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TRABAJOS ORIGINALES DE LA FACULTAD

" DEPARTAMENTO DE BROMATOLOGIA., TOXICOLOGIA Y ANALISIS
QUIMICO APLICADO
Prof. Dr. RAFAEL GARCIA-VILLANOVA

- APLICACIONES DE LA COMPLEXOMETRIA CON Ca (II) A LA
DETERMINACION INCIRECTA DE GRASA EN ALMENDRAS DE
ALGUNOS FRUTOS

por
R. Garcia-ViLranova y M.* F. OLEa

INTRODUCCION

- Las técnicas analiticzs para la determinacion de grasa indirec-
tamente empleando la volumetria complexométrica, vienen siendo
desarrolladas por nosotros y nuestros colaboradores (1, 2, 3, 4 v 5).
En el trabajo presente se aplica la técnica ya conocida pero em-
pleando como catién precipitante el Ca (II) a la determinacién indi-
recta de grasa en almendras de frutos.

PARTE EXPERIMENTAL

. Fundamento del método.—Los glicéridos que constituyen la gra-
sa se hidrolizan con disoluciéon hidroalcohélica de KOH y los anio-
nes de los acidos grasos, se precipitan en condiciones adecuadas con
Ca(II). Separado el precipitedo por filtraciéon, se determina el exce-
's0 de Ca(II), deduciéndose finalmente el porcentaje de grasa del en-
sayo.

- Disoluciones empleadas

Disoluciéon de cloruro calcico 0'05 M.— 5 g de carbonato calcico
puro, desecado a 105° C se interponen en 50 ml de agua destilada y
se agrega lentamente CIH concentrado hasta total disolucion, prote-
‘giendo con un vidrio de reloj las pérdidas ocasionales. Fria la diso-
lucién se completa con agua destilada hasta 1000 ml.

S Pharmacéutice. Tomo XV. Num. Unico, 1974.
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Disolucién de EDTA 0’05 M.— 1861 g de EDTA desecados a 70°
C se disuelven en agua destilada hasta 1000 ml. Se titula partiendo
de 50 ml de la disolucién anterior de cloruro célcico, diluyendo con
unos 50 ml de agua destilada en un matraz erlenmeyer de 250 ml,
Se anaden unos 10 ml de disoluciéon de hidrézido potéasico aproxima-
damente 1 N y una punta de espatula de murexida como indicador.
Se valora el EDTA desde la bureta, hasta viraje al color violeta.

Disolucion dee timolftaleina.— 0'1 g de timolftaleina se disuelve
en 100 ml de alcohol de 75°.

Murexida indicador.— 0,2 g de murexida se mezcla bien en un
mortero con 100 g de cloruro soédico puro desecado y pulverizado.

Disoluciéon de hidroxido potasico 1 N aproximada.— 56 g de hi-
droxido potéasico se disuelven en agua destilada hasta 1000 ml.

Disolucion de acido nitrico al 10%.— 100 ml de acido nitrico con-
centrado se diluyen hasta 1000 ml con agua destilada.

Disolucion de potasa alcohdlica al 8% .— 3’2 g de hidréxido po-
tasico en lentejas, se disuelven en 3’2 ml de agua destilada y se com-
pleta hasta 40 ml con alcohol etilico de 96-98°.

Se debe preparar extemporaneamente.

Etanol de 40°.—420 ml de etanol de 96° se completan con agua
destilada hasta 1000 ml.

METODO GENERAL

En un matraz de fondo plano de 250 ml, se pesa la cantidad de
muestra que se indicard para cada uno de los ensayos, saponificando
con 40 ml (en el caso de las almendras de ciruela poner 80 ml) de
disolucion alcohdlica al 8% de hidréxido potasico, hirviendo a reflu-
jo durante unos 30 minutos.

La disolucién anterior, que contiene los acidos grasos que cons-
tituyen los glicéridos de la grasa de las almendras de los frutos al
estado de sus sales potésicas, se filtra a través de un filtro de plie-
gues, en un matraz aforado de 500 ml, (excepto en la almendra de
ciruela que se lleva a un matraz de 250 ml), lavando el matraz y
residuo con 40 ml de alcohol de 40° y completando con agua desti-
lada hasta el enrase.

50 ml de la disolucion anterior que deben corresponderse con 0’5
g de grasa aproximadamente, se colocan en un vaso de precipitados
de 250 ml, se neutralizan con disolucién de &cido nitrico aproxima-
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damente 1 M, en presencia de 4 gotas de disoluciéon de timolftaleina
(evitandose asi la adsorcién de Ca(II) por el precipitado a ese pH) y
e agregan 25 ml de disolucién de cloruro calcico 0’05 M lentamente
en agitacién continua, dejando reposar el precipitado unos 15 minu-
tos, filtrando a través de un filtro de pliegues, lavando dos veces con
unos 50 ml de agua destilada cada vez y recogiendo el filtrado en
‘un matraz erlenmeyer de 250 ml.

- Se agregan unos 5 m! de disolucién de hidréxido potasico apro-
‘ximadamente 1 M, una punta de espatula de indicador murexida y
se titula con EDTA 0’05 M hasta viraje.

Calculos.—De acuerdo con la composiciéon de los acidos grasos
‘que constituyen los glicéridos de la grasa de cada una de estas al-
‘mendras, se calcula el peso molecular medio de los &cidos grasos
que contienen y el peso molecular medio de los glicéridos.

La reaccion de hidrolisis practicada se puede esquematizar:

CH, 00C-R CH,OH
& |
CH - OOC-R + 3 OH- ;———» CHOH + 3R — COO-

CH,- OOC-R CH,OH

Los aniones de los acidos gresos (R-COO-) liberados en la hidro-
lisis, precipitardn con un exceso de disolucién titulada de Ca(II), se-
2Un la reaccion:

R - COO ~
2R - COO- + Ca*+ ;“‘——“’ Ca
R - COO /

Por tanto, de acuerdo con los esquemas expuestos, 1 mol de Ca
II) reacciona con 2/3 de mol del correspondiente triglicérido.

La diferencia entre los ml de Ca(II) 0°05 M agregados y los ml
de EDTA 0°05 M gastados, multiplicados por el factor correspondien-

'€ en cada caso, dard la riqueza en grasa de cada ensayo individual
0T corresponderse:
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1 ml de 0°05 M de Ca(II) con

2 X peso mol. medio glicéridos x 005
g del triglicérido

3 x 1000

En la TABLA I se consignan los resultados encontrados al apli-
car el método a una de las muestras de almendras de ciruelas, prac-
ticando el hidrolizado en la muestra finamente pulverizada y pesan-
do 10 g para el ensayo.

Teniendo en cuenta la composicién de los acidos grasos que cons-
tituyen los glicéridos de la grasa de ciruelas

% P.M.
Acido oléico . 87’5 28246
Acido linoléico 11 28044
Acido estearico 134) 284’47

El peso molecular medio de los acidos grasos es 281’5 y el peso
molecular medio de los glicéridos es 885’5, de aqui se deduce que el
factor para la determinaciéon de la riqueza grasa de la almendra de

ciruela es 0’0295.
Para comparar los resultados se han practicado tres determina-

ciones de la grasa por el método Soxhlet.

% de grasa - Método de Soxhlet

1.* Determinacion — 2879
2.* Determinacion — 28’45
3.2 Determinacion — 28’55

Media — 28’59
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TABLA 1
Ensayo EDTA 005 M Grasa hallada Grasa Soxhlet Diferencia en el
num. m] g % g % porcentaje
1 50 29’25 28’59 0’66
2 52 28’95 28’59 0’36
3 5’1 29’10 2859 0’51
4 50 29’25 28’59 0’66
5 52 2895 28’59 0’36
6 5’1 2910 28’59 0’51
7 5'1 29’10 28’59 0’51
8 52 28’95 28’59 0’36
9 50 29°25 2859 0’66
10 51 29’10 28’59 0’51
11 51 29’10 28’59 0’51
IS e — 5 6]
2l = Yl
5.‘, (x - X)2 = 0,05
Varianza = 0’006

Desviacién tipica o = 0'2
Error medio del resultado = + 007

- En la TABLA II se consignan los resultados encontrados al apli-
r el método a una de las muestras de almendras de albaricoque
acticando el método del mismo modo y pesando 14 gramos para
1 hidrolizado. _ ]
La composicion de la -gra'sa de estas almendras es igual a la de
S ciruelas.
- Los valores obtenidos por el método Soxhlet son:

Y% de grasa - Método de Soxhlet

1* Determinaciéon — 28'74
2.* Determinacion — 28’95
8= Determinaciéon — 28’68

Media— 2819
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TABLA 1II

Ensayo EDTA 005 M Grasa hallada Grasa Soxhlet Diferencia en el

num, ml g % g % porcentaje
1 11’3 28’62 28'79 —0'17
2 10’8 29’04 28'79 0’25
3 11’4 2841 28’79 —0'38
4 11°5 28’20 2879 —0’59
5 11°0 29'25 28’79 0’46
6 11’1 2904 28’79 0’25
7 11°0 29’25 28’79 0’46
8 11’1 2904 28’79 0’25
9 11’4 2841 28’179 —0’38
10 11’2 2883 28’79 0’04
11 11’2 28’83 28’79 0’04
T x =123
x = 11’18

3 (x -%)2 = 044

Varianza = 0'044

Desviacion tipica ¢ = 020

Error medio del resultado = + 002

En la TABLA III se indican los resultados obtenidos trabajando
con pinones y siguiendo el mismo criterio anterior. Se pesan 10 g de
pifiones finamente pulverizados.

La composiciéon de la grasa de los pifiones es:

% Peso Molecular
Acido Oléico 8222 282’46
Acido Palmitico 1’85 256’42
Acido Estearico 1’25 284’47
Acido Araquidico 1'75 312’52
Acido Linoléico 10°00 28044

Acido Miristico 0’1 227’38
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"~ El Peso Molecular medio de los acidos grasos es 27227 y por
nto el peso molecular medio de los glicéridos serd 857°60. El fac-
or correspondiente es de 0'0286.

Los valores obtenidos por el método Soxhlet son:

% de grasa - Método de Soxhlet

1.* Determinacion — 46’64
2.* Determinaciéon — 46’70
3.* Determinaciéon — 46’99
Media — 46’77

TABLA III

Ensayo EDTA 005 M Grasa hallada Grasa Soxhlet Diferencia en el
num. ml g % g % porcentaje

1 8’3 47176 46’77 099
2 8’4 4747 46’77 0’70
3 8’3 4776 46’77 0’99
4 8’4 4747 46’77 0’70
5 8’3 47176 46’77 0’99
6 8’4 4747 46’77 0’70
i 84 4747 46’77 0’70
8 8’4 4747 46’77 0’170
9 8’4 4747 46’77 0’70
10 8’3 47176 46’77 0’99
11 8’4 4747 46’77 0’70
D rXe =492
dWw=" 8136

3 - x)2 = 200256

Varianza = 000256

Desviacién tipica o = 005

Error medio del resultado = + 0011

En la TABLA IV se indica la determinacion de la grasa en ave-
llanas, pesando para el hidrolizado 8 g finamente pulverizadas. La
composicion de los glicéridos de esta grasa es la misma que la de
- los pifiones.
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Los valores obtenidos en % de grasa por el método Soxhlet son:

% de grasa - Método de Soxhlet

1.* Determinacion — 5762
2." Determinacion — 56’94
3.* Determinaciébn — 56’85
Media — 57’13

TABLA IV

Ensayo EDTA 005 M Grasa hallada Grasa Soxhlet Diferencia en el

num. ml g % g % porcentaje
1 9’0 5720 5713 0’07
2 9'2 56’48 57°13 —0’65
3 91 56’84 5713 —0’29
4 9’0 5720 5713 0’07
B) 90 i 5720 57’13 0’07
6 9’0 5720 5713 0’07
7 9’1 56’84 5713 —029
8 9’1 56’84 57’13 —0°29
9 9’0 5720 5713 0’07
10 9'1 56’84 57’13 —0’29
11 90 57°20 57’13 0’07
Fexe  —\ 9916
x = 905
T (x - x)2 = 00475
Varianza = 000475
Desviacion tipica o = 0064

Error medio del resultado = + 0’020

La TABLA V, corresponde a la determinacion de grasa en al-
mendras, se pesan 9 g de almendras finamente pulverizadas para el
hidrolizado.

La composicién de la grasa es la misma que en las almendras
de ciruelas. Los valores expresados en %, obtenidos por el método
Soxhlet son:
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% de grasa - Método de Soxhlet

1.* Determinacion — 53’40
2.* Determinaciéon — 52’95
3* Determinacién — 53’63
Media — - 53'32

TABLA V

Ensayo EDTA 005 M Grasa hallada Grasa Soxhlet Diferencia en el

num. m] g % g % porcentaje
1 8’3 54’73 53’32 1’41
2 8’3 54’73 53’32 1’41
3 8’3 54’73 53’32 1’41
4 8’4 54’41 53’32 1°07
) 8’5 54’08 53432 0’76
6 8’4 54’41 53’32 1°07
Tt 8’5 54’08 53’32 0’76
8 8’5 54’08 53’32 076
9 8’4 54’41 53’32 1’07
10 8’5 54’08 53'32 0’176
11 8’5 _ 54’08 \ 53’32 0’76
Shxin =» 9216
X M=y 8i41l
S (x-Xx)2= 00771
Varianza = 000771
Desviacion tipica ¢ = 0’08
Error medio del resultado = + 002

En la TABLA VI estan indicados los resultados obtenidos en la
determinacion de la grasa de la nuez brasilefia, para el hidrolizado
sepesaron 8 g de nuez finamente pulverizada.

De acuerdo con los resultados del método Soxhlet hemos calcu-
lado el factor empirico siendo éste 0'0327.

Los valores obtenidos en % de grasa por el método Soxhlet son:
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% de grasa - Método de Soxhlet

1.* Determinacion — 65’20
2.* Determinaciéon — 64’56
3.* Determinacién — 65’28
Media — - 65’01

TABLA VI

Ensayo EDTA 005 M Grasa hallada Grasa Soxhlet Diferencia en el

num, m] g % g % porcentaje
1 91 64’99 65’01 —0’02
2 90 6540 65’01 0’39
3 91 64’99 65’01 —0'02
4 9’2 64’58 - 6501 —043
) 9’2 64’58 6501 —0'43
6 9’0 65’40 65'01 0’39
7 9’2 64’58 6501 —043
8 9’2 64’58 65’01 —0’43
9 91 64’99 65’01 —0'02
10 9’2 64’58 65'01 —043
11 9’0 65’40 65’01 0’39
S x = 1004
X =" 0L
S (x-Xx2 = 01024
Varianza = 0’01024
Desviacion tipica ¢ = 01
Error medio del resultado = + 003

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Al aplicar el método empleando el Ca(Il) como precipitante pa-
ra la determinaciéon de la grasa en las Ciruelas, se observa que las
diferencias en el porcentaje entre la grasa hallada y el Soxhlet os-
cilan entre 0’51 y 0’80 en las muestras ensayadas y de 0’36 a 0’66 en
la correspondiente a la Tabla que se incluye, resultando siempre por
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exceso, lo que se explica por una débil adsorcién del catién por el
 ’ precipitado. La desviacion tipica y el error medio del resultado son
~ del mismo orden en las muestras ensayadas, o = 002 y A & = +
~ 7.10-2. (TABLA 1I).

: Cuando se emplea el Ca(II) como precipitante de los aniones de
los acidos grasos que constituyen los glicéridos de la grasa de la al-
mendra de albaricoque, se observan unas diferencias entre los por-
~ centajes de la grasa hallada por el método propuesto y los de Soxhlet
- que oscilan entre —0’59 y 0’46 incluidas todas las muestras ensaya-
das, siendo de —0’38 y 0’46 en la muestra cuya Tabla se incluye. La
desviacién tipica es del orden o = 02 y el error medio del resul-
tado = + 2.10-2. (TABLA II).

Al emplear el método a la determinacion de la grasa en pifiones,
empleando Ca(II) como precipitante se observa una diferencia entre
los porcentajes de la grasa hallada por el método propuesto y el de
Soxhlet que oscilan entre 0’70 y 0’99 en la muestra cuya Tabla se
expone y de 0’42 a 1’25 incluidas todas las muestras, no obstante las
desviaciones tipicas y el error medio del resultado son pequeias, del
orden de ¢ = 5.10-2 y A ¥ = + 1’10-2. (TABLA III).

Cuando se utiliza el Ca(II) para la determinaciéon de la grasa
en las avellanas, se observan unas diferencias entre los porcentajes
del método propuesto y el de Soxhlet que oscilan entre —0’65 y 0’07
incluidas todas las muestras, como la presente. La desviacion tipi-
ca y el error medio del resultado son del orden de oo = 6.10—2 y
A X = + 19. 10—2. (TABLA IV).

Con Ca(II) se ha determinado la grasa en almendras y se ha en-
contrado una diferencia entre los porcentajes de la grasa hallada
por el método propuesto y el de Soxhlet que oscilan entre 0’76 y 1’74
incluidas todas las muestras y 0’76 a 1’4l en la correspondiente a la
tabla que se incluye, lo que supone una notable retencién del catién
por el precipitado que no ha sido posible evitarla. No obstante la
desviacién tipica y el error medio del resultado son ¢ =8—10-2 y A
X = 2.10-2. (TABLA V).

La determinacién de la grasa en la nuez brasileia empleando
Ca(Il) encuentra una diferencia en los porcentajes entre el método
propuesto y el de Soxhlet que oscilan entre —0’43 y 0’39 en el total
de las muestras, siendo la desviacién tipica y el error medio del re-
sultado del orden de o = 0’1l y A ¥ = + 3.10-2. (TABLA VI).
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RESUMEN

Se propone un nuevo método para la determinacién de la grasa en al-
mendras de frutos: ciruelas, albaricoques, pinones, avellanas, almendras y
nuez brasilefia. Previa saponificacién con disolucion de KOH, precipitando
con un exceso de disolucién titulada de Ca(II) y titulacién del exceso en el
filtrado con disolucién de EDTA de igual molaridad empleando murexida co-
mo indicador.

Los resultados obtenidos son perfectamente reproducibles y el método re-
sulta mas selectivo que los basados en la extraccién con disolventes organicos.

La determinacién de la grasa es posible directamente en muestras hiume-
das y en un tiempo menor que el emplado en los otros métodos de extraccion.

SUMMARY

A new method is proposed for determination of the fat in nut of fruits:
prums, apricots, nutpines  hazelnuts, almonds and Brazilnuts, after its sapo-
nification with
tion of Ca(II) and titration in the filtrate with EDTA solution of identical
molarity, using murexide as indicaor.

The resultats obtained are prefectly reproducibl
mes more selective than those based on the extraction with organics solvents.

The determination of fat is directtly possible in wet samples and in less
time than other extraction methods.
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