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RESUMEN

El calcio es el mineral mas abundante y de mayor importancia del cuerpo humano, este no se
produce de manera natural en el organismo, sino que se obtiene de alimentos que contienen

el mencionado mineral.

Uno de los alimentos con mayor concentracion de calcio es la leche de vaca. Este producto
se encuentra de formas variadas en el mercado y existen diferentes marcas que lo
comercializan. Por tal motivo realizar un analisis alimentario para cuantificar y determinar
la cantidad de calcio a uno de estos productos, ayudard a determinar si la cantidad de calcio

establecido por el fabricante cumple con lo etiquetado.

En el presente trabajo se ha elaborado una guia de laboratorio, para determinar el porcentaje
de calcio en productos lacteos que se encuentran en el mercado actualmente, especificamente
“la leche”, el método es aplicable a todas la leches normales, fortificadas, diluidas,

concentradas y en polvo.

Ademas, se han establecido las férmulas matematicas necesarias para calcular el porcentaje
de leche y se han determinado los pardmetros de comparacion establecidos por instituciones
internacionales oficiales como el Instituto De Nutricion De Centroamérica y Panama
(INCAP), para referenciar los valores que se lleguen a obtener, por parte de las personas que

lleven a la practica la guia de laboratorio.

Finalmente hay que mencionar que el método de analisis para cuantificar la cantidad de calcio
en la leche es el método de valoracion Oxido-Reduccion (Redox) el cual es un método
normalizado por la Organizacion Internacional Normalizadora (ISO por sus siglas en ingles)
y aceptado por la Federacion Internacional de Lecheria (FIL). Con este procedimiento se
puede determinar si lo etiquetado en el producto cumple o no con lo etiquetado y con los

parametros que establecen las instituciones internacionales como la INCAP.



CAPITULO I
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1.0INTRODUCCION

En primer lugar, por sus caracteristicas nutricionales. La leche es un alimento
nutricionalmente muy completo, compuesta en promedio de un 87% de agua, 4 a 5% de
lactosa, 3% de proteinas, 3 a 4% de grasa, 0,8% de minerales y 0,1% de vitaminas, si bien su
composicion puede variar en funcidn de factores tales como la genética de los animales, las
condiciones ambientales, la etapa de lactancia y el estado nutricional del animal. Sus
proteinas son de excelente calidad, con un perfil de aminoacidos balanceado y elevada
digestibilidad y biodisponibilidad. Contiene tanto vitaminas liposolubles (A, D y E) como
hidrosolubles (complejo B y vitamina C), si bien el contenido de vitaminas liposolubles
disminuye drasticamente luego del descremado. En cuanto a su composicion mineral, la leche
tiene un contenido promedio de calcio de aproximadamente 1.200 mg/L, lo que implica que
el consumo de una porcion de 250 ml de leche aporta alrededor de 1/4 del requerimiento de
calcio diario de un individuo adulto. La leche enriquecida o fortificada es aquella cuyo
contenido en calcio ha sido incrementado. En el mercado se pueden encontrar leches con una
cantidad de 160 mg de calcio por cada 100 ml, por lo que un vaso de leche aporta el 40 % de

la cantidad diaria recomendada.

En este sentido, el consumo de lacteos de 2 a 3 veces al dia en el marco de una alimentacion
variada y equilibrada aporta gran parte de las cantidades de calcio recomendadas, pudiendo
alternarse entre las distintas variedades de lacteos presentes en el mercado.

El Calcio es uno de los principales micronutrientes de la leche, la importancia de saber
cuando es el consumo adecuado diariamente es indispensable para poder tener una dieta

equilibrada.

La leche y sus derivados son alimentos fundamentales durante todas las etapas de la vida
dentro de una dieta occidental equilibrada. En las Gltimas décadas, su consumo ha disminuido
notablemente y de forma paralela se ha detectado un aumento de algunas alteraciones
provocadas por la carencia de micronutrientes presentes en los productos lacteos,

principalmente calcio.
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Partiendo desde el concepto “fortificada”, podemos resaltar que este término es usado, en el
mundo alimenticio, para resaltar que un alimento fue modificado a través de ciertos procesos

con el objetivo de agregar nutrientes extras que normalmente no trae consigo.

Dentro de los objetivos primordiales de este trabajo es revisar la importancia que tiene el
consumo del calcio de la leche, su determinacion y el procedimiento a seguir para la
determinacion de calcio de leche fortificada de vaca. Con la ayuda de una marcha analitica
se describira paso a paso como realizar la preparacion de la muestra, el desarrollo del método
de valoracion a seguir para la determinacion de calcio en la leche de vaca fortificada. Asi

también, se estableceran formulas y calculos para la cuantificacion del analito en interés.



CAPITULO II

14
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2.00BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar calcio en leche de vaca fortificada por el método de valoracion redox.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar los métodos existentes para la cuantificacion de calcio en leche de vaca

fortificada.

Elaborar el procedimiento que se debe seguir, para la cuantificacion de calcio en

leche de vaca fortificada.

Describir el proceso de preparacion de las muestras de leche de vaca fortificada

para su analisis.

Establecer la expresién matematica para calcular el porcentaje de calcio en la

leche.

Compilar parametros establecidos por instituciones nacionales e internacionales

oficiales con respecto a los valores de calcio que debe contener la leche de vaca.



CAPITULO 111
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3.0MARCO TEORICO
3.1 Leche ¢)
Se puede definir la leche de forma general desde los siguientes puntos de vista:

- Bioldgico: es una sustancia segregada por la hembra de los mamiferos con la finalidad de

nutrir a las crias.

- Legal: producto del ordefio de un mamifero sano y que no representa un peligro para el

consumo humano.

- Técnico o fisicoquimico: sistema en equilibrio, constituido por tres sistemas dispersos:

solucion, emulsion y suspension.
3.1.1 Tipos de leche:

Leche pasteurizada: la leche de vaca entera, semidescremada o descremada, que ha sido
sometida a un proceso de calentamiento en condiciones de temperatura y tiempo que
aseguren la total destruccion de la microflora patdgena y casi la totalidad de la microflora no
patogena. El tratamiento térmico de la leche pasteurizada es de 72 a 75 °C durante 15 a 20

segundos o su equivalente.

Leche ultra pasteurizada: la leche de vaca entera, semidescremada o descremada, que ha sido
sometida a un proceso de calentamiento o en condiciones de temperatura y tiempo que
aseguren la total destruccion de la microflora patdgena y casi la totalidad de la microflora no
patdgena. El tratamiento térmico de la leche ultra pasteurizada debe ser de135 a 140 °C por

un tiempo minimo de 2 a 4 segundos o su equivalente.

Leche homogenizada: la leche pasteurizada o ultra pasteurizada que ha sido sometida a un
tratamiento fisicomecanico apropiado para romper la columna de grasa tan finamente que no

pueda volver a unirse y luego separarse en forma de crema o nata.

Leche entera pasteurizada o ultra pasteurizada: la leche de vaca cuyo contenido de grasa

minimo es de 3,0 % m/m.

Leche semidescremada pasteurizada o ultra pasteurizada: la leche de vaca cuyo contenido de

grasa es mayor de 0,15 % y menor 3,0 % m/m.
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Leche descremada pasteurizada o ultra pasteurizada: La leche de vaca cuyo contenido de

grasa es menor o igual a 0,15 % m/m.

Leche fortificada (10): La leche de vaca pasteurizada o ultra pasteurizada que ha sido

adicionada con vitaminas A y D, y nutrientes para reforzar su valor nutritivo.

Pasteurizacion o ultra pasteurizacion: El proceso por el cual se somete la totalidad de la leche
a una temperatura conveniente durante el tiempo especificado para destruir la totalidad de
los microorganismos patdgenos y la mayor parte de la microflora no patégena, seguido de un
enfriamiento répido, sin que sus componentes sufran alteraciones sensibles en su valor

nutritivo, ni en sus propiedades organolépticas y fisicoquimica.

Homogenizacion: El proceso mediante el cual se fracciona los glébulos de grasa de la leche
para una distribucion mds uniforme, evitando una separacion de grasa en el producto final.
Leche pasteurizada con sabor: es el producto elaborado con no menos del 90 % de leche
fluida o leche reconstituida (entera, descremada o semidescremada), apta para consumo
humano que responda a las exigencias de la presente norma, adicionada de sustancias
saborizantes, naturales o sintéticas de uso permitido (con excepcion de sabor artificial de

leche y/o crema), y sometida a tratamiento térmico adecuado.

La capacidad de producir leche es una de las caracteristicas que definen a los mamiferos. La
principal funcién de la leche es la de nutrir a los hijos hasta que son capaces de digerir otros
alimentos. Ademas, cumple las funciones de proteger el tracto gastrointestinal de las crias
contra patdgenos, toxinas e inflamacion y contribuye a la salud metabolica regulando los
procesos de obtencion de energia, en especial el metabolismo de la glucosa y la insulina. Es
el tnico fluido que ingieren las crias de los mamiferos. La leche de la vaca forma parte de la
alimentacion humana corriente en la inmensa mayoria de las civilizaciones: de vaca,
principalmente, pero también de oveja, cabra, yegua, camella, etc. El liquido es producido
por las células secretoras de las glandulas mamarias o0 mamas. La secrecion lactea de una

hembra, dias antes y después del parto se llama calostro.

Es muy frecuente el empleo de los derivados de la leche en las industrias agroalimentarias,
quimicas y farmacéuticas en productos como la leche condensada, leche en polvo, caseina o

lactosa. La leche de vaca se utiliza también en la alimentacion animal. Estd compuesta
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principalmente por agua, iones (sal, minerales y calcio), hidratos de carbono (lactosa),

materia grasa y proteinas.
3.1.2 Animales productores de leche (5).

Actualmente, la leche que mas se utiliza en la produccion de derivados lacteos es la de vaca
(debido a sus propiedades, productividad, agradable sabor, facil digestion, asi como la gran
cantidad de derivados obtenidos). La leche proveniente de la vaca (Bos taurus) es la méas
importante para la dieta humana y la que tiene mas aplicaciones industriales. La leche de

vaca de la raza Holstein es la que se emplea con mayor frecuencia en las granjas lecheras.
3.1.3 Variedades de leche.

La leche pasteurizada es la que ha sido esterilizada mediante un calentamiento, seguido de
un enfriamiento rapido. - Leche fluida (entera): Se entiende con este nombre a la leche a
granel higienizada, enfriada y mantenida a 5°C, sometida opcionalmente a terminacion,
pasteurizacion y/o estandarizacion de materia grasa, transportada en volimenes de una
industria lactea a otra para ser procesada, envasada y almacenada bajo normas estrictas de
higiene. La leche fluida entera puede ser sometida a procedimientos de 26 higienizacioén por
calor. Procesos de ultra alta temperatura (UAT o UHT), que consisten en llevar la leche
homogenizada a temperaturas de 130° a 150°C durante 2 a 4 segundos, permiten higienizarla
de forma apropiada y de manera que estas puedan llegar en forma segura e inocua al

consumidor. Las leches pueden ser modificadas en su contenido graso.
Componentes de la leche: (15)

La lactosa es el hidrato de carbono mayoritariamente (98%) que contiene la leche y por causa
de la accion de algunas bacterias acidificantes se transforma en 4acido lactico, obteniendo
como producto final leches fermentadas y yogur. Para poder ser digerido necesita la lactasa,
una enzima que se secreta en el intestino delgado. Si hay déficit o disminucion de la
produccion de esta enzima, no se absorbera ni se digerird correctamente la lactosa, hasta el
punto en el que pueden aparecer diarreas caracteristicas, que son la manifestacion primordial
de la intolerancia a la lactosa. La leche contiene proteinas de alto valor biolégico como la

caseina (78% del total de proteinas) de donde se obtiene el cuajo, y seroproteinas (17% del
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total de proteinas) como lactoglobulina, lactoalbumina o inmunoglobulinas de donde se

obtienen la cuajada o el queso fresco.

También contiene enzimas, como la lipasa (responsable del sabor y olor a rancio), proteasas
(responsables de la formacién de la cuajada) y fosfatasas alcalinas (indicador de una correcta
pasteurizacion). Contiene vitaminas A, D, E y las vitaminas del grupo B sobre todo la B2 y
B12, (pero es pobre en vitamina C) y un alto contenido de Calcio, (para conseguir una

correcta absorcion del Calcio es necesaria la vitamina D3).

Beneficios de la leche en el organismo humano. (15) La leche es el alimento més completo
debido a que aporta muchos nutrientes necesarios en la dieta del ser humano, pero es
deficiente en hierro, fibra y en algunas vitaminas como la vitamina C. La leche es
nutritivamente lo contrario a un alimento que aporta “calorias vacias”. Es un alimento muy
apropiado, por su alto contenido en nutrientes, para situaciones en que se estén formando
nuevos tejidos en el organismo, como: crecimiento en los nifios y adolescentes, embarazo y
periodo de lactancia, intervenciones quirirgicas no digestivas, heridas graves y traumas o

fracturas Oseas.
Leche de vaca (15)

Es el producto integro, no alterado ni adulterado, de la secrecion de las glandulas mamarias
de las hembras del ganado bovino obtenida por el ordefio higiénico, regular, completo e
ininterrumpido de vacas sanas y libre de calostro; que no ha sido sometida a ninglin
tratamiento a excepcion del filtrado y/o enfriamiento, y esta exento de color, olor, sabor y
consistencia anormales. Se clasifica entre los alimentos animales y se distingue de estos
porque soOlo ella contiene una cantidad relativamente grande de un hidrato de carbono, la
lactosa. Forma parte de los alimentos mas facilmente tolerables y digeribles, y atendiendo a
su valor nutritivo y poder calorifico corresponde a los alimentos mas econémicos; no precisa
para su consumo ninguna preparacion anterior, si no que sale de las ubres, disponible para
ser consumida. Es alimento y bebida al mismo tiempo y contiene todas las sustancias
nutritivas indispensables en relacion siempre a la edad de los jovenes mamiferos, para los
nifios de pecho, la leche de vaca es el mas importante y mas empleado sustituto de la leche

materna.
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Propiedades de la leche de vaca (15).

La leche obtenida en las circunstancias usuales es de color blanco intenso, completamente
opaca, transparente en capas muy delgadas y presenta una fluidez uniforme, siendo menos

movible que el agua. Posee un olor débil, sabor suave, pastoso y débilmente azucarado.

3.1.4 Propiedades de la leche (5)

3.1.5 Propiedades Fisicas

La leche de vaca tiene una densidad media de 1,032 g/ml. Es una mezcla compleja y

heterogénea compuesta por un sistema coloidal de tres fases:
- Solucidn: los minerales y los hidratos de carbono se encuentran disueltos en el agua.
- Suspension: las sustancias proteicas se encuentran con el agua en suspension.

- Emulsion: la grasa en agua se presenta como emulsion. Contiene una proporcion importante

de agua (cerca del 87%)).

El resto constituye el extracto seco que representa 130 gramos (g) por litro y en el que hay
de 35 a 45 g de materia grasa. Otros componentes principales son los glucidos como la
lactosa, las proteinas y los lipidos. Los componentes organicos (glucidos, lipidos, proteinas,
vitaminas), y los componentes minerales (Ca, Na, K, Mg, CI). La leche contiene diferentes
grupos de nutrientes. Las sustancias organicas (glicidos, lipidos, proteinas) estan presentes
en cantidades mas o menos iguales y constituyen la principal fuente de energia. Estos
nutrientes se reparten en elementos constructores, las proteinas, y en compuestos energéticos,

los glucidos y los lipidos.

3.1.6 Propiedades Quimicas.

El pH de la leche es ligeramente acido (pH comprendido entre 6,6 y 6,8). Otra propiedad
quimica importante es la acidez, o cantidad de 4cido lactico, que suele ser de 0,15-0,16% de
la leche. Las sustancias proteicas de la leche son las mas importantes en el aspecto quimico.
Se clasifican en dos grupos: proteinas (la caseina se presenta en 80% del total proteinica,

mientras que las proteinas del suero lo hacen en un 20%), y las enzimas. La actividad



22

enzimatica depende de dos factores: la temperatura y el pH; y esté presente en todo el sistema
de diversas formas. La leche se sintetiza fundamentalmente en la glandula mamaria, pero una
gran parte de sus constituyentes provienen del suero de la sangre. Su composicion quimica
es muy compleja y completa, lo que refleja su gran importancia en la alimentacion de las
crias. La composicion de la leche depende de las necesidades de la especie durante el periodo
de crianza. La memoria de las enfermedades que la madre ha sufrido suele ser muy

abundantes en el calostro (hasta 100g/L).
3.1.7 Propiedades Nutricionales (15).

Su diversificada composicion, en la que entran grasas (donde los triglicéridos son la fraccion
mayoritaria con el 98% del total lipidico y cuyos acidos grasos que los forman son
mayormente saturados), proteinas, (caseina, albumina y proteinas del suero) y glucidos
(lactosa, azucar especifica de la leche), la convierten en un alimento completo. Ademas, la
leche entera de vaca es una importante fuente de vitaminas (vitaminas A, B, D3, E). La
vitamina D es la que fija el fosfato de calcio a dientes y huesos, por lo que es especialmente
recomendable para nifios. El calostro es un liquido de color amarillento, rico en proteinas y

anticuerpos, indispensables para la inmunizacion del recién nacido.

3.2 Calcio. ¢, 16,17)

3.2.1 Definicién

El calcio es un elemento quimico, de simbolo Ca y de niimero atémico 20. Se encuentra en
el medio interno de los organismos como ion calcio (Ca*") o formando parte de otras
moléculas; en algunos seres vivos se haya precipitado en forma de esqueleto interno o
externo. Los iones de calcio actiian de cofactor en muchas reacciones enzimaticas,
intervienen en el metabolismo del glucogeno, y junto al potasio y el sodio regula la
contraccion muscular. El porcentaje de calcio en los organismos es variable y depende de las
especies, pero por término medio representa el 2,45% en el conjunto de los seres vivos. El
calcio actlia como mediador intracelular cumpliendo una funcién de segundo mensajero; por
ejemplo, el ion Ca** interviene en la contraccion de los musculos y es imprescindible para la
coagulacion de la sangre. También estd implicado en la regulacion de algunas enzimas

quinasas que realizan funciones de fosforilacion, por ejemplo, la proteina quinasa C (PKC),
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y realiza unas funciones enzimaticas similares a las del magnesio en procesos de transferencia
de fosfato (por ejemplo, la enzima fosfolipasa A2). El calcio se presenta en los huesos bajo
la forma de hidroxiapatita, una estructura cristalina que consiste en fosfato de calcio que se
arregla alrededor de una matriz organica de proteina colagenasa para proporcionar fuerza y
rigidez. Los iones minerales se difunden dentro del liquido extracelular, bafiando los cristales
y permitiendo el depdsito de nuevos minerales. Los mismos tipos de cristales se presentan en
el esmalte y la dentina de los dientes, alli hay poco intercambio de minerales y el calcio no
esta disponible con facilidad para los periodos de deficiencia. El calcio se absorbe
principalmente en el duodeno y también a lo largo del tracto gastrointestinal. La absorcion
ocurre por dos métodos principales: un sistema de transporte saturable, activo, ocurre en
duodeno y yeyuno proximal y controlado mediante la accién de la vitamina D3 o 1,25 (OH)
2D3 (Vitamina D activa), esta vitamina actia como una hormona y aumenta la captacion de
calcio en el borde en cepillo de la célula de la mucosa intestinal al estimular la produccion
de una proteina que se une al calcio. Un segundo mecanismo de transporte es pasivo, no
saturable e independiente de la vitamina D, ocurre a lo largo de todo el intestino. Ademas de
su funcidn en la construccién y mantenimiento de huesos y dientes, el calcio también tiene
otras funciones metabolicas. Afecta la funcion de transporte de las membranas celulares,
actuando como un estabilizador de membrana. También influye en la transmision de iones a
través de las membranas, y la liberacion de neurotransmisores. Se requiere calcio en la
trasmision nerviosa, en la regulacion de los latidos cardiacos, el equilibrio adecuado de los

iones mantiene el tono muscular y controla la irritabilidad de los nervios.

La falta de Calcio es una de las causas principales de la osteoporosis. La osteoporosis es una
enfermedad caracterizada por una fragilidad de los huesos producida por una menor cantidad
de sus componentes minerales, lo que disminuye su densidad. Dentro de los huesos se
desarrolla una gran actividad biologica, continuamente los huesos se estan renovando y el
tejido 0seo viejo se estd reemplazando por tejido nuevo. Durante la nifiez y la adolescencia
se crea mas tejido 6seo del que se destruye y entre las edades comprendidas de 30 a 35 afios,
el proceso se invierte y se empieza a perder mas tejido 6seo del que se puede reemplazar, en
24 las mujeres al llegar la menopausia (cesacion natural de la menstruacion) se acelera este
proceso porque los ovarios dejan de producir la hormona femenina conocida como estrogeno,

hormona femenina encargada de preservar la masa Osea. Las personas en condiciones



24

normales de Calcio requerido en su organismo necesitan consumir alrededor de 1,000
miligramos (mg) diarios de Calcio para preservar la masa 0sea, tanto para hombres como
para mujeres que no han llegado a la menopausia, al llegar y al pasar de esta etapa se necesitan
aproximadamente 1,500 mg de Calcio diarios. En una dieta de 2000 calorias, el valor
porcentual diario de Calcio se basa en una necesidad de 1000 mg al dia. Si un elemento de
un alimento proporciona el 25 por ciento del valor diario de calcio, éste contiene 250 mg de
Calcio por porcion. El hueso es el lugar de almacenamiento del Calcio del organismo y cede
continuamente Calcio a la sangre, que lo distribuye al corazén, al musculo y al sistema
nervioso. Cuando no hay suficiente Calcio en la sangre, el organismo lo toma del hueso; el
Calcio del hueso es repuesto al tomar alimentos ricos en Calcio en la dieta y asi se mantiene

el equilibrio entre la sangre y el hueso. (5)
3.2.2 Requerimientos de calcio en el organismo a lo largo de la vida (15)

El calcio es un elemento constitutivo esencial del esqueleto. La ingesta recomendada es de 1
gramo/dia durante la fase de crecimiento. En mujeres postmenopausicas se recomienda hasta
1,5 g/dia. Muchas personas de edad no alcanzan siquiera a los 400 mg/dia. Ello se debe a un
rechazo de los alimentos lacteos, regimenes dietéticos inadecuados, existencia de intolerancia
a la lactosa (componente de la leche) en esta edad o a otras causas. El aporte suplementario
de calcio dietético es la primera medida preventiva en lo que se refiere a la dieta y debe ser
elevado a 1,5 g/dia en situaciones especiales como embarazo, lactancia, menopausia,
inmovilizacion prolongada o tratamiento con farmacos que alteren la absorcion intestinal de
calcio. Esta es, asi mismo, la cantidad recomendable para cualquier individuo en riesgo de

osteoporosis.
3.2.3 Necesidades de ingesta de calcio en hombres y mujeres. (15)

Tanto las recomendaciones de Estados Unidos como de Canada para los hombres durante la
vida adulta son de 800 mg al dia. Para las mujeres la RDA (recomendacion diaria alimentaria)
es de 800 mg y el patron dietético canadiense (Canadian Dietary Standard) de 700 mg. Las
recomendaciones del Caribbean Food and Nutrition Institute y del Reino Unido son de 500
mg para ambos sexos y las recomendaciones de la FAO/OMS (FAO/ WHO) es de 400 a 500
mg. Al mantener la racion mas alta de calcio, el comité del Food and Nutrition Board de los

Estados Unidos de Norteamérica afirmd que estaba basado en las perdidas obligatorias
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diarias de 320 mg de calcio al dia; suponiendo una absorcion del 40 por ciento del calcio en
la dieta, se requieren 800 mg para mantener el equilibrio. Al reconocer que algunos patrones
recomiendas ingestas menores, el comité considerd que los estudios que demostraron que
esos niveles inferiores podian mantener el equilibrio fueron practicados en paises tropicales
o semitropicales, con abundante sol y posiblemente con fuentes dietéticas de calcio no
reconocidas, y decidieron que no era prudente recomendar dichas ingestas bajas de calcio en
los Estados Unidos. El comité canadiense tomo perdidas obligatorias como de 4.3 mg/ kg y

también establecid Edades Ingesta de calcio (mg)
Nifos y nifias 0-9 meses 500

Nifios y nifias 1-2 afios 400

Nifos y nifias 3-6 afos 500

Nifios y nifias 7-9 afios 800

Hombres 10-65 afios 1000

Hombres mayores 65 afios 800

Mujeres 10-65 afios 1000

Mujeres mayores 65 afios 800

La dieta de los Estados Unidos de América tiene un contenido relativamente alto de proteinas
y fosforo, lo que sugiere la necesidad de una ingesta elevada de calcio. Aunque una ingesta
elevada de calcio puede no aumentar la densidad 6sea una vez que se ha desarrollado la
osteoporosis, existen evidencias de que cuando la ingesta de calcio es elevada, la retencion
mejora y se puede aliviar los sintomas. La ingesta de calcio al principio de la vida adulta
puede afectar la perdida 6sea a una edad posterior. Si la absorcidon de calcio se vuelve menos
eficiente con la edad, una ingesta mas elevada puede ser mas seguro para el anciano. Por lo
tanto, a pesar del hecho de que algunos individuos pueden permanecer en balance con
ingestas por debajo de la RDA, el comité considero prudente mantener la recomendacion de
800 mg. (5) Este macromineral es el mineral con mayor presencia en el organismo y el cuarto
componente del cuerpo después del agua, las proteinas y las grasas. El calcio corporal total,

se aproxima a los 1200 gramos, lo que es equivalente a decir 1,5 a 2% de nuestro peso



26

corporal. De esto, casi un 99% se concentran en los huesos y dientes el 1% restante se
distribuye en el torrente sanguineo, los liquidos intersticiales y las células musculares. Tanto
su carencia como su exceso son perjudiciales para la salud, ya que participa en la coagulacion,
en la correcta permeabilidad de las membranas y a su vez adquiere fundamental importancia
como regulador nervioso y neuromuscular, modulando la contraccién muscular (incluida la
frecuencia cardiaca), la absorcion y secrecion intestinal y la liberacion de hormonas. Los
alimentos con mayor contenido de calcio son los productos lacteos, los frutos secos, las
sardinas y las anchoas; ya en menor proporcion en legumbres y vegetales verdes oscuros
(espinaca, acelga, brdcoli). El calcio esta vinculado a la presencia de fosforo. La falta o
exceso de cualquiera de estos dos macrominerales puede afectar la absorcion del otro. A su
vez, la absorcion del calcio se ve dificultada ante consumos de café, alcohol, falta de Vitamina
D, falta de acido clorhidrico en el estdbmago, falta de ejercicio y el estrés. Un obvio indicador
de carencia de calcio es la osteoporosis. Una de las grandes ventajas que presenta el calcio
refiere a su invariabilidad en el tiempo desde el momento en que es envasado hasta el
momento de consumo pues el contenido de calcio de los alimentos no se altera en ninguna

etapa.
3.2.4 Fuentes naturales de calcio (s)

La fuente principal de calcio es la leche y sus derivados, existiendo aproximadamente 130
mg. de calcio por 100 g. de leche, unos 150 mg por 100g. de yogurt y cantidad variable entre
275y 1200 mg en los quesos, independientemente de la existencia de grasa en los mismos.
También se encuentra en los frutos secos y otros alimentos. Cuando el aporte dietético es
insuficiente puede ser necesario el uso de suplementos en forma de carbonato, fosfatos,
citrato, lactato y gluconato célcico. Su administracion debe hacerse con precaucion en
personas con antecedentes de litiasis renal o sintomas sugestivos de hipercalcemia. Por otro
lado, también son fuente de calcio: los frutos secos, las legumbres, la yema de huevo, los

vegetales de hoja verde, mariscos y sardinas (con sus espinas) entre otros.
3.2.5 Toxicidad. (5,18)

Ingerir cantidades mayores de 2500 mg diarios de Calcio puede neutralizar la absorcion de
otros minerales necesarios para el organismo como el Hierro o el Zinc; al exceder la ingesta

de Calcio, este elemento se deposita en los rifiones produciendo célculos renales.
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3.3 Normas Nacionales e Internacionales (19,20)

La Norma Salvadorefia NSO 67.01.02:06 tiene por objetivo establecer los tipos, las

caracteristicas y requisitos que deben de cumplir la leche.

Dentro de esta norma encontramos la leche fortificada donde la define como la leche de vaca
pasteurizada o ultra pasteurizada que ha sido adicionada con vitaminas A y D, y nutrientes

para reforzar su valor nutritivo.

La FAO/OMS desde hace casi 30 afios publicaron las ultimas recomendaciones sobre la

ingesta de calcio.

A medida que las cantidades de calcio recomendadas para los paises desarrollados han ido
aumentando, la brecha entre la ingesta de calcio recomendada y la real en los paises en

desarrollo se ha ampliado.

Las necesidades de calcio pueden variar de una cultura a otra por razones dietéticas,

genéticas, de estilo de vida y geograficas.

Casi todo (99%) de calcio corporal total se encuentra en el esqueleto. El 1% restante se
distribuye equitativamente entre los dientes y los tejidos blandos, con solo el 0.1% en el

liquido extracelular (LEC).
3.4 Analisis Volumétrico ()

La volumetria de oxidacion reduccidn, también conocida como volumetria redox, se basa en
reacciones que llevan implicito una transferencia de electrones entre dos sustancias, una de
las cuales se reduce (acepta electrones) y la otra, simultaneamente, se oxida (cede electrones).
La sustancia que se reduce o acepta electrones se denomina agente oxidante y la que se oxida
o cede electrones se denomina agente reductor, es decir, el agente oxidante acepta los
electrones que le transfiere el agente reductor. Los métodos volumétricos basados en procesos
de oxidacion reduccion son mas numerosos y diversos que los basados en cualquier otro tipo

de reaccion. En su forma mas sencilla, una reaccion de oxidacion reduccion se puede escribir:

Redi + Oxi2 — Oxii + Red2
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El equilibrio de una reaccién de oxidacion reduccion estd determinado por la facultad que
tienen los reaccionantes de donar o aceptar electrones; por ello, la mezcla de un oxidante
(Oxi2) con alta capacidad para aceptar electrones (oxidante fuerte) con un reductor (Red1)
que tenga una alta disposicion para cederlos (reductor fuerte) alcanza una posicion de
equilibrio en que la formacion de los productos de reaccion (Oxil y Red2) esta ampliamente
favorecida, es decir, desplazada hacia la formacion de los productos. Por supuesto, una
reaccién menos completa ocurrird cuando esta capacidad para aceptar o ceder electrones en

las sustancias reaccionantes sea menor o no sea tan favorable.

3.4.1 Tipos de reacciones en volumetria. (5)

Los tipos de reacciones en que se basan los métodos volumétricos son:
- Reacciones acido-base.

- Reacciones de oxidacion-reduccion (REDOX).

- Reacciones de precipitacion.

- Reacciones complejométricas

3.4.2 Valoraciones Oxido-Reduccion. (s)

Una valoracion REDOX esté basada en una reaccion de oxidacion-reduccion entre el analito

y la sustancia valorante.

Las reacciones en que se transfieren electrones de un atomo, ion o molécula a otro se llaman
reacciones de 0xido-reduccion o REDOX. La oxidacion es el proceso en que un atomo, ion
o molécula pierde uno o mas electrones; la reduccion implica ganancia de uno o mas
electrones por parte de un 4&tomo, ion o molécula. Un agente reductor es una sustancia que
pierde uno o mas electrones y en este proceso se oxida; un agente oxidante gana uno o mas
electrones y por ello se reduce, en otras palabras, un reductor es un donador de electrones y

un oxidante es un receptor de electrones.

La oxidacion y la reduccioén no pueden tener lugar de forma independiente, sino simultanea

por transferencia de electrones desde el donador hasta el receptor.
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En el transcurso de una valoracion por oxidacioén reduccion, las concentraciones de las
sustancias o iones que participan en la reaccion se modifican constantemente. Por
consiguiente, también el potencial de oxidacion-reduccion (E) debe cambiar de la misma
manera que en una valoracion acido base cambia todo el tiempo el pH o en valoracion por
precipitacion cambia el pX—. Asi, si las magnitudes de los potenciales de oxidacion-
reduccién (E) en diferentes momentos de una valoracion se llevan a un grafico vs el volumen
afadido de la solucion valorante, se obtendran curvas de valoracion andlogas a las estudiadas

para los métodos de neutralizacion y precipitacion.

De la misma forma, una curva de valoracioén por oxidacién-reduccion estard caracterizada
por los cuatro momentos que tipifican las curvas acido base y de precipitacion, es decir: punto
inicial, puntos intermedios, punto de equivalencia y puntos posteriores al punto de

equivalencia. (6)
1. Punto Inicial: Cuando alin no se ha afiadido volumen alguno de solucién valorante.

2. Puntos Intermedios: Cuando la cantidad de sustancia afiadida del patron no es suficiente

para completar la reaccion.

3. Punto de Equivalencia: Cuando la cantidad de sustancia afiadida del patron valorante se

iguala a la cantidad de sustancia inicialmente valorada.

4. Puntos posteriores al Punto de Equivalencia: A partir del punto de equivalencia, cualquier
adicion del valorante produce una sobrevaloracion y la presencia de un exceso de patron

valorante. (6)

3.4.3 Indicadores REDOX ()

Los indicadores REDOX estan dentro de los métodos visuales, para poder percibir el punto
final de una valoracion, los indicadores REDOX son sustancias intensamente coloreadas

capaces de sufrir oxidacion o reduccion a potenciales caracteristicos.

En la tabla N°I se indican los colores y los potenciales normales de algunos indicadores
REDOX. Algunas de las semirreacciones de los indicadores involucran al ion hidrogeno y

los potenciales estan en las semirreacciones influenciados por el pH.
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Indicador Color Color Potencial de Condiciones
transicion V
Oxidado Reducido
Complejo de 5-nitr-1- | Azul palido Rojo violaceo | +1.25 1M H2S04
10-fenatrolina con
hierro (I1)
Acido 2,3 Azul violeta | Incoloro +1.12 7-10M H2S04
difenilamina
dicarboxilico
Complejo de 1,10 Azul palido Rojo +1.11 1M H2S04
fenatrolina con hierro
(n
Complejo de 5-metil- | Azul palido Rojo +1.02 1M H2S04
1,10 fenatrolina con
hierro (11)
Erioglaucina A Azul rojizo Verde +0.98 0.5M H2S04
amarillento

Acido Rojo violaceo | Incoloro +0.85 Acido diluido
definilaminosulfénico
Difenilamina Violeta Incoloro +0.76 Acido diluido
p-Etoxicrisoidina Amarillo Rojo +0.76 Acido diluido
Azul de metileno Azul Incoloro +0.53 Acido 1M
Tetrasulfonato indigo | Azul Incoloro +0.36 Acido 1M
Fenosafranina Rojo Incoloro +0.28 Acido 1M

3.4.4 Clasificacion de las valoraciones oxido-reduccion. (s)

Las valoraciones REDOX, se clasifican en dos grupos:

1) Oxidimetrias: Son las valoraciones, en las cuales el agente oxidante es la sustancia

valorante. Asi, los agentes de caracter oxidante pueden ser cualquier al que tenga iones

Permanganato, Bromato, Yodato, o Dicromato.

2) Reductometrias: En este tipo de valoraciones, la sustancia que actia como agente reductor,

es el agente valorante, como, por ejemplo, los iones Yoduro, o de Hierro (III). Estas

valoraciones son mucho menos utilizadas que las oxidimetrias.
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Las oxidimetrias pueden ser:

- Permanganometria: reaccion que tiene lugar en medio acido, siendo una de las valoraciones
mas usadas. Tiene un caracteristico color violaceo debido al ion Permanganato que pasa a ser

ion Manganeso (1), hecho que hace intil el uso de indicador de color.

- Yodimetria: Reaccion donde participa el Yodo como agente oxidante, siendo util para la

valoracion de sustancias del tipo de los Tiosulfatos.

- Bromatometria: En este caso, el agente oxidante es el ion Bromato y se trabaja en medio
acido.
- Dicromatometria: El agente oxidante, en este tipo de valoraciones, es el ion Dicromato,

también en medio acido.

- lodatometria: Reaccidon con participacion del ion Yodato. Se suele usar para estandarizar

disoluciones de tiosulfato.
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4.0 PRODUCTO FINAL
DETERMINACION DE CALCIO EN LECHE DE VACA FORTIFICADA g

4.1 Introduccion

El calcio es el mineral més abundante del cuerpo humano, se encuentra en alrededor del 2%
del peso corporal (1.2 kg aproximadamente). El 99% se encuentra en el esqueleto y los
dientes y el 1% esta presente; en la sangre, el liquido extracelular, los musculos, en tejidos
blandos y fluidos corporales (2. Ademads, este mineral es utilizado en muchos procesos
fisiologicos del organismo, como, por ejemplo, la vasodilatacion, la contraccion muscular, la

contraccion vascular, la transmision nerviosa y la secrecion glandular.

A pesar de que el calcio es uno de los minerales de mayor importancia en la nutricion humana,
este mineral no es producido por el organismo de forma natural. Por tal motivo debe de
absorberse de fuentes externas como, por ejemplo, la ingesta de alimentos, o suplementos
que contengan dicho mineral. Uno de los principales alimentos que contiene alto contenido

de calcio es la leche de vaca.

El termino de leche se define como, secrecion mamaria normal de animales lecheros,
obtenida del ordefio del animal y destinada al consumo humano ya sea en forma liquida o
elaboracion ulterior (14). Este producto como se menciond anteriormente es uno de los
alimentos que contiene mayor cantidad de calcio en su composicion y es en la nutricion

humana de las principales fuentes de obtencion de dicho mineral.

En la presente guia de laboratorio, se realiza el proceso que se debe seguir para cuantificar la
cantidad de calcio, en porcentaje, presente en una muestra de leche de vaca fortificada,

obtenida de un producto del supermercado.

El método de andlisis que se utilizara en la practica es valoracion REDOX, el cual es un
método. establecido por la federacion internacional de lecheria (FIL) y que se encuentra
abalado por las normas ISO 12081. Ademas, al final de la practica, se estableceran los

calculos a seguir, para obtener el respectivo porcentaje de calcio contenido en la muestra.
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Finalmente se investigaran las normas nacionales e internacionales que regulen el contenido
de calcio en la leche (si existiesen), para asi comparar los resultados obtenidos y determinar

si el producto cumple o no con lo establecido en la etiqueta.
4.2 Objetivos.

- Determinar el porcentaje de calcio, presente en una muestra de leche de vaca
fortificada, obtenida de un supermercado.

- Establecer las formulas necesarias para la realizacion de los célculos.

- Investigar las normas nacionales e internacionales que establecen los rangos

necesarios de calcio en los alimentos.
4.3 Método de analisis y fundamento

El método de andlisis a utilizar en la practica es el método de analisis volumétrico, debido a
que se debe realizar la medida exacta del volumen de soluciéon valorante (Solucion de
Permanganato de Potasio 0.0200N) en la titulacion para determinar la concentracién en
porcentaje de calcio contenido en la muestra. Y el tipo de volumetria involucrado en el
proceso, es valoracion Oxido Reduccion (REDOX), debido a que se ven envueltas,

transferencia de electrones entre las sustancias involucradas.

El procedimiento expuesto en este documento corresponde a la norma ISO 12081/IDF
36:2010 de la International Dairy Federation, (IDF), institucion que en paises de habla
hispano se conoce como Federacion internacional de Lecheria (FIL), y define el contenido

de calcio en leche como la cantidad total de calcio expresada en porcentaje en peso.

Y se fundamenta en el hecho de que, el calcio total contenido en una muestra de leche es
disuelto con una solucidn de acido tricloroacético y luego se filtra, El calcio contenido en la
solucion se precipita en forma de oxalato de calcio, y se separa por centrifugacion.
Finalmente, el precipitado se disuelve y se valora con permanganato de potasio (1,3,6,7. Las

reacciones involucradas en el proceso son las siguientes:
Ca® + C204" — > CaC204s)

5C,04% + 2MnO4” 16H" — 2Mn?" + 8H,0 + 10COxy)
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Se debe mencionar ademas que el procedimiento planteado aplica a todas las leches liquidas
normales, asi como a leches reconstituidas por diluciéon o disolucion de leches concentradas

y leche en polvo.

4.4 Informacion general de la muestra

4.4.1 Tipo de matriz:

Leche en estado liquido, contenido en la caja de carton de 900ml.

4.4.2 Informacion del muestreo:

La muestra serd leche entera de vaca fortificada, de la marca Salud. La cual se adquirié en

forma aleatoria en un supermercado, y especifica que contiene 3% de grasa y 45% de calcio.

4.4.3 Almacenamiento de la muestra:

El fabricante recomienda mantener la muestra en refrigeracion, a una temperatura no menor

de 4.4°C.
4.5 Reactivos y disoluciones

- Acido acético glacial PA

- Acido Sulfiirico 96% PA

- Acido Tricloroacético PA

- Agua destilada PA

- Alcohol etilico 96% V-V PA

- Amoniaco (25% m/my 0.91 g/ml) PA

- Oxalato de amonio monohidratado PA

- Permanganato de potasio PA

- Disolucion de &cido tricloroacético 20% m/V

- Disolucion de &cido tricloroacético 12% m/V

- Disolucion acuosa saturada en frio de Oxalato de Amonio monohidratado PA
- Disolucion de rojo de metilo (Pesar 0.05g de rojo de metilo y disolver en 100 ml de

alcohol etilico al 96% V-V. PA)
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- Disolucién acuosa de acido acético al 20% V-V Usese Acido Acético glacial PA y
diluir convenientemente.

- Disolucion de amonio al 50% V-V: mezclar volumenes iguales de amoniaco al 25%
PA y agua destilada PA.

- Disolucion de Amonio 2%: Medir 2 ml de Amonio 25% m/m PA y llevar a 100 ml
con agua destilada PA

- Disolucién de Acido Sulfiirico 20% m/V: Medir 20 ml de Acido Sulfarico 96% m/m
PA y anadir a 80 ml de agua destilada PA

- Disolucion de Permanganato de Potasio 0.0200N
4.6 Materiales y Equipos.

- 1 balanza Analitica.

- 1 matraz Volumétrico de 50 ml, clase A

- 2 pipeta de 20 ml, clase A

- papel filtro sin cenizas para filtracion lenta

- 1 centrifuga que pueda desarrollar una aceleracion radial de 1400 g (g = aceleracion
de la gravedad)

- 1 agitador de vidrio

- 2 tubos de centrifuga cilindricos con fondos redondos de 30 ml, graduadas a 20 ml

- 2 pipetas de 2 y 5 mililitros, clase A

- 1 dispositivos de sifon por succion, provistos de un tuvo capilar

- 1 tripode

- 1 malla de asbesto

- 1 mechero bunsen

- 1 bureta graduada de 25 ml, 0.02 ml por division, clase A

- 1 pinza para bureta

- 1 soporte metalico para bureta

- 1 termometro

- 1 vaso de precipitado de 50 ml

- 1 vaso de precipitado de 250 ml
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4.7 Procedimiento (1,3,6,7).

4.7.1 Preparacion de la muestra:

Llevar la muestra de leche fortificada a una temperatura de 20° £ 2°C y mezclarla
cuidadosamente hasta formas una dispersion homogénea de la materia grasa. Si eso no
ocurriese, calentar lentamente la muestra asta os 40°C, mezclarla cuidadosamente y

enfriarla nuevamente hasta los 20° £+ 2°C.

4.7.2 Toma de muestra del ensayo:

En un matraz volumétrico de 50 ml, pesar exactamente 20 gramos de leche, utilizando la

pipeta de 20 ml, Pesar la muestra con una precision de 0.01 gramos.

4.7.3 Precipitacion de sustancias proteicas:

1.0 A la muestra pesada, afiadir poco a poco y con agitacién constante, solucién de acido
tricloroacético 20% m/v, hasta llegar a la marca de 50 ml. Agitar vigorosamente algunos
segundos y dejar reposar por 30 minutos.

2.0 Después de transcurrido el tiempo, filtrar en un vaso de precipitado de 50 ml, el contenido

con papel filtro sin ceniza, teniendo el cuidado que la solucion obtenida sea limpida.

4.7.4 Precipitacion del calcio como oxalato y separacion del oxalato:

1.0 Enun tubo de centrifuga de fondo redondo, agregar con pipetas 5 ml del filtrado limpido,
5 ml de solucion de acido tricloroacético al 12% m/v, 2 ml de disolucion acuosa de
oxalato de amonio monohidratado PA, 2 gotas de solucion de rojo de metilo y 2 ml de
acido acético al 20% m/v.

2.0 Mezclar con agitacion circular afiadiendo poco a poco, disolucion de amoniaco al 50%
V-V, hasta que la coloracion se torne amarillo palido. Después agregar gota a gota acido
acético al 20% ml hasta que aparezca coloracion rosa en la disolucion.

3.0 Dejar reposar por 4 horas a temperatura ambiente.

4.0 Después de transcurrido el tiempo, diluir el contenido del tubo de centrifuga con agua

destilada PA, hasta 20 ml y centrifugar 10 minutos a 1400 g (aceleracion de la gravedad).
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5.0 Retirar el liquido sobrenadante transparente del tubo de centrifuga con el dispositivo y
succion.

6.0 Lavar las paredes del tubo de centrifuga con 5ml de solucién amoniacal al 2% m/v,
teniendo el cuidado de no perturbar el deposito de oxalato de calcio.

7.0 Centrifugar el tubo nuevamente a 1400 g durante 5 minutos y retirar el liquido
sobrenadante del tubo de centrifuga con el dispositivo de succion.

8.0 Repetir la operacion de lavado 3 veces mas.

4.7.5 Valoracion:

1.0 Después de haber extraido el agua del ultimo lavado al tubo de centrifuga, agregar 2 ml
de 4cido sulftrico 20% m/v y 5 ml de agua destilada PA sobre el precipitado de oxalato
de calcio.

2.0 Llevar el tubo a bafio de agua hirviendo para disolver completamente el oxalato de
calcio.

3.0 Valorar el oxalato de calcio disuelta con disolucion de Permanganato de Potasio
0.0200N, hasta que persista un color rosado. Se debe tener el cuidado que, durante la
titulacion, la temperatura de la solucién se mantenga por encima de los 60°C.

4.0 Registrar el resultado de volumen gastado en ml de solucién de Permanganato de Potasio

0.0200N.

4.7.6 Ensayo en blanco:

1.0 Realizar exactamente el mismo procedimiento descrito anteriormente, solo que en esta
ocasion la muestra a tomar sera 20 ml de agua destilada PA.

2.0 Registrar el resultado de volumen gastado en ml de solucion de Permanganato de Potasio

0.0200N.

4.8 Calculos.

4.8.1 Calcular el contenido de calcio Ca expresado en porcentaje:

1000f



WCa = 0-4(V - Vo) X %

Donde:

V. Es el volumen en ml de KMnO4 0.02N gastados en la valoracion de la muestra.
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Vo:  Es el volumen en ml de KMnO4 0.02N gastados en la valoracion del ensayo en blanco.

m: Eslamasa en gramos, de la muestra.

fi Es el factor de correccion, dado en la tabla 2, para el volumen de precipitado resultante

de la precipitacion con acido tricloroacético.

Tabla N°2 Factor de correccion, f, en funcion del contenido de grasa de la muestra'.

Contenido de grasa de la muestra Factor de correccién
en % f
3.5a4.5 0.972
3 0.976
2 0.980
1 0.985
<0.1 0.989

4.8.2 Calculo para preparar 500 ml de KMnO4 0.0200N.

m(KMnOg4)
KMnO
ME—FD

C(KMI’IO4/5) = T

m(KMnQOy) = Vp x M(KMnOy4/5) % ¢(KMnO4/5)
m(KMnOy) = 0.5 % ((158.6g/mol)/5) % 0.02 mol/l

m(KMnOy) = 0.32 g de Permanganato de Potasio
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4.8.3 Célculo de porcentaje diario de calcio en un alimento.

ca

w,
0, — X 0,
%oV D 100%

Donde:
Wea: masa de calcio en mg

VD: Valor diario de calcio que se debe consumir, recomendado por una institucion

reconocida

4.9 Normas nacionales e internacionales que referencian el calcio en la leche.

4.9.1 Normas nacionales

En el salvador existen 2 documentos que normalizan y reglamentan la leche, ellas son La
Norma Salvadoreiia Obligatoria NSO 67.01.02.06"y el 'Reglamento de la ley de fomento de
produccion higiénica de la leche y productos ldcteos y de regulacion de su expendio’. Sin
embargo y a pesar de que dichos documentos establecen parametros fisicoquimicos y
microbiolégicos que deben cumplirse en la leche de vaca, ninguno de los documentos

establece parametros de cantidad de calcio que debe contener la leche.

4.9.2 Normas internacionales.

A nivel internacional se encuentran documentos reconocidos por instituciones estatales, que
establecen pardmetros numéricos de contenido de calcio que deben contener los alimentos y
estos datos pueden ser usados de referencia, para comparar los resultados obtenidos en el

laboratorio.

El documento que aplica para esta region es la "Tabla de composicion de alimentos de
Centroamérica” este documento fue elaborado por Institutito de Nutricion de Centroamérica
y Panama (INCAP) y contiene la cantidad de calcio que deben poseer diferentes tipos de
leche de vaca que existen en el mercado. A continuacion, se presenta la tabla con contenido
de calcio que debe tener la leche de vaca segun los diferentes productos existentes en el

mercado.
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Tabla N°3. Cantidad de calcio en leche contenida en 100 gramos de alimento®.

VARIEDAD DE PRODUCTO DE LECHE DE VACA CA:;IO
LECHE DE VACA, INTEGRA, FLUIDA 113
LECHE DE VACA, INTEGRA EN POLVO 912
LECHE DE VACA, INTEGRA EVAORADA C/VIT. A ENLAT. 261
LECHE DE VACA, SEMIDESCREMADA, FLUIDA 117
LECHE DE VACA, SEMIDESCREMADA, FORTIFICADA, FLUIDA 143
LECHE DE VACA, DESCREMADA C/VIT A, FLUIDA 119
LECHE DE VACA, DESCREMADA S/VIT A, EN POLVO 1257
LECHE DE VACA, DESCREMADA, EN POLVO 1257
LECHE DE VACA, DESCREMADA C/VIT A, EN POLVO 1257
LECHE DE VACA, DESCREMADA C/VIT A, EN POLVO INSTANTANEA 1231
LECHE DE VACA, CHOCOLATADA, FLUIDA, BAJA EN GRASA 109
LECHE DE VACA, CON COCOA, FLUIDA 105
LECHE DE VACA, CONDENSADA C/AZUCAR, ENLAT. 284

Otros documentos que se puede consultar es la, "Tabla de composicion de alimentos y
productos alimenticios™ elaborado por el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran el cual presenta una mayor variedad de parametros de productos lacteos. Y
la "Tabla de composicion quimica de alimentos para Argentina™ conocida como SARA 2.
Aunque este ultimo estd elaborado tomando como referencia el realizado por la INCAP.
Existen otras tablas de composicion de alimentos, pero la mayoria toman como referencia la

base de datos las tablas de la INCAP y las tablas de nutricion de México y Estados Unidos.
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5.0 CONCLUSIONES

El método de valoracion elegido para la practica de laboratorio es la valoracion REDOX,
debido a que este es el método de valoracion establecido por la Federacion Internacional
de Lecheria (FIL) y es certifica por la International Standard Organitation (ISO) con
numero de registro ISO 12081.

En la valoraciéon con permanganato de potasio, se debe estandarizar dicho reactivo,
previamente a ser usado, con un patrén primario, ya sea acido oxalico o con oxalato de
sodio, debido a que el permanganato de potasio es una sustancia muy inestable y se debe
determinar la concentracion real del mismo.

La cuantificacion de calcio en la leche se realiza de forma indirecta, debido a que es el
ion oxalato producido por el mismo calcio, el que interviene en la reaccion de valoracion
con permanganato de potasio.

Una de las ventajas de usar permanganato de potasio en la valoracion, es que no se
necesita agregar indicador a la soluciéon muestra, debido a que este reactivo, al reducirse,
cambia de color cerca del punto final y que es notablemente visible al ojo humano.

En la valoracion REDOX con permanganato de potasio, ocurre una reduccion del ion
permanganato a ion manganeso 2+, y una oxidacion del ion oxalato a didéxido de carbono
gaseoso, provocando una coloracion violacea en la solucion producida por el ion
manganeso.

No existen ni nacional ni internacionalmente, normas o reglamentos que rijan los valores
de calcio, que deban contener los diferentes productos lacteos en el mercado, solo hay
tablas de composicidn de alimentos, que sirven como referencia, para conocer los valores
de calcio que deben tener los productos lacteos derivados de la leche de vaca.

El contenido de calcio en los productos alimenticios no puede ser normalizada por
organismos estatales, debido a que, por variados factores, cada ser humano individual,
necesita diferentes porcentajes de calcio en el cuerpo. Entre estos factores que influyen
esta, la etnia, la edad, el sexo y el clima. Sin embargo, existen tablas elaboradas por
diferentes instituciones, que recomiendan valores promedios de calcio que deben tener
los alimentos, entre algunas de estas instituciones estan la INCAP, SARAH de Argentina,

la base de datos de la USDA de Estados Unidos y otras.
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6.0 RECOMENDACIONES

Ingerir las dosis recomendadas de calcio con productos lacteos como leche fortificada y
otras fuentes alimenticias para mantener la buena salud.

Tener el conocimiento de las cantidades recomendadas de calcio que se deben de
consumir en una dieta adecuada.

Conocer las cantidades recomendadas de calcio que se deben de consumir de acuerdo con
la edad de cada persona.

Conocer los beneficios de la leche fortificada para su consumo, sus nutrientes, vitaminas
y la importancia que tienen la ingesta de ella.

Utilizar el método volumétrico por oxido-reduccion para la determinacion de calcio
contenido en la muestra.

Utilizar 4cido sulfarico (H2SO4) en la valoracién con permanganato de potasio, ya que
este acido no interfiere en la valoracion, es un acido no oxidante.

Informarse de las diferentes normas nacionales e internaciones que establecen los
parametros numéricos del contenido de calcio que deben de contener los alimentos y que
estos datos son usados como referencia para comparar los resultados obtenidos en el

laboratorio.
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ANEXO N°1

MARCHA ANALITICA PARA LA DETERMINACION DE CALCIO EN LECHE

Fuente: Elaboracion Propia



1.0 Preparacion de la muestra

Temperatura: 20° £ 2°C

Mezclar homogénea
y calentar a 40°C de ser necesario

2.0 Toma de muestra




3.0 Precipitacion de sustancias proteicas

cido tricloroacético 20% m/v

I
B

Filtrado limpido




4.0 Precipitacion del calcio como oxalato y separacion del oxalato

Filtrado
limpido

Acido
tricloroacético

Oxalato de amonio
monohidratado

Rojo
metilo

Acido
acético




Amoniaco 50% v-v

Acido acético

|

Il

Dejar reposar 4 horas

Agua destilada PA

I

Centrifugar
1400g 10 minutos




5ml Solucion
amoniacal al 2% m/v

Limpiar las paredes

e T T O L T AT T

- | —

vty mmnmmmummmnmmm-"plnm

v

Centrifugar
5 minutos al1400g

Repetir la operacion de lavado 3 veces




5.0 Valoracion

Acido Agua Disolviendo
sulfarico 20% m/v destilada el oxalato de calcio

1

3




Titulacion con KMnO4 0.02N hasta que persista color rosado y
mantener temperatura del agua por encima de 60°C

Vgastadoz

6.0 Ensayo en blanco
Repetir todo el procedimiento, tomando como muestra 20 ml de agua y anotar el resultado

Vgastado=

Fuente: Elaboracién propia




ANEXO N°2

EJEMPLO DE CALCULOS PARA DETERMINAR LA CANTIDAD DE CALCIO
EN ETIQUETAS DE PRODUCTOS DE LECHE.



Determinar la cantidad de calcio establecido en la etiqueta de un producto lacteo comercial

y establecer si cumple o no con lo especificado en las tablas de la INCAP.

Datos de Nutricion

La etiqueta muestra el contenido de calcio de 45%

Tamaiio por porciones: 250 ml
Porciones por envase: 3.5 aprox.

en una caja de leche entera que contiene 900ml de Cantidad por porcién
Energia/600 kJ 140 Cal
Producto, entonces. % Valor Diario*
Grasa Total 7g 11%
VC Grasa Saturada 5 g 25%
%WVD =—x 100% Sodio 140 mg 6%
VD Carhohidratos Totales 10g 3%
Proteinas 8g 16%
. __ ________________ |
Donde: Vitamina A 15%  Calcio 45%
Vitamina B12  70%  Hiermo 20%
) . Vitamina D 80%  Zinc 20%
VC: Valor de contenido de calcio Polasio 9% _Magnesio 10%

*Los porcentages de los valores diarios estan basados
en una dieta de 2000 calorias seglin recomendaciones

VD: Valor diario de referencia de calcio de FAO/OMS y FDA

%VD: Porcentaje de valor diario de referencia de calcio

Entonces:

Ve - %VD X VD
T 100%

Sustituyendo valores.

_ 45% x 800mg
B 100%

VC = 360mg de calcio contenidad en un vaso de 250ml

*800mg es el valor de referencia que utiliza la empresa Salud para obtener el porcentaje

diario de calcio.

Ahora se debe determinar si este valor cumple de acuerdo a lo establecido en tablas

alimenticias.



Entonces si:

360mg ————— 250ml

X

—_

20ml

X=28.8mg de calcio

Este dato, es el valor teérico que tendria que darse al realizar la practica para este producto.

Ahora debemos determinar si el producto cumple o no con lo establecido en las tablas de

alimentos.
28.8mg

X

v

v

20 g de alimento

100 g de alimento

X=144 mg de calcio contenido en 100 g de alimento

Al comparar este dato con el establecido en la tabla INCAP, la cual establece el contenido de

calcio de 113 mg de calcio en 100 gramos de alimento, para ese tipo especifico de producto,

podemos concluir que el producto si cumple lo establecido desde un punto de vista teorico

Composicion de Alimentos en 100 Gramos de Porcion Comestible

&
o
8
o
2
&
=
o

°

1015 |LECHE DE VACA, fNTEGRA, FLUIDA (3.25% GRASA) 88.32| 60 |3.22

Fuente: Elaboracion propia

e AR el2|§|a|o|Be|0888(88( 2 2|s|o(8|2]5]|2][s8sd
: o B 1] 3edffsl o] o] e e[ F o] M3 oo o8] 2o
- Kal.| g | g 9 mg | mg | mg |mg|mg|mg| g (g | g |mg| mg|mg|mg|mg| mg | meg|meg|meg| %

28 | 081 (019|187 [ 10 | 143 [ 40 o040 | 10 | 004 |044 | 0 | 5 | 1.00



ANEXO N°3

PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE CALCIO EN LECHE
ESTABLECIDO POR LA FEDERACION INTERNACIONAL DE LECHERIA
(FIL)’.
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International Standards are drafted in accordance with the rules given in the ISONEC Directives, Part 2.

The main task of technical committees is to prepare International Standards. Draft International Standards
adopted by the technical committees are circulated to the member bodies for voting. Publication as an
International Standard requires approval by at least 75 % of the member bodies casting a vote.

Attention is drawn to the possibility that some of the elements of this document may be the subject of patent
nights. 1SO shall not be held responsible for identifying any or all such patent rights.

ISO 12081/IDF 36 was prepared by Technical Committee ISO/TC 24, Food products, Subcommittee SC 5,
Mitk and milk products, and the International Dairy Federation (IDF). It is being published jointly by 1ISO and
IDF.

This second edition of ISO 12081 |IDF 36 cancels and replaces the first edition (ISO 12081:1998), of which it
constitutes a minor revision.
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Foreword

IDF (the International Dairy Federation) is a non-profit organization representing the dairy sector worldwida.
IDF membership comprises Mational Committees in every member country as well as regional dairy
associations having signed a formal agreement on cooperation with IDF. All members of IDF have the right to
be represented on the IDF Standing Committess camying out the technical work. IDF collaborates with 150 in
the development of standard methods of analysis and sampling for milk and milk products.

The main tzsk of Standing Committees is to prepare International Standards. Draft Intermational Standards
adopted by the Standing Committees are circulated o the Mational Committees for endorsement prior to
publication as an Intemational Standard. Publication as an Intermational Standard requires approval by at least
50% of IDF Mational Committees casting a vate.

Attention is drawn to the possibility that some of the elements of this document may be the subject of patent
rights. IDF shall not be held responsible for identifying any or all such patent rights.

150 12081/ IDF 36 was prepared by the Intemational Dairy Federation (IDF) and Technical Committes
ISOVTC 34, Food products, Subcommittee SC 5, Milk and mitk products. It is being published jointly by IDF
and I1S0.

All work was carried out by the formear Joint ISO-IDF Action Team on Minor compounds, now part of the
Standing Commitiee on Analytical methods for composition.

This edition of 150 12081/ IDF 36 cancels and replaces |DF 36A:1992, of which it constitutes a minor revision.

v D150 and IOF 2010 — All righis nesened



ISO 12081:2010(E)
INTERNATIONAL STANDARD IDF 36:2010(E)

Milk — Determination of calcium content — Titrimetric method

1 Scope

This International Standard specifies a titimetric method for the determination of the calcium content of milk
and of mik reconstituted from evaporated, condensed or dried milk.

2 Terms and definitions

For the purposes of this document, the following terms and definitions apply.
21

calcium content in milk

mass fraction of substances determined by the procedure specified in this International Standard

NOTE The calcium content is expressed as a percentage mass fraction.

3 Principle

The protein substances in a test portion are precipitated by trichloroacetic acid, then filtered. The calcium in
the filtrate is precipitated as calcium oxalate and is separated by centrifuging. The washed and dissolved
precipitate is titrated with potassium permanganate.

4 Reagents and materials

Unless otherwise specified, use only reagents of recognized analytical grade and distilled or demineralized
water or water of equivalent purity.

4.1 Trichloroacetic acid solution | (C;HCI,0,), 200 g/l.

42 Trichloroacetic acid solution Il, 120 g/l.

43 Ammonium oxalate (C,H,N,0,). saturated solution, cold.

44 Methyl red solution.

Dissolve 0,05 g of methyl red (C,,H,,N,0,) in 100 ml of ethanal (96 % volume fraction).
4.5 Acetic acid solution (C,H,0;). 20 % volume fraction.

4.6 Ammonia solution |.

Mix equal volumes of ammonia (NH,) solution (25 % mass fraction) and water.
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47 Ammonia solution II.

Dilute 2 ml of ammonia solution (25 % mass fraction) with water to 100 ml.

4.8 Sulfuric acid (H,50,).

Add 20 ml of sulfuric acid (28 % mass fraction) to B0 ml of water.

49 Potassium permanganate standard volumetric solution, c{KMnO,) = 0,004 mold + 0,000 1 moll.

Check the titre by normal laboratory procedure using oxalic acid or sodium oxalate.

5 Apparatus and materials

Usual laboratory equipment and in particular the following.

5.1 Analytical balance, capable of weighing to the nearest 0,01 g, with a readability of 0,001 g.
52 One-mark volumetric flask, capacity 50 ml, IS0 104204] class A

52 Pipette, capacity 20 ml, ISO 6482 class A

54 Centrifuge, capable of producing a radial acceleration of 1 400g.

5.5 Centrifuge tubes, cylindrical and round bottomed, capacity about 30 mi, graduated at 20 mi.
5.6 Pipettes, capacities 2 ml and 5ml, IS0 648 class A,

5.7 Suction device, with capillary tube.

58 Water bath, capable of maintaining water at boiling point.

59 Burette, graduated in 0,02 ml divisions, IS0 385 class A.

5.10 Filter paper, ashless, for slow filtration.

& Sampling

Sampling is not part of the method specified in this International Standard. A recommended sampling method
is given in IS0 TOT|IDF 50131

It is important that the laboratory receive a truly representative sample which has not been damaged or
changed during transport or storage.

T Preparation of test sample

Bring the test sample of mik or reconstituted milk to a temperature of 20 *C £ 2 "C and mix carefully. If a

homogeneous dispersion of the fat is not obtained, heat the sample slowly to 40 °C, them mix gently by
repeated inversion and cool to 20 °C £ 2 *C.
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8 Procedure

8.1 Test portion

Transfer approximately 20 g of the prepared test sample (see Clause 7) to the volumetric flask (5.2), using the
pipette (5.3). Weigh the sample fo the nearest 0,01 g.

8.2 Determination

8.2.1 Precipitation of protein substances

Gradually add, while shaking, trichloroacetic acid solution | (4.1) to the test portion (8.1) until a volume of
50 ml is obtained. Shake wvigorously for a few seconds and allow to stand for 30 min. Filter through the filter
paper (3.10), taking care that the fillrate obtained is clear.

822 Precipitation of calcium as oxalate and separation of the oxalate

Pipette (5.8) 5 ml of the clear filirate (see 8.2.1), 5 ml of trichloroacetic acid solution Il (4.2), 2 ml of ammonium
oxalate solution (4.3), two drops of methyl red solution (4.4) and 2 ml of acetic acid solution (4.5) info &
canfrifuge tube (5.5). Mix by swirling.

Add ammonia solution | (4.8) drop by drop io the mixed solutions in the tube until the colour becomes pale
yellow. Then add a few drops of acetic acid solution (4.5) until &8 pink coloration appears. Allow to stand for 4 h

at room temperature.

Dilute the contents of the centrifuge tube with water fo 20 ml. Centrifuge the tube at 1 400g for 10 min.
Remove the clear supernatant liquid from the centrifuge tube with the suction device (5.7).

Rinse the walls of the cenfrifuge tube with 5 ml of Bmmonia solution Il {(4.7), taking care not to disturb the
deposit of calcium oxalate. Centrifuge the tube at 1 400 again for 5 min. Remove the supernatant liquid from
the centrifuge tube with the suction device (5.7).

Repeat this washing operation twice.

8.2.3 Titration

Add 2 ml of sulfuric acid (4.8) and 5 ml of water to the calcium oxalate deposit (see B.2.2).

Place the tube in the boiling water bath (5.8) to dissolwe the calcium oxalate deposit completely. Titrate the
dissolved calcium oxalate with the potassium permanganate soclution (4.9) until a pink colour persists. Take
care that, during the titration, the temperature of the solution stays abowve 60 "C.

Record the volume, in milllitres, of potassium permanganate solution used, to the nearest 0,01 mlL

8.2.4 Blank test

Carry out a blank test in parallel with the determination by using 20 ml of water instead of the test portion.

Record the volume, in millilitres, of potassium permanganate solution used, to the nearest 0,01 mlL
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9 Calculation and expression of results

9.1 Calculation

Calculate the calcium content, w,, expressed as a percentage mass fraction, using the following equation:

1000

L

Weqa =0.000 4() - ¥ )x

=04 (¥ -¥)xL
m

where

v is the volume, in millilitres, of potassium permanganate solution used for the test portion (see 8.2.3);
o is the volume, in millilitres, of potassium permanganate solution used for the blank test (see 8.2.4);
m  is the mass, in grams, of the test portion;

f is the correction factor, given in Table 1, for the volume of precipitate resulting from the

trichloroacetic acid precipitation.
Table 1 — Correction factor, /, as a function of the fat of the sampl
Fat content of the sample Correction factor
% mass fraction f

35045 0,972

3 0,976

2 0,980

1 0,985

<01 0,989

9.2 Expression of results

Express the results to three decimal places.

10 Repeatability

The absolute difference between two single test results, obtained using the same method on identical test
material in the same laboratory by the same operator using the same equipment within a short interval of time,
will in not more than 5 % of cases be greater than 0,002 %.

11 Testreport

The test report shall contain at least the following information:

a) all information necessary for the complete identification of the sample;

b) the sampling method used, if known;

4 © 150 and IDF 2010 — All rights reserved



ISO 12081:2010(E)
IDF 36:2010(E)
c) the test method used, with reference to this International Standard (ISO 12081|IDF 36:2010);

d) any operating conditions not specified in this International Standard, or regarded as optional, as well as
details of any incidents which may have influenced the test result(s);

@) the test result(s) obtained;

f) if the repeatability has been checked, the final quoted result obtained.
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ANEXO N°4?

Tabla N°4. Ingesta diaria de calcio en diferentes regiones del mundo, 1987-1989

Calcium (mg)
Region Total Animal Vegetal
Norte America 1031 FL7 314
Europa 896 684 212
Oceania 836 603 233
Otros en Desarrollo 565 314 251
RUSIA 751 567 184
Todos Desarrollados 850 617 233
Africa 368 108 260
America latina 477 305 171
Cercano Oriente 484 223 261
Lejano Oriente 305 109 196
Otros en Desarrollo 432 140 292

Todos Desarrollados 344 138 206




