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CAPITULO |

RESUMEN

El presente trabajo propone un método para determinar acido ascorbico en
jugos y néctares a partir de un sistema automatico de Analisis por Inyeccion en
Flujo (FIA).

La cuantificacion de &cido ascoérbico con el sistema FIA se determino
inyectando 146 pL de muestra, a través de una valvula de inyeccion, en un
portador de FeCl; . 6H,0 (0.01 M). A lo largo de un reactor de 200 cm, el acido
ascorbico reduce al Fe** en Fe?" para confluir posteriormente con un flujo de
1,10 — fenantrolina (0.25 %), donde se lleva a cabo la formacion del complejo
Fe?* - fenantrolina. Finalmente el producto de la reaccién pasa a través de una
celda de flujo, que se localiza en un espectrofotometro UV-VIS, donde se mide
a 510 nm. Los pardmetros hidrodinamicos optimizados fueron: caudal, volumen
de inyeccion y longitud del reactor. Se realiz6 la curva de calibracion
encontrando dos intervalos lineales.

Para la determinacién de acido ascorbico en jugos y néctares se escogio el
primer intervalo lineal, de 2 a 50 mg/L con un limite de deteccion de 1.48 mg/L
y un limite de cuantificacion de 4.93 mg/L. La precision fue de 1.35 % y la

frecuencia de muestreo de 36 inyecciones por hora.



OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un método por Andlisis por Inyeccién en Flujo (FIA) para la

determinacion de vitamina C en diferentes tipos de jugos y néctares.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Optimizar las condiciones quimicas e hidrodinamicas del sistema FIA
e Establecer el intervalo lineal, limite de deteccion, limite de cuantificacion
y precision del método para cuantificar la vitamina C por FIA

e Determinar vitamina C en jugos y néctares



CAPITULO I |

2.1 INTRODUCCION

Los jugos de fruta y néctares representan una fuente significativa de &cido
ascorbico, la variedad y el crecimiento en su consumo, es una consecuencia de
la demanda de bebidas que son compatibles con la idea de adaptar un estilo de
vida saludable, por lo que la cantidad de acido ascérbico es entre otros, una
determinante en la calidad del producto que se consume. El resultado de esto
es la consecuencia del proceso que se lleva a cabo durante su elaboracién
(sustituciones o adulteraciones), almacenaje, distribucion y posiblemente
durante su exhibicion.

La cantidad de &cido ascorbico contenida en un fruto varia de acuerdo a las
diferencias en la composicion del suelo, localizacion del cultivo, variedad y
madurez de la planta, entre otros.

El &cido ascorbico es altamente sensible a varias maneras de deterioro, por
lo que es necesario contar con un método rapido y selectivo para su
determinacion particularmente en andlisis de rutina en la industria de
alimentos. El método de cuantificacion de acido ascorbico desarrollado en este
trabajo es por Analisis por Inyeccion en Flujo (FIA), el cual ofrece una
determinacion continua automatica de acido ascorbico en jugos y néctares y el
analisis de un gran numero de muestras. Las ventajas que presenta esta

técnica en comparacién con otros métodos son:

a) La reduccién del tiempo en las determinaciones.

b) Disminucion del material utilizado, lo cual permite minimizar el consumo
de reactivos.

c) Una mayor reproducibilidad, la muestra no se encuentra expuesta por
largo tiempo al oxigeno del ambiente ya que el disefio en FIA reduce el
contacto con el oxigeno.

d) No presenta un flujo segmentado (lavado-aire- muestra —aire-lavado),

como sucede en el método semiautomatico lo que provoca un aumento



en el tiempo de andlisis y disminucion del numero de muestras a

analizar.

2.2 ANTECEDENTES

Definicion de dispositivos automaticos y automatizados

El uso de los Métodos Automaticos de Analisis va ligado al concepto de la

sustitucién de una operacién o medida estética realizada manualmente por un

operador y medida continua o secuencial. La incorporacién de un sistema

automéatico se lleva a cabo en alguna operacion especifica dentro de los

métodos instrumentales, de tal manera que se automatiza parcial o totalmente

la operacion, lograndose dos objetivos: mejorar la técnica analitica o bien

simplemente reducir el esfuerzo humano,

En la aclaracion de los conceptos Automatico (el empleado en este trabajo)

y automatizado se dan las siguientes definiciones segun la IUPAC.

Se define como “dispositivos automéaticos” aquellos que originan unas
acciones previamente requeridas, para ser llevadas acabo en unos
puntos (momentos) de un proceso, sin la intervencion humana. El
sistema no toma decisiones y la secuencia de las operaciones y
acciones es siempre la misma. No tienen incorporado un sistema de
realimentacion.

Se define como “dispositivos automatizados”, aquellos que realizan la
accion de automatizar. Se diseflian para que un sistema de
realimentacion les permita tomar decisiones sin la intervencion humana.
El sistema se autocontrola y autoajusta. La secuencia de operaciones es
distinta para cada situacion (muestra). Son sistemas con mayor

independencia y a veces se les denomina “completamente autométicos”



Tipos generales de métodos automaticos

Los métodos automaticos de analisis de una serie de muestras,

generalmente en disolucion, pueden clasificarse en tres tipos:

1. Métodos Automaticos Discontinuos (discrete or batch methods).- cada
muestra se mantiene separada en un receptaculo, llamado copa, cubeta
o pocillo, en el que tienen lugar las diferentes etapas analiticas: dilucién,
adicion de reactivo(s), etc, mediante procesos mecanicos que
transportan cada una de estas copas a unidades dispensadoras de los
diluyentes y reactivos, que se afiaden de manera secuencial, existiendo
sistemas intermedios de agitacion para realizar la mezcla, por dltimo
cada muestra es llevada al detector (Fig.1). Existen dos tipos de

meétodos discontinuos: en serie y en paralelo.

UNIDADES DISPENSORAS
DE REACTIVOS

i I
i A A DETECCION
Il fransporte mecanico impresora
Dooo ;
Ep. D D ! desecho

Figura 1. Esquema del método automatico discontinuo.

2. Métodos Automaticos Continuos (continuous methods).- La
concentracion del analito se mide sin interrumpir el flujo de liquido o gas.
Las muestras se introducen de manera sucesiva y a intervalos regulares
de tiempo en un canal por el que fluye un liquido en el que se encuentra
disuelto el reactivo, o bien es introducido posteriormente en canales que
confluyen con el principal. El flujo pasa a través de una cubeta de flujo
que forma parte de un sistema de deteccién. El flujo de salida se
desprecia, la sefial obtenida se recoge en un registrador y es de tipo

continuo (Fig.2).
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Figura 2. Esquema del método de analisis continto.

Existen dos tipos de métodos automaticos continuos de acuerdo a las
caracteristicas del flujo:

a) Flujo segmentado:

- Analisis en Flujo Continuo Segmentado (SFA)

b) Flujo no segmentado:

[. Con inyeccion:

- Andlisis por Inyeccién en Flujo (FIA)

- Analisis en Flujo no segmentado, interrumpido y
almacenado (SF/USA)

- Andlisis por inyeccion secuencial (SIA)

Il. Sin inyeccion: - Andlisis en Flujo Completamente Continuo

3. Métodos robotizados.- se basan en el uso de un mini robot controlado
por un microprocesador que mimetiza las funciones llevadas a cabo por
un operador en el desarrollo de un método analitico. A pesar de que
estos montajes se han utilizado con anterioridad en ciertas areas su uso
sistematico para llevar a cabo una determinacion analitica completa, no
ha tenido un amplio desarrollo.

Debido a las caracteristicas de analisis para el acido ascorbico en este

trabajo se definira y explicard exclusivamente las caracteristicas principales de



los sistemas de flujo continuo con inyeccion y en particular al analisis por

inyeccion en flujo.

2.2.2 Analisis por inyeccion en flujo continuo

Fundamentos fisicos del FIA (1)

Los fundamentos fisicos del FIA estan relacionados con la “dispersion”, que
se define como la dilucién que sufre un volumen de muestra inyectada en el
flup en un sistema determinado. Esta se caracteriza por el perfil de
concentraciéon que en un momento dado adquiere el “trozo” o bolo intercalado

en un lugar determinado del sistema sin interrumpir el flujo.

Dispersion

Como anteriormente se mencioné la dispersion es la dilucién que sufre la
muestra inyectada en un sistema. Esta dispersion varia con respecto al tiempo,
dando como resultado los siguientes comportamientos:

Cuando la muestra se inyecta, tiene un perfil de concentracion rectangular
(Fig. 3a), al ir circulando por el interior del reactor, tiene un lugar de
ensanchamiento de la zona (dispersion, Fig. 3b), El perfil resultante depende
de dos fenbmenos: uno a la conveccién asociada al flujo laminar en el que el
centro del fluido avanza mas rapidamente que el liquido adyacente a las
paredes, lo que da lugar a la zona curvada con el perfil parabdlico y dos se
produce ensanchamiento de zona por la difusion (Fig. 3c) que es la que al final

predomina sobre las demas (Fig. 3d).
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Figura 3. Efecto de la conveccion y difusiéon del analito en el detector sin dispersion
(a),dispersién por conveccion (b), dispersién por conveccion y difusién radial (c), dispersion por
difusién (d).

El analisis por inyeccion en flujo se realiza en condiciones en la que la
dispersion se produce tanto por conveccion como por difusién radial y se
obtienen picos similares a los de la Figura 3c. En este caso la dispersion radial
desde las paredes hacia el centro deja las paredes sin analito y asi se elimina
la contaminacion entre muestras.

La dispersion (D) se define con la siguiente ecuacion
D = co/C

En la que ¢, es la concentracion del analito en la muestra inyectada y ¢ la
concentracion correspondiente al pico obtenido en el detector.
En la dispersion influyen tres variables interrelacionadas y controlables:

volumen de la muestra, longitud del reactor y velocidad de flujo.

a) Volumen de la muestra.- cuando el volumen de muestra es muy grande
existe una proporcion del bolo que no ha sufrido dilucién y por tanto
durante el tiempo en la que la muestra que pasa por el detector, la
maxima sefal, corresponde a la concentracion original y D = 1.

b) Longitud del reactor.- al aumentar la longitud del reactor se aumenta el
tiempo de residencia, provocando la aparicién de difusién de tipo axial y
por lo tanto de un aumento en la dispersion asi como en el tiempo de

reaccion.



c) Velocidad de flujo.- son inversamente proporcionales, es decir, al

disminuir el flujo existe un aumento en la dispersion.

En FIA se realiza el andlisis mas rapido, con una mayor frecuencia de
muestreo y una mejor reproducibilidad, lo que garantiza confiabilidad en la

determinacion a un bajo costo (1).

Caracteristicas esenciales del FIA

EL FIA es una modalidad del analisis en flujo continuo (CFA). Se trata, en
principio de un apartado de los Métodos Automaticos de Andlisis, pero que
presenta una diferencia importante en relacion con el conjunto de los mismos.

Esta consiste en su disefio para el andlisis de muestras inyectadas, que es
la situacion mas frecuente en FIA. En esta metodologia se sustituye el material
de vidrio, reduciendo el tiempo de analisis con resultados reproducibles. Al
tratarse de un sistema cerrado, se minimiza el contacto entre operador y
reactivos toxicos asi como los reactivos y muestras son protegidos frente a los

gases atmosféricos.

Los aspectos clave en la metodologia FIA son: flujo no segmentado,
inyeccién directa, dispersion parcial controlada y tiempo de operacién

reproducible, como a continuacion se explica:

1. El fluo no esta segmentado por burbujas de aire, lo que
constituye la diferencia fundamental con los métodos clasicos de
CFA.

2. La muestra liquida es inyectada o insertada directamente en el
flujo en lugar de ser aspirada por el mismo.

Se realiza un trasporte del “trozo” inyectado a través del sistema.
La dispersion o dilucion parcial del analito en este transporte
puede ser perfectamente manipulada mediante un control de las
caracteristicas geométricas e hidrodinamicas del sistema.

5. Un sistema de deteccion continuo proporciona una sefal

transitoria.



6. En el momento de la deteccion de la sefial no se ha alcanzado el
equilibrio fisico, ni el equilibrio quimico. Por ello las técnicas FIA
pueden considerarse dentro de los Métodos Cinéticos de

Anéalisis.

Esquema General
El sistema FIA consta de las siguientes partes:
a. Una unidad de propulsion, establece un flujo de caudal lo més constante

posible de una disolucion (o de varias) que lleva disuelto un reactivo o
hace de simple portador. Puede ser una bomba peristaltica (Fig.4), un

sistema de presiébn gaseosa 0 bien simplemente la fuerza de la

R
‘

gravedad.

Figura 4. Bomba peristaltica

b. Un sistema de inyeccién, permite insertar o introducir en el flujo un

volumen exactamente medido de la muestra con gran reproducibilidad

de operacion sin interrumpir el mismo (Fig.5)

Figura 5. Valvula de inyeccion.



c. Un reactor, donde tiene lugar el transporte con o sin proceso adicional,
Puede ser un tubo recto en forma de serpentin, relleno o no de bolitas

inertes o bien tener una camara de mezcla, un tubo relleno de material
inerte o activo quimicamente (Fig. 6)

Figura 6. Reactor.

d. Una celda de flujo, incorporada a un sistema de medida, que transduce
la sefial continua a un registrador (Fig. 7)

Figura 7. Celda de flujo

En la Figura 8 se representa el esquema de una configuracion FIA.

Zona de tubo

_ ) Sistema de reaccion
Unidad de propulsion inyeccion Proceso Sistema de
adicional deteccidn

Muestra
liguida

—— DETECTOR
— " — M =5
m— ¥
p
— de flujo i
WALVULA e

INYECCION

DESECHO

REGISTRADOR

Figura 8. Esquema del sistema FIA. V.l : valvula de inyeccion, r : reactor.



Fiagrama

La respuesta de la unidad de deteccién de un sistema FIA es una sefial
transitoria, tipica de muchas técnicas analiticas Es la representacion grafica de
la sefal (absorbancia, intensidad de fluorescencia, etc.) en funcién del tiempo.

Una representacion esquematica de los registros FIA son denominados
fiagramas (Fig. 9).

Las caracteristicas esenciales de un fiagrama son:

a) La altura del pico,h, que se relaciona con la concentracion del
componente de la muestra inyectada que se determina.

b) Tiempo de residencia, t, es el tiempo transcurrido desde la inyeccion,
hasta que se alcaza la maxima sefial.

c) Tiempo de retorno, t', que es el tiempo comprendido entre el momento
en que se alcanza la maxima sefial y el instante en que la sefial vuelve a
la linea base.

d) El tiempo en el cual aparece la sefal, At, que se define como el periodo
en el cual la sefal sale y vuelve de nuevo a la linea base (“base line —

base time”), y que es una manera de definir la dispersion o dilucion del

analito.
A B calibrado
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E
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Figura 9. Representacion grafica de la sefial en un sistema FIA. A.- Caracteristicas de una
sefial analitica para cada inyeccién de muestra al sistema. B.- Diagrama obtenido de una serie

de inyecciones del analito en el sistema.



2.2.3 VitaminaC

Generalidades

Entre las enfermedades por deficiencias nutricionales el escorbuto es
una de las que causo un gran numero de muertes humanas. Sus sintomas
caracteristicos son descritos desde los egipcios, griegos y romanos.

La enfermedad aumento entre los marineros exploradores de los siglos
XVI al XVIII, en quienes aparecian los sintomas tipicos (hemorragia,
inflamacion articular, manchas oscuras en la piel), durante este periodo las
expediciones se vieron muy afectadas a causa del escorbuto. En 1747 James
Lind administro 6 diferentes complementos dietéticos a marineros escorbuticos,
los resultados demostraron la eficacia de las naranjas y limones para curar el
escorbuto. Sin embargo después de 48 afios de realizado el experimento, el
jugo de limén comenzo a formar parte de las provisiones de los navios. En el
siglo XIX el escorbuto afectdé Europa durante la hambruna de las papas, a los
ejércitos de Crimea y de la guerra civil de E.U. y las comunidades de la fiebre
del oro en California.

La vitamina C (acido ascorbico), fue identificada como vitamina en 1928
y sintetizada en 1933. Pertenece al grupo de vitaminas hidrosolubles, se
encuentra de manera natural ampliamente distribuida en frutas y verduras
como: melon, fresas, tejocote, zapote negro, frutas citricas, chiles secos,
pimiento morrén, coles de brucelas, hojas de nabo entre otras. La cantidad de
vitamina C esta en menor proporcion en los tejidos animales, es épticamente
activa y su estructura de cetolactona de seis carbonos, tiene relacién
estructural con la glucosa y otras hexosas. Se oxida de modo reversible en el
organismo hacia acido dehidroascérbico, donde su caracter acido deriva del
caracter endlico de los grupos hidroxilos en la posicion C, y C3 siendo el OH del
C; el mas acido.



ACIDO ASCORBICO (2)

Vitamina C, L - acido ascoérbico, Vitamina antiescorbutica.

H @)

CH,OH HO

Ho” \OH

CeHgOs E° (pH5)=0.127 V
PM 176.13 pk;=4.2 pk,=11.57
PF 190-192 °C

Diversos factores pueden influir en los mecanismos de degradacion del
acido ascoérbico como lo son: la temperatura, pH, el oxigeno, enzimas,
concentraciones de sal, azucar, carga microbiolégica y catalizadores metélicos
(Cu** | Fe*"), entre otros. La perdida del acido ascérbico es proporcional al
tiempo de coccion, a la temperatura y a la superficie exterior de los vegetales
(cuanto mas pequefios son los trozos mayor es la superficie expuesta), si al
cocer se les afiade bicarbonato, la vitamina que pasa al agua de coccion queda
totalmente destruida (3).

Los seres humanos y otros primates, asi como los cobayas y algunos
murciélagos, son los Unicos mamiferos conocidos que son incapaces de
sintetizar acido ascorbico carecen de la enzima hepatica necesaria en la
conversion de L-gulonolactona en acido L-ascorbico (4), por lo que requieren

de vitamina C en la dieta para la prevencion del escorbuto.
Funciones
En alimentos
El acido ascoérbico se emplea en la prevencion del pardeamiento en jugos
actuando como antioxidante y para enriquecer el producto en vitamina C (4) en

la fortificacion de harinas, a si como también en la inhibicién de la formacion de

nitrosaminas en carnes curadas y reduccion de los iones metalicos (5)



Los jugos tratados térmicamente conservan aproximadamente un 97% del

contenido inicial de &cido ascorbico (3).

Metabolicas

Participa como cofactor en diversas reacciones de hidrolizacion y amidacién
al transferir electrones a enzimas que proporcionan equivalentes reductores.
De este modo se facilita la conversién de algunos residuos de prolina y lisina
que se encuentran en el procolageno en hidroxiprolina e hidroxilisina en el
transcurso de la sintesis de colageno, la oxidacion de cadenas laterales de
lisina en proteinas, para proporcionar hidroxitrimetillisina para la sintesis de
carnitina, el metabolismo microsomico de farmacos, y la hidroxilacion de
dopamina para formar noradrenalina, sintesis de las hormonas suprarrenales.
También funciona en la transferencia de iones H*, regula el potencial de oxido-
reduccion intracelular de algunos sistemas enzimaticos y actla como un
oxidante para las vitaminas A y E. Al reducir el hierro férrico no hemo al estado
ferroso en el estbmago, el acido ascérbico favorece la absorcion intestinal de
hierro. A nivel tisular el &acido ascorbico se relaciona con la sintesis de
colageno, proteoglucanos y otros constitutivos organicos de la matriz
intercelular en tejidos tan diversos como dientes, huesos y endotelio capilar.

La vitamina C se administra por via oral; en situaciones que evitan la
absorcion adecuada a partir del tubo digestivo, pueden proporcionarse
soluciones por via parenteral (3,4,6).

Requerimientos

Varian con la edad, sexo, aumentando durante el embarazo, en casos de
estrés y en fumadores.

Siendo la ingesta diaria recomendada (IDR) 60 mg para adultos sanos (7),
embarazadas 70 mg y en los fumadores de 100 mg/dia (Food and Nutricion
Board 1989), alimentos ricos en vitamina C disminuye el riesgo de
enfermedades cardiovasculares, de varios tipos de cancer, escorbuto y
posiblemente de enfermedades neurodegenerativas (8).

A continuacién se citan algunos ejemplos de alimentos que contienen acido

ascorbico.



Cantidad de Cantidad de
vitamina C Alimento vitamina C Alimento
mg/100 g de mg/100 g de
porcién porcién
comestible comestible
Platano Naranja,
mandarina
Toronja | De 60 a 80 mg Nanche
Menos de 25 | Jitomate Zapote negro
mg
Pifa Coliflor cruda
(80mg
Camote al Coliflor
horno cocida
(55mg)
Nabo brocoli
crudo(110mg)
Lima, Broculi
limén cocido
fresa (90mgQ)
De25a60mg | papaya | Mas de 80 mg pimiento
tejocote guayaba
Chile poblano

Tablal. Valor nutritivo de los alimentos por racion.

El organismo humano no puede sintetizar ni almacenar por mucho tiempo
esta vitamina (su duracién de reserva es de 2 a 4 meses), por lo que se tiene
que ingresarla mediante el aporte alimenticio (9).

No toda la vitamina que se ingiere se aprovecha por el organismo, ya que

un 50% de la misma es destruida a causa de la alcalinidad intestinal.

Sintomas de la carencia de vitamina C

La mayor parte de sintomas de la carencia de vitamina C se puede
relacionar directamente con sus papeles metabdlicos. Entre los sintomas de la
carencia leve de vitamina C se encuentran: la facilidad de producirse heridas y
rotura de los capilares que conducen a la aparicion de abundantes petequias



(pequefias hemorragias en forma de punto en la piel) y su coalescencia para
formar equimosis.

La enfermedad por deficiencia de vitamina C es el escorbuto, la cual esta
asociada con una disminucion en la capacidad de curar heridas, osteoporosis,
hemorragias y anemia. La osteoporosis resulta de la incapacidad de mantener
la matriz organica colagenosa del hueso, lo que va seguido de la
desmineralizacién. La anemia se debe a la extensa hemorragia, asociada con

defectos en la absorcion del hierro (10).

Manifestaciones clinicas por la carencia de vitamina C

Se manifiesta por multiples sintomas entre los cuales se encuentran:

e Fatiga

e Debilidad

e Letargia

e |Irritabilidad

e Hemorragia gingival

e Dolor muscular y articular

e Pérdida de peso

Fumar disminuye los niveles séricos de vitamina C, la aspirina parece
bloquear la captacion de vitamina C por los leucocitos. Los anticonceptivos
orales y los corticosteroides también disminuyen los niveles séricos de vitamina
C (10).

Determinacién analitica de vitamina C

En la determinacién de &cido ascorbico se encuentran tres métodos
oficiales descritos por la AOAC (11).

1) 2,6-diclorofenol-indofenol
2) Fluorimétrico

3) Semiautomatico



Sin embargo son varios los métodos utilizados en la determinacion de acido
ascorbico (12) basados en sus propiedades reductoras y su habilidad de

producir compuestos coloridos, entre los cuales encontramos:

1) Los métodos titulométricos como el 2,6-diclorofenolindofenol de uso
comun (método oficial segun la (AOAC). Donde el acido ascérbico reduce al
2,6-diclorofenol indofenol en solucion &cida.

Mediante este método de titulacion son reportados el uso de otros reactivos
como la tetraclorobenzoquinona que utiliza al EDTA.

El yodo, yoduro de potasio los cuales utilizan almidon como indicador al
igual que el bromuro de potasio. Otros compuestos yodados son reportados
como el o-benzoato de yodo, o-diacetoxyiodobenzoate. Otros reactivos como la
N-bromosuccinamida, el perclorato de talio (lIl), y sulfato de cobre (ll) han sido
reportados para la determinacion de acido ascoérbico requiriendo de una
atmosfera inerte en la determinacion. Aunque los métodos titulométricos son de
uso simple las dificultades que se encuentran en estos es que por tratarse de
un método visual el punto final en la titulacién puede ser impreciso, ademas del
problema que se presenta con las muestras coloreadas.

2) Dentro de los métodos electroquimicos que se utilizan en la
determinacion de acido ascérbico encontramos los polarograficos que a pesar
de que se reportan varias metodologias todavia no es ampliamente usada, una
de las razones es el requerimiento de remover las interferencias por medio de
otras técnicas de separacion, tal como extraccion, intercambio ionico y
cromatografia. Los andlisis voltamperometricos donde se hace uso de
diferentes electrodos la funcionabilidad de tales electrodos decrece ya que
puede contaminarse por productos de oxidacion debido al uso repetitivo en las
determinaciones lo que hace que su tiempo de vida sea limitada. Las
titulaciones potenciometricas han sido empleadas para la determinacién de
acido ascérbico usando 2,6-diclorofenolindofenol, N-bromosuccinamida, sulfato

de cobre, iodo, tetraclorobenzoquinona como titulantes.

3) Método fluorimétrico (método oficial segun AOAC) se determina tanto
acido ascorbico como dehidroascorbico. El acido ascorbico se convierte a la

forma dehidro mediante el tratamiento con norit. El grupo a-diceto de este



compuesto reacciona con la o-fenilenediamina y la quinoxalina asi formada se
determina fluorimétricamente  Los meétodos fluorimétricos no determinan
directamente al 4cido ascoérbico, este método requiere calculos que implica la
correccion de la altura maxima de los picos. Ademas se necesita un control
cuidadoso en el pH puesto que la intensidad de la fluorescencia de muchos

sustancias es dependiente del pH de la solucién.

4) Métodos cromatograficos: han sido usados para la separacion y
determinacion del acido ascoérbico. Estos métodos requieren precauciones
especiales para prevenir perdidas de acido ascorbico durante la preparacion de

la muestra ademas del elevado costo que representan los equipos.

5) El método semiautomatico (oficial segin AOAC) La presencia de
burbujas de aire obliga a incorporar mecanismos de eliminacion de las mismas
por lo que su ciclo de lavado es esencial, provocando posibles
contaminaciones y haciendo mas lenta la técnica, ademas presenta un gasto

de reactivos alto comparado con la metodologia FIA.

2.2.3 Jugos y Néctares

Los jugos de alguna forma han sido consumidos durante muchos afos, no
es sino hasta 1869 que se inicia la industria de los jugos con el embotellado de
uva sin fermentar, posteriormente en la segunda mitad del los afios 70’s se vio
favorecido por la aplicacion de tratamientos de esterilizacion UHT y envasado

aseéptico.

Se define como jugo de fruta al jugo sin fermentar pero fermentable
destinado al consumo humano. Obtenido por procedimiento mecanico a partir
de frutas sanas y maduras conservando por medios fisicos exclusivamente
Podran afiadirse pulpa y células obtenidas por procedimientos fisicos
adecuados del mismo tipo de fruta (13) El jugo debe tener las caracteristicas

de color, olor y sabor tipicas de la fruta de la que procede.



Se define néctar a los productos no pulposos o pulposos sin fermentar pero
fermentable destinado al consumo directo, obtenido mediante la adicion de
agua y de azucares de miel y/o jarabes, y/o edulcorantes o una mezcla de
estos, conservados por medios fisicos exclusivamente. Podra permitirse la

adicion de aromatizante y células (13).

Una declaracion de “acido ascorbico” como ingrediente, cuando se emplee
como antioxidante, no constituye de por si una declaracion de “vitamina C”
(13).

Dentro de la industria de bebidas no alcohdlicas, en México el segmento de
jugos y néctares de fruta es uno de los mas dindmicos y ha demostrado ser
una atractiva opcion, siendo los sabores de naranja, manzana y mango las de
mayor demanda, con presentaciones en tetrapack de 200 mL y un litro, en

botellas de vidrio de 250 mL, lata de 340 mL y pet de medio litro.

En la Figura 10 se muestra el asenso que han tenido los jugos y néctares
en México en el periodo 1995-2001 INEGI (14).
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Figura 10. Representacién grafica del volumen de jugos y néctares vendidos en el periodo
1995-2001.



En este trabajo se propone utilizar la técnica FIA con deteccidon
espectrofotométrica para la determinacion del acido ascoérbico en jugos y
néctares ya que se muestra como una técnica sencilla, rdpida y eficiente. El
FIA se ha aplicado a diferentes tipos de muestras como es la determinacion de
nitratos y nitritos en aguas (15), de pesticidas (16) o glucosa en jugos (17),
entre otros. Es una técnica que no es tan laboriosa y alcanza precisiones por
debajo del 1 % favoreciendo su aplicacion en diferentes procesos analiticos y
favoreciendo la automatizacion para mejorar los sistemas de control de calidad

de los laboratorios de rutina o de procesos.



CAPITULO IlI

DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1.1 Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico
e Acido ascérbico (C¢HsOs). 99.9% de Sigm.a
e 1,10-fenantrolina monohidratada (C12HgN> . H2O). 99% de Sigma.
e Cloruro férrico hexahidratado (FeCls . 6H20). 99% de J.T. Baker.
e Acido sulftrico (H2SO4) 98.2% de J.T. Baker.

3.1.1.2 Equipo e Instrumental

e Tubos de bomba de Tygon, Technicon, Francia

e Bomba peristaltica de cuatro canales Gilson Minipuls 2, Francia

e Valvula de inyeccion de seis pasos, Rheodyne

e Reactores de teflon de 0.8 mm d.i de diferente longitud

e Espectrofotometro UV-VIS Varian modelo Cary 1, Australia, acoplado a una
computadora.

e (Celda de flujo de cuarzo con 18.0 uL de volumen interno, Hellma

e (Celda de pléastico

e Papel filtro 47 mm

e Pipetas volumétricas

e Bario de ultrasonido, Bransonic Modelo 251 OR-Mi, USA

e Balanza analitica con precision = 0.1mg, Ohaus, USA



3.1.1.3 Disoluciones y muestras

Disoluciones

Acido ascérbico

Se pesaron aproximadamente 0.1g de acido ascorbico y se disolvieron con
agua destilada hasta un aforo de 100 mL. Se tomaron las alicuotas
correspondientes para la realizacion de los estandares de concentracion de la
curva patrén.

La disolucidén debe prepararse cada vez que se trabaje con ella.
Cloruro férrico hexahidratado (0.01 M)

Se pes6 aproximadamente 0.6757g de FeCl; .6H>O y se disolvieron en una
disolucién acida de 0.05 M H.SO4 hasta un aforo de 250 mL. Esta disolucion se
debe guardar en refrigeracion.

1,10 - fenantrolina (0.25 %)

Se pesd aproximadamente 0.6250 g de 1,10 - fenantrolina y se disolvieron en
una disolucion de acido sulfurico 0.05 M hasta un aforo de 250 mL.

Muestras
Jugos y Néctares

Se tomo 1 mL de muestra y se peso, llevando, al aforo correspondiente con
acido citrico 0.5 % para estabilizarlas (18). En el caso de los néctares se dejé

sedimentar antes de hacer la cuantificacién. Para las pruebas de fortificacion se

realizaron dos adiciones a cada una de las muestras (1 y 10 mg/L).



METODOLOGIA

3.1.2 Fundamento de la reaccidén

La metodologia propuesta en este trabajo para la cuantificacion de acido
ascorbico en jugos y néctares, se basa en la reduccién de Fe** en presencia de la
1,10 - fenantrolina para formar rapidamente el complejo estable Fe?*- fenantrolina
en medio acido, que se mide a 510 nm.
La estequiometria de la reaccién es 1:2 acido ascorbico: Fe**

La reaccién general es:

H.A + 2[Fe(fenantrolina)s]®** < [Fe(fenantrolina)s]?* + A% + 2H*

Espectro de absorcion

Se determind el maximo de absorcion del complejo formado Fe**
fenantrolina, a partir de una disolucién de 40 mg/L de acido ascérbico. Con una
celda de plastico se realiz6 la determinacion, y se considerd un intervalo entre 450
y 750 nm.
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Figura 11. Espectro de absorcion del complejo formado asi como de los reactivos utilizados en esta

determinacion.

El complejo formado de Fe®* - fenantrolina presenté un maximo de absorcién a
510 nm por lo que se eligid6 esta longitud de onda para cuantificar al acido

ascorbico y optimizar los parametros quimicos e hidrodinamicos del sistema FIA.
Configuracién

En la configuracién propuesta se inyectan 146 uL de muestra, a través de la
valvula de inyeccion (VI), en un portador de FeCl;.6H,0. El &cido ascérbico reduce
el Fe** del portador a Fe** para confluir posteriormente con la 1,10 - fenantrolina
donde se lleva acabo la formacién del complejo Fe** - fenantrolina, a lo largo del
reactor. Finalmente el producto de la reaccion pasa a través de la celda de flujo
que se localiza en un espectrofotémetro UV-VIS donde se mide a 510nm (Fig. 12).

Bomba peristaltica
Fiagrama
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Vailvula de inyeccion A_)\_A

AaARRaRss
i —

Diluciones estandar

Portador FeCl; 6H,O

1,10-fenantrolina 0.25%
Reactor

Desecho

Figura 12. Configuracién FIA utilizada para determinar acido ascoérbico.



3.1.3 Optimizacion de los parametros hidrodinamicos

En el andlisis por inyeccion en flujo, las muestras que se analizan se inyectan
dentro de una corriente de flujo. La sefal analitica obtenida esta determinada por
la dispersion del bolo de muestra dentro del sistema por lo que hay que optimizar:
el caudal, el volumen de inyeccion y la longitud del reactor, los cuales estan
considerados como parametros hidrodinamicos esenciales en un sistema de flujo
continuo.

La senal obtenida es un pico cuya altura méxima es proporcional a la
concentracién del acido ascérbico. Para elegir las mejores condiciones de analisis

se eligio la senal que diera un pico mas alto y que su forma fuera gaussiana.

Caudal

Considerado como la velocidad de flujo la cual nos proporciona el nimero de
muestras que seran determinadas dentro del sistema en un determinado tiempo.

Se estudio un intervalo entre 0.8 y 3.2 mL/min.

Reactor

La longitud de éste va a proporcionar el tiempo que se necesita para que la
reaccion se lleve a cabo y para que posteriormente el producto de la reaccion sea
medido en el detector (espectrofotémetro). Se estudio un intervalo entre 30 y 200

cm.

Volumen de inyeccion

Es el volumen de la muestra (uL), introducido en el flujo del portador, mediante
un sistema de inyeccion (valvula de inyeccién), el cual permite que la operacién
tenga una gran reproducibilidad de operacién sin interrumpir el flujo. Se estudio un

intervalo entre 100 y 200 uL.



3.1.4 Optimizacion de parametros quimicos

La optimizacion en la concentracion de los reactivos depende de la
estequiometria de la reaccién.

Las concentraciones de H.SO4, FeCl;.6H20 y 1,10 - fenantrolina se estudiaron
de acuerdo a lo reportado en la bibliografia (19-21,23).

3.1.5 Metodologia para establecer los limites de confianza de la ecuacion de
regresion (22)

La capacidad de las técnicas de analisis instrumental para manejar un intervalo
amplio de concentraciones de analito significa que se calculan los resultados, y se
evaluan los errores aleatorios de una manera concreta, que difiere de la que se
utiliza cuando se repite una sola medicion varias veces.

Buscando la mejor linea recta que minimice las desviaciones en direccion y,
entre los puntos de la gréafica de calibracion, y en donde cada una de estos puntos
esta sujeto a un error experimentales conocida como recta de regresién de /y/

sobre Xx.

Donde a=y-bx (1)

que nos indica como varia /y/ cuando /x/ se ajusta a los valores. Es de importancia
mencionar que la recta de regresion de /x/ sobre /y/ no es la misma recta, esta
recta de /x/ sobre /y/ supone que todos los errores ocurren en la direccidn /x/.

Si la senal analitica se representa siempre sobre el eje /y/y la concentracion
sobre el eje /x/, se debe usar siempre la recta de regresion de /y/ sobre /x/ en los
experimentos de calibracion.

La ecuacion de la recta se utilizara para estimar la concentracion de las

muestras problema por interpolacion.



Los errores aleatorios en los valores de la pendiente y de la ordenada en el
origen se calculan de acuerdo a las siguientes ecuaciones. En primer lugar se

calcula el dato estadistico Syx dado por:

S, =\"——5— (@)

Esta ecuacion utiliza los residuos de /y/, yi-y donde los valores de y son los
puntos sobre la recta de regresion calculada, correspondientes a los valores
individuales de /x/, o sea a los valores de /y/ ajustados. La forma de la ecuacién
difiere en que las desviaciones (yi- ) son sustituidas por los residuos (yi- ) y el
denominador contiene el término (n-2) en lugar de (n-1).

Una vez obtenido el valor de Sy se puede calcular Sy y S, las desviaciones

estandar para la pendiente (b) y la ordenada al origen (a) estan dadas por:

S,
S= 3)

Los valores de Spy S, se pueden utilizar para estimar los limites de confianza
para la pendiente 'y ordenada al origen. De tal manera
los limites de confianza, para la pendiente estdn dados por b * ts, donde el valor
de t se obtiene para un nivel de confianza deseado y (n-2) grados de libertad. De
manera similar, los limites de confianza para la ordenada al origen estan dados

por a t ts,.



En el célculo de las concentraciones una vez determinadas la pendiente y la
ordenada en el origen de la recta de regresion es facil calcular un valor de x
correspondiente a cualquier valor de y medido.

3.1.6 Limite de deteccion y cuantificacion
Limite de deteccion (LD)

El limite de deteccién puede ser definido, como la cantidad de concentracién
de analito que proporciona una senal igual a la senal del blanco yg, mas tres veces
la desviacion estandar del blanco sg

o Limite de deteccidn (LD) = yg + 3sp
Limite de cuantificacion (LC)

El limite de cuantificacién o limite de decision es la concentracibn minima del
analito que puede ser determinada con precisién y exactitud aceptables, bajo las

condiciones de operacion establecidas.

o Limite de cuantificacién (LC) = yg + 10sp

Limite de Limite de
decision deteccion

Vo

Figura 13. Definiciones del limite de deteccién y limite de cuantificacién (decisién).



3.1.7 Precision

La precision de un método analitico es el grado de concordancia entre
resultados analiticos individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente
a diferentes muestreos de una muestra homogénea del producto. Usualmente se
expresa en términos de desviacion estandar relativa o del coeficiente de variacion.
Es un ejemplo de error relativo.

% der=06/x*100
o = desviacién estandar

X = media



CAPITULO IV

4.1 RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de la configuracion FIA propuesta en la Figura 8 se inicid la

optimizacién de los parametros para la cuantificacion de acido ascorbico.

4.1.1 Optimizacion de los parametros hidrodinamicos

4.1.1.1 Caudal a 3.2 mL/min

Inicialmente se consider6 un caudal de 3.2 mL/min en la determinacién de
acido ascérbico y las siguientes condiciones: volumen de inyeccion 100uL,
longitud del reactor 50 cm de acuerdo a lo reportado por Salah M. y colaboradores
(23) y para las condiciones quimicas H2SO4 0.05 M, FeCl3.6H,O 0.01 M, 1,10 -
fenantrolina 0.25 % (19-21,23).

Se hizo una curva de calibracion en el intervalo de 40 a 1000 mg/L.

Se observé que la curva pierde linealidad entre 355 y 1000 mg/L. En el
intervalo entre 40 y 355 mg/L se obtiene la ecuacién de la recta y = 0.00187x -
0.0084 con un coeficiente de correlacion de 0.9998.

En el figura 14 se observa el fiagrama obtenido con los estandares de
concentraciones de 40 a 355 mg/L a un caudal de 3.2 mL/min.
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Figura 14. Fiagrama a un caudal de 3.2 mL/min.

Las concentraciones empleadas para este caudal fueron estandares de
concentraciones elevadas (de 40 mg/L a 355 mg/L), al emplear concentraciones
menores a estas, la sefial no pudo ser observada. Debido al insuficiente tiempo
de reaccion, por lo que, los estandares sufren una dilucion muy grande.

Cuando se trabaja a caudales elevados es importante considerar las
desventajas que se tienen, ya que en estos flujos la presién se incrementa dando
lugar a fugas en el sistema, provocando la aparicion de burbujas, asi como un
mayor gasto de reactivos.

Para el andlisis de jugos y néctares el intervalo de concentracion que se estimo
fue como maximo de 60 mg tomando en cuenta que en adultos sanos es la
cantidad recomendada como ingesta diaria de acido ascorbico (7). Por lo que esta
curva de calibracién, representada en el fiagrama de la Figura 14 no seria
adecuada en el andlisis de estas muestras.

Con este fin, se estudiaron caudales mas bajos para poder cuantificar

concentraciones mas pequenas.



4.1.1.2 Estudio de la optimizacion del caudal

Se probaron los siguientes caudales 0.8, 1.1 y 1.3 mL/min, inyectando por
triplicado un estandar de concentracién de 100 mg/L de acido ascorbico.

FlaGRAMA DE CALDALES

0.21 1.1 rmblimin
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Figura 15. Senales obtenidas para una concentracién de 100 mg/L de &acido ascérbico a 0.8, 1.1y

1.3 mL/min.

Para elegir el caudal 6ptimo fue necesario tomar un compromiso entre el
tiempo de analisis y de reaccién con la sefnal obtenida. En este caso a menor
caudal la dispersion supera a la reaccion, obteniéndose un pico muy ancho; a un
caudal de 1.3 mL/min la forma del pico es mejor pero la sefnal es baja ya que no
hay suficiente tiempo de reaccién aunque disminuya en gran medida la dispersion.
Como puede observarse en la Figura 15 el caudal 6ptimo es 1.1 mL/min donde la
sefal es mas alta y existe una relacion sefnal/dispersién adecuada.

A partir de este caudal se optimizé el volumen de inyeccién y la longitud del

reactor.

4.1.1.3 Longitud del reactor

Partiendo de una disolucion de 10 mg/L, se realiz6 el estudio para cada
longitud de reactor. Se estudiaron tres longitudes: 30, 100 y 200 cm.



En la Figura 16 se muestra la diferencia en las sefales para cada reactor
estudiado.
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Figura 16. Sefales obtenidas para cada longitud de reactor a un caudal de 1.1mL/min.

En el fiagrama obtenido se observa que el que presenta mejor senal es el
reactor de 200 cm por lo que se eligié como 6ptimo.

4.1.1.4 Volumen de inyeccion

A un volumen de 146 uL se obtuvo una sefnal de un solo pico, angosto y alto.
A volumenes menores del optimo la sefial es menor, el tiempo de residencia es
pequenio pero la dispersion mayor. A volumenes mayores del establecido, se
presenta una sefial con meseta y dobleteada y hay un aumento en el ancho de la
misma, por lo que al aumentar el volumen de inyeccidén no se logra un mezclado
adecuado ya que el volumen inyectado es muy grande provocando que el bolo se
divida.



El intervalo estudiado y el valor 6ptimo para cada parametro se resumen en la
Tabla 2.

Parametros Intervalo Valor
hidrodinamicos estudiado optimo
Caudal 0.8 -3.2 mL/min | 1.1 mL/min
Volumen de

inyeccion 100-200 pL 146 uL
Reactor 30-200 cm 200 cm

Tabla 2. Optimizacién de parametros hidrodinamicos en el sistema FIA.

4.1.2 Optimizacion de los parametros quimicos

La concentracion de los reactivos se determiné de acuerdo con lo reportado
con anterioridad (19-21,23). Se estudiaron concentraciones mayores y menores a
las reportadas siendo las reportadas las Optimas. En la Tabla 3 se muestran los

valores.
Reactivos Concentracion
HoSO4 0.05 M
FeCl; . 6H.O 0.01 M
1,10 - fenantrolina 0.25 %
Tabla 3. Parametros quimicos, (concentracion de reactivos).
4.1.3 Evaluacion del intervalo lineal para la determinacion de acido

ascorbico

Se prepararon diferentes disoluciones con concentraciones de acido ascorbico
en un intervalo entre 2 y 400 mg/L y se inyectaron por triplicado en la
configuracion de flujo continuo. El fiagrama obtenido se muestra en la Figura 17 y

la curva de calibracion en la grafica de la Figura 18.
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Figura 17. Fiagrama obtenido de los estandares de acido ascorbico 2 — 400 mg/L.
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Figura 18. Curva de calibracion realizada con concentraciones de 2 — 400 mg/L de &cido ascdrbico.

En la grafica de la Figura 18 se observa que al aumentar la concentracion de
acido ascorbico la curva comienza a desviarse de la linealidad. Las desviaciones
son el resultado del efecto de la concentracién debido a los equilibrios disociacion



— asociacion ya que su posiciéon depende de las concentraciones de las especies
participantes. En el intervalo de concentraciones bajas la disociacion es completa,

mientras mas alta sea la concentracién menor sera el grado de disociacion.

Esto es por lo que de las concentraciones trabajadas en la determinacion de
acido ascorbico, se propusieron dos intervalos de linealidad, y se determiné la

sensibilidad en cada uno.

Las caracteristicas de cada intervalo se presentan en la tabla 4.

Intervalo mg/L | Pendiente | Ordenada al origen r
2-50 0.0199 0.0030 0.9996
100 — 400 0.0077 1.0257 0.9962

Tabla 4. Ecuaciones de cada intervalo lineal encontrado en la determinacién de acido ascorbico.

El aumento o disminucion de las concentraciones, fuera del los intervalos
lineales establecidos, le resta sensibilidad a la curva, lo cual se ve reflejado en el

coeficiente de correlacién y la pendiente

Las graficas de las Figuras 19 y 20 muestran la representacién grafica de las

curvas de calibracion obtenidas.
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Figura 19. Curva de calibracion de acido ascérbico 2 — 50 mg/L.



La curva cuyo intervalo es de 2 a 50 mg/L tiene mayor sensibilidad que la curva

de 100 a 400 mg/L como se observa en la pendiente

4 100 - 400 mg/L A
5 _
4 |
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Figura 20. Curva de &cido ascoérbico 100 — 400 mg/L.

En la curva entre 100 y 400 mg/L, la ordenada al origen va aumentando
conforme aumentan las concentraciones, la pendiente va disminuyendo de igual
forma que el coeficiente de correlacion. A mayores concentraciones la pendiente
disminuye lo que provoca un aumento en la ordenada al origen y hace que esta

curva sea poco sensible.

Por lo tanto para la cuantificaciéon de acido ascérbico en jugos y néctares se
eligio la curva con mayor sensibilidad representada por la grafica de la Figura 19,
ademas de que en este intervalo se espera encontrar la concentracién de acido

ascorbico presente en jugos y néctares.



4.1.4 Determinacion del limite de deteccion (L.D.) y limite de cuantificacion

(LC)

A continuacion en la Tabla 5 se describen los datos utilizados para calcular la

desviacion estandar y los limites de confianza para la pendiente y la ordenada en

el origen de la recta de regresion.

Xi X X —X (x,— %) Vi Y. Yi— Y, (v, =)’

2.06 - 0.000149
4.2436 -19.19125 | 368.304077 | 0.0318 | 0.04402134 | 0.01222134 36

5.15 - 4.6513E-
26.5225 | -16.10125 | 259.250252 | 0.0987 | 0.10552003 | 0.00682003 05

10.3 4.4651E-
106.09 -10.95125 | 119.929877 | 0.2147 | 0.20801786 | 0.00668214 05

12.36 7.0275E-
152.7696 | -8.89125 |79.0543266 | 0.2574 | 0.24901698 | 0.00838302 05

20.02 2.1436E-
400.8004 | -1.23125 |1.51597656 | 0.4061 | 0.40147006 | 0.00462994 05

30.03 2.4069E-
901.8009 8.77875 |77.0664516 | 0.6056 | 0.60069399 | 0.00490601 05

40.04 5.4495E-
1603.2016 | 18.78875 | 353.017127|0.8073|0.79991791 | 0.00738209 05

50.05 - 0.000167
2505.0025 | 28.79875 |829.368002 | 0.9862 | 0.99914184 | 0.01294184 49

170.0 0.000578
5700.4311 0 2087.50609 29

Tabla 5. Datos obtenidos para la determinacion del limite de deteccién y cuantificacion del acido

ascorbico con n = 8, donde y, =y calculada

A partir de la Tabla 5 y haciendo uso de la Ecuacion 2 (pag. 28) se calcula el

dato estadistico Sy

OIS _ ¢ 95174

S%—

S, =0.00981743
A




De la Ecuacién 3 y 4 (seccién 3.1.5) se calculan Sy y S,, las desviaciones
estandar para la pendiente (b) y la ordenada al origen (a) respectivamente.

5, = OB 000214874

* . /2087.50609

S, =0.000214874

Para S,

57000.4311

S, =0.00981743 | 0
8(2087.50609)

] =0.005735784

S, =0.0005735784

Como anteriormente se habia mencionado (seccién 3.1.5), los limites de
confianza para la pendiente estan dados por b +tS, donde el valor de t se obtiene
para un nivel de confianza deseado y (n-2) grados de libertad. De igual manera,
los limites de confianza para la ordenada al origen estan dados por a = tS,,

Entonces tenemos que, el valor calculado de t se compara tabulando al nivel
de significacidén, usando una prueba t de dos colas y (n-2) = 6 grados de libertad y
un nivel de confianza del 95 % siendo t = 2.45.

dest pendiente = 2.45 (Sp) = 0.000526441
dest ordenada = 2.45 (S;) = 0.014052671

Teniendo la ecuacion de la recta del sistema, de la siguiente forma.
y = 0.0199 (#0.0005)x + 0.003 (+0.014)



Conociendo la ordenada al origen y la pendiente de la curva, asi como de sus
intevalos de confianza (S, y Sg), y el estadistico Sy se puede calcular el limite de

deteccion y de cuantificacion.

Para el célculo del limite de deteccion o concentracion minima del analito que
puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, se utilizé la siguiente

ecuacion:

y =Yg + 3Ss
Donde
ys=a
Se = Syx
y = absorbancia

y = 0.003022207 + 0.02945229 = 0.0324744

El resultado (0.0324744), se interpola en la ecuacion de la recta de la curva de

calibracion obteniéndose asi la concentracion del limite de deteccidn.
y = 0.0199x + 0.0030

. 0.0324 —-0.0030
0.0199

En el limite de cuantificacién se calcula la concentracion minima del analito,

=1.48mg/L

que puede ser determinada con precisidbn y exactitud, utilizando la siguiente

formula:

y =yg +10Sg

Donde
ys=a

SB = Sy/x



y = absorbancia

y = 0.003022207+ 0.0981743 = 0.1011965

0.1011965 es interpolado en la ecuacion de la curva de calibracién obteniendo:

_0.1011-0.0030
0.0199

=493mg/L
El limite de deteccion y cuantificacion del sistema FIA propuesto para la

determinacién de acido ascérbico en jugos y néctares de fruta son:

L.D. = 1.48 mg/L
L.C. =4.93 mg/L

4.1.5 Precision del método

La precision del método, es expresada como la desviacién estandar relativa
(der), que a partir de una concentracion conocida de acido ascorbico, distinta a las
concentraciones empleadas en la curva de calibracion, fue inyectada en 7
ocasiones en el sistema de flujo continuo. La absorbancia de cada inyeccion se
interpolo en la ecuacion de la curva de calibracion, calculdndose asi la
concentracion de cada absorbancia. Se calculd la desviacion estandar y el
promedio de las concentraciones obtenidas. Una vez obtenidos los resultados se
dividieron y multiplicaron por 100, dando como resultado la precisién del método

expresada como % der .

X = 11.1852 mg/L
o =0.1511



YDoder =

01511 leO =1.35
52

4.1.6 Analisis de muestras

Con el método FIA propuesto se analizaron 5 jugos y 3 néctares de fruta de
diferente marca comercial, para la cuantificacién de acido ascérbico de cada uno
de ellos.

La presentaciéon tetrapack se considerd apropiada para el analisis, ya que
evita el contacto de la luz solar y la de los anaqueles (durante su exposicién), con
los jugos y por ser mas practica que la presentacion en lata. Por lo consiguiente,
las pérdidas del acido ascérbico son menores a las que se pueden presentar el
envase de vidrio y/o plastico.

Los jugos analizados fueron:

Naranja, Manzana y Uva

Para el analisis de néctares se utilizaron:

Guayaba, Durazno y Manzana

En el caso de los jugos, la intensidad del color que presenta el de uva podria
interferir con la sefial del complejo Fe**-fenantrolina en la cuantificacién del acido
ascérbico. Para verificar que esto no ocurria se corri6 el espectro de absorcion del
jugo de 400-600 nm.

La disolucién del jugo de uva (dilucion 1:10) se preparo de igual forma que los
néctares y jugos restantes listos para ser inyectados en la configuracién FIA
propuesta.
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Figura 21. Espectro de la dilucion 1:10 del jugo de uva, el complejo formado y jugo de uva solo

0.00

para descarta posibles interferencias al color.

En el espectro se observa que el color del jugo de uva no interfiere en la sefal
del complejo Fe?*-fenantrolina.

Los néctares Inicialmente fueron filtrados con papel filtro, sin embargo la senal
de la muestra filtrada no presenté diferencia significativa con respecto a la sefal
de la muestra que solo se dej6 sedimentar, por lo que se decidié que el néctar solo
se dejara sedimentar, abrirlo e inmediatamente después tomar la muestra, solo de
la parte superior del jugo sedimentado, ahorrdndose asi el tiempo que dura la

filtracién.

Para asegurar la ausencia de cualquier tipo de interferencias en la
determinaciéon de 4&cido ascérbico, en el sistema FIA desarrollado, dos
concentraciones de acido ascorbico fueron adicionadas a los jugos de fruta y
néctares seleccionados, determinando su porcentaje en recuperacién en ambos
casos.

Se tomd una alicuota de 1 ml de jugo 6 néctar por separado llevandose a un
aforo 10 mL.

Los resultados se obtuvieron a partir de 5 inyecciones para cada uno de los

jugos y néctares y sus respectivas adiciones (1 y 10 mg/mL).



En la Figura 22 se observa un ejemplo de la sefal obtenida por acido ascérbico
a partir de una muestra de jugo y sus respectivas fortificaciones con diluciones
estandar de 1 y 10 mg/L de &cido ascérbico.
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Figura 22. Representacion del fiagrama con adiciones de las muestras.

En el fiagrama de la figura 22, se puede observa que el incremento de la sefal
es proporcional a la concentracidén adicionada de acido ascorbico.
En las Tablas 6 y 7 se muestran los resultados obtenidos de las

concentraciones de las muestras y sus respectivas fortificaciones.

[Acido % Recuperacion
Muestras comerciales ascorbico]
(g /100 g jugo) 1 mg/L | 100 mg/L

Jugo de naranja 37.27 100.70 | 96.69
(Herdez)
Jugo de naranja (Jumex) 49.255 101.68 96.70
Jugo de manzana 223 8529 | 71.05
(Jumex)
Jugo de uva (Jumex) 4.84 99.67 100.60
Jugo de uva (Herdez) 8.135 97 96.83

Tabla 6. Concentracion detectada de acido ascorbico en jugos, y el porcentaje de recuperacion en las

adiciones.



[Acido % Recuperacion
Muestras comerciales ascorbico]
(/100 g jugo) | 1 mg/L |100 mg/L
Néctar de manzana (Herdez) 3.525 86.07 73.23
Néctar de guayaba (Sonrisa) 29.625 99.33 96.20
Néctar de durazno (Florida 7) 6.46 96.51 96.36

Tabla 7. Concentracion detectada de &cido ascorbico en néctares, y su porcentaje de recuperacion

en las adiciones.

De las tablas se puede observar que los jugos de uva y naranja, de las dos
diferentes marcas comerciales (Tabla 6), asi como de los néctares de guayaba y
durazno (Tabla7), tienen recuperaciones del 96.20% hasta el 101.68%, resultados
gue se muestran como satisfactorios en la configuracién FIA, mismos que indican
la ausencia de posibles interferencias que pueden presentarse en la cuantificacion

de acido ascorbico en jugos y néctares.

Sin embargo tanto en el jugo como en el néctar de manzana el porcentaje de
recuperacion es muy inferior comparado con los obtenidos de las otras frutas,
probablemente se deba a las interferencias que este tipo jugos puede presentar ya
que segun Varman (4) el acido ascérbico disminuye por la oxidacién asociada a
los polifenoles via polifenol oxidasa, no obstante, la cantidad de los polifenoles
presentes en los jugos se pueden eliminar por adicidon de polivinilpirrolidona (24) o
bien por adicién de gelatina sola o combinada (25), evitando asi la oxidacién del

acido ascorbico por esta via.

En el caso de la gelatina solo es utilizable en bebidas ricas en taninos como
jugo de manzana (26).

Considerando que la determinacidén de acido ascoérbico por el sistema de flujo
continuo propuesto, se basa en una reduccién. La interferencia de polifenoles
advierte posiblemente que los reductores presentes en el jugo y néctar de

manzana, pueden ser causa de interferencias, ya que pueden competir con el



acido ascorbico en la reduccién del Fe®** para formar el complejo estable Fe?*-
fenantrolina, o actuar de manera similar a los polifenoles, por oxidacion asociada.

Estos reductores pueden ser: el didxido de azufre y azucares reductores.

Anteriormente se hizo mencion de los taninos y su posible eliminacién del jugo

de manzana.

En el caso del diéxido de azufre, su interferencia puede eliminarse con la
adicion de acetona (27). Y de acuerdo a los resultados reportados el las Tablas 6 y
7 los azucares reductores no se visualizan como posible interferencia ya que todos
los jugos y néctares analizados la contienen siendo solo el jugo y néctar de
manzana el afectado, con este respecto se ha reportado que no existen
interferencias debidas a los azucares reductores (23,28,29).

Sin embargo cuantificar tales sustancias reductoras, nos proporcionara los
resultados que indiquen como influyen en la cuantificacién del acido ascérbico, por

el sistema de flujo continuo propuesto, en el jugo y néctar de manzana.

El estudio a fondo de estas posibles interferencias constituiria un objetivo a

resolver en una investigacion posterior.

A continuacion en la Tabla 8, se muestran las caracteristicas existentes entre el
método analitico propuesto y dos diferentes métodos utilizados para cuantificar
acido ascorbico.



FIA 2,6- HPLC (30)
diclorofenolindofenol
Reaccion H2A + CeHgOe + C12H7OZCI2N Afinidad del
2[Fe(fenantrolina)s]** | & CeHeOs + analito con
& C12HgO2CIoN las moléculas
[Fegfenantrolina)3]2+ de la fase
+ A% + 2H* estacionaria
Reactivos 1,10-fenantrolina 2,6-diclorofenolindofenol | Ho.SO4
monohidratada ac metafosférico EDTA
FeCls. 6H.O ac. acetico
HQSO4 NaH003
ac. citrico Azul de timol
Deteccion 510 nm Visual 245 nm
Equipo UV-VIS Material de vidrio Cromatoégrafo
de liquidos
Tiempo de andlisis | 1.6 min. =5 min. 15 min
1 muestra
Costo del equipo* 7000 40.60 150,000

Tabla 8. Caracteristicas del método FIA propuesto, del método visual oficial y la determinaciéon por

HPLC, utilizados en la cuantificacién de acido ascérbico en jugos de fruta

*dolares

En el sistema FIA, el analisis de las muestras es en menor tiempo, comparado
con los metodos del 2,6-diclorofenolindofenol y HPLC, el uso del material de vidrio
se reduce asi como la cantidad de reactivos.

En la titulacion, del 2,6-diclorofenolindofenol, el cambio de color puede ser
inexacto y limitado, debido al color que presentan algunas muestras y que
interfieren en la visualizacion del punto final. En FIA las muestras coloridas pueden
analizarse, como en el caso de jugo de uva.

Aunque se presenta como el método mas barato (método oficial), el nimero de
muestras que se pueden analizar es inferior al del sistema FIA, ademas de que a
determinado numero de muestras el analisis resulta ser tedioso, lo que
probablemente seria un factor de error en los resultados

En FIA no se requiere de un tratamiento de muestras muy elaborado como en

el caso de la cromatografia que es mucho mas costoso



4.2 CONCLUSIONES

e La optimizacion de las condiciones quimicas e hidrodinamicas en la

configuracion FIA son fundamentales para la automatizacion del sistema.

e El intervalo lineal propuesto a concentraciones bajas presentan una mayor

sensibilidad que a altas concentraciones

e El caudal de 1.1 mL/min se encuentra como 6ptimo en la determinacion de
acido ascorbico en jugos y néctares. Utilizando la misma configuracion para
un caudal de 3.2 mL/min, es posible determinar concentraciones mas
elevadas de acido ascorbico por lo que seria posible utilizarla en otro tipo

de muestras (por ejemplo en preparaciones farmacéuticas).

e Con esta metodologia la frecuencia de muestreo es de 12 muestras con
tres repeticiones cada una en 60 min, es decir 36 determinaciones por hora,
por lo que la técnica FIA hace mas eficiente la determinacion del analito
(acido ascérbico) aumentando el numero de determinaciones en un menor

intervalo de tiempo.

e El método propuesto para la determinacién de acido ascérbico, es mas
preciso, rapido y de bajo costo comparado con los otros ya propuestos ya
que se disminuye la cantidad de reactivos a utilizar y de material de

laboratorio.

e La técnica FIA es eficiente en determinaciones de rutina de un numero

considerable de muestras, haciendo las determinaciones menos tediosas.



e La determinacion de acido ascérbico en jugos y néctares es posible con la
configuracion FIA descrita sin ningun tratamiento de las muestras ya que

solo requieren de una sola dilucion.
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