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EFECTO DE LA ESTIMULACION ELECTRICA EN LA
SUAVIDAD DE LA CARNE BOVINA

Micrografia electrénica de transmicidn de célula muscular
del Longissimus dorsi (12.000X)

Determinacion de la vida 1til de un

extensor de leche método acelarado

La deteminacion de la vida Gtil de un extensor de leche y
la de la leche integra en polvo, se realizaron mediante la
técnica de "almacenamiento acelerado™... (ver pig. 31}

Determinacion de una férmula de
ceviche de pescado

Con el fin de estandarizar una formulacion de ceviche
que permite posteriormente estudiar ¢l crecimiento y la
supervivencia de baclerias patégenas ... (ver pig. 18)

Alternativas de aprovechamiento de los
almidones residuales de la
deshidratacion osmaotica de frutas.

Elaboracidon de mermelada

Se realizd un estudio del em pleo de los almibares
residuales de la deshidratacion... (ver pég. 23)

Método modificado para la
determinacion de dcido ascorbico
en frutas por medio de
cromatografia liquida

S¢ incluyd, como modificacion de un método de andlisis
para la determinacion ripida de dcido ... (ver pig. 48)
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INFORMACION TECNICA

Método modificado para la determinacién de 4cido ascérbico en frutas por

medio de cromatografia liquida de alta presién

ABSTRACT

Modified method for the
determination of ascorbicacid in fruits
through high pressure liquid
chromatography.

The use of acetic acid in the mobile fase af a
method of analysis for the determinnation of
ascorbicacid in fruits, using high pressure liquid
chromatography, was introduced as a
modification, and the results evaluated. The
method has a range of applicability of 0,001-
0:250 g ascorbic acid /mL. The sensibility of
the method s 001 mg/mL. The statistical
validity of the method was demonstrated.
Samples of various fruits were analyzed with
and withoutadditionof vitamin Cstandards, in
arder to determine the method's recovery with
the fruits, Recoveries higher than 89% were
obitabned.

* Centro de Investigaciones en Teenologia de Alimentas,
Universidad de Costa Rica,

Jorge ULATE-RODRIGUEZ*, Ana Ruth BONILLA-LEIVA*

RESUMEN

S¢ incluyd, como modificacion de un método de andlisis para la
determinacion ripida de ficido ascirbico en frutas por medio de
cromatografia liquida dealta presion, la utilizacion de dcido acético
en la fase mivil y se evaluaron los resullados obtenidos. El mélodo
es aplicable en un rango de 0,001-0,250 myg dckdo ascorbico/mL. La
sensibilidad del método es de 0,001 mg/ mL. Se demostrd la validez
estadistica del método y se analizaron muestras de varias frutas con
adiciin y sin ella de patrones de vitamina € para determinar la
recuperacion del m#odo con Tas distintas frutas. Se obtwvieron

recuperaciones mayores al 894,

INTRODUCCION

Debido a su ficil degradacion, 1a vitamina C es un compuesio
muy utilizado en la tecnologia de alimentos como indice de calidad
nutricional en losalimentos procesados, Badui (1988) reporta que si
el ficido ascdrbico resiste los tratamientos ermicos de los alimentos,
se considera que todos los demas nutrientes se encuentran en buen
estado, Por esta razdn, es importante contar con un método de
anilisis ripido que pueda ser aplicado en el control de calidad delos
alimentos.  El método propuesto por la ADAC presenta el
inconveniente de que tarda cerca de una hora para la obtencidn de
los resultados (AQAC, 1975). Otro método muy empleado consiste
enlaaplicacion deenzimas para la determinacidn de este compuesto.
5in embargo, tiene laz desventajas de que requiere periodos de
incubacidn de la muestra de 6minutosa 37 'Cy de 1 3minutosa 37°C
paralograr laaccidn de la enzima, o cual implica cuidados excesivos
por parte del analista para no afectar la actividad enzimética y evitar
el deterioro del dcido ascdrbico (Boehringer Mannheim, 1989). La
cromatografia liquida dealta presion es una opcidnimportante, por
cuanto permite andlisis rdpidos con alta exactitud. En la literatura
se reporta gran cantidad de métodos cromatogrificos driles para la
determinacion de dcido ascirbico.

Watada (1982), presenta un buen métedo de andlisis
cromatogrifico para esta vitamina, el cual muestra una buena
resolucion para el dcido ascirbico en menos de 10 minutos. Sin
embargo, la fase movil propuesta, queconsiste en una solucién 1,5%
MNHH, PO, presenta la desventaj de ser una sal, lo que hace
necesario extremar los cuidados en ka limpieza de la columna luego
de realizados los andlisis, para evitar que queden restos desalenla
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celumna, lo cual puede obstruirkas v reducir sw vida Gtil,

Otro método propuesto e ol utilizado por el Ministerio de
Sanidad y Consumao de Espafa (1989), pero este método no resulia
aplicable debido a que uza como fase mowil una solucidn
amoriiguadora de fosfato de potagio y acetonitrilo en una relacidn
60:40, este Gltimo es extremadamente caro.

Ademuiz, al emplear unn solucion de una sal como fase, es
probable que se den los problemas antes mencionados para ol
método de Watada, De manera similar, ¢l método descrito por
Dennison, Brawley v Hunter (1981} utiliza coma fase mdvil una
solucidn 50150 metanol-selucion amortiguadora de KH, MO, 0,25%.

z, 5imal y Romero (1989) presentan un método prictico
para el aniilisis del dcido ascdrbico. gnemh‘ngn,tiemhdnvurﬂﬂin
dequeaplica dcido sulfirico ensu fase movil, quess muy cormosivo.

El obptivo de czte estudio es evaluar 1a utilizecion de una
disolucion de agua v dcido acético (8812 %v/ v} coma fase mivil
para ¢ anilisis cromalogrifico de fcido ascirbico en frutas.

MATERIALES ¥ METODOS

Preparacidn de la muestra:

La parte comestible de 1a fruta fue homogenizada en una licuadora
convencional. Se tomaron 25 g del izado v se aford a 100
mL con una disolucion de HPO, 6% con EDTA 1 x 10* M y
dictilditiocarbamato 1 x 107 M para lograr la extraccion del dcido
ascorbico (Walada, 1982). 5Se filtrd a través de algoddn y
posteriormente se filtrd utilizando papel de filtro Whatman 4. El
filtrado se past por un filtro de microporao de 0,45 pm antes de ser
inyectado en el cromatagrafo. Durante toda esta etapa, la muestra
se protegid de ka luz para evitar pérdidas de vitaming C.

Soluciones patron:

Las soluciones palrén se prepararon a partir de cantidades
exactamente conocidas de dcido ascdrbico solido de alta pureza,
aforadas con la solucion de dcide metafosforico-EDTA-
dietilditiccarbamato y protegidas de la luz. Todas fueron filtradas
con el filtro de microporo de 0,45 jim,

Condiciones de analisis:

Se utilizzd una columna Alltech C18 con un tamaiio de particula de
5 pm y cuyas dimensiones eran 250 x 4,6 mm. La fase mdwvil
empleada fue una disolucionaguacicido acético (88:12 %ov /v, cuyo
pHes de 2. Esta solucidn fue filtrada por microporo de 045 pm y
desgasificada. Elandlisis se realizd isocriticamente con un flujo de
04 mL/min ¥y a emperatura ambiente.  El dcido ascirbico se
determind con un detector ultravioleta Shimadizu modelos SPD-6A

a 254 nm. Se cuantifich por dreas con un integrador Shimadzu
modelo C-R3A.

Prueba con patrones:

Se realizd una prucha con patrones de distintas concentraciones,
por duplicade, para determinar el rango de aplicacion del método.
Adicionalmentese analizaron patrones de concentraciones cefcanas
al limite inferior del rango de aplicacién, por triplicado, para
determinar la sensibilidad del método y el limite de deteccidn.
Posteriormente, se eligieron tres concentraciones dentro del
rango de aplicacidn y se analizaron patrones con siele repeticiones
en cada punto, para determinar la validez estadistica del métode.

Amnalisis de Frutas:

Se analizaron diferentes frutas, adquiridas en un local comercial sin
muestreo estadistico, para determinar el comportamiento del
método. Primero se analizh cada fruta y luego se analizd una
muestra igual, pero con la adicion de una cantidad conocida de
dcido ascérbico, con ¢l objeto de determinar la recuperacitn del
método. En ambos cazos se trabajd por duplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

La preparacién de 1a fase movil utilizada es sencilla y presenta la
ventajn de que el dcido acético no es muy corrosivo. La Figura 1
muesira un cromatoegrama tipico obtenido para un patrin de dcido
ascorbico.

|

=l

Figura 1: Cromatograma de una solucién padrin de
acide ascdrbico. El primer pico (5.65 min)
corresponde a la solucidn de dcido
metafosforico. El segundo pico (7,2 min)
corrresponde al dcido ascdrbico.



En el Cuadro 1, se muestra la evaluacion del método propuesta,
para Ia cual se procedio al andlisis de patrones de dcido ascdrbico.,
Estos resultados demuestran que en ¢l rango de 0,001 mg/ml a
(0,230 mg/ml el método presenta alta exactitud, s logrd una
recuperacion que oscila entre 94,9 y 1154%. Este rango de valores,
en una muestra de 25 g de fruta, representa la posibilidad de
determinar vitamina C desde 0,4 mg de dcido ascorbico,/ 100 g de
mistestra hasta 100 mg /100 g

Cuadro 1. Anilisis de patrones de dcido ascirbico,
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Losdatos anteriores exhiben un coeficiente de correlacion de 0,997,
No se probaron concentraciones mis altas de 0,250 mg/ml., por
cuanto existe L posibilidad de que se sature la columna.

La sensibilidad de un método se define comao la diferencia mis
pequefia en concentracion que puede ser detectada, y depende de
la diferencia mis pequeda que puede ser distinguida en el

instrumente de beclura (Acufa, 1992), Esta se definid para ¢l
miélode en cuestidn como 0,001 mg/ ml.

El'limite de deteccion o un medio cuantilativo para expresarel
limite inferior de concentracién para la cual se & LSAF una
bécnica (Acufia, 1992). Tara el método propuesio, el limite de
deteccidn es de 0,001 mg/mL, igual que la sensibilidad.

El Cuadro 2 muestra los patrones analizados para determinar la
precision del método v Ia validez estadiztica de este.

Cuadro 2. Validacion estadistica del metodo de

analisis,

Mresviacidn  Limite
estindar de
conlianza

Painfin Confeniracian
imgimiLh medida
ingimL

Mroamnedin
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El Cuadro 2 permite observar que el método presenta muy buena
precision, ata ex mejor a menores concentraciones. Este fendmeno
s¢ purde deber a lo antes mencionado con respecto a la saturacidn
de la columng a mayones concentraciones.

Una vez demostrada la validez del método, se procedid a la
aplicacian en algumas frutas. El objetivo deesta parte fue observar
la recuperacion de patrones afadidosa las muestras para determinar
b recuperacion del método. Por este motive no se realizd un
muestreo estadistico de las frutas, pues no se pretendid caracterizar
ks frutas con respecto a su contenido de vitamina C. El Cuadro 3
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midestra los resultados oblenidos, sededuce quese lograuna mayor
recuperaciin en la mandarina. En b Figura 2 se puede observar un
cromatograma obtenido para una muestra de mandarina.

Cuadro 3. Contenido de vitamina C en algunas

frutas.
Fruia Viamina C* Acido %

(nagMoa g) ascdibico Pedu reracidn

(mg/100 &)
afadido * medido*

Caramibola
(Aserrhos carambola) 32,2 ms 1. 4.5
Ipl‘.h'ril:ufl
(Passiflors odulis) 273 HA 400 90,1
Maranga
(Cidrus anrantium) 54,1 T M7 B2
Granadilla
(Pagsiflors ligularis) 21,5 180 162 0.0
Mandarina
(Citrus cimenesis) 18,0 AT 380 1008

Al Resultado del promedio de dos medichones
b 5¢ encuentran dentro del rango de aplicacidn del método

5 ]

Figura 22 Cromatograma de una muestra de

mandarina. El pico de dcido ascirbico
aparece a los 7,25 min,
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CONCLUSIONES

El método propuesto en este articulo ¢ bastante exacto y precisoen
la determinacidn cuantitativa del dcido ascdrbico. Tiene unamplio
rango deaplicacion. Se obtiene una alta recuperacidn en el andlisis
de vitamina C en frutas. Requiere menos de 10 minutos en cada
determinacidn, por lo que pucde ser aplicado como andlisis de
rutina en los laboratorios.

Se recomibenda o extudio de la aplicacion de este mibtodo para La
determinacion de vitamina C, en alimentos que no sean frutas.
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