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TRABAJOS ORIGINALES DE LA FACULTAD

DEPARTAMENTO DE BROMATOLOGIA, TOXICOLOGIA Y
ANALISIS QUIMICO APLICADO

DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE METANOL
EN LA DEGRADACION DE PECTINAS METILADAS EN
ZUMOS Y NECTARES

Marta F. Olea Serrano; F. Martinez Calabria y R. Garcia-Villanova

RESUMEN

Se ha realizado un estudio de la degradacién de pectinas metiladas comercia-
les empleadas como aditivo en zumos y néctares. Se confirma que el medio acido
ocasiona la hidroélisis en las mismas con liberacién de metanol. El método permite
la determinacién total de metanol contenido en la pectina asi como la liberacién
de este alcohol en condiciones de acidez similares a las del jugo géstrico. Se hace
una critica del método de la AOAC para la determinacién de metanol.

SUMMARY

It has been done a study about the degenaracy of comercial methylated pec-
tins which are used as additives in juices and nectars. It's shown that the acid me-
dium produces the hydrolysis to them with the release of methanol. This method
provides the total determination of methanol contained in the pectin and the rele-
ase of this alcohol in similar acid conditions to those of gastric juice. AOAC s met-
hod to determine methanol has been reexamined.

INTRODUCCION

En el trabajo publicado por Thibault y col. (1) se describen las pectinas como
macromoléculas glucidicas de origen exclusivamente vegetal y cuya estructura ba-
sica estd formada por moléculas de icido D-galacturénico unidas por enlace a- D-
(1-=4) que constituyen el 4cido poligalacturénico o dcido péctico.

En general, las sustancias pécticas tienen una estructura mas compleja como re-
sultado de la sustitucion de algunos grupos en la cadena principal y las funciones
dcidas pueden estar neutralizadas por cationes mono o divalentes como Na",_ K_','
Ca fetc., que dan lugar a las sales correspondientes denominados pectatos.
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De igual modo, los grupos carboxilo de estas sustancias pueden estar mas o
menos esterificadas por el metanol y el “grado de esterificacion™ se define por el
porcentaje de funciones carboxilicas metiladas en la cadena principal del 4cido an-
hidro galacturénico, parametro que sirve de base para una clasificacion de estas
sustancias, considerando que si el grado de esterificacion es inferior al 4548 % se
trata de pectinas débilmente metiladas (LM, low-methoxyl en la terminologia in-
glesa) y si es superior al 50 % se trata de pectinas altamente metiladas (HM, high-
methoxyl). Las sustancias pécticas estdn en la naturaleza altamente metiladas
mientras que las débilmente metiladas son una consecuencia de fenémenos de de-
sesterificacion quimica o enzimatica de las primeras, bien por procesos de hidroli-
sis o de despolimerizacion.

En este trabajo se pretende determinar el metanol que puede liberarse por hi-
drolisis dcida “‘in vitro” a partir de pectinas comerciales permitidas como aditivos
alimentarios con el propdsito de conocer la posible toxicidad en zumos y néctares
en las que es frecuente su empleo.

En este primer trabajo se ha aplicado para la determinacién de metanol el mé-
todo de AOAC con el dcido cromotrépico (2) modificado por MANDROU (3) y
del que haremos algunos comentarios relativos a sus limitaciones.

PARTE EXPERIMENTAL

Material

Espectrofotometro UV/V Perkin-Elmer, mod, 551-S con registro grafico mo-
delo 561-0252.

Reactivos
Todos los utilizados han sido de pureza analitica.

Disoluciones empleadas

— Etanol al 5,5 ¢ v/v: 5,5 ml de etanol absoluto en agua destilada hasta 100 ml

— Acido cromotrépico al 5% : 5 gramos de sal sddica (4,5-dihidroxinaftalen-
2,7-disulfonato sodico) en agua destilada hasta 100 ml.

— Hidréxido sédico 1N.

— Acido clorhidrico 1N.

— Disolucion fosfoérica de permanganato potasico: 3,0 g de permanganato pota-
sico y 15 ml de acido fosforico de 85 ¢ en agua destilada hasta 100 ml.

— Metanol en 2,5 % v/v: 2,5 ml de metanol en agua destilada hasta 100 ml.

— Disolucién de metanol al 0,025 % v/ven etanol al 5,5¢% : 1 ml de disolucién
de metanol se completa hasta 100 ml con la disolucién de etanol al 5,5 % .
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Comprobacion del método analitico de la AOAC

Se ha seguido la técnica descrita por la AOAC en el capitulo 9 (2) basada en la
oxidacién permangénica del metanol para dar formaldehido y condensacién de
esta con el dcido cromotrépico - (sal disddica) de acuerdo con el esquema.

OH OH OH OH 0 OH
/,0 -H,0
H—c + —_—
pN
"ee S07 0.S [y - N
0,55 3 O3 53 035 SO3
/CHZ CH,
HO

y cuyo cromoforo es el responsable del color.

El espectro visible presenta un maximo a 575 nm de longitud de onda en la
cual se han realizado todas las medidas.

Las modificaciones introducidas por nosotros han consistido en la utilizacién
del volimen adecuado de los destilados en funcién de la riqueza en metanol de
la muestra. Asimismo se ha estudiado la relacién absorbancia / concentracion y
otros aspectos del método que se discutirdn mas adelante.

Determinacion del $ de metanol de una pectina

Se ha procedido a la hidrélisis total de los ésteres metilicos de las cadenas de
acido poligalacturénico. Para ello, a 5 g de pectina se han adicionado 25 ml de
acido clorhidrico 1N y 10 ml de agua destilada. Se somete a reflujo 30 minutos, se
neutraliza con hidréxido sodico 1IN y se procede a la destilacién hasta recoger 15
ml de destilado. Se determina el metanol por la técnica descrita por la AOAC. Para
que el valor de la absorbancia del problema concuerde con la disolucién patréon
es preciso diluir convenientemente. En el caso presente hemos operado con una
pectina que contiene 5,94 g de metanol en 100 g de pectina y ha sido preciso di-
luir el destilado a la décima parte.

Influencia de la temperatura y de la acidez en la liberacion del metanol de la pec-
tina.

A 0,5 g de pectina se agregan 10 ml de HC1 1N y 10 ml de agua destilada. En
matraz cerrado se mantiene en la estufa dos horas entre 3740 °C. Pasado este
tiempo se neutraliza la disolucién con disolucién de NaOH 1N y se destila para re-
coger un volimen de 15 ml sobre 1 ml de disolucién de etanol 5,5 § v/v. Después
de diluir adecuadamente se determina el metanol.
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Un ensayo paralelo del anterior se ha practicado dejando la disolucién fuera de
la estufa (temperatura ambiente). Se han realizado 11 determinaciones para apli-
car el cdlculo estadistico. En la Tabla I se exponen los resultados.

Tabla L.- Influencia de la temperatura y de la acidez en la liberacion del metanol en las pecti-

nas.
Temperatura ambiente Temperatura 37-40 2C
g % de metanol (x) g % de metanol (x)
3,85 (*) 4,03 (*%*)

(**) Desviacién tipica @ = 0,24
Error medio del resultado A x = + 0,07

Intervalo de confianza = + 0,16

(*) &=0,19; Ax = + 0,06; Interv. de conf.= + 0,13

Determinacion del metanol liberado de las pectinas de zumos y néctares comercia-
les a temperatura y acidez similares a las fisiologicas.

A 25 ml de zumo o néctar se adicionan 10 ml de HC1 1N y 10 ml de agua des-
tilada, se deja en la estufa en matraz cerrado 2 horas a 37 - 40 °C. Se neutraliza
con NaOH 1N y se destila para recoger 15 ml sobre 1 ml de etanol 5,5 ¢. Se conti-
nia la determinacién por el método indicado.

En la Tabla II se exponen los resultados encontrados en las muestras comercia-
les ensayadas y se indican asimismo los ml de destilado tomados para la oxidacién
permanganica.

Tabla I1.- Cantidades liberadas de metanol en zumos y néctares después de dos horas en es-
tufa a 37 - 40 °C y medio 4cido.

MUESTRA Metanol liberado ml tomados del Desviacién tL{ Error medio Iatervalo de
(x) (ug %) destilado pica(G ) =+ resu}t.(bi) confianza +
Néctar de manzana 2,20 1,5 0,05 0,01 0,03
& melocotdn 6,63 2,0 0,49 0,14 0,33
" naranja 2,95 4,0 0,09 0,02 0,06
L pera 4,06 3,0 0,24 0,07 0,16
" zanahoria 3,04 3,0 0,11 0,03 0,07

Zumo de tomate 8,77 1,5 0,37 0,11 0,24
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Al aplicar el método de deterninacién de metanol por la técnica descrita en
AOAC se ha comprobado que la reproducibilidad de los resultados solo se consi-
gue cuando se parte de 1 ml de disolucion de metanol al 0,025% en etanol al 5,5 ¢
v/v (error medio A x =* 0,39). En el estudio que hemos realizado de la relacion
absorbancia / concentracion (Ley de Beer) se confirma que esta se cumple en unos
madrgenes muy pequefios de concentraciones lo que obliga a diluciones que conten-
gan cantidades de metanol muy proximas.

La hidro6lisis total de la pectina se consigue con disolucién de HC1 1N y 30 mi-
nutos en calentamiento a reflujo antes de proceder a la destilacion.

En la aplicacién del método se ha empleado la temperatura de 37 - 40 °C y
un tiempo de dos horas para conocer la cantidad de metanol liberado de la pectina
en unas condiciones que permitan deducir la posible degradacion de la pectina en
el jugo gastrico cuando esta se encuentre en zumos y néctares como los aqui estu-
diados.

Del estudio realizado se confirma que el medio 4cido libera metanol de las pec-
tinas comerciales empleadas en la elaboracién de productos alimentarios pero las
cantidades encontradas por nosotros no suponen riesgo de toxicidad.
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