres y carnes	113	   g
Cereales	30	   g
Jugos	118	   ml
2.3 Alimentos picados
Frutas, vegetales, sopas y cereales para desayuno	170	   g
Carnes	113	   g
Postres	113	   g
Cereales	30	   g
Jugos	118	   ml
2.4 Alimentos para niños en edad preescolar
Guisados	170	   g
Cereales	40	   g
Galletas	12	   g
Entremeses	71	   g
Jugos	177	   ml














APENDICE NORMATIVO B
DE LA INGESTION DIARIA RECOMENDADA PARA NIÑOS ESTABLECIDA POR EL INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MÉDICAS Y NUTRICION "SALVADOR ZUBIRAN"

	Nutrimentos
	Niños de 0 a 5 meses cumplidos
	Niños de 6 a 11 meses cumplidos
	Niños de 1 a 3 años cumplidos

	Energía 
	 460(110) KJ (Kcal.)/kg peso
	418(100) KJ (Kcal.)/kg peso
	 418(100) KJ (Kcal.)/kg peso

	Proteína 
	 13 g
	 14 g
	 20* g

	Vitamina A 
	 400 µg equivalentes de retinol
	400 µg equivalentes de retinol
	400 µg equivalentes de retinol

	Vitamina E 
	 3 mg
	4 mg
	6 mg

	Vitamina C 
	35 mg
	40 mg
	40 mg

	Tiamina 
	0,35 mg
	0,45 mg
	0,7 mg

	Riboflavina 
	0,45 mg
	0,55 mg
	0,8 mg

	Niacina mg equivalentes
	6 mg equivalentes
	7 mg equivalentes
	9 mg equivalentes

	Vitamina B6 
	0,30 mg
	0,60 mg
	1 mg

	Folacina Acido fólico µg
	25 µg
	35 µg
	50 µg

	Vitamina B12 
	0,3 µg
	0,5 µg
	0,7 µg

	Calcio 
	450 mg
	600 mg
	800 mg

	Fósforo 
	350 mg
	500 mg
	700 mg

	Hierro 
	10 mg
	10 mg
	15 mg

	Magnesio 
	40 mg
	60 mg
	80 mg

	Zinc 
	 5 mg
	5 mg
	15 mg

	Yodo µg
	40 µg
	50 µg
	70 µg


* Se supone proteína de alta asimilación. De no serlo, el valor señalado aumentaría multiplicándolo por el factor 100/CQ donde CQ es la calificación química de la dieta.













APENDICE NORMATIVO C
DE LOS METODOS DE PRUEBA

1 Determinación de grasa
1.1 Método del Extracto etéreo. Para productos como chocolates, granos, polvos con chocolate, entre otros.
1.1.1 Fundamento
El método para la extracción de los lípidos libres, utiliza un agente deshidratante que absorbe la humedad de la muestra y arena de mar que provoca un medio poroso que permite que el disolvente pase con mayor facilidad a través de ésta, extrayendo la grasa presente. En la extracción de lípidos combinados se utiliza el medio ácido para disolver las proteínas y así permitir la separación de la grasa.
1.1.2 Reactivos y materiales
1.1.2.1 Reactivos
Acido clorhídrico (HCl) diluido al 33% v/v. Diluir 100 ml de HCl concentrado con 200 ml de agua destilada.
Arena de mar tratada
Eter de petróleo G.R. (P.E. 30 - 60°C), libre de grasa o éter etílico G.R. libre de peróxidos.
Sulfato de sodio anhidro G.R.
Tierra de diatomáceas (celite 503)
1.1.2.2 Materiales
Agitador de vidrio de 20 cm
Algodón libre en grasa
Cartucho de extración de tamaño adecuado al extractor
Cuerpo de ebullición
Embudo de vidrio de 9 cm de diámetro
Extractor de Soxhlet
Matraz de boca esmerilada 24/40 de 250 ml
Matraz Erlenmeyer de 250 ml
Papel filtro Whatman No. 1 y No. 540
Papel indicador de pH
Material común de laboratorio
Vaso de precipitado de 50 ml
Vidrio de reloj de 4 cm de diámetro
1.1.3 Aparatos e instrumentos
Balanza analítica con sensibilidad de 0,1 mg
Baño de agua
Estufa con regulador de temperatura para mantener a 100 ± 2°C
1.1.3 Procedimiento
1.1.3.1 Extracción de lípidos libres
Pesar de 1-2 g de muestra finamente molida dentro de un cartucho de extracción, agregar igual cantidad de sulfato de sodio, mezclar con un agitador de vidrio.
Agregar de 1-2 g de arena de mar, mezclar nuevamente y sin retirar el agitador, colocar el cartucho en un vaso de precipitado de 50 ml. Secar en la estufa durante 6 h.
Cubrir la mezcla contenida en el cartucho, con una porción de algodón, colocar en el extractor de Soxhlet, ajustar en la parte inferior del extractor un matraz con cuerpos de ebullición a peso constante. Lavar el vaso donde fue secada la muestra con varias porciones de éter adicionando los lavados al extractor. Agregar suficiente éter hasta obtener de 2-3 descargas del extractor. Conectar el refrigerante al extractor y hacer circular el agua. Calentar el matraz hasta obtener un mínimo de condensación de 3-6 gotas por segundo.
Efectuar la extracción durante 4-6 h. Suspender el calentamiento, quitar el extractor del matraz y dejar caer una gota de éter del extractor sobre un papel filtro o un vidrio de reloj, si al evaporarse el éter se observa una mancha de grasa, ajustar el Soxhlet de nuevo al matraz y continuar la extracción.
Terminada la extracción, evaporar a baja temperatura el disolvente del matraz; secar en la estufa a 100°C hasta peso constante, enfriar en desecador y pesar.
1.1.3.2 Extracción de lípidos combinados
Pesar de 1-2 g de muestra finamente molida dentro de un matraz Erlenmeyer de 250 ml, agregar 50 ml de HCl diluido, unos cuerpos de ebullición y tapar con un vidrio de reloj.
Calentar en baño de agua durante una hora manteniendo el volumen constante por la adición de agua destilada.
Agregar 150 ml de agua caliente, alrededor de un gramo de tierra de diatomáceas o alrededor de 100 cm2 de papel filtro cortado en pequeñas piezas.
Filtrar a través de papel filtro Whatman No. 540 húmedo de 15 cm de diámetro (si se prefiere se puede usar doble), lavar el matraz Erlenmeyer y el vidrio de reloj con agua caliente agregando los lavados al papel filtro. Secar el matraz y el vidrio de reloj en la estufa.
Continuar lavando el papel filtro con agua caliente hasta que el filtrado esté libre de ácido.
Secar el papel filtro a 120°C sobre un vidrio de reloj o a 60°C por toda la noche si fue agregado de papel filtro cortado en piezas.
Con la ayuda de unas pinzas pasar el papel filtro seco al cartucho de extracción, tapar con una porción de algodón y colocar en el extractor de Soxhlet, ajustar en la parte inferior del extractor un matraz con cuerpos de ebullición a peso constante. Lavar el matraz Erlenmeyer y el vidrio de reloj secos con éter adicionando los lavados al extractor. Agregar suficiente éter hasta obtener de 2-3 descargas del extractor.
Proceder como se indica en la extracción de lípidos libres donde dice: "Conectar el refrigerante al extractor..."
1.1.4 Cálculos
% de grasa = PG - PB X 100
	PM
En donde:
PG = Peso del matraz con grasa seca en g
PB = Peso del matraz con cuerpos de ebullición a peso constante en g
PM = Peso de la muestra en g
1.2 Método de Roese-Gottlieb (Hidrólisis alcalina). Para fórmulas para lactantes, fórmulas de continuación, leches en polvo, entre otros.
1.2.1 Fundamento
El método descrito es una modificación al de Roese-Gottlieb. Se utiliza amoniaco para suavizar la caseína, alcohol etílico para romper la emulsión y la combinación grasa-proteína, así como favorecer la extracción de la grasa por el éter etílico. Se usa también éter de petróleo que disminuye la solubilidad del éter etílico en la capa acuosa. Extraída la grasa ésta se estima por diferencia de peso.
1.2.2 Reactivos y materiales
1.2.2.1 Reactivos
Hidróxido de amonio G.R.
Alcohol etílico de 96°
Eter etílico (libre de peróxidos)
Eter de petróleo (P.E. 30 - 60°C)
1.2.2.2 Materiales
Tubos de Roese-Gottlieb o de Mojonier
Vasos de precipitados de 125 ml
Pipetas de 10 ml graduadas en 0,1 ml
Perlas de vidrio
1.2.3 Aparatos e instrumentos
Desecador
Estufa para secar que alcance una temperatura entre 70 a 80°C
Baño de agua caliente o placa caliente
Balanza analítica con sensibilidad de 0,1 mg
1.2.3 Procedimiento
1.2.3.1 Pesar de 1 a 2 g de muestra y colocarlos en el tubo, agregar 9 ml de agua hirviendo y agitar vigorosamente hasta que la muestra esté disuelta, enfriar a la temperatura ambiente. Agregar 1,5 ml de hidróxido de amonio y mezclar perfectamente. Agregar 10 ml de alcohol etílico, tapar y agitar fuertemente; agregar 25 ml de éter etílico, tapar y agitar vigorosamente por 90 segundos. Agregar 25 ml de éter de petróleo, tapar y volver a agitar suavemente por 90 segundos. Centrifugar a 600 rpm o dejar reposar hasta que el líquido superior esté prácticamente claro. Decantar la capa etérea en un vaso de precipitado a peso constante. Lavando el labio y el tapón del tubo con una mezcla de partes iguales de los dos éteres. Agregar estos lavados al vaso. Repetir la extracción del líquido sobrante en el tubo, dos veces más utilizando 25 ml de cada disolvente. Efectuar una tercera extracción con 20 ml de cada disolvente. Evaporar los disolventes del vaso en una placa caliente o un baño de vapor, a una temperatura apropiada que permita la eficiente evaporación, secar la grasa en estufa a 80°C, enfriar y pesar.
1.2.3.2 Después de introducir el producto en el tubo Mojonnier, añadir aproximadamente 0,1 g de amilasa y un agitador magnético, para facilitar la suspensión, luego adicionar de 8 a 10 ml de agua destilada a 45°C, evitando que el nivel de agua suba demasiado.
Colocar el tubo Mojonnier tapado por 2 h al baño de agua a 65°C. Remuévase ligeramente de vez en cuando.
Comprobar que el almidón se haya degradado por completo: al añadir dos gotas de solución de yodo aproximadamente 0,1 N no debe formarse coloración azul. En caso contrario, volver a colocar el tubo al baño de agua hasta que desaparezca la coloración. Enfriar el tubo Mojonnier y continúe con el procedimiento.
1.2.4 Cálculos
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En donde:
% G = Por ciento de grasa
PG = Peso de la grasa extraída
PM = Peso de la muestra
1.2.5 Reproducción de la prueba
En la reproducción de la prueba, la diferencia máxima permisible para la determinación efectuada por duplicado, no debe ser mayor de 0,1%, en caso contrario se recomienda repetir la determinación.
1.3 Por Hidrólisis ácida. Para harinas, pan, cereales y aquellos productos cuya presentación sea en galletas, barras, entre otros.
1.3.1 Fundamento
Se basa en la disolución de la proteína en el ácido y la grasa que se separa, puede ser extraída utilizando como disolvente orgánico, una mezcla de éter etílico-éter de petróleo.
1.3.2 Reactivos y materiales
1.3.2.1 Reactivos
Acido clorhídrico (25+11) v/v
Alcohol etílico, G.R.
Eter de petróleo (P.E. 40 - 60°C), G.R. libre de grasa
Eter etílico, grado reactivo libre de grasa
1.3.2.2 Materiales
Algodón absorbente libre de grasa
Cuerpos de ebullición
Embudo de filtración, tallo corto
Probetas graduadas
Tubo de extracción de Mojonnier
Vasos de precipitados, cápsulas de vidrio, níquel o aluminio de 125 ml
Material común de laboratorio
1.3.3 Aparatos e instrumentos
Balanza analítica con sensibilidad de 0,1 mg
Baño de agua con sistema eléctrico para mantener a 70 - 80°C
Estufa con regulador de temperatura para mantener a 100°C
1.3.4 Procedimiento
1.3.4.1 Pesar de 1 a 2 g de muestra finamente molida en un vaso de precipitado de 50 ml (la muestra puede ser pesada directamente en el tubo de extracción de Mojonnier), agregar 2 ml de alcohol etílico y agitar adecuadamente para humedecer la muestra. Agregar 10 ml de ácido clorhídrico 25:11, 2 cuerpos de ebullición, mezclar y colocar en baño de agua durante 30-40 min, agitando ocasionalmente durante este tiempo. Agregar 10 ml de alcohol etílico, mezclar y dejar enfriar.
1.3.4.2 Vaciar la mezcla al tubo de extracción, lavar el vaso con 3 porciones y un total de 25 ml de éter etílico (pasando cada lavado al tubo de extracción). Tapar el tubo con un tapón de hule sintético y agitar vigorosamente durante un min. Agregar 25 ml de éter de petróleo y agitar nuevamente durante un min. Dejar el tubo en posición vertical hasta que el líquido superior esté prácticamente claro o centrifugar 20 min a aproximadamente 600 rpm.
1.3.4.3 Decantar tanto como sea posible la solución éter-grasa, sobre un filtro de algodón empacado con firmeza en el embudo de filtración, recibiendo el éter en un vaso o cápsula de 125 ml a peso constante (puede ser llevado a peso constante con cuerpos de ebullición). Lavar la boca del tubo de extracción y el tapón con varios ml de una mezcla de disolventes en partes iguales recibiendo en el mismo vaso.
1.3.4.4 Reextraer el líquido sobrante del tubo dos veces más, utilizando para este propósito 15 ml de cada disolvente en cada ocasión. Agitar bien después de cada adición de éter. Decantar la solución éter-grasa en el mismo embudo utilizado anteriormente; lavar el embudo y el tallo del embudo con varios ml de una mezcla de disolventes en partes iguales.
1.3.4.5 Evaporar la mezcla de disolventes lentamente sobre baño de vapor (en un sistema de extracción) secar la grasa en una estufa a 100°C hasta peso constante, enfriar en desecador y pesar.
Corregir el resultado por la determinación de un blanco de reactivos.
1.3.5 Cálculos
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donde:
P2 = Peso del vaso o cápsula con grasa a peso constante
P1 = Peso del vaso o cápsula vacía a peso constante
PM = Peso de la muestra en g
PRECAUCION: El éter etílico es un disolvente orgánico extremadamente flamable. Se pueden formar peróxidos inestables cuando se almacenan mucho tiempo o se exponen a la luz solar. Puede reaccionar con explosión cuando está en contacto con el óxido de cloro, litio o con agentes fuertemente oxidantes. Por ello es recomendable el empleo de extractores de vapores efectivos y evitar la electricidad estática.
1.4 Prueba para determinar la presencia de peróxidos en éter.
Medir 10 ml de éter en una probeta de 25 ml con tapón de vidrio previamente lavado con un poco de éter, agregar 1 ml de solución de yoduro de potasio al 10% recién preparada. Agitar y dejar reposar durante un min. No debe aparecer ninguna coloración amarilla en la capa etérea (esta prueba debe realizarse una vez por semana).
1.4.1 Manera de prevenir la formación de peróxidos.
El éter etílico puede mantenerse libre de peróxidos por adición de una hoja de zinc húmeda, previamente sumergida durante un min. en una solución ácida diluida de sulfato de cobre y posteriormente lavada con agua. Para un litro de éter etílico usar aproximadamente 80 cm2 de la hoja de zinc, cortada en bandas lo suficientemente largas como para alcanzar por lo menos la mitad del recipiente.
1.4.2 Eliminación de los peróxidos.
Colocar en un embudo de separación un volumen conocido de éter etílico agregar igual cantidad de agua destilada y agitar enérgicamente. Desechar el agua. Repetir el lavado una vez más.
Al éter lavado agregar solución saturada de cloruro de sodio (de 50 - 100 ml/ l), agitar y desechar el cloruro de sodio. Pasar el éter limpio a un frasco y agregar sulfato de sodio anhidro. Agitar para eliminar la humedad y hacer la prueba de peróxidos nuevamente.
Otro método recomendable para eliminar los peróxidos es haciendo pasar el éter a través de una columna de alúmina activada.
2 Determinación de azúcares
2.1 Reductores directos y totales
2.1.1 Fundamento
La muestra primero se digiere para precipitar las proteínas, utilizando soluciones de acetato de zinc y ferrocianuro de potasio. En un volumen se determinan los azúcares reductores directos y otro volumen es hidrolizado con ácido clorhídrico para determinar los azúcares reductores totales mediante una valoración volumétrica según el método de Lane y Eynon.
2.1.2 Reactivos y materiales
2.1.2.1 Reactivos y soluciones
Acetato de zinc
Ferrocianuro de potasio
Sulfato de cobre pentahidratado
Acido acético glacial
Tartrato de sodio y potasio
Hidróxido de sodio (NaOH)
Sacarosa G.R.
Acido clorhídrico concentrado (HCl)
Solución alcohólica de fenolftaleína al 1%
Solución de hidróxido de sodio 1:1 m/v
Solución acuosa de azul de metileno al 0,2% (C37H27N3O3-2NaSO3).- Disolver 0,2 g de azul de metileno en agua y diluir a 100 ml.
Solución de acetato de zinc.- Disolver 21,9 g de acetato de zinc (Zn(C2H3O2)2.2H2O) cristalizado y 3 ml de ácido acético glacial en agua y diluir a 100 ml.
Solución de ferrocianuro de potasio (K4Fe(CN)6 .3H2O).- Disolver 10,6 g de K4Fe(CN)6 .3H2O en 100 ml de agua destilada.
Solución (A) de sulfato de cobre.- Disolver 34,639 g de sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H2O) en agua destilada y diluir a 500 ml utilizando un matraz volumétrico; filtrar a través de lana de vidrio.
Ajustar la solución, determinando el contenido de cobre en una alícuota con tiosulfato de sodio 0,1 N y ioduro de potasio al 20% hasta obtener 440 mg de cobre por cada 25 ml.
Solución (B) de Tartrato de sodio y potasio.- Disolver 173 g de tartrato de sodio y potasio (KNaC4H4O6.4 H2O) y 50 g de NaOH en agua y diluir a 500 ml; dejar reposar 2 días y filtrar a través de lana de vidrio.
Solución patrón de sacarosa.- Pesar 9,5 g de sacarosa (C12H22O11) y disolver en 50 ml de agua, agregar 5 ml de HCl concentrado y diluir con agua a 100 ml. Guardar algunos días a temperatura ambiente (aproximadamente 7 días a 12-15°C o 3 días a 20-25°C o 15 min a 67°C) después de esta inversión diluir con agua a un litro (esta solución es estable por algunos meses en refrigeración).
Solución diluida de sacarosa.- Neutralizar una alícuota de 10 ml con NaOH 1 N y diluir a 100 ml con agua (1 ml= 1 mg de sacarosa)
2.1.2.2 Materiales
Matraz volumétrico de 100 y 250 ml
Matraz Erlenmeyer de 250 y 500 ml
Pipetas volumétricas de 5 y 50 ml
Vaso de precipitado de 50 ml
Bureta de 50 ml graduada en décimas
2.1.3 Aparatos e instrumentos
Placa caliente
Baño de agua con capacidad para mantener la temperatura a 70°C.
Balanza analítica con sensibilidad de 0,1 mg
2.1.4 Titulación de la solución A-B
Medir con pipeta volumétrica 5 ml de la solución A y 5 ml de la solución B en un matraz Erlenmeyer de 500 ml. Agregar 100 ml de agua, unos cuerpos de ebullición, calentar en parrilla cerrada a ebullición y agregar poco a poco con una bureta, solución patrón de sacarosa diluida, hasta la reducción total del cobre. Agregar 1 ml de la solución de azul de metileno. Continuar la titulación hasta la desaparición del color azul (mantener continua la emisión de vapor para prevenir la reoxidación del cobre o del indicador). Si el gasto es menor de 15 ml o mayor de 50 ml de la solución de azúcar invertido, hacer la dilución apropiada o reformulación para que quede dentro de ese rango. Calcular los mg de sacarosa que se necesitan para titular la solución A-B. Este valor corresponde al factor F del reactivo.
F= V1 X D1
En donde:
F = Factor de Fehling para lactosa
V1 = Volumen de la solución de sacarosa gastada en la titulación de la solución A-B en ml.
D1 = Dilución de la solución de sacarosa en mg.
2.1.5 Procedimiento
2.1.5.1 Determinación de reductores directos
Pesar de 10-12 g de muestra finamente molida en un vaso de precipitado de 50 ml transferir cuantitativamente con 200 ml de agua destilada caliente a un matraz volumétrico de 250 ml, mezclar y dejar reposar 30 min agitando ocasionalmente. Agregar 4 ml de la solución de acetato de zinc, mezclar, agregar 4 ml de solución de ferrocianuro de potasio y mezclar. Diluir a la marca y filtrar.
Colocar el filtrado en una bureta y proceder como se indica en 2.1.4 usando el filtrado obtenido en lugar de la solución patrón de sacarosa.
2.1.5.2 Determinación de reductores totales
Tomar 25 ml del filtrado y pasar a un matraz volumétrico de 100 ml. Agregar 20 ml de agua, 10 ml de ácido clorhídrico concentrado y mezclar. Colocar el matraz con un termómetro sumergido en la solución en un baño de agua a 70°C y mantener por un periodo de 15 min contados a partir del momento en que la temperatura interna alcance 96°C. Enfriar inmediatamente, agregar unas gotas de fenolftaleína, neutralizar con solución de NaOH, enfriar y llevar a la marca.
Colocar la solución en una bureta y proceder como se indica en 2.1.4, usando la solución obtenida en lugar de la solución patrón de sacarosa.
2.1.6 Cálculos
% de Reductores Directos = 250 x 100 x F
	(en sacarosa)	          V x PM
En donde:
V = ml gastados de la muestra para titular la solución A-B según 2.1.5.1
PM= Peso de la muestra en g
F = Factor del reactivo de Fehling en g de sacarosa
3 Gluten
3.1 Gluten húmedo
3.1.1 Reactivos y materiales
3.1.1.1 Reactivos
Solución de lugol.
3.1.1.2 Materiales
Mortero
Probeta de 25 ml
Pipetas serológicas de 10 ml
Tamiz.
3.1.2 Aparatos e instrumentos
Balanza analítica con una sensibilidad de 0,2 mg
3.1.2 Procedimiento
Mezclar en un mortero 25 g del alimento y 12 ml de agua. Dejar reposar 30 min. Pasado este tiempo tomar la masa en las manos y lavar con cuidado debajo del chorro de agua, colocar bajo éste un tamiz donde se irá depositando el gluten. Suspender este proceso cuando el agua de lavado dé negativa la prueba de lugol. Comprimir el gluten con la mano, secar con un trapo y pesar.
Cálculos: % gluten húmedo = Peso del gluten x 4.
3.2 Gluten seco
3.2.1 Aparatos e instrumentos
Estufa de secado con circulación de aire a 120°C o estufa de secado con vacío a 70°C.
Desecador con material secante.
3.2.2 Procedimiento
El gluten obtenido en la técnica anterior se seca hasta que esté a peso constante.
Cálculos: % gluten seco = Peso de gluten seco x 4.
4 Determinación de sorbitol
4.1 Método por cromatografía de gases.
4.1.1 Principio
El sorbitol es extraído con metanol, en presencia de piridina se forma el derivado de acetato que es extraído con cloroformo (CHCl3) y determinado por cromatografía de gases.
4.1.2 Reactivos y materiales
Tierra de diatomáceas (celite 545, lavada con ácido)
Sorbitol G.R.
Piridina
Anhídrido acético
Metanol
Cloroformo (CHCl3)
Material común de laboratorio
4.1.3 Aparatos e instrumentos
Extractor Soxhlet
Cromatógrafo de gases equipado con detector de ionización de flama.
Columna de vidrio en forma de U de 1,8 m de longitud y 4 mm de diámetro interno, empacada con DC-200 al 10% sobre Gas Chrom Q con malla de 100 a 120.
Condiciones de operación:
Temperatura de la columna     200°C (o la apropiada para que el tiempo de retención del acetato de sorbitol sea de 9 a 10 min).
Temperatura del inyector          230°C
Temperatura del detector         210°C
Relación de flujos (ml/min)
Nitrógeno	120
Aire	350 - 400
Hidrógeno	Optimo para obtener una sensibilidad de 0,4 x 10-9 o equivalente.
4.1.4 Procedimiento
4.1.4.1 Extracción. Colocar el producto húmedo en un horno con corriente de aire a 60°C hasta secar (aproximadamente 12 h). Cortar la muestra seca en un mezclador Hobart. Pesar una muestra que contenga aproximadamente 400 mg de sorbitol (usualmente 10 g), mezclar con 5 g de celite y colocar en un cartucho de extracción. Colocar fibra de vidrio en la parte superior de la muestra. Adicionar 125 ml de metanol anhídro y extraer 2 h a ebullición rápida. Transferir la cantidad de metanol extraído a un matraz de 200 ml con metanol y diluir al volumen con metanol.
4.1.4.2 Preparación de la curva estándar. Pesar exactamente 20, 40, 60 y 80 mg de sorbitol dentro de un matraz Erlenmeyer de separación con graduación estándar 24/40. Adicionar 3 ml de piridina y 10 ml de anhídrido acético. Colocar en un matraz adecuado con condensador de aire y reflujar 1 h en baño vapor. Adicionar de 60 a 80 ml de agua, mezclar y enfriar. Extraer con 4 porciones de 20 ml y una porción de 15 ml de CHCl3. Llevar a 100 ml con CHCl3 en un matraz volumétrico. Inyectar aproximadamente 50 µl dentro del cromatógrafo. Preparar la curva estándar graficando respuesta (mm2 del patrón/ µl inyectados) contra mg de sorbitol pesados inicialmente.
4.1.4.3 Determinación. Colocar 25 ml de metanol extraído dentro de un matraz de 125 ml graduado 24/40. Evaporar el extracto hasta sequedad en un baño de vapor con corriente de aire. Proceder como en la preparación de la curva estándar, empezando en "Adicionar de 3 ml de piridina...", disolver el residuo tanto como sea posible.
4.1.5 Cálculos. Calcular el porcentaje de sorbitol como sigue:
% sorbitol = (mg a partir de la curva estándar x 0,8)/ g de muestra.
5 Determinación de sodio (Na)
5.1 Método de espectrofotometría de absorción atómica con aditamento de flama
5.2.1 Fundamento
La muestra se somete a una digestión ácida con ácido nítrico concentrado para que el analito liberado sea cuantificado por espectrofotometría de absorción atómica.
5.2.2 Reactivos y materiales
5.2.2.1 Reactivos
Acido nítrico (HNO3) concentrado grado suprapuro
Acido nítrico (HNO3) concentrado G.R.
Estándar certificado de Na de 1000 µg/ml
Agua deionizada
5.2.2.2 Materiales
Sistema de reflujo
Material común de laboratorio
Papel filtro No. 1
5.2.3 Aparatos e instrumentos
Balanza analítica con una sensibilidad de 0,1 mg
Espectrofotómetro de absorción atómica con aditamento de flama
Parrilla de calentamiento
Lámpara de cátodo hueco de sodio
5.2.3 Preparación de la muestra para ensayo
5.2.3.1 Productos sólidos
Tomar una cantidad representativa de la muestra a analizar. Si es necesario moler el producto mediante un molino o un mortero. Evitar cualquier contaminación durante esta manipulación. Mezclar bien.
5.2.3.2 Productos líquidos
Mezclar bien el producto antes de abrir el recipiente. A continuación transvertir a un recipiente de vidrio o de plástico descontaminado. Guardar en el refrigerador (4°C). Mezclar bien antes del uso.
5.2.4 Descontaminación del material
En una cubeta de polietileno (volumen aproximado de 15 l) introducir 10 l de mezcla ácido nítrico/ agua (1:1).
En este baño descontaminar durante una noche todos los matraces aforados, tapones, recipientes de polietileno o de polipropileno, así como todo el material de vidrio necesario. Enjuagar con agua destilada. Secar.
5.2.5 Procedimiento
Se pesa de 1,0 a 2,0 g de muestra en un matraz de fondo plano de 250 ml con boca esmerilada, se le añaden 10 ml de HNO3 grado suprapuro y se digieren por calentamiento en un sistema de reflujo durante 2 h o hasta digestión completa.
La muestra se enfría y se filtra a través de papel filtro No. 1 y se recibe en un matraz aforado de 100 ml. Se lava tres veces el matraz de la digestión con tres porciones de 10 ml de agua deionizada y los lavados se filtran y se reciben en el matraz aforado, se lleva a volumen con agua deionizada.
Ajustar el espectrofotómetro de acuerdo a las recomendaciones del fabricante usando un estándar certificado. Se leen las muestras y se anotan los resultados obtenidos en µg/ml. 
Longitud de onda: 589,6 nm
Llama: aire-acetileno, oxidante
Nota: Se recomienda meter una muestra añadida para valorarla y hacer un blanco de reactivos para cada serie de digestiones.
5.2.6 Cálculo
mg/kg Na+ = (A-B) x C
	D
En donde:
A = µg/ml de Na+ en la muestra
B = µg/ml de Na+ en el blanco
C = ml de aforo de la muestra
D = peso de la muestra en g tomada para el análisis
5.2.7 Sensibilidad del método
0,15 µg/ml para 1% de absorción
6 Determinación de colesterol
6.1 Principio
El lípido es extraído a partir de la muestra mediante mezcla de solventes y saponificación. De la fracción insaponificable que contiene colesterol y otros esteroles se extraen con benceno. Los esteroles derivados de la forma éter trimetil silil son determinados cuantitativamente por cromatografía de gases, usando 5 alfa-colestano como estándar interno.
6.2 Reactivos y materiales
6.2.1 Reactivos
Soluciones estándar de colesterol:
Solución stock.- 1,0 mg/ml de N,N-dimetilformamida
Soluciones de trabajo.- Diluir solución stock con N,N-dimetilformamida para obtener un rango de concentración de 0,05 a 0,5 mg/ml.
Solución de estándar interno de 5 alfa-colestano:
Solución stock.- 1,0 mg/ml en n-heptano
Soluciones de trabajo.- Diluir solución stock con n-heptano para obtener una concentración de 0,2 mg/ml
Dimetildiclorosilano
Dimetilformamida
Fibra de vidrio
n-heptano
Hexametildisilazano (HMDS)
Solución concentrada de hidróxido de potasio.-Disolver 60 g de hidróxido de potasio en 40 ml de agua.
Alcoholes reactivos: etanol-metanol-isopropanol (90+5+5)
Tolueno (nanogrado, destilado en vidrio)
Trimetilclorosilano (TMCS)
Reactivo trimetilsilil (TMS): HMDS-TMCS-piridina (9+6+10)
Adsorbente (celite 545 lavada con ácido o equivalente)
[bookmark: _GoBack]6.2.2 Materiales
Material común de laboratorio
Tapones de goma
Filtro Buchner
Matraces Erlenmeyer de 500 ml
Vasos de precipitados de 100 ml
Papel Whatman No. 1
Precaución: Los silanos son tóxicos.
6.3 Aparatos e instrumentos
Tubos de centrífuga de 15 ml.
Silanizar los tubos como sigue: lavar los tubos con metanol anhidro y secar 30 min a 110°C. Transferir los tubos al desecador. Llenar los tubos con solución de dimetildiclorosilano (DMCS) al 10% en tolueno, tapar los tubos y dejar en reposo durante 1 h. Decantar los tubos y enjuagar cuidadosamente con metanol anhidro. Secar en horno a 110°C antes de usar. Después del uso lavar los tubos con metanol, agua, metanol; en este orden. Secar a 110°C, antes de usarlos. Los tubos pueden reutilizarse sin silanizar si se evita el lavado con álcali fuerte.
Cromatógrafo de gases con detector de ionización de flama con sistema de inyección en columna de 2,4/3 ml
Columna de vidrio en forma de U de 2,4 m de longitud y 3 mm de diámetro interno empacada con Apiezon L al 0,5% sobre Gas-Chrom Q con malla de 80 a 100
Columna alternativa.- columna de vidrio en forma de U de 1,8 m de longitud y 4 mm de diámetro interno empacados con SE-30 al 1% sobre Gas-Chrom Q con malla de 80 a 100
Condiciones de operación:
Temperatura del detector	275°C
Temperatura del inyector	275°C
Temperatura de la columna	230°C
Relación de flujo (ml/min)
Nitrógeno	50 para eluir el colesterol de 9 a 11 min
Aire	350
Hidrógeno	35
Homogenizador
Parrilla de calentamiento con agitación magnética
Evaporador rotatorio o rotavapor
Mezclador de tubos de prueba
6.4 Procedimiento
6.4.1 Preparación y empacado de la columna del cromatógrafo.
6.4.1.1 Conectar la columna vacía al aspirador y correr a través de ella una solución de ácido hidrofluórico (HF) al 5%. Detener el vacío con una pinza, colocar rápidamente en los extremos de la columna tapones de goma y mantener la columna llena de una solución de HF al 5% durante 10 min.
6.4.1.2 Nuevamente conectar al aspirador, correr fuera la solución de HF al 5% y enjuagar con aproximadamente 150 ml de agua, seguidos por 150 ml de metanol anhidro. Finalmente enjuagar la columna con 150 ml de isooctano. Inyectar aire a través de la columna hasta secar. Llenar la columna con reactivo TMS, aplicar vacío para que pase lentamente. Tapar los extremos de la columna y reposar por 30 min. Correr TMS y enjuagar inmediatamente con 100 ml de metanol anhidro, seguido por 200 ml de isooctano. Dejar secar la columna con vacío.
6.4.1.3 Preparar el compuesto para el empacado como sigue: Pesar 0,5 g de Apiezon L dentro de un vaso de precipitado de 100 ml, adicionar 80 ml de tolueno, agitar hasta disolución completa y transferir a un matraz Erlenmeyer de 500 ml, lavar el vaso con 4 porciones de 5 ml de tolueno. Pesar 10 g de Gas-Chrom Q mallas 80-100 y adicionarlo a la solución de Apiezon L. Inmediatamente pasar por filtro Buchner al vacío, agitar continuamente hasta que todo el líquido se haya filtrado. Medir el filtrado y determinar la cantidad de absorción del Apiezon L. Mantener bajo vacío, agitar ocasionalmente hasta casi secar. Transferir la porción a un plato de porcelana para evaporación y secar completamente al horno a una temperatura de 110 a 120°C. Almacenar en frascos de vidrio hasta su uso.
6.4.1.4 Calentar el empaque en el horno durante 15 min a 100°C. Tapar el extremo del detector de la columna silanizada con una fibra de vidrio silanizada de 6 mm y conectar al vacío. Adicionar el empaque caliente a través del embudo conectado a la columna. Finalmente inyectar por el orificio del tapón de la fibra de vidrio silanizada. Acondicionar la columna 24 h a 235°C con flujo de nitrógeno (N2).
6.4.2 Determinación de la humedad
Pesar exactamente 5,0 g de muestra en un plato de aluminio previamente tarado, colocarlo en un horno de tipo circular aereado a 100°C, secar toda la noche o durante 3 h a 110°C. Cubrir y mantenerlo fresco en el desecador. Pesar y determinar el contenido de humedad, para ajustarla a la cantidad de agua que ha de adicionarse en 6.4.3
6.4.3 Extracción del lípido.
6.4.3.1 Alimentos (excepto mayonesa, leche en polvo y sólidos de huevo entero). Pesar exactamente una cantidad conocida de muestra conteniendo aproximadamente de 0,5 a 1 g de grasa y transferir cuantitativamente a un homogenizador con 100 ml de metanol anhidro (CH3OH). Con base en la determinación de humedad, adicionar suficiente agua (H2O) para que el contenido total en la extracción sea de 40 ml. Adicionar 50 ml de cloroformo (CHCl3) y licuar 3 min a velocidad media. (La relación CHCl3-CH3OH-H2O puede ser 50-100-40 en esta fase de extracción). Adicionalmente agregar 50 ml de CHCl3 y licuar durante 0,5 min a velocidad media. Filtrar al vacío dentro de un matraz de succión de 1 l, con filtro Buchner y papel Whatman No. 1, conteniendo 2 g de tierra de diatomáceas. Vaciar el filtrado dentro de un matraz graduado de 500 ml. Re-extraer el precipitado compactado en el papel con aproximadamente 90 ml de CHCl3 y filtrar el extracto sin tierra de diatomáceas. Enjuagar el filtro y el sedimento con 2 porciones de 15 ml de CHCl3. Adicionar estos enjuagues al filtrado original y esperar a que se separen las fases. (Si se desarrolla emulsión, centrifugar el filtrado 5 min a 2500 rpm). Anotar el volumen de la capa de CHCl3 inferior. Aspirar la fase acuosa de alcohol (El volumen total de la capa de CHCl3 puede ser de 200 ml). Continuar como en 6.4.4.
6.4.3.2 Para huevo entero. Transferir 1 g de muestra bien mezclada a un tubo de extracción (Mojonnier) y lentamente agregar 10 ml de solución de HCl 4:1 en agua lavando hacia abajo para que ninguna partícula de huevo quede adherida a los lados del tubo.
6.4.3.3 Para mayonesa
Pesar de 1,2 a 1,5 g de muestra y transferir cuantitativamente a un homogeneizador con 100,0 ml de metanol anhidro. Adicionar 40 ml de H2O y 50 ml de CHCl3, licuar 0,5 min a velocidad media. Entonces adicionar 50 ml de H2O y agitar nuevamente 0,5 min a velocidad media. Transferir a un separador de 500 ml. Enjuagar el homogeneizador con 3 porciones de 20 ml de CHCl3 y adicionar el enjuague al separador. Mezclar de extremo a extremo con movimientos rotatorios. Esperar a que se separen las fases. Vaciar la fase de CHCl3 (inferior) dentro de un matraz graduado. Enjuagar la fase acuosa de metanol con 40 ml de CHCl3, adicionar el enjuague al matraz graduado y mezclar. Anotar el volumen de la fase de CHCl3. Proceder como en 6.4.4, usando una alícuota de 150 ml del extracto clorofórmico de lípidos y un vaso de 250 ml.
6.4.3.4 Para leche en polvo descremada
Pesar 25 g de muestra y transferir cuantitativamente a un matraz Erlenmeyer de 300 ml conteniendo 100 ml de H2O. Agitar para mezclar vigorosamente y refrigerar toda la noche. Para leche reconstituida, en un separador de 1 l adicionar 100 ml del reactivo de alcohol, agitar 1 min. Adicionar 100 ml de éter y agitar 1 min. Adicionar 1 ml de pentano y agitar 1 min. Esperar a que se separen las fases. Decantar la fase acuosa (inferior) dentro de un segundo embudo de separación. Repetir la extracción con 100 ml de éter y 100 ml de pentano, agitar 1 min después de cada adición. Si las fases no se separan, adicionar 40 ml del reactivo de alcohol, mezclar con movimientos rotatorios de extremo a extremo 10 veces, y esperar 5 min. Descargar la fase acuosa. Filtrar los extractos combinados de éter a través de una columna de sulfato de sodio anhidro (Na2SO4) dentro de un vaso de 600 ml. Evaporar hasta aproximadamente 10 ml bajo una corriente suave de N2 en baño de agua a 70°C. Transferir el extracto a un matraz Erlenmeyer de 300 ml con tapa, enjuagando el vaso con pentano. Evaporar hasta sequedad bajo una corriente suave de N2 en baño de vapor y proceder como en 6.4.4.2.
6.4.4 Saponificación y extracción de la fracción insaponificable.
6.4.4.1 Filtrar una alícuota de 100 ml del extracto CHCl3-lípido a través de un embudo de vidrio conteniendo un pequeño tapón de fibra de vidrio y aproximadamente 25 g de Na2SO4 anhidro dentro de un vaso de 150 ml. Enjuagar el Na2SO4 con 15 ml de CHCl3 y evaporar el extracto hasta secar bajo una corriente suave de N2 en baño de agua a 90°C, o en baño de vapor. Disolver el residuo en aproximadamente 70 ml de éter de petróleo y filtrar a través de papel Whatman No. 1 conteniendo aproximadamente 20 g de Na2SO4 con varias porciones de 10 ml de éter de petróleo. Evaporar hasta sequedad bajo una corriente ligera de N2 en baño de vapor.
6.4.4.2 Introducir un agitador magnético dentro del matraz y colocarlo en una parrilla de calentamiento con agitación magnética. Con agitación suave, adicionar lentamente 8 ml de hidróxido de potasio (KOH) concentrado y 40 ml de alcohol reactivo. Unir al condensador, encender la parrilla de calentamiento con agitación magnética y reflujar la solución 1 h. Apagar el calentamiento y adicionar 60 ml de alcohol reactivo a través del condensador dentro de la solución saponificadora mientras se agita y enfría. Cuando la muestra se termina de reflujar, remover el condensador y agregar 100 ml de benceno en la muestra mientras se agita suavemente. Sacar el agitador, tapar el matraz y agitar vigorosamente por 30 segundos. Verter a un separador de 500 ml sin enjuagar. Adicionar 200 ml de KOH 1N y agitar vigorosamente 10 segundos. Esperar a que se separen las fases y eliminar la fase acuosa (inferior) (puede estar turbia). Verter la fase bencénica dentro de un separador de 250 ml. Lavar la fase de benceno con 40 ml de H2O con movimientos rotatorios suaves de extremo a extremo 10 veces. Repetir el lavado con agua 3 veces más. El pH del agua del último lavado debe ser aproximadamente de 7. Colocar la fase bencénica desde la parte superior del separador, filtrando a través de papel Whatman No. 4 conteniendo aproximadamente 15 g de Na2SO4 anhidro dentro de un matraz Erlenmeyer con tapón. Adicionar aproximadamente 20 g de Na2SO4 anhidro, taparlo y agitar vigorosamente. Esperar 15 min.
6.4.4.3 Adicionar una alícuota de 50 ml dentro de un matraz redondo con tapa de vidrio de 100 ml, y evaporar a sequedad en un evaporador rotatorio a 40°C. Adicionar 3 ml de acetona y otra vez evaporar a sequedad. Disolver el residuo en 3 ml de N,N-dimetilformamida.
6.4.5 Derivación de estándares de colesterol y calibración del cromatógrafo de gases.
6.4.5.1 Transferir 1,0 ml de cada solución estándar de trabajo de colesterol a tubos de centrífuga silanizados de 15 ml. Adicionar 0,2 ml de HMDS y 0,1 ml de TMCS. Tapar los tubos y agitar vigorosamente en un mezclador, o manualmente durante 30 segundos. Mantener la solución sin alteración 15 min. Adicionar 1,0 ml de la solución estándar interna de 5 a - colestano y 10 ml de agua al tubo. Agitar vigorosamente 1 min y centrifugar 2 min.
6.4.5.2 Inyectar por duplicado 3 ml u otro volumen apropiado (usar el mismo volumen para todos los estándares y muestras) de la fase de heptano dentro del cromatógrafo de gases. Ajustar los parámetros del cromatógrafo para dar tiempos de retención de aproximadamente 5 min para el 5 a - colestano y 10 min para colesterol. Determinar el área de cada pico, usando las medidas de altura-amplitud o con integrador digital. Dividir el área del pico de colesterol entre el área del pico del estándar interno para obtener la relación respuesta estándar. Anotar los resultados para las determinaciones duplicadas. Graficar la relación promedio (eje y abcisas) contra la concentración de colesterol (mg/ml) (eje x ordenadas).
La gráfica de relación de respuesta del estándar debe ser graficada en la misma categoría que la relación de respuesta de la muestra.
6.4.6 Derivación y análisis de la muestra.
Transferir 1 ml de la solución de muestra (6.4.3), a un tubo de centrífuga silanizada de 15 ml y proceder como en 6.4.5.1 empezando de la: "Adición de 0,2 ml de HMDS..." Si la respuesta del cromatógrafo va más allá del campo de calibración estandarizado, diluir la solución de muestra y hacer la derivación otra vez.
mg Colesterol/100 g de muestra
= (mg/ml de colesterol en la muestra a partir de la curva estándar X 100)/(g/ml de muestra usada para la derivación)
7 Determinación de fibra dietética
Método gravimétrico-enzimático.
7.1 Principio
A muestras duplicadas de alimento deshidratado, extraerle la grasa si contiene más del 10%, gelatinizarlos con una a-amilasa termoestable, y digerir enzimáticamente con proteasa y amiloglucosidasa para remover la proteína y el almidón. Precipitación de las fibras por adición de cuatro volúmenes de etanol. El residuo total es filtrado, lavado con etanol al 78%, etanol al 95% y acetona. Después del secado, se pesa el residuo. Un duplicado es analizado para proteína y otro es incinerado a 525°C, y se determinan las cenizas.
La fibra dietética total es igual al peso del residuo - peso (proteína + Cenizas).
7.2 Reactivos y materiales
7.2.1 Reactivos
Etanol al 95% v/v grado técnico
Etanol al 78%.- En un matraz de vidrio de 1000 ml, mezclar 800 ml de etanol al 95% (v/v) y 200 ml de agua destilada.
Acetona G.R.
Buffer de fosfatos 0,08 M pH 6,0.- Disolver 1,400 g de fosfato dibásico de sodio anhidro (Na2HPO4) (o 1,753 g dihidratado) y 9,68 g de fosfato monobásico monohidratado de sodio (Na2H2PO4) (o 10,94 g dihidratado) en aproximadamente 700 ml de H2O. Llevar a 1 l con agua. Checar el pH con un potenciómetro.
Solución de a-amilasa termoestable
Proteasa
Amiloglucosidasa
Solución de hidróxido de sodio 0,275 N.-Disolver 11 g de NaOH en aproximadamente 700 ml de agua en un matraz de 1 l. Llevar a volumen con agua.
Solución de ácido clorhídrico(HCl) 0,325 M.- Diluir solución stock de molaridad conocida. Ejemplo: 325 ml de HCl 1 M a 1 litro con agua.
Celite C-211 lavada con ácido
Solución de ácido sulfúrico (H2SO4) 1N
7.2.2 Materiales
Vasos de precipitados altos de 400 a 600 ml.
Material común de laboratorio
Crisol para calcinar de porosidad No. 2 o equivalente, tratado de la siguiente manera:
Limpiar cuidadosamente, calentar 1 h a 525°C, dejar remojar y también enjuagar en agua.
Adicionar aproximadamente 0,5 g de celite al crisol secado al aire, y secar a 130°C hasta peso constante (> 1h). Enfriar y almacenar en el desecador hasta ser usado.
7.3 Aparatos e instrumentos
Balanza analítica con una sensibilidad de 0,1 mg.
Baños de agua: (1) ebullición, (2) temperatura constante con agitador magnético.
Fuente de vacío
Horno con vacío
Desecador
Mufla
Potenciómetro. Estandarizar con buffers a pH 7 y pH 4.
7.4 Procedimiento
7.4.1 Pureza enzimática
Para asegurar la ausencia de actividad enzimática indeseable correr los materiales de la tabla 1 a través del procedimiento entero cada vez que se cambie el lote de enzimas o a un intervalo máximo de 6 meses para asegurar que la enzima no se ha degradado, o bien comprobar la actividad enzimática de la siguiente manera:
7.4.1.1 a - amilasa. En un vaso de 50 ml, poner en suspensión 1 g de almidón de trigo o de maíz en 15 ml de agua destilada. Colocar el vaso en un baño de agua en ebullición y agitar continuamente la suspensión mediante una varilla de vidrio, hasta que se obtenga una solución viscosa. Añadir 100 µl de suspensión de a - amilasa y poner en marcha el cronómetro. Agitar. Al cabo de 10 segundos, la solución debe volverse fluida. Después de 2 min, verter, mediante una pipeta, 1 ml de esta solución en un tubo de ensayo que contenga 1 ml de H2SO4 1 N. Enfriar a temperatura ambiente y añadir unas gotas de solución de yodo 0,02 N. No debe formarse coloración azul, violeta ni roja. En caso contrario repetir la prueba con 150 µl de a-amilasa. Si persiste la coloración reemplazar la enzima.
7.4.1.2 Proteasa. En un vaso de 100 ml, poner en suspensión 1 g de caseinato de sodio (o de calcio) en 60 ml de agua destilada. Introducir un agitador magnético. Colocar el vaso en una baño de agua a 60°C con agitación. Ajustar el pH a 7,5 añadiendo solución de NaOH 0,1 N. Añadir 5 mg de proteasa y poner en marcha el cronómetro. Mediante una bureta añadir continuamente solución de NaOH 0,1 N para mantener el pH a 7,5. Al cabo de 10 min, el No. de ml de NaOH 0,1 N añadidos debe ser igual o superior a 6. En caso contrario, repetir la prueba con 10 mg de proteasa. Si el No. de ml de NaOH 0,1 N sigue siendo inferior a 6, reemplazar la enzima.
7.4.1.3 Amiloglucosidasa. En un vaso de 50 ml poner en suspensión 1 g de almidón soluble en 15 ml de buffer fosfato de pH 4,0. Introducir un agitador magnético y llevar a ebullición sobre una placa magnética con calefacción. Luego colocar el vaso en un baño de agua a 60°C con agitador. Cuando se alcance la temperatura, añadir 300 µl de suspensión de amiloglucosidasa y poner en marcha el cronómetro. Después de 15 min, verter, mediante una pipeta 1 ml de esta solución en un tubo de ensayo que contenga 1 ml de H2SO4 1 N. Enfriar a temperatura ambiente y añadir unas gotas de solución de yodo 0,02 N. La coloración de la solución debe situarse entre el rojo/pardo y el naranja/amarillo. Si persiste la coloración azul, reemplazar la enzima.
TABLA 1
Muestra testigo	Actividad	Muestra	Recuento
		peso,g	esperado %
Pectina cítrica	Pectinasa	0,1	95-100
Estractana (goma lárice)	Hemicelulasa	0,1	95-100
Almidón de trigo	amilasa	1,0	0-1
Almidón de maíz	amilasa	1,0	0-2
Caseína	proteasa	0,3	0-2
ß-glucan (goma de cebada)	ß-glucanasa	0,1	95-100
7.4.2 Preparación de la muestra
Secar, desengrasar o moler el producto sólo si es verdaderamente necesario.
Determinar la fibra dietética total en una muestra seca. Homogeneizar la muestra y secar toda la noche en horno con vacío a 70°C, enfriar en el desecador y una porción de muestra seca, molerla y pasarla a través de una malla de 0,3-0,5 mm.
7.4.2.1 Desengrasado
En principio no es necesario, ya que la grasa se elimina durante las filtraciones y los lavados del residuo con disolventes orgánicos. No obstante si un contenido alto de grasa (> 10%) no permite una molienda apropiada, desengrase como sigue:
En un vaso de 100 ml previamente tarado, pesar 10 g de producto con una aproximación de 1 mg. Añadir 25 ml de éter de petróleo y agitar durante 15 min mediante un agitador magnético. Dejar reposar durante un min, luego decantar la capa sobrenadante clarificada. Repetir la extracción dos veces más con éter de petróleo. Colocar el vaso en una estufa y secar el producto desengrasado bajo vacío a 70°C durante la noche. Enfriar a temperatura ambiente y pesar el vaso.
Anotar la pérdida de peso debida a la remoción y haga las correcciones apropiadas al % final de fibra dietética encontrada en la determinación.
Almacenar la muestra molida y seca en el desecador hasta llevar a cabo su análisis.
7.4.3 Determinación
7.4.3.1 Correr un blanco en forma paralela con las muestras para medir cualquier contribución desde el reactivo al residuo. Pesar por duplicado, con una aproximación de 0,1 mg, muestras de 1 g dentro de vasos de precipitados largos de 400 ml.
7.4.3.2 Los pesos de la muestra no deben diferir más de 20 mg Adicionar 50 ml de buffer de fosfatos a cada vaso. Checar el pH y ajustar si es necesario a pH 6 ± 0,2.
7.4.3.3 Gelatinización del almidón. Adicionar 0,1 ml de solución de a-amilasa. Cubrir el vaso con una hoja delgada de aluminio y colocarla en baño de ebullición por 15 min. Agitar ligeramente cada 5 min. Incrementar el tiempo de incubación cuando el No. de vasos en el baño no permitan que el contenido de los vasos alcance una temperatura interna de 95 - 100°C. Usar termómetro para indicar si en 15 min se alcanzaron los 95 - 100°C. Un total de 30 min en el baño de agua pueden ser suficientes.
7.4.3.4 Hidrólisis de las proteínas. Enfriar las soluciones a temperatura ambiente. Ajustar el pH a 7,5 ± 0,2 por adición de 10 ml de solución NaOH 0,275 N. Adicionar 5 mg de proteasa. (Es preferible preparar una solución de enzima a una concentración de 50 mg/ml de buffer de fosfatos y tomar con una pipeta 0,1 ml de ésta para adicionar a cada muestra antes del uso).
7.4.3.5 Hidrólisis del almidón. Cubrir el vaso con una hoja delgada de aluminio o incubar 30 min a 60°C con agitación continua. Enfriar y adicionar 10 ml de la solución de HCl 0,325 M. Medir el pH y adicionar gotas del ácido si es necesario. El pH final debe ser de 4,0 a 4,6. Adicionar 0,3 ml de amiloglucosidasa, cubrir con una hoja delgada de aluminio e incubar 30 min a 60°C con agitación continua.
7.4.3.6 Precipitación de la fibra. Retirar los vasos del baño de agua y añadir enseguida a cada uno de ellos 280 ml de etanol a 95% precalentado a 60°C (medir el volumen antes del calentamiento). Dejar que se forme el precipitado a temperatura ambiente durante 60 min.
7.4.3.7 Pesar, con una aproximación de 0,1 mg, dos crisoles previamente secados con celite, después humedecer y distribuir la cama de celite en el crisol usando una corriente de etanol al 78% desde una piseta. Aplicar succión para jalar la celite sobre un fragmento de vidrio liso como una capa uniforme. Mantener la succión y transferir cuantitativamente el precipitado de la digestión enzimática al crisol. Lavar el residuo sucesivamente con 3 porciones de 20 ml de etanol al 78%, 2 porciones de 10 ml de etanol al 95% y 2 porciones de 10 ml de acetona. En algunas muestras puede formarse una goma atrapando el líquido, si es así, romper la capa de la superficie con espátula para mejorar la filtración. El tiempo de filtración y lavado puede variar desde 0,1 a 6 h, promediando media h por muestra. Tiempos prolongados de filtración pueden ser evitados por succión cuidadosa intermitente durante toda la filtración.
7.4.3.8 Secar el crisol conteniendo el residuo toda la noche en un horno con vacío a 70°C, en horno de aire a 105°C o en una estufa a 102 ± 2°C. Enfriar en el desecador y pesarlos con una aproximación de 0,1 mg. Sustraer el peso del crisol y del celite para determinar el peso del residuo. Analizar el residuo de una de las muestras del duplicado para proteína, usando N2 x 6,25 como factor de conversión, excepto en los casos donde el contenido de N2 se conoce.
7.4.3.9 Incinerar el segundo residuo a 5 h a 525°C. Enfriar en el desecador y pesar con una aproximación de 0,1 mg. Sustraer el peso del crisol y celite para determinar las cenizas.
Nota: Para evitar que el crisol filtrante se rompa, se debe introducir en el horno ajustado a máximo 150°C y luego aumentar la temperatura a 525°C. Asimismo, después de la incineración, se debe dejar enfriar el crisol primero en el horno hasta 200°C antes de introducirlo en el desecador.
7.4.3.10 Ensayo en blanco
Durante la primera serie de análisis y cada vez que se utiliza un nuevo reactivo, efectuar un ensayo en blanco en las mismas condiciones que la determinación.
7.4.4 Cálculos
Determinación del blanco
B = blanco mg = peso residuo - PB - AB
donde :
peso del residuo = promedio de los pesos de residuos (mg) para las determinaciones del blanco duplicado
PB y AB                  = pesos (mg) de proteína y cenizas respectivamente. Determinar residuos en el primero y segundo residuos.
Calcular la fibra dietética total (TDF) como sigue:
% de TDF = [peso del residuo - P - A - B/ peso de la muestra] x 100
donde:
peso del residuo = promedio de los pesos (mg) para el duplicado de muestras determinadas.
P y A                        = pesos (mg) de proteína y ceniza respectivamente en el primero y segundo residuos de las muestras.
peso de la muestra = promedio de peso (mg) de las 2 muestras tomadas.
7.4.5 Repetibilidad
La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos con la misma muestra para ensayo, en las mismas condiciones en un corto intervalo de tiempo, no debe exceder:
0,80 g/100 g de producto si la fibra es < 25%
1,20 g/100 g de producto si la fibra es > 25%
8 Determinación de sacarina
8.1 Método gravimétrico
8.1.1 Reactivos y materiales
8.1.1.1 Reactivos
Eter etílico
Acido clorhídrico
Reactivo de Nessler: disolver 143 g de NaOH en 950 ml de agua destilada y filtrar a través de asbesto, añadir 50 g de ioduro de mercurio (HgI2) al filtrado y diluir con agua a 1 l, mezclar con rotación, dejar sedimentar y utilizar el sobrenadante.
Acetato de plomo neutro al 20%
Acido acético
8.1.1.2 Materiales
Embudo de separación
Material común de laboratorio
Probeta de 25, 50 y 200 ml
Pipetas serológicas de 1, 2, 5 y 10 ml
Matraz volumétrico de 250 y 1000 ml
Papel filtro
Crisoles
Propipetas
8.1.2 Aparatos e instrumentos
Balanza analítica con una sensibilidad de 0,1 mg
Baño de agua caliente y baño de vapor
Parrilla eléctrica
Estufa de secado
8.1.3 Procedimiento
8.1.3.1 Preparación de la muestra
8.1.3.1.1 Jugos de frutas y jarabes. Transferir de 100 a 200 g de muestra a un matraz de 250 ml con poca agua y diluir hasta aproximadamente 200 ml con agua. Adicionar 5 ml de ácido acético y mezclar. Adicionar lentamente un exceso de solución de acetato de plomo neutro al 20%, mezclar cuidadosamente, llevar a volumen con agua, otra vez mezclar y filtrar.
8.1.3.1.2 Preparaciones sólidas o semisólidas. Transferir de 50 a 75 g de la muestra homogénea a un matraz volumétrico de 250 ml que contenga un poco de agua destilada caliente y adicionar bastante agua hirviendo hasta aproximadamente 200 ml, dejar reposar 2 h mezclando ocasionalmente. Adicionar 5 ml de ácido acético, mezclar cuidadosamente, adicionar un ligero exceso de una solución al 20% de acetato de plomo neutro, llevar a volumen con agua fría, mezclar, esperar 20 min. y filtrar.
8.1.3.2 Determinación
8.1.3.2.1 Transferir 150 ml del filtrado (8.1.3.1) a un embudo de separación de vidrio, agregar 15 ml de HCl y extraer con 3 porciones de 80 ml de éter, agitando el embudo 2 min después de cada adición. Lavar los extractos de éter con 5 ml de agua destilada y combinarlos, remover el éter por destilación y transferir el residuo a un crisol con un poco de éter, si las sustancias son difíciles de solubilizar en éter, usar alternamente pequeñas porciones de agua y éter. Evaporar el éter en baño de vapor, adicionar al residuo de 2 a 3 ml de una solución al 10% de carbonato de sodio (o la cantidad necesaria para hacer a la mezcla fuertemente alcalina), agitar en rotación para que toda la sacarina se ponga en contacto con la solución y evaporar a sequedad en baño de vapor. Para secar el residuo añadir 4 g de una mezcla compuesta por partes iguales de carbonato de sodio anhidro y carbonato de potasio anhidro; calentar suavemente primero y después llevar a fusión completa durante 30 min (la fusión puede ser llevada a cabo en un crisol que tenga orificios parcialmente cubiertos por piezas de asbesto tratado, de tal forma que sólo cubra 1/3 del crisol, calentando una pequeña porción del crisol por medio del mechero).
8.1.3.2.2 Enfriar, disolver en agua lo fundido, adicionar alrededor de 5 ml de agua de bromo, acidificar con HCl, filtrar en papel humedecido, lavando el filtro con aproximadamente 200 ml de agua, calentar a ebullición y adicionar lentamente un exceso de solución de cloruro de bario al 10%. Dejar reposar la mezcla durante toda la noche y después filtrar a través de un crisol gooch para colectar el precipitado de sulfato de bario, lavando hasta que se haya liberado todo el cloro presente, secar, calentar a ignición, enfriar y pesar. Para obtener los resultados correctos es necesario corregir el valor en base al azufre presente en la mezcla fundida, para lo cual se hace indispensable correr un blanco al parejo de la determinación de sacarina.
Nota: En algunos casos, es más recomendable utilizar el óxido de sodio en una proporción de 3 a 4 g para el paso de la fusión, en lugar de usar la mezcla de los carbonatos de sodio y potasio; en este caso, el crisol de níquel puede utilizarse, y el punto de fusión puede ser reducido junto con el tiempo a sólo 5 min. Las separaciones de pequeñas cantidades de cloruro de plomo durante las extracciones no interfieren con la exactitud del método.
8.1.4 Cálculos
Sacarina = peso corregido de sulfato de bario x 0,7848
8.2 Sacarina en bebidas no alcohólicas
Añadir 2 ml de HCl a 50 ml de la muestra en un embudo de separación, y extraer con 2 porciones de 50 ml de éter; filtrar los extractos de éter a través de algodón y combinar los lavados del filtrado con aproximadamente 5 ml de agua que contengan una gota de HCl. Separar la capa de éter y evaporar a sequedad en baño de agua, añadir al residuo 5 ml de agua libre de amoniaco y 6 ml de HCl, y evaporar la solución hasta cerca de 1 ml en una parrilla caliente agitando constantemente. Nuevamente agregar 5 ml de agua libre de amoniaco y 6 ml de HCl y evaporar hasta cerca de 1 ml; diluir a 50 ml con agua libre de amoniaco y diluir 2 ml de esta solución a 25 ml con agua libre de amoniaco. Añadir 1 ml de reactivo de Nessler y comparar con solución de cloruro de amonio de la misma manera.
0,2921 g de cloruro de amonio = 1 g de sacarina, forma insoluble (C7H5NO3S) y 1,317 g para la sal de sodio (C7H4NNaO3S.2H2O).
Por conveniencia preparar un estándar de cloruro de amonio equivalente a 200 mg/kg de la forma insoluble de sacarina.
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