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Resumen

En el siguiente informe se presentaron los resultados de una serie de investigaciones sobre la muestra
elegida, la cual fue frutilla. Con el objetivo de determinar la concentracion de fructosa en la muestra fue
realizado un método espectrofotométrico obteniéndose un resultado de (4,63 £+ 0,05) % (m/m) de azlcares
reductores expresados como fructosa en 100 g de frutilla. Primeramente, con la ayuda de reactivos tales
como Seliwanoff, Barfoed y Fehling, se determind la presencia o ausencia de fructosa cualitativamente. Con
el objetivo de analizar la cantidad de calcio presente en la muestra se realizé una valoracion con EDTA
disddico patrén secundario, obteniendo asi un valor de (4,93 + 0,05) mg de Ca** en 100 g de muestra. Se
calculd también el porcentaje de cenizas de las frutillas (0,451 £+ 0,005) % en 100 g. Se midio el pH del jugo
de frutilla utilizado con ayuda de un pH-metro (3,29 + 0,01). Por ultimo, se extrajo el ADN de la muestra de
frutilla por un método cualitativo, pudiendo asi ser observado al microscopio optico.

Abstract

The following report presents the results of a series of investigations on the chosen sample, which was
strawberry. In order to determine the concentration of fructose in the sample, a spectrophotometric method
was implemented, obtaining a result of (4.63 = 0.05) % (m/m) of reducing sugars expressed as fructose in
100 g of strawberries and previously with the help of reagents such as Seliwanoff, Barfoed and Fehling's
reagent, the presence or absence of fructose was determined qualitatively. In order to analyze the amount of
calcium present in the sample, a secondary standard disodium EDTA titration was completed, thus obtaining
a value of (4.93 + 0.05) mg of Ca®" in 100 g of sample. The ash percentage of strawberries (0.451 £ 0.005)%
in 100 g was also calculated. The pH of the strawberry juice used was measured with the help of a pH-meter
(3.29 £ 0.01). Finally, the DNA of the strawberry sample was extracted by a qualitative method, thus being
able to be observed under an optical microscope.

Introduccion

Al realizar las primeras investigaciones sobre la fructosa, nos enteramos de que puede presentarse una
problematica socioldgica, debido a que existen personas las cuales son intolerantes a este glicido y al
cuantificar podriamos comprobar si las frutillas analizadas podrian ser consumidas o no con precaucion por
aquellas personas que sufren esta condicion. Debido a la carencia de datos sobre el tema decidimos hacer
nuestra propia investigacion, brindando asi mas informacion a aquellos quienes estén interesados. A modo
de ahondar més en los parametros de la frutilla, se decidi6 realizar también una cuantificacion de calcio en la
misma.

Para lograr llevar a cabo los objetivos mencionados se realizaron las siguientes preguntas investigables:

(Qué porcentaje de fructosa presentan 100 gramos de frutilla?, ;qué cantidad de calcio se encuentran en 100
gramos de muestra? y, por ultimo ;qué porcentaje de encuestados provenientes de la ciudad de Pando es
consciente de la existencia de la intolerancia a la fructosa? Con el fin de dar respuestas a dichas preguntas,
se realizaron distintos métodos tales como espectrofotometria indirecta por la ley de Lambert-Beer para la
cuantificacion de fructosa, valoraciéon complejométrica con EDTA disoédico patron secundario para la
cuantificacion del calcio y una encuesta para la ultima pregunta.
Previo a dar comienzo con la actividad practica se realizaron ciertas hipotesis teniendo en cuenta los datos
teoricos reunidos, se espera que las cantidades obtenidas tanto de fructosa como de calcio en la muestra no
excedan los valores tedricos. En cuanto a la encuesta se espera que mas del 80 % no conozca la existencia de
la problematica.



Fundamento tedrico
JQué es la frutilla?

Las frutillas son varias especies de plantas rastreras del género Fragaria, nombre que se relaciona con la
«fragancia» que posee (en latin, fraga), cultivadas por su fruto comestible. La frutilla es una fruta de forma
conica o casi redonda, de tamafo variable segliin la especie (de 15 a 22 mm de didmetro), coronada por
sépalos verdes, de color rojo y con un sabor que varia de acido a muy dulce. Lo que mads caracteriza a esta
fruta es su intenso aroma. En realidad no es un fruto, sino un engrosamiento del receptaculo floral, una
modificacién carnosa del tallo con la funcién de contener dentro de ella los frutos de la planta; siendo las
«pepitasy —aquenios— que hay sobre esta infrutescencia, los auténticos frutos. Cada frutilla alberga entre
150 y 200 aquenios. La frutilla silvestre es originaria de Europa, concretamente de la region de los Alpes.
Parece que la frutilla comenz6 a ser cultivada en Francia en el siglo XV, y algo mas tarde (siglo XVIII) en
Espafia. Fueron los espafioles, portugueses e ingleses los que la expandieron por toda Europa y América,
llegando incluso a algunas zonas de Asia (Frutas, s.f.).

Imagen N° I: Planta de frutilla (Ruiz, 2017)

Las fresas y los fresones son frutas con bajo contenido energético, cuyo principal componente (después del
agua) lo constituyen los glicidos (con una cantidad moderada, alrededor del 7 % de su masa),
fundamentalmente: fructosa, glucosa y xilitol (Frutas, s.f.).

En cuanto al pH de esta fruta, las frutillas se clasifican como una fruta 4cida debido a que presenta valores
para el promedio de pH que flucta entre 3,2 y 3,4.



COMPOSICION NUTRICTONAL DE LA FRUTILLA

Glicidos (3) 7,0
Fibra (3) 2.2
Calcio (mg) 25

Tabla N°I Composicion nutricional de la frutilla cada 100 g de porcion comestible, datos extraidos de
Frutas, s.f.

Glucidos

Los glicidos son los mas abundantes de todos los compuestos organicos en la naturaleza. En las plantas,
la energia del Sol convierte diéxido de carbono y agua en el glicido glucosa. Muchas moléculas de glucosa
forman parte de las largas cadenas de polimeros, como la del almidén, que almacena energia, o la de la
celulosa, que constituye el marco estructural de la planta. Cerca del 65 % de los alimentos de la dieta comun
humana consisten en glucidos. Los glicidos como el azlicar de mesa, la lactosa y la celulosa estdn todos
hechos de carbono, hidrogeno y oxigeno. Los azucares simples, que tienen formulas de C,(H,0),, alguna vez
se consideraron como hidratos de carbono, de ahi el nombre de carbohidratos (Timberlake, 2013).

Los glucidos mas simples son los monosacéaridos. Un monosacarido no puede dividirse o hidrolizarse en
carbohidratos mas pequefios. Uno de los glicidos mas comunes, la glucosa, C;H;,Oq, €s un monosacarido.
Un disacarido consiste en dos unidades de monosacarido unidas y puede dividirse en cada una de ellas. Por
ejemplo, el azicar de mesa ordinaria, sacarosa, C,,H,,0;;, es un disacarido que puede dividirse con agua
(hidrdlisis) en presencia de un 4cido o una enzima para producir una molécula de glucosa y una molécula de
otro monosacarido, fructosa (Timberlake, 2013).

H™ o enzima
CioH204; + HYO CeH1206 + CeH 1206

Sacarosa Glucosa Fructosa

Imagen N°2: Hidro6lisis de la sacarosa (Timberlake, 2013).

Los polisacaridos son glucidos que son polimeros que existen en la naturaleza y contienen muchas
unidades de monosacaridos. En presencia de un acido o una enzima, un polisacarido puede hidrolizarse por
completo para producir muchas moléculas de monosacaridos (Timberlake, 2013).
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Imagen N°3: Polisacarido en presencia de un acido o enzima (Timberlake, 2013).

Los monosacaridos son azucares que tienen una cadena de tres a ocho atomos de carbono, uno en un
grupo carbonilo y el resto unido a grupos hidroxilo. Hay dos tipos de estructuras de monosacaridos. En una
aldosa, el grupo carbonilo estd en el primer carbono como un aldehido, en tanto que una cetosa contiene el

grupo carbonilo en el segundo 4&tomo de carbono como una cetona (Timberlake, 2013).
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Imagen N°4: Cetosa y aldosa. (Timberlake, 2013)

Un monosacarido con tres &tomos de carbono es una triosa, uno con cuatro atomos de carbono es una
tetrosa, una pentosa tiene cinco carbonos y una hexosa contiene seis carbonos. Puede usar ambos sistemas
de clasificacion para indicar el tipo de grupo carbonilo y el nimero de atomos de carbono. Una aldopentosa
es un monosacarido de cinco carbonos que es un aldehido; una cetohexosa seria un monosacarido de seis

carbonos que es una cetona (Timberlake, 2013).
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Las hexosas glucosa, galactosa y fructosa son los monosacéaridos mas importantes. Todos son hexosas con

formula molecular C4H;,O4, y son isdmeros entre ellos.
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Imagen N°6: Algunos monosacaridos importantes, proyeccion de Fischer (Timberlake, 2013).

A diferencia de la glucosa y la galactosa, la fructosa cuya concentracion se determind en frutillas,
C¢H 5,04, es una cetohexosa. La estructura de la fructosa difiere de la glucosa en los carbonos 1 y 2 por la
ubicacion del grupo carbonilo. La fructosa es el mas dulce de los carbohidratos, casi el doble de dulce que la
sacarosa (azucar de mesa). La fructosa también se obtiene como uno de los productos de hidrélisis de la
sacarosa (Timberlake, 2013).

En cuanto a las reacciones de los monosacaridos, es pertinente mencionar aquellas que ocurren en
soluciones bésicas tal como la que se realizd en esta practica (Stroker, 2010). En una solucién basica, un
monosacarido se convierte en una mezcla compleja de polihidroxialdehidos y polihidroxicetonas. Existen
dos reacciones bastante comunes en estas condiciones, como ejemplo tenemos a la D-glucosa:
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Imagen N°7: Equilibrio entre la D-glucosa, el ion enolato y la D-manosa en solucidn basica (Stroker,
2010).
Se da la epimerizacion, en esta reaccion se cambia la configuracion de un carbono quiral al eliminar un
cation hidrégeno de ¢l y después volverlo a introducir, estableciendo asi un equilibrio entre dos
monosacaridos que son epimeros entre si, con un intermediario que consiste en un ion enolato.
También tenemos al reordenamiento enodiol, utilizando la siguiente reacciéon como ejemplo, se establece un
equilibrio entre una aldosa y una cetosa a partir de la conversion del ion enolato (en equilibrio con la aldosa
segun la reaccion anterior) en un enodiol, lo que permite cambiar la posicion del grupo carbonilo del

carbono 1 al carbono 2.
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Imagen N°8: Equilibrio entre la D-glucosa y la D-fructosa debido al enodiol (Stroker, 2010).

De la misma manera, la D-fructosa puede experimentar nuevamente esta reaccion y el grupo carbonilo
puede seguir bajando a lo largo de la cadena de carbonos, formando otras polihidroxicetonas. Debido a esto,
si se pone una aldosa cualquiera en solucion basica, la solucion resultante no contendra Unicamente a la
aldosa, sino también a su epimero en el carbono 2 y a una o mas cetosas. Esto fundamenta muchas de las
reacciones quimicas que se observan en los monosacaridos (Stroker, 2010).

Sobre las reacciones redox de los monosacaridos, se sabe que se deben a la presencia en sus moléculas de
grupos carbonilo e hidroxilo, lo que hace que posean a la vez propiedades de los aldehidos (o cetonas) y de
los alcoholes, es sabido que estas familias de compuestos pueden convertirse unas a otras mediante
oxidacion o reduccion. La oxidacion de los monosacaridos puede producir tres tipos diferentes de
compuestos, comunmente llamados azlicares acidos (por pertenecer a la familia de los 4cidos carboxilicos).
El producto queda determinado por el agente oxidante utilizado. Agentes oxidantes débiles, como los iones
Ag" (presentes en el reactivo de Tollens) y Cu*'(presentes en los reactivos de Benedict o de Fehling, el cual
fue utilizado en esta practica), oxidan el grupo carbonilo de las aldosas convirtiéndolo en un grupo
carboxilo, produciendo asi un 4cido aldénico (Stroker, 2010).

Las aldosas actian como agentes reductores en estas reacciones (en el caso del reactivo de Tollens reducen
los iones Ag® a plata metalica, y en el caso de los reactivos de Benedict y Fehling reducen los iones Cu** a
Cu" en forma de 6xido cuproso). Por esta razon es que las aldosas integran la familia de los azicares
reductores, definiendo estos como los glicidos que dan una prueba positiva con los reactivos de Tollens,
Benedict y Fehling. No son solo las aldosas quienes integran esta familia, pero son miembros importantes.
En las condiciones basicas asociadas a las soluciones de Tollens, Benedict y Fehling, las cetosas también son
azucares reductores, debido a que por el reordenamiento enodiol estan en equilibrio con alguna aldosa que
actua como agente reductor. En el caso de la D-fructosa (una cetosa), producto del reordenamiento enodiol,
en una solucion basica se pone en equilibrio con la D-glucosa (una aldosa), que como fue visto
anteriormente puede reaccionar con un agente oxidante débil para producir 4acido D-glucénico. Esta
situacion queda resumida como sigue:
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Imagen N°9: Equilibrio entre una cetosa y una aldosa actuando como agente reductor (Stroker, 2010).
Como esta situacion puede darse con cualquier cetosa, es posible decir que todos los monosacaridos son
azucares reductores.



Reactivo de Seliwanoff

La prueba de Seliwanoff es una prueba quimica que se usa para distinguir aldosas y cetosas. Los azlicares
son distinguidos a través de su funciéon como cetona o aldehido. Esta prueba estd basada en el hecho de que
al calentarlas, las cetosas son deshidratadas mas rapido que las aldosas (Viesca, Gomez, 2018).

El reactivo consiste en resorcinol y acido clorhidrico concentrado:
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Imagen N°10: Prueba de Seliwanoff (Viesca, Gomez, 2018).

La hidrdlisis acida de polisacaridos y oligosacaridos da azucares simples, entonces la cetosa deshidratada
reacciona con el resorcinol para producir un color rojo. Es posible que las aldosas reaccionen produciendo
un leve color rosa.

La fructosa da positiva a esta prueba. La sacarosa da negativa a esta prueba ya que la molécula, si bien esta
constituida por glucosa y fructosa, en la unioén alfa (1-2) se anulan las propiedades reductoras de la glucosa y
la fructosa, por lo que no da positiva, la sacarosa da positiva cuando se le realiza una hidrolisis acida, lo que
la convierte en un azucar invertido o invertasa, donde se rompe el enlace alfa (1-2) y permite que la reaccion
con esta prueba d¢ positivo (Viesca, Gomez, 2018).

Reactivo de Barfoed

Otra prueba realizada fue la prueba de Barfoed, esta es un ensayo quimico utilizado para detectar
monosacaridos. Se basa en la reduccion de cobre (II) (en forma de acetato) a cobre (I) (en forma de 6xido),
el cual forma un precipitado color rojo ladrillo (Biochemestry department, 2006).

RCOH + 2 Cu*" +2 H,0 — RCOOH + Cu,0| +4 H*

Los disacaridos también pueden reaccionar, pero en forma mas lenta. El grupo aldehido del monosacarido
que se encuentra en forma de hemiacetal se oxida a su acido carboxilico correspondiente (Welker, 1915).

Esta prueba fue descrita por primera vez por el quimico danés Christen Thomsen Barfoed y se utiliza
principalmente en botanica. Esta prueba es similar a la prueba de Fehling.

Reactivo de Fehling

El reactivo de Fehling es un reactivo quimico utilizado para diferenciar entre los grupos funcionales
cetona y aldehido solubles en agua, y como prueba para azucares reductores y azucares no reductores,
complementaria a la prueba del reactivo de Tollens. La prueba fue desarrollada por el quimico aleman
Hermann von Fehling en 1849 (Bermejo, 1990).
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Al compuesto a ensayar se afiade a la solucion de Fehling y la mezcla se calienta. Los aldehidos se oxidan,
dando un resultado positivo, pero las cetonas no reaccionan, a menos que sean a-hidroxicetonas. La prueba
de Fehling se puede utilizar como una prueba genérica para monosacaridos y otros azuicares reductores (por
ejemplo, maltosa). Dara un resultado positivo para los monosacaridos de aldosa (debido al grupo aldehido
oxidable) pero también para los monosacéridos de cetosa, ya que se convierten en aldosas por la base en el
reactivo, y luego dara un resultado positivo (Bermejo, 1990).
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Imagen N°11: Reaccion de oxidacion de fructosa con el reactivo de Fehling.

ADN

El ADN o acido desoxirribonucleico del cual se realizdé una extraccion en la muestra, es el material
genético presente en todos los seres vivos, desde bacterias hasta mamiferos, se encuentra en el nticleo de los
organismos eucariotas y en los cloroplastos y mitocondrias. En los procariotas, el ADN se encuentra libre en
la célula. E1 ADN esta compuesto de monomeros llamados nucledtidos, los nucleotidos se combinan entre si
para formar un polinucledtido, en este caso, el ADN (Magalhaes, s.f.).
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Imagen N°12: Estructura de un nucleétido (Magalhaes, s.f.)
El ADN tiene una estructura de doble cadena en hélice que se asemeja a una escalera en espiral, en el
exterior de la hélice, las desoxirribosas y los grupos fosfatos forman la columna del ADN, mientras que en el
interior se encuentran las bases nitrogenadas, como los peldafios de una escalera.
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Las cadenas del ADN corren en direcciones opuestas, esto se conoce como orientacion antiparalela. Las
bases nitrogenadas de una cadena se ligan a las bases de la cadena opuesta formando pares de base, estos se
establecen Uinicamente entre adenina y timina o guanina y citosina (Magalhaes, s.f.).

El ADN tiene como funcion proporcionar el cddigo para todas las actividades de la célula. El gen es la parte
del ADN en la que esta "escrito" este codigo, el contenido genético de una célula se conoce como genoma
(Magalhaes, s.f.).

Complejos

Los elementos metalicos tienden a perder electrones en sus reacciones quimicas, lo que da lugar a iones
metalicos, sin embargo estos iones con carga positiva, o cationes, no existen en forma aislada; por lo regular
interactlian con iones de carga negativa, aniones, que con sus electrones no compartidos actiian como bases
de Lewis y se pueden asociar covalentemente al centro metalico (Basolo y Johnson, 1964).

Estas especies se conocen como iones complejos o sencillamente complejos; los compuestos que los
contienen se denominan compuestos de coordinacion, y las moléculas o los iones que rodean a un ion
metalico en un complejo se conocen como agentes complejantes o ligantes (del vocablo latino ligare, que
significa "unir"). Los iones metalicos existen frecuentemente como complejos, por ejemplo, en una solucion
acuosa el ion metalico estd usualmente coordinado a moléculas de agua u otros ligantes, cuando se encuentra
en otro tipo de solvente coordinante. Normalmente los ligantes son aniones o moléculas polares, y tienen un
par de electrones de valencia no compartidos como ocurre con H,O, X, NH;, PR;, RCN, etc. (Basolo y
Johnson, 1964).

La union entre el ligante y el ion metalico puede ser de tipo electrostatica, entre el cation y los extremos
negativos de los dipolos o iones, y la capacidad para formar los complejos dependera del aumento de carga
positiva del ion metalico y de la disminucion del tamafio de atomo. Sin embargo, muchos iones de los

metales de transicion forman mas facilmente complejos de lo que sugiere su carga y su tamafio, como ocurre
conel APy el Cr** (DCNE, s. ).

Para realizar la cuantificacion de fructosa en la muestra de frutillas se obtuvo un complejo a partir del
oxido cuproso debido al reactivo de Fehling empleado, este reacciond con el acido nitrico produciendo
Cu(NO3), (4, €l cual a su vez reacciona con el NH; produciendo el complejo [Cu (NH;),] ** de color azul el
cual se observo en la curva de calibracion. Esto puede comprobarse en las siguientes reacciones:

Cu (s) +4 HNO3 (ac) i Cum03)2 (ac) +2 N02 () +2 H20 0
Cu2+4NH; S [Cu(NH,),]?
Valoraciones

Una valoracion es un proceso de analisis en el que una sustancia se hace reaccionar con un reactivo que se
anade poco a poco hasta reaccion estequiométrica. Si consideramos dos sustancias que experimentan una
reaccion cuantitativa:

A+R—P

La valoracidon consiste en afadir a una cantidad fija de uno de los reactivos (generalmente el analito) e
incrementos del otro reactivo (suele ser el patron) hasta que la reaccion se complete. El final de la valoracion
se decide observando los cambios en alguna propiedad fisico-quimica de la solucion valorada (Baeza, 2017).
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Un agente valorante para la IUPAC es el agente activo con el que se realiza la valoracion. Por ello, se
considera como valorante el reactivo que se afiade paulatinamente, la sustancia valorada es la que se
encuentra en cantidad fija, a la que se anade el valorante (Baeza, 2017).

Una reaccion indicadora, en los sistemas de indicacion quimica, es la reaccion que da lugar a un cambio
observable que permite decidir el final de la valoracion. Es usual clasificar las volumetrias segtn el tipo de
reaccion volumétrica en la que se basan, algunas de ellas: valoraciones acido-base, valoraciones de
formacion de complejos, valoraciones de oxidacién-reduccion, entre otras.

En las valoraciones de formacion de complejos son especialmente utiles las que utilizan EDTA como
reactivo valorante, tal como se realiz6 en esta practica (Baeza, 2017).

EDTA

El EDTA es una sustancia que se adhiere a los iones de ciertos metales como el calcio, magnesio, plomo e
hierro. Se usa en medicina para prevenir los coagulos de sangre y para extraer el calcio y el plomo del
cuerpo. También se usa para evitar que las bacterias formen biopeliculas (capa delgada que se adhiere a la

superficie). Es un tipo de quelante. También se llama acido edético y acido etilenodiaminatetraacético
(Baeza, 2017).

O

O HJ\OH

HO)J\/N\/\N/\H/OH
OY 0o
OH

Imagen N°I3: Estructura de EDTA.
Reaccion entre el calcio de la muestra y el EDTA:
Ca’+ H,Y* - CaY* +2 H"
J0ué es el calcio?

El calcio se considera como un elemento quimico que pertenece a los metales alcalinotérreos y por lo
tanto forma parte del grupo 2 (ITA) en la tabla periddica. Se presenta como un elemento metalico, con alta
dureza, su simbolo quimico es (Ca) y se caracteriza por tener una masa molar de 40,08 g/mol. Ademas,
debido a que es un metal alcalinotérreo se sabe que es un elemento quimico bastante reactivo y capaz de
formar varios compuestos y minerales, su configuracion electronica es [Ar]4s’, cuenta con un punto de
fusion de 842 °C y un punto de ebullicion de 1484 °C.

El calcio compone al menos el 3,5 % de la corteza terrestre y es un componente fundamental de los seres
vivos, entre ellos las plantas (Maldonado, 2021).

pH
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Un medidor de pH es un dispositivo utilizado para medir el pH que puede ser cuantificado como
cualquiera de las siguientes posibilidades, la concentracion de iones de hidrogeno en una solucidon acuosa o
bien la actividad de los iones de hidrégeno en una solucion acuosa. El valor de pH indicara si la solucion es
acida o basica. Los medidores de pH trabajan en liquidos pero por medio de electrodos especiales se utilizan
a veces para medir el pH de las sustancias semi-solidas. Un medidor de pH tipico consiste en un electrodo de
medicion especial conectado a un medidor electrénico que cuantifica y muestra la lectura de pH de la
solucion problema. El electrodo es una parte clave del medidor de pH, generalmente consiste en una varilla
hecha de vidrio. En la parte inferior del electrodo hay un bulbo que contiene sensor; se utiliza un electrodo
de vidrio conectado a un potenciometro de pH (en inglés pHmeter). El electrodo de vidrio estd combinado
con un electrodo de referencia y dadas las caracteristicas de funcién de estos aparatos se les denomina
“potencidmetros” de forma correcta, pero debido a que el término en inglés es pHmeter comunmente se les
llama “peachimetros” (Rojas y Vazquez, 2016).

Espectrofotometria

El fundamento de la espectroscopia se debe a la capacidad de las moléculas para absorber radiaciones,
entre ellas las radiaciones dentro del espectro UV-visible. Las longitudes de onda de las radiaciones que una
molécula puede absorber y la eficiencia con la que se absorben dependen de la estructura atomica y de las
condiciones del medio (pH, temperatura, fuerza idnica, constante dieléctrica), por lo que dicha técnica
constituye un valioso instrumento para la determinacion y caracterizacion de biomoléculas (Diaz et al.,
2016).

Las moléculas pueden absorber energia luminosa y almacenarla en forma de energia interna. Esto permite
poner en funcionamiento ciclos vitales como la fotosintesis en plantas y bacterias. Cuando la luz
(considerada como energia) es absorbida por una molécula se origina un salto desde un estado energético
basal o fundamental, E1, a un estado de mayor energia (estado excitado), E2. Y solo se absorbera la energia
que permita el salto al estado excitado. Cada molécula tiene una serie de estados excitados (o bandas) que la
distingue del resto de moléculas. Como consecuencia, la absorcion que a distintas longitudes de onda
presenta una molécula, esto es su espectro de absorcion el cual constituye una sefia de identidad de la
misma. Por altimo, la molécula en forma excitada libera la energia absorbida hasta el estado energético
fundamental (Diaz et al., 2016).

E,-E,= hy

Imagen N°14: Diagrama de niveles de energia en una molécula (Diaz et al., 2016).

El color que absorbe es el complementario del color que transmite. Por tanto, para realizar mediciones de
absorcion es necesario utilizar la longitud de onda en la que absorbe luz la solucion coloreada. La fuente de
radiacion visible suele ser una ldmpara de tungsteno y no proporciona suficiente energia por debajo de 320
nm (Diaz et al., 2016).
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longitud de onda color de luz que se color de luz que se

aproximada absorbe refleja o ve
390 - 435 Violeta Amarillo verdoso
435 - 490 Azul Amarillo

490 - 580 Verde Rojo

580 - 595 Amarillo Azul

595 - 650 Maranja Azul verdoso
650 - 780 Rojo Verde azulado

Imagen N°15:Longitud de onda segun el color de luz que absorbe y refleja (Diaz et al., 2016).

La ley de Lambert-Beer expresa la relacion entre absorbancia de luz monocromatica (de longitud de onda
fija) y concentracion de un cromoforo en solucion:

A=logl/lo=¢—c'l

La absorbancia de una soluciéon es directamente proporcional a su concentracion, a mayor nimero de
moléculas mayor interaccion de la Iuz con ellas; también depende de la distancia que recorre la Iuz por la
solucion, a igual concentracidon, cuanto mayor distancia recorre la luz por la muestra mas moléculas se
encontrara; y por ultimo, depende de &, una constante de proporcionalidad denominada coeficiente de
extincion que es especifica de cada cromoéforo (Diaz et al., 2016).

La medicion de absorbancia de la luz por las moléculas se realiza en unos aparatos llamados
espectrofotometros. Aunque pueden variar en disefio, en especial con la incorporacion de ordenadores para
el analisis de datos, todos los espectrofotdmetros constan de:

1. Una fuente de energia radiante: ldmpara de deuterio y tungsteno.

2. Un monocromador para la seleccion de radiaciones de una determinada longitud de onda: filtros, prismas,
redes de difraccion.

3. Un compartimento donde se aloja un recipiente transparente (cubetas o tubos) que contenga la muestra
Pueden ser de vidrio, cuarzo o plastico transparente. Para medir en UV se deben usar las de cuarzo o silice
fundido, porque el vidrio no transmite la radiaciéon UV.

4. Un detector de luz y un amplificador convertidor de las sefiales luminosas en sefales eléctricas.

5. Un registrador o sistema de lectura de datos.
Centrifugacion

Por otro lado, la centrifugacion es un método para separar sustancias solidas de liquidas de distinta densidad
en una mezcla, siempre y cuando las primeras sean insolubles, empleando para ello la fuerza centrifuga. Por
ejemplo: el lavarropas, la separacion del ADN (una de sus funciones en esta actividad practica), secado de
solidos, entre otros.

Para ello se emplea un instrumento llamado centrifuga, que hace girar la mezcla sobre un eje fijo y
determinado. Como su nombre lo sugiere (centrifuga: que huye del centro), esta fuerza tiende a llevar los
componentes mas densos hacia afuera del eje de rotacion, dejando a los menos densos en el centro mismo.
Es contraria a la fuerza centripeta (Editorial Etecé, 2022).


https://www.ejemplos.co/20-ejemplos-de-solidos/
https://www.ejemplos.co/20-ejemplos-de-liquidos/
https://www.ejemplos.co/10-ejemplos-de-densidad/
https://www.ejemplos.co/20-ejemplos-de-mezclas/
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;Oué es la malabsorcion de fructosa?

La malabsorcion de fructosa se genera por la falta de un transportador intestinal especifico cuya mision
es incorporar la fructosa desde la luz del intestino delgado. Este transporte es dependiente de la cantidad de
fructosa presente en la luz intestinal. La intolerancia a fructosa se define como la presencia de sintomas
asociados a esta malabsorcion, ya que la fructosa no absorbida llega hasta el colon, donde las bacterias
intestinales la someten a un proceso de fermentacion que conduce a la liberacion de gases como el
dihidrégeno, didxido de carbono y metano, asi como 4cidos grasos de cadena corta y agua (Pérez y
Riquelme, s.f.).

Hay que tener en cuenta que tanto el grado de malabsorcion (que depende del déficit de enzima
transportadora y de la mezcla de azucares en la luz intestinal) como el grado de intolerancia (que depende de
la sensibilidad intestinal) es variable de unos pacientes a otros y no siempre van relacionados. Asi por
ejemplo, pacientes con elevada sensibilidad intestinal (como ocurre en el sindrome de intestino irritable)
suelen tener sintomas de mayor intensidad, aunque su grado de malabsorcion no sea muy alto y también
puede ocurrir todo lo contrario, es decir que se tenga una franca malabsorcidon de fructosa y/o sorbitol sin
apenas sintomas (Pérez y Riquelme, s.t.).

e Intolerancia a la fructosa primaria: Obedece a una disminucidn de la enzima transportadora posiblemente
por causas genéticas, desarrollandose a lo largo de la vida.

e Intolerancia a la fructosa secundaria: No estd codificada genéticamente y se debe a la presencia de una
enfermedad intestinal (gastroenteritis, enfermedad inflamatoria intestinal, enteritis por radiacion,
enfermedad celiaca...) que dafia el borde en cepillo de la mucosa intestinal de forma transitoria aunque
también puede ser permanente.

Hay otras enfermedades vinculadas con el metabolismo de la fructosa pero mucho mas raras, con mayor
gravedad y de caracter genético (fructosemia, fructosuria benigna o esencial) (Pérez y Riquelme, s.f.).

Con el fin de comprobar las hipotesis que responden a la pregunta de investigacion planteada en cuanto a
esta problemadtica socioldgica, se llevo a cabo una técnica de investigacion social muy utilizada llamada
encuesta. La encuesta es sin duda la técnica de investigacion social mas usada. Tan usada, que la gente no
solo se ha habituado a escuchar hablar de ellas, sino que incluso llega a creer que no se puede hacer
investigacion seria sin encuestas. Nosotros sabemos que no es asi, pero también sabemos que a veces, al
menos algunas veces, necesitamos aplicar encuestas. Y para eso necesitamos saber como se hacen. Eso
también va en contra del sentido comun. Parece que para algunas personas, el hacer un buen cuestionario y
aplicarlo, fuera lo mas sencillo del mundo (Marrero, 2005).

Factores de riesgo y medidas de seguridad

En cuanto a las medidas de seguridad empleadas durante la practica, se puede destacar el uso de las
medidas de proteccidon personal basicas (tunica, guantes y lentes de seguridad), ademas del uso de campana
al momento de trabajar con sustancias concentradas y encender el espectrofotometro 15 minutos antes de su
uso, verificando que este midiera absorbancia.



Materiales

Sustancias y soluciones

Cuantificacion de fructosa
Espectrofotometro

Matraces aforados (50,00 + 0,06) mL
Vidrio reloj

Espétulas

Vaso de Bohemia de 50,0 mL
Vaso de Bohemia de 250,0 mL
Pipeta aforada (10,00 + 0,04) mL
Pipeta aforada (25,00 + 0,03) mL
Probeta (10,0 £ 0,2) mL

Balanza analitica

Plancha calefactora

Mixer

Media de nylon

Soporte y aro

Embudo

Matraz Erlenmeyer 250,0 mL
Varilla

Papel secante

Pipeta Pasteur

Centrifuga

Tubos de centrifuga

Bureta (10,00 = 0,05) mL
Matraces aforados (25,00 = 0,03) mL

Cuantificacion de fructosa
Agua destilada

Fructosa PPA

Acido nitrico concentrado
Amoniaco concentrado
Reactivo de Fehling A y B
Reactivo de Seliwanoff
Reactivo de Barfoed

Extraccion de ADN

Mixer

Tubos de ensayo

Centrifuga

Pipeta Pasteur

Espétula

Vidrio reloj

Probeta de (50 mL + 1) mL
Probeta de (250 mL + 2) mL
Microscopio optico

Extraccion de ADN
Frutilla
Cloruro de sodio (NaCl)

Hidrogenocarbonato de sodio (NaHCO;)

Detergente liquido
Azul de metileno
Etanol al 70 % V/V frio
Agua destilada
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Cuantificacion de calcio Cuantificacion de calcio
Crisoles HCI 1:1

Plancha Agua destilada
Espatulas Murexida

Varilla de vidrio

Mufla

Desecador

Pipeta aforada (10,00 = 0,04) mL
Matraz aforado (100,00 + 0,16) mL
Tapones

Vaso de Bohemia 250,0 mL
Vaso de Bohemia 100,0 mL
Pipeta Pasteur

pH-metro

Parafilm

Pipeta graduada 10,0 mL

Papel filtro

Embudo

Bureta (25,00 = 0,05) mL
Matraz aforado (250,00 ) mL

Métodos

Obtencion del jugo natural de la muestra:

1. La frutilla fue colocada en un mixer por aproximadamente 5 minutos.
2. Una vez pasados los 5 minutos, la fruta triturada fue filtrada con ayuda de una media de nylon.

3. De este filtrado se descarto los restos que quedaron en el filtro luego de haber medido su masa y
finalmente se procedid a trabajar con el jugo extraido mediante el filtrado.

4. Se determind el pH del mismo, para ello se hizo uso de un pHmetro previamente calibrado.

Determinacion de la concentracion de fructosa en una muestra de jugo de frutilla, por espectrofotometria:
Preparacion del patron de fructosa:

1. Fueron disueltos 0,1251 g de fructosa (medidos por diferencia de masas) en agua destilada en un matraz
aforado de 50,00 mL.

Preparacion de la muestra:

1. Se midio6 la masa con exactitud de 100 g de frutilla luego del uso de mixer en un vaso de Bohemia de 50
mL y el valor fue registrado.

15
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2. Seguidamente, el jugo fue disuelto en aproximadamente 20 mL de agua destilada “caliente”.

3. La solucion fue enfriada en un bafio de hielo y transferida cuantitativamente a un matraz Erlenmeyer de
250,0 mL, enrasando con agua destilada.

Determinacion espectrofotométrica:

1. Se llen6 una bureta de 10,00 mL con la solucidon patron de fructosa y los siguientes volimenes de la
misma fueron transferidos a una serie de tubos de centrifuga:

Blanco Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4

V patrén 0 0,50 1,00 1,50 2,00
(mL)

2. Se prepard ademas otro tubo con 1,00 mL de solucion de la muestra medidos con pipeta aforada.

3. Seguidamente se agregd agua destilada a cada tubo de manera de alcanzar aproximadamente los 2 mL de
liquido en cada uno.

4. Por otra parte, se prepararon 20 mL de reactivo de Fehling mezclando partes iguales de solucion A y B.

5. Se agregd a cada tubo 2 mL de reactivo y fueron colocados en un bafio de agua hirviendo por cinco
minutos (se debid observar la formacion de un precipitado de color rojo).

6. Los tubos fueron centrifugados a 2500 rpm por cinco minutos.
7. Se descarto el sobrenadante y se resuspendi6 el precipitado de cada tubo en agua destilada.

8. Se verifico que el volumen de liquido fuera aproximadamente el mismo en cada tubo y se centrifugd
nuevamente a 2500 rpm por cinco minutos.

9. El sobrenadante fue descartado.

10. Se colocaron los tubos en una gradilla y se agregd a cada uno dos gotas de acido nitrico concentrado, de
manera que se disuelva el precipitado.

11. Se diluy6 con agua destilada y se transfirié cuantitativamente el contenido de cada tubo a una serie de
matraces aforados de 25,00 mL.

12. A cada uno de ellos se les adicion6 2 mL de amoniaco concentrado y se enrasé con agua destilada.

13. El espectrofotometro fue encendido 15 minutos antes de realizar mediciones. La longitud de onda fue
seleccionada (620 nm) y se verificd que el instrumento mida absorbancia.

14. Se ajust6 el cero usando una cubeta conteniendo la solucioén blanco en la longitud de onda de trabajo (0
% absorbancia).

15. La absorbancia de las soluciones de cada matraz fue medida a 620 nm por duplicado. Se verifico que la
superficie de la cubeta esté perfectamente limpia antes de realizar las mediciones.
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16. Se graficod en un diagrama de dispersion la concentracion de fructosa contra la absorbancia y se
determind la ecuacion de la recta de mejor ajuste a los puntos mediante el método de minimos cuadrados.

17. Para determinar la concentracion de fructosa en cada dilucion fue utilizado el volumen de solucion
patron transferido a cada tubo de centrifuga, en un volumen final de 25 mL.

18. A partir de la absorbancia obtenida para el matraz de la muestra interpolar en la ecuacién anterior se
obtuvo la concentracion de azlcares reductores totales (expresada como ppm de fructosa), y a partir de ella
se calcul6 el porcentaje de azucares reductores en la frutilla.

Analisis cualitativo
Reactivo de Seliwanoff

1. Se tom6 1 mL de jugo de frutilla con un gotero, este fue introducido en un tubo de ensayo previamente
rotulado.

2. Al tubo de ensayo anterior se le agregd 2 mL de reactivo de Seliwanoff y fue llevado a un bano de agua
caliente.

3. Se repitio el procedimiento sustituyendo el jugo natural por 1 mL de solucion patrén de fructosa ppa a
modo de comparacion.

4. Los resultados fueron anotados.
Reactivo de Barfoed

1. Se coloco en un tubo de ensayo 1 mL de jugo de frutilla y en otro la misma cantidad de solucion patrén de
fructosa ppa.

2. A ambos tubos se les coloco 2 mL de reactivo de Barfoed y fueron llevados a un bafio de agua caliente.
3. Se observd y se registrd el tiempo.
Extraccion del ADN

Preparacion de solucion tampon: (120 mL de agua, 1,5 g de cloruro de sodio, 5 g de hidrégeno carbonato de
sodio, 5 mL de detergente liquido.)

Protocolo para extraccion del ADN

1. Se trituraron las frutillas con una mixer.

2. Fueron introducidos 3 mL del triturado de frutilla en un tubo de centrifuga.

3. Se afadi6 en el mismo tubo, 6 mL de la solucién tampoén previamente preparada y enfriada en la heladera.

4. Durante 2 minutos se agitd el tubo de forma suave, evitando asi que se forme demasiada espuma por el
efecto del detergente liquido que contenia el tampon.

5. Se separ6 el sobrenadante de la parte solida de la mezcla. Esto se realizé utilizando una centrifuga (2
minutos a 1500 rpm).
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6. Se trasvas6 6 mL del sobrenadante en un nuevo frasco y se anadio 6 mL de etanol frio. Este paso se
realiz6 de forma muy delicada.

7. Se afiadi6 dos gotas de azul de metileno.

8. Con una pipeta Pasteur se recogié una muestra del ADN y se observo la muestra en un microscopio
optico.

Cuantificacion de calcio

Tratamiento de la muestra a analizar:

1. Se tomo una masa de 100,00 g de muestra y se procedi6 a calcinar en la plancha.
2. Se llevo a la mufla a 550 °C por 4 horas hasta masa constante.

3. Se coloco en el desecador y se dejo enfriar.

4. Se agrego a las 5,0 mL de HCI 1:1 y se calent6 en la plancha hasta sequedad, evitando que se pierdan las
cenizas. Todo con el fin de deshidratar silicatos y hacerlos solubles.

5. Se agregaron 5,0 mL de HCI 1:1 y se calent6 suavemente durante 15 minutos.

6. Se trasvaso con ayuda de un embudo y agua destilada a un matraz aforado de 100,00 mL y se enraso.
Preparacion de un patrén de EDTA aproximadamente 0,01 mol/L

1. Se midi6 la masa de la cantidad de EDTA calculada previamente.

2. Se trasvas6 a un matraz aforado de 250,00 mL enrasando con agua destilada.

Preparacion de una solucidn patron primario de MgSO,.7 H,O aproximadamente 0,01 mol/L

1. Se mas6 con exactitud la cantidad de MgS0O,.7H,0 patrén primario calculada en forma previa.

2. Se trasvaso a un matraz aforado y se enraso.

3. Se trasvaso 5,00 mL del patron a un Erlenmeyer de 250 mL y se agregaron 25,0 mL de agua destilada,
5,00 mL de buffer pH 10 y NET de forma cuidadosa y progresiva hasta que se obtuvo una solucion de color
rojo vino claro.

Valoracion del patrén EDTA

1. Se seleccion6 10,00 mL de muestra y se diluy6 a 50 mL con agua destilada.
2. Se agregaron 5,00 mL de solucién buffer.

3. Se agregd una punta de espatula del reactivo indicador.

4. Se agregd desde la bureta la soluciéon de EDTA patron secundario hasta el viraje del indicador del rojo
vino al azul claro (sin tinte violeta).

Valoracion de la muestra:

1. Se midi6 10,00 mL de la muestra y fue transferida a un vaso de Bohemia.
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2. Se afiadio 1 mL de NaOH 4 mol/L y una punta de espatula del indicador murexida.

3. Se agit6 con ayuda de una varilla de vidrio hasta homogeneizar la solucion. Se observo si se formo algun
precipitado y se corrobor6 el pH= 12.

4. A continuacion, se fue anadiendo gota a gota y agitando la solucion de EDTA patrén secundario hasta el
cambio de color del rosado a violeta azulado.

5. Se calculd la concentracion de Ca** de la muestra expresadas en miligramos de ion/L.

Porcentaje de cenizas:

Mediante diferencia de masas se determiné el porcentaje de cenizas correspondientes a 100 g de la muestra.
Tratamiento de datos y resultados:

Extraccion del ADN

Imagen N°16: Precipitacion del ADN de la frutilla Imagen N° 17: Muestra observada al
microscopio optico.

Cuantificacion de calcio y porcentaje de cenizas:

Tabla N°2: Resultados calculados con los datos obtenidos en la practica.

Porcentaje de cenizas obtenido (0,451 £0,005) %
Masa expresada en miligramos de calcio obtenida (4,93 £0,05) mg
Concentracion de EDTA patrén secundario (0,009 + 0,001) mol/L

Reaccion entre el calcio de la muestra y el EDTA:

Ca*+H,Y* » CaY* +2 H"
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Determinacion de la concentracion de fructosa en una muestra de jugo de frutilla, por espectrofotometria:

Tabla N°3: Datos obtenidos para la determinacion de fructosa.

Concentracion del patron de fructosa ppa (0,01389 + 0,00003) mol/L
Masa de frutillas utilizadas para el jugo natural (100,0104 = 0,0001) g
pH del jugo (3,29 £0,01)
Porcentaje de azlicares reductores expresados como fructosa (4,63 £0,05) %

Tabla N°4: Datos obtenidos para realizar la curva de calibracion.

Muestra Abs 1 Abs 2 Promedio Abs
Blanco 0 0 0
1 0,122 0,124 0,123
2 0,224 0,224 0,224
3 0,312 0,313 0,3125
4 0,414 0,414 0,414
Problema 0,117 0,117 0,117

oncentracion {mol/L)

o~

0,05

Absorbancia en funcion de la concentracion

0,0002 0,0004

y =346,11x + 0,028.-®

R?2=0,9993"
.'1.‘...
0,0006 0,0008 0,001 0,0012

Absorbancia

Grdfica N°1: Curva de calibracion de concentracion en funcion de la absorbancia.
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Discusion de resultados:

Para comenzar con la discusion de resultados, es pertinente aclarar que esta va a ser dividida segun las
técnicas empleadas.

Cuantificacion de fructosa en frutillas:

En lo que se refiere a la cuantificacion de fructosa por el método espectrofotométrico indirecto, como
primer paso se prepard una solucion patron agregando (0,1251 + 0,0001) g de fructosa calidad ppa en un
matraz de 50,00 mL enrasando con agua destilada. Con dicha solucion se realizaron 5 diluciones, agregando
a tubos de centrifuga las cantidades de 0,00, 0,50, 1,00, 1,50 y 2,00 mL desde una bureta.

Para realizar la solucion problema, en primer lugar se midieron (100,0104 = 0,0001) g de frutillas con las
cuales se hizo el jugo con ayuda de un mixer. Ya teniendo el jugo, se procedio a filtrar con media de nylon,
agregando agua “caliente” para ayudar a desprenderse la fibra, sin que el agua excediera el valor de 90 °C
para no correr riesgo de que la fructosa se descomponga. Seguidamente, el jugo ya frio fue transferido a un
matraz Erlenmeyer de 250,0 mL, enrasando con agua destilada. Se midid el pH del jugo obtenido siendo este
de (3,29 + 0,01). De este jugo se realizé una primera dilucion, tomando 10,00 mL llevandolos a 100,00 mL
con agua destilada. A su vez, de esta dilucion se realizd6 una segunda, esta vez, de 25,00 mL también
llevados a 100,00 mL. De esta ultima dilucion, se tomdé 1,00 mL trasvasandolos a un nuevo tubo de
centrifuga.

Se procedid a trabajar con los correspondientes agregados mencionados anteriormente, adicionandoles
agua destilada a estos hasta 2,0 mL aproximadamente. El reactivo de Fehling fue preparado en el momento
de uso evitando asi la precipitacion del hidroxido de cobre (II). Estos tubos fueron llevados a un bafio de
agua caliente por 20 minutos, hasta observar la aparicion de un precipitado de color rojo ladrillo
correspondiente al 6xido cuproso. Sabiendo que la fructosa es un monosacarido, una cetohexosa y un azucar
reductor, se obtiene un resultado positivo en Fehling debido a que el grupo cetona se convierte en aldehido
por la base que se encuentra en el reactivo, ya que el grupo carbonilo de los aldehidos se oxida a acido y la
sal de cobre se reduce y precipita en el mismo medio alcalino a 6xido cuproso. Esta reaccion puede verse en
la imagen N°11. Una vez observado el precipitado se procedié a centrifugar y descartar el sobrenadante
suspendiendo el precipitado en agua destilada para limpiarlo, al finalizar la segunda centrifugacion se volvid
a descartar el sobrenadante, pasando asi a trabajar con el precipitado obtenido.

Fueron agregadas 2 gotas de 4cido nitrico concentrado en campana para lograr una disolucion del
precipitado y se trasvasé cuantitativamente a una serie de matraces de 25,00 mL agregando antes un poco de
agua destilada. Como paso siguiente se agregaron 2,0 mL de hidréxido de amonio concentrado nuevamente
en campana para la coloracion de las soluciones. Al enrasar los matraces con agua destilada se pudo
observar el desarrollo de color de la curva de calibracion, estas reacciones pueden observarse en el apartado
de complejos ubicado en el marco teodrico.

Por ultimo se realizaron las mediciones correspondientes de absorbancia en espectrofotometro de las
soluciones stock y de la solucion problema. Estos datos pueden ser observados en la tabla N°4. Las
concentraciones de las soluciones stock fueron calculadas. Se realizo la curva de calibracion obteniendo la
ecuacion de dicha curva y un R? de 0,9993. Con la ecuacion obtenida se pudieron realizar los calculos
correspondientes para asi averiguar tanto la cantidad de fructosa contenida en 100 g de muestra como la
concentracion de azucares reductores expresados como fructosa en la muestra problema, siendo estos 4,63 g

de fructosa en 100,0104 g de frutillay (4,63 +0,05) % % respectivamente.
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En cuanto al andlisis cualitativo realizado con reactivos tales como el de Barfoed, Seliwanoff y Fehling, a
modo de comparacién se utilizaron dos muestras, una correspondia a la muestra de jugo de frutilla realizado
y otra de una solucion de fructosa ppa. Para el primero mencionado se observo un precipitado de coloracion
roja en un tiempo de 2 min indicando un resultado positivo para la presencia de monosacarido en el jugo de
frutillas, en cuanto a la solucion de fructosa ppa, esta dio de igual manera un resultado positivo aunque en
menor tiempo, esto puede observarse en las imagenes N°31 y 32 en el apartado de anexos.

Por otra parte, para el reactivo de Seliwanoff se logr6 observar una coloracion rosada clara para el jugo
de frutillas, mientras que en el tubo de la solucion de fructosa ppa una coloracidon roja intensa. Ambas
coloraciones indicaron la presencia de cetosas en las muestras.

Al agregar el reactivo de Fehling al jugo de frutilla y realizar la prueba, se logra ver la aparicion del
precipitado rojo ya que ademds de contener fructosa, la frutilla cuenta con otros glucidos como la glucosa
(aldosa) el cual es un azucar reductor.

Al momento de realizar la prueba con la solucion de fructosa ppa, de igual manera se obtuvo un resultado

positivo en cuanto a azlcares reductores, esto se justifica en que en soluciones basicas, tal cual en la que se
encuentra el reactivo utilizado, el grupo carbonilo del glicido se pudo isomerizar a otros atomos de carbono,
estando asi en equilibrio con aldosas por el reordenamiento enodiol (conversion del ion enolato a enodiol) en
este caso con la D-glucosa. En estas condiciones de pH el resultado es una mezcla compleja de
polihidroxialdehidos y polihidroxicetonas. Por lo que el precipitado correspondiente a 6xido cuproso indica
positivo para presencia de azicares reductores al igual que la muestra de jugo.
Sobre el precipitado obtenido, podemos decir que el mismo se debe a la reaccioén de la aldosa con el cation
Cu®" como agente oxidante débil del reactivo de Fehling, este oxida el grupo carbonilo de la aldosa a un
carboxilo. El cation Cu?* se reduce a Cu*, siendo el color rojo propio de dxido cuproso, la aldosa es el agente
reductor. Esta reaccion puede ser observada en la imagen N°11 presente en el marco tedrico.

Cuantificacion de calcio

En el caso de la cuantificacion del calcio, se calcinaron (100,0329 + 0,0001) g de frutilla en una cépsula
de 250 mL en una plancha calefactora durante 30 minutos. Una vez obtenida la muestra calcinada se llevo a
mufla durante 4 horas a 550 °C para eliminar la materia organica. Con las cenizas obtenidas se midio la
masa para calcular el porcentaje de cenizas mediante la diferencia de masas, el cual fue (0,451 = 0,005) %.
Se continud con el agregado de 5 mL de HCI 1:1 previamente preparado. Se llevd a plancha hasta sequedad
con el fin de deshidratar silicatos y volverlos solubles.

Se prepard una solucion patron primario de sulfato de magnesio heptahidratado agregando 0,1974 g del
mismo y enrasando con agua destilada en 100,00 mL dando una concentracion de (0,00801 + 0,00002)
mol/L. Este patron fue utilizado para valorar la solucién de EDTA disodico patréon secundario, la cual se
prepard agregando 0,9352 g a un matraz de 250,00 mL enrasando con agua destilada. Con los volimenes
gasto obtenidos de la valoracion se pudo calcular la concentracion de la solucion de EDTA, siendo esta
(0,009 £ 0,001) mol/L.

Una vez obtenida la concentracion de EDTA y de realizar el tratamiento de la muestra de frutillas, se
trasvasaron las cenizas diluidas en acido clorhidrico 1:1 a un matraz aforado de 100,00 mL. Debido a la
coloracion negra de las cenizas propia del carboén nos vimos obligadas a realizar un filtrado por gravedad de
la muestra. Una vez obtenida la solucidon limpida se trasvasé a un matraz aforado de 100,00 mL. Este
procedimiento no esperado pudo haber alterado los resultados causando una pérdida de calcio en la muestra.

Seguidamente se procedid a valorar la muestra con el EDTA patron secundario previamente valorado.
Debido a errores humanos y del murexida con baja efectividad inicamente se realizaron 3 valoraciones. Con
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los datos obtenidos se calcularon los miligramos de cation calcio contenidos en 100 gramos de frutilla
iniciales, siendo estos (4,93 + 0,05) mg de Ca*". Segun los datos tedricos presentados en la tabla N°1, el cual
dice que en la misma cantidad de frutilla, hay 25 mg de calcio, comparando nuestro resultado con el tedrico,
podemos decir que nuestro valor practico es bastante mas bajo probablemente debido a los errores ya
mencionados.

Extraccion de ADN

En cuanto a la extraccion del ADN, primero se macero la fruta para romper la pared celular y asi llegar a
la membrana. Al filtrar se separaron los compuestos que no son solubles en agua de los que si son solubles.
Se agregod sal para ayudar a separar las proteinas del ADN, funcionando como agente desnaturalizante. El
detergente, por su parte, se agrega para romper la membrana tanto celular como nuclear y conseguir llegar al
nucleo, dejando salir al ADN. Por ultimo, debido a que el ADN es insoluble en alcohol, al agregar este
ultimo estando previamente enfriado, el ADN se separ6 del agua y precipitd, como se observa en la imagen
N°16. Se tomo6 una pequeia muestra del medio de las fases que pertenecen al ADN de la frutilla ya
precipitado para luego ser observado en el microscopio Optico, esta observacion puede verse en la imagen
N°17 del apartado de tratamiento de datos y resultados, debido a que no se cuenta con un microscopio de
mayor potencia, solo pudo observarse la forma de ovillito de lana entre los trozos de fruta.

Intolerancia a la fructosa

Como se puede ver en la grafica N° 2 presentada en anexos, los encuestados de la ciudad de Pando no son
muy conscientes de que existe la intolerancia a la fructosa, aun asi, hubo un 43,9 % de gente que si conocia
dicha condicion, lo que nos parece pertinente mencionar. En la grafica N° 3 se puede observar como
hubieron 3 personas que afirmaron conocer a alguien que padece intolerancia a la fructosa y gracias a la
siguiente pregunta presentada en la grafica N° 4, pudimos saber que dos de las tres personas que padecen la
condicion tratada en este trabajo final tienen entre 18 y 25 afios y la otra persona, mas de 50 afios.

Conclusion:

Una vez finalizadas las distintas técnicas con nuestra muestra elegida, podemos concluir que en 100 g de
frutilla se obtuvieron (4,63 + 0,05) % m/m de azlcares reductores expresados como fructosa, de los cuales
calculamos 4,63 g de fructosa por medio espectrofotométrico. Este valor es similar al teérico brindado en el
marco tedrico el cual era 4,8 g, por lo que nos ayuda a comprobar el resultado obtenido. El pH medido fue
de (3,29 £ 0,01) y el pH normal de las frutillas oscila entre 3,2 y 3,4 por lo que es bastante acertado. Se logrd
confirmar la presencia de la fructosa por medio cualitativo con ayuda de los reactivos de Barfoed,
Seliwanoff y Fehling.

En cuanto al calcio, el valor teorico brindado es de 25 mg de calcio en 100 g de frutilla y el valor
obtenido es de (4,93 + 0,05) mg de calcio en 100 g de frutilla, que este valor sea tan bajo puede deberse a los
errores humanos cometidos a lo largo de la practica, ademds, se debe tener en cuenta que no todas las
frutillas tienen las mismas propiedades por las distintas formas de cultivo (lugares, fertilizantes, hidratacion,
suelos, agricultor, etc.). Se logrd determinar el porcentaje de cenizas de la muestra siendo este (0,451 +
0,005) %, teniendo en cuenta que la cantidad de cenizas representa el contenido de minerales en los
alimentos.

Por ultimo, para la extraccion de ADN, se logré observar la precipitacion de este mismo y la muestra
extraida pudo ser observada con forma de ovillo de lana entre los trozos de fruta en el microscopio optico.
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En cuanto a la problematica socioldgica trata, se puede concluir gracias a la encuesta realizada que el
56,1 % de encuestados no conocian la existencia de la intolerancia a la fructosa, dejadndonos un 43,9 % de
encuestados que si conocian dicha problematica. También debido a esta encuesta pudimos concluir que la
condicion abarca practicamente todas las edades, yendo desde los 18 a mas de 50 afios.

Como conclusion general, nuestra muestra de frutilla presentd un resultado positivo a la presencia de
monosacaridos, cetonas y azlcares reductores con los reactivos de Barfoed, Seliwanoff y Fehling
respectivamente, en referencia al analisis cuantitativo, fue posible concluir que la muestra contenia (4,63 +
0,05) % m/m de azlcares reductores expresados como fructosa, ademas de (4,93 + 0,05) mg de Ca*" y
(0,451 = 0,005) % de cenizas, por ultimo, presentaba un pH de (3,29 + 0,01). Los objetivos planteados
previo a la préctica fueron cumplidos. En cuanto a las hipotesis planteadas, la que refiere a la fructosa fue
acertada, sin embargo no se pudo decir lo mismo para el caso de la cuantificacion de calcio ya que este
presentd un valor inferior al esperado, en cuanto a la problematica socioldgica y la encuesta realizada, la
hipdtesis no fue tan acertada debido a que se obtuvo un porcentaje de encuestados mas bajo del esperado en
cuanto a la conciencia sobre la intolerancia a el glucido cuantificado.
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Anexos:
Cdlculos realizados
Célculos previos para cuantificacion de fructosa:
Patron de fructosa
M fructosa= 180,16 g/mol
M= I mol 180,16 g
x_0,1250¢g
mreal =0,1251 g
X =6,9438 x 10 mol

M= 22O — 0013887655 mol/L

M= (2 + 0. M

m

_ ,0,0001g 0,06 mL
M = (T e + Soo0ms) - 0013887655 mol/L

SM = 0,00003 mol/L
M = (0,01389 = 0,00003) mol/L

Diluciones del patréon


https://www.mundodeportivo.com/uncomo/hogar/articulo/como-cultivar-frutillas-en-macetas-36826.html
https://www.mundodeportivo.com/uncomo/hogar/articulo/como-cultivar-frutillas-en-macetas-36826.html

M;.V,=M,.V,
M, =+

1 Mf = 2B RO — 2,778 x 10 mol/L
M;.V,=M,.V,

M, =+

2 M, = BRSO = 5,556 x 10 mol/L
M;.Vi=M,.V,

M=+

3 M, =Rl ARt = 8,334 x 107 mol/L
M;.V;=M,.V,

M, = MLI'/.fVi

4 M, =0l R000 k- = 11112 x 10° mol/L

Porcentaje de azucares reductores expresados como fructosa en la muestra de frutilla:

Dada la ecuacion de la curva de calibracion A = 346,09 C + 0,0381

0,117 =346,09 C + 0,0281

_ 0117-10,0281 _ 4
C =B = 2,568547572 X 10 mol/L

Mf. Vf:Mi . Vi

M. = Mf.Vf 2,568547572 EXP —4 mol/L.0,025 L
=

L~ o = 6,421368929 x 10° mol/L

Mf.Vf _ 6421368929 EXP —3mol/L.0,1L

M, = =0,025685475 mol/L

Vi 0,025 L
Mi _ MfV.in _ 0,0256854gf)17rzol/L.0,1L _ 0,256854757 mol/L
. n
M= -
n=M.V

n=0,256854757 mol/L . 0,1 L =0,025685475 mol

n=—
M
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m=n..M

m = 0,025685475 mol . 180,16 g/mol = 4,627495305 g

o/ M _ _masa de azdcares reductores

/o m masa de la muestra 100
o, M _ 46277627214

/o m 100,0104 g x 100

% —-=4,627281484 %

% ——= (4,63 £0,05) %

Célculos para cuantificacion de calcio:

masa de EDTA para patron

M=% =M.V

n=0,01 mol/L. 0,250 L
n= 2,5 x 10° mol

I mol 37224¢
2,5x10°mol _ m
m=0,9306 g
masa real = 0,9352 g

Patron de sulfato de magnesio:

m sulfato de magnesio
M sulfato de magnesio

MEDTA . Vgasto EDTA

m = Mgpra - Vgaso epta - M sulfato de magnesio
m=0,01 mol/L . 8,0 x 107 L . 246,48 g/mol
m=0,0179 g
0,0197 g 10,00 mL

m __ 100,00 mL
m=0,197¢g

masa real=0,1974 g

Concentracion del patron de sulfato de magnesio (MgSO, . 7H,0):

m
M.V

M:
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0,1974 g
246,68 g/mol . 0,100 L

M =
M= 0,008008763389 mol/L
M= (22 +20). M

0,0001 g + 0,16 mL

M = ( 0,1974 g 100,00 mL

). 0,008008763389 mol/L

SM = 0,00002 mol/L
M = (0,00801 = 0,00002) mol/L

Concentracion de EDTA:
M. V)ppa=M.V) patrén
(M. V) patrén

MEDTA N V gasto

_ 0,00801mol/L.0,005L

M, = e D00 L = 0,008521276 mol/L
M, = 20 DO L = 0,008521276 mol/L
M, = et LD L = 0,008612903 mol/L
M, = s LBBR L = 0,008612903 mol/L
M = e LB L = 0,008521276 mol/L
M, = 2280 mol/L. D005 _ () 008612903 mol/L

0,00465 L

M gpra = 0,008567089 mol/L

t.S
INC =

\n

2,57. 1,42784825 EXP —3
INC =

NG
INC = 0,001 mol/L
M gpra = (0,009 + 0,001) mol/L

Masa de calcio contenida en la muestra de frutilla:



(M . V) EDTA — (M . V) Muestra
M _ !M . V! EDTA
Muestra

V muestra

_ 0,009 mol/L.0,0014 L

— -3
MMuestra 0.01000 L - 1,26 Xl() mOl/L
_0,009mol/L.0,0013L 3
MMuestra - 0,01000 L - 1,17 x10 mol/L
_0,009mol/L.0,0014L 3
MMuestra - 0,01000 L = 1,26 x10~ mol/L
_ M1+M2+ M3
M Promedio — — 3
_ 1,26x10—3 mol/L + 1,17x10—3 mol/L + 1,26x10—3 mol/L
M Promedio 3

M Promedio — 1523X10_3 mOl/L
Incertidumbre del 1 %

Concentracion de la muestra: (0,00123 + 0,00001) mol/L

(M . V) Muestra (% Calcio

m cuio =M. V. UM
m = 0,00123 mol/L . 0,01000 L . 40,078 g/mol = 4,929594x10* g
mg de Calcio = masa en gramos . 1000

mg de Calcio = 4,929594x10* g . 1000 = 0,4929594 mg

0,4929594 mg 10,00 mL de muestra
m 100,00 mL de muestra
m = 4,929594 mg de calcio en 100 g de frutilla
error del 1% = 0,05 mg
(4,93 £0,05) mg de calcio en 100 g de frutilla

Porcentaje de cenizas de la muestra:
masa de la muestra = masa total - masa de la capsula
masa de la muestra=216,9874 g - 116,9545 g

masa de la muestra = 100,0329 g
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masa de cenizas = masa total (capsula + cenizas) - masa de la capsula
masa de cenizas = 117,4057 g-116,9545 g

masa de cenizas = 0,4512 g

masa de cenizas 100
masa de la muestra

% cenizas =

. 0,4512
% cenizas = mé% 100

% cenizas = 0,45105 %
error del 1% = 0,005 %
% cenizas = (0,451 £ 0,005) %

Datos obtenidos para la cuantificacion de calcio y porcentaje de cenizas.

Tabla N°5: Datos obtenidos para la cuantificacion de calcio.

Masa de frutilla (100,0329 = 0,0001) g
Masa de capsula (116,9545 £ 0,0001) g
Masa de capsula + frutillas (216,9874 +0,0001) g

Masa de capsula + cenizas después de uso de plancha | (121,5094 + 0,0001) g

Masa de céapsula + cenizas luego de la mufla (117,4057 £ 0,0001) g
Porcentaje de cenizas (0,451 £ 0,005) %
Masa expresada en miligramos de calcio obtenida (4,93 £ 0,05) mg

Tabla N°6: Datos obtenidos para la valoracion de EDTA.

Masa tedrica de EDTA (0,9306 + 0,0001) g

Masa real de EDTA (0,9352£0,0001) g

Masa de MgS0O,.7 H,O (0,1974+ 0,0001) g
Concentracion del patron de MgSO,.7 H,O (0,00801+ 0,00002) mol/L
Volumen gasto 1 valoracion de EDTA (4,70 £ 0,05) mL
Volumen gasto 2 valoracion de EDTA (4,70 £ 0,05) mL
Volumen gasto 3 valoracion de EDTA (4,65 £0,05) mL
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Volumen gasto 4 valoracion de EDTA

(4,65 = 0,05) mL

Volumen gasto 5 valoracion de EDTA

(4,70 + 0,05) mL

Volumen gasto 6 valoracion de EDTA

(4,65 +0,05) mL

Tabla N°7: Datos obtenidos para la valoracion de la muestra con EDTA.
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Volumen gasto 1 valoracion de la muestra

(1,40 + 0,05) mL

Volumen gasto 2 valoracion de la muestra

(1,30 = 0,05) mL

Volumen gasto 3 valoracion de la muestra

(1,40 + 0,05) mL

Datos de la determinacion de la concentracion de fructosa en una muestra de jugo de frutilla, por

espectrofotometria:

Tabla N°8: Datos obtenidos para la preparacion del patron de fructosa.

Masa de fructosa ppa tedrica

(0,1250 £ 0,0001) g

Masa obtenida de fructosa ppa

(0,1251 £ 0,0001) g

Volumen final

(50,00 + 0,06) mL

Concentracion

(0,01389 % 0,00003) mol/L

Tabla N°9: Datos obtenidos para el tratamiento de la muestra.

Masa de frutillas

(100,0104 + 0,0001) g

Masa de pulpa (13,6485 +0,0001) g
pH del jugo (3,29 +0,01)
Tabla N°10: Concentraciones de soluciones stock para la curva de calibracion.
1 2,778 x 10*mol/L
2 5,556 x 10*mol/L
3 8,334 x 10*mol/L
4 1,1112 x 10* mol/L
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Fotos de la practica:

Cuantificacion de Calcio y % de cenizas.

Imagen N°19: Muestra llevada a la mufla.

Imagen N°20: Punto final de la valoracion de EDTA.

Imagen N°22: Agregado de HCI 1:1 a la muestra. Imagen N°23: Filtrado de cenizas insolubles.
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Imagen N°24:Inicio de la valoracion de la muestra con EDTA. Imagen N°25: Final de la valoracion.

Cuantificacion de fructosa en frutillas por espectrofotometria

Imagen N°26: Preparacion del jugo de frutilla. Imagen N°27: Filtrado del jugo.

Imagen N°28: Reactivo de Fehling. Imagen N°29: Problema y patron para la curva de calibracion.



Andlisis cualitativo de fructosa en la muestra utilizando reactivo de Barfoed y Seliwanoff.

Imagen N°31: Resultados obtenidos para el andlisis cualitativo.

Imagen N°32: Resultados obtenidos para el andlisis cualitativo.
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¢Sabias que existe la intolerancia a este azlcar?

57 respuestas
®si
® No

43,9%

Grdfica N°2: Respuestas a la encuesta realizada

¢Alguien de tu circulo cercano padece esta condicion?

57 respuestas
®si
® No
94,7%

Grdfica N°3: Respuestas a la encuesta realizada

Si la padece, ;Qué edad tiene?

4 respuestas

Grafica N°4: Respuestas a la encuesta realizada

@ menos de 18 afios
@ entre 18 y 25 afios
@ entre 25y 50 afios
@ mas de 50 afios

En esta gréfica, se puede ver que hubo 4 respuestas, la respuesta que puso que no en la anterior y en esta
respondio, fue la de entre 25 y 50 afios. Debido a que las respuestas eran andénimas, no se puede saber si la
persona que respondio no lo hizo intencionalmente o si en la anterior quiso responder que si, por lo que no
se tomo en cuenta esa respuesta.



