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SEMESTRE 26-2
6. ANALISIS DE CARBOHIDRATOS. CARACTERIZACION Y CUANTIFICACION.
ENUNCIADO PROBLEMA

De la muestra proporcionada indicar el tipo de carbohidratos que contiene y la concentracion de cada uno
de ellos.

CUESTIONARIO PREVIO
1. ¢ Como se clasifican los carbohidratos con respecto a su solubilidad y su digestibilidad?
2. Completar la Cuadro 1:

Cuadro 1. Caracteristicas de los métodos para cuantificar carbohidratos

El carbohidrato
. ‘. ¢ Qué tipo de | cuantificado, ¢es

T:,ﬂ:bdai Fundamento Rzai:;ncifan carbohidratos soluble o

P q cuantifica? insoluble en

etanol al 80 %?

Método

Fenol-sulftrico

Acido 3,5-
dinitroslicilico

Reaccion con
yodo

Reaccion con
carbazol

*Tipo de prueba se refiere a si es gravimétrica, volumétrica, colorimétrica, etc.

3. Indicar dos alimentos en los cuales puedan ser utilizados cada uno de los métodos para determinar
carbohidratos. Justificar su respuesta con las Normas Oficiales Mexicanas o de la AOAC.

4. Qué es un azucar reductor? Escribir la estructura quimica desarrollada de un azucar reductor y
otra de un azucar no reductor, marcando la diferencia.

5. ¢Qué tratamiento se debe realizar a un azucar no reductor para transformarlo a reductor?

12 ETAPA. CUANTIFICACION DE CARBOHIDRATOS

PROCEDIMIENTO
La cuantificacion y caracterizacion de carbohidratos se realiza en tres partes:
1. Separar los carbohidratos solubles e insolubles en solucién de etanol a 80 %.

2. En la fraccion de carbohidratos solubles en etanol se cuantifica su concentraciéon empleando los
métodos de Fenol-sulfurico y Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).

3. Del residuo insoluble en solucion etandlica se deberan solubilizar polisacaridos y realizar la reaccién
colorida con yodo y reaccion con carbazol.

A continuacién se muestra el procedimiento previo a seguir para cada una de las determinaciones:
A) Separacion de carbohidratos.

Colocar en un sistema de reflujo 1 g de muestra (de preferencia desengrasada y seca) con 100 mL de
etanol al 80 % o en un sistema de agitacién empleando parrilla, durante 1 h en ambos casos.

Después del tiempo de separacion de hidratos de carbono, dejar enfriar y centrifugar a 5,000 rpm
durante 10 min para separar ambas fases. Se debera medir el volumen del sobrenadante y reservar
para su analisis posterior.
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Transferir el material insoluble a una caja Petri de vidrio previamente puesta a peso constante. Secar el
material insoluble en estufa convencional a 80 °C hasta peso constante. Reservar para su analisis
posterior.

MEDIDAS DE SEGURIDAD:
TRABAJAR DISOLVENTE Y EL SISTEMA DE REFLUJO EN LA CAMPANA DE EXTRACCION.

B) En el sobrenadante, realizar las siguientes determinaciones:

1.

Reaccién con fenol-sulfurico. Seguir el procedimiento indicado en el manual de metodologias.

MEDIDAS DE SEGURIDAD:
MANIPULAR EL ACIDO SULFURICO CONCENTRADO Y EL FENOL EN CAMPANA DE
EXTRACCION Y CON EL EQUIPO DE PROTECCION PERSONAL NECESARIO.

2. Reacciéon con DNS.

DNS en el sobrenadante de manera directa. Seguir el procedimiento indicado en el
manual de metodologias.

DNS en el sobrenadante después de realizar una hidrélisis via enzimatica.
Hidrdlisis enzimatica: diluir 2.5 mL del sobrenadante con 7.5 mL de agua destilada.
Adicionar 1.0 mL de solucién de invertasa, mantenga la solucion a 55 °C durante 15
min y detener la reaccién sumergiendo el tubo en un bafo de agua hirviendo. Al
mismo tiempo preparar un blanco con etanol diluido e invertasa, sometido a las
mismas condiciones.

C) En el residuo insoluble:

1
2.
3. Colocar en un vaso de precipitados aproximadamente 0.3 g del residuo seco pulverizado,

. Pulverizar residuo en mortero.

Determinar el contenido de proteina total y cenizas del residuo seco.

adicionar 5 mL de una soluciéon 2 M de NaOH y 5 mL de agua destilada. Colocar en un bafio de
agua a 80 °C durante 15 min. Llevar la muestra a temperatura ambiente y neutralizar con una
solucién 2 M de HCI. Verificar que el pH se encuentre en 7+0.5. Centrifugar a 5,000 rpm durante
10 min para separar el material insoluble. Recuperar sobrenadante y medir el volumen.

A partir del sobrenadante realizar las siguientes determinaciones:

Reaccién colorida con yodo. Seguir el procedimiento indicado en el manual de
metodologias.
Reaccién con carbazol. Seguir el procedimiento indicado en el manual de
metodologias.

MEDIDAS DE SEGURIDAD:
MANIPULAR REACTIVOS EN CAMPANA DE EXTRACCION Y CON EL EQUIPO DE
PROTECCION PERSONAL NECESARIO.

CUESTIONARIO DE RESULTADOS

De acuerdo a los componentes de la muestra analizada y a la clasificacion de los carbohidratos por
solubilidad, ¢ cuéles son los carbohidratos solubles y cuales no son solubles en solucién etandlica al
80 %? Justificar con base en sus propiedades fisicoquimicas.

1.

Considerando la extraccion de hidratos de carbono en etanol al 80 % y sus reacciones.

2.

¢, Qué tipo de carbohidratos se determinan con el método Fenol-sulfurico y cual es su concentracién
(%) en la muestra original? Incluir ejemplo de calculos.
¢, Qué tipo de carbohidratos se determinan con el método DNS directo y cual es su concentracion
(%) en la muestra original? Incluir ejemplo de calculos.
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¢Encontré diferencia en la respuesta con el método de DNS antes y después del uso de la

invertasa? Si/No, ¢Qué significa? Incluir los calculos, concentraciones (%) en muestra original y tipo
de carbohidratos obtenidas en cada caso.

¢ Existe diferencia en los valores obtenidos por DNS después de la hidrélisis enzimatica y los
obtenidos con la reaccion de fenol-sulfurico? Si/No Explicar resultados e incluir calculos,
concentraciones (%) y tipo de cabohidratos.

Considerando el sobrenadante proveniente del material insoluble en etanol al 80 %.

6.

¢ Cual es la concentracion (%) de los carbohidratos que reaccionaron con yodo en la suspensién
preparada con el residuo de material insoluble en etanol? Incluir célculos y tipo de carbohidrato
cuantificado en material insoluble y muestra original.

¢Cual es la concentracion (%) de los carbohidratos que reaccionaron con carbazol, en la
suspension del residuo de material insoluble en etanol? Incluir calculos y tipo de carbohidrato
determinado en material insoluble y en muestra original.

¢La suma del peso de los carbohidratos medidos en el material insoluble, las proteinas y cenizas de
este material insoluble corresponden a la masa del material recuperado? Si/No ;Cémo se puede
explicar este resultado? Incluir calculos para justificar su respuesta.

Considerando todos los resultados.

9.

Insoluble l ' l Soluble { G: ]

Contestar el siguiente diagrama, con el tipo de hidratos de carbono determinados y su
concentracion. Incluir el diagrama en su informe.

[ Muestra ]

Reflujo con etanol 80%

Insoluble v
\ 4
[ A ] [ Soluble ]
R Reaccion Sl
NaOH, _90 C, |_'|'C| Fenol-H,SO, DNS
y centrifugacién v

. ) . Invertasa y
[ C: ‘ D: ] : DNS
g H:
Reaccién con Yodo
e Y Reaccion v
E: con
) Carbazol I:
\ 4
4 N\
J: A — proteinas — cenizas: [ L:1-H
. J
( ) M: G-I
K:C +F:
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10. El contenido de hidratos de carbono en la muestra analizada, ¢ corresponde con el de la etiqueta?

Si/No. Realizar andlisis comparativo entre valores y justificar diferencias en los métodos de
cuantificacion.

11. Investigar otros métodos que puedan emplearse para la cuantificacién directa o indirecta de los

carbohidratos determinados en la practica.
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