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Capitulo I Introduccion

|- INTRODUCCION

La buena salud en las mujeres es primordial para la procreacion, al inicio
del embarazo, el acido félico o vitamina Bg es uno de los nutrientes mas
importantes para el buen desarrollo del feto, previene defectos en el cerebro y
la médula espinal, denominados también defectos del tubo neural, de ahi su

importancia en desarrollo fetal y los primeros afios de vida.

El acido félico es un componente quimico que ademas ayuda en la
prevencion de ciertas enfermedades (anemia macrocritica y megaloblastica)™?.
Se encuentra por naturaleza en las verduras, por lo que su ingesta diaria

recomendada esta garantizada en una dieta balanceada.

Los métodos reportados para la cuantificacion de acido félico son muy
complejos o caros, como lo puede ser un procedimiento usando cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC)?, este método es el de referencia para la
cuantificacion de éacido félico segun la FDA, o bien su cuantificaciéon por
radioinmunoensayo enziméatico comercial de folato de alta afinidad*® (método
gue usa una proteina proveniente de la leche para la captacién del acido
félico), o mediante una titulacion potenciométrica®. Al realizar y validar una
metodologia basada en la espectrofotometria se estara asegurando un método
sencillo, rapido, econémico y preciso. El desarrollo de la metodologia basada
en espectrofotometria facilitar4 la cuantificaciéon del acido folico en distintas
areas de la quimica de los alimentos, debido a que las empresas por lo general

tienen a su disposicidén espectrofotbmetro.
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Al tener los datos del contenido de acido félico en las verduras se podra
llevar a cabo una comparacién con los datos reportados por el Departamento
de Agricultura de los Estados Unidos de América (USDA por sus siglas en
ingles)’, datos desarrollados en base a una metodologia por HPLC. La
comparacién entre ambos datos podra llevar a verificar si las verduras
producidas en nuestro pais, tienen una buena calidad en cuanto al contenido

de este componente.
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- OBJETIVOS

1) Objetivo general

Usar la espectrofotometria para desarrollar y validar una metodologia para la
determinacién de &cido fdlico en diez verduras distintas con finalidad de
promover la ingesta de &cido folico mediante el consumo de verduras, y

subsecuente la ingesta de las verduras por su contenido de &cido fdlico.

2) Objetivos particulares

a) Establecer un procedimiento permitiendo la cuantificacion de acido folico
en verduras de manera rapida, sencilla y econémica.

b) Validar el procedimiento desarrollado para la determinacion de acido
folico en verduras.

c) Determinar si la coccidn de las verduras afecta el contenido de acido
folico.

d) Comparar el contenido de acido félico en las verduras analizadas con los
datos reportados por la USDA para ver una tendencia de contenido en

ambos paises.
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Il- HIPOTESIS

Los métodos desarrollados en base a una técnica espectrofotométrica son en
general métodos sencillos, rapidos, precisos y econémicos, se espera que la
metodologia desarrollada cumpla con éstas caracteristicas para la
cuantificacion de &cido folico para proponerlo como método alternativo para la

cuantificacion de acido félico.

Se sabe que las verduras con mayor contenido de acido félico son las
“verduras verdes” se esperara que en las verduras analizadas, las verduras
verdes superen en contenido de acido folico a las que no presentan estas

caracteristicas.

Al cocer las verduras el contenido de acido félico se vera disminuido debido a

gue el acido folico es una vitamina termolabil, por lo tanto sensible a la coccion.
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Capitulo II Marco Teorico

- NOMENCLATURA Y PROPIEDADES DEL ACIDO FOLICO

El acido félico adquiere su nombre del latin “folium” que significa hoja, ya que

fue aislado de las verduras de hoja verde®.
1) Propiedades quimicas y fisicas del acido félico

El acido félico estd constituido por tres componentes principales: acido
glutamico, acido p-aminobenzoico y un derivado de la p-teridina, compuesto

heterociclico de anillos condensados® (Figura No.1).

Acido paraaminobenzoico O

NH  Acido Glutamico

OH
N o
NT XY NH =
)|\ N = HO OH
H,oN N N |
para teridina ®)

Figura No.1: Molécula del acido félico y sus sub-unidades

Su féormula condensada es CigHi1gN;Os Yy su peso molecular es de 441.40

gramos por mol. El acido folico se puede identificar por los nUmeros:

e CAS [59-30-3]

e Numero CE (EINECS): 200-419-0

El acido félico usado en la industria quimica es un sélido de color amarillo,
inodoro, cuyo punto de fusién es de 250°C°. No es enteramente soluble en
agua, aungue la acidifica hasta alcanzar pH cercano a 3. Sin embargo, en
soluciones alcalinas muestra una disolucién progresiva a partir de pH 5.5

aproximadamente, dependiendo de su concentracién original.

~T7 ~
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2) Estabilidad y reactividad del acido folico

Una exposicion a la luz solar directa lleva a cabo la descomposicion de la
molécula de acido félico en 6xido de nitrégeno, mono6xido de carbono y didxido
de carbono. Durante la manipulacion del acido félico se tiene que evitar el

contacto con agentes oxidantes fuertes®.
Il- GENERALIDADES DEL ACIDO FOLICO

El &cido fdlico (acido p-teroilglutamico), es una vitamina hidrosoluble del
complejo B (vitamina Bg)®. La enzima L-folato reductasa, reduce el &cido félico
para formar acido dihidrofélico (H2F), a su vez éste compuesto es reducido por
la enzima dihidrofdlico reductasa para formar acido tetrahidrofélico (H4F). El
agente reductor en ambas reacciones es el NADPH. La vitamina C aumenta la
utilizacion del acido félico, potenciando la conversion del acido félico en acido

tetrahidrofolico®.

El acido félico en los alimentos se encuentra principalmente en forma de
folipoliglutamato y debe perder sus residuos glutamicos'®, esto ultimo con la
ayuda de las enzimas especificas a folato de monoglutamilo, permitiendo asi, la
degradacion de los derivados del acido folico para poder ser absorbidos en el
intestino delgado y los excedentes de éste, desechados por el organismo. Del
acido félico absorbido, una parte es transportada por la bilis al intestino y de
alli pasa a la circulacion, la que mantiene las reservas del acido folico y facilita
su regulacion ya gue el folato es muy sensible a los trastornos de la produccion
de la bilis. El &cido félico de la dieta se elimina en las heces y el suministrado

por via intravenosa se desecha via urinaria. La mayor parte de éste, se reduce

~8~
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a tetrahidrofolato en el intestino por la enzima hidrofolato reductasa, que usa
NADPH como donador de equivalentes reductores. EI metabolismo del &cido

folico antes descrito se muestra en la figura No. 2.

Folilpoliglutamatos
FOLATOS EN LA DIETA _< . -
Folilmonoglutamatos —
/ Reducidos

Oxidados (Pte-glu)

2 Dihidrofolatos <

5-Formil-THF 10-Formil-THF
Sintesis de
Ciclooxigenasa purinas Adicaas \
5,10-Metenil-THF 5-Metil-THF

\ Metilen-THF reductasa

5,10 Metilen- THF

Figura No.2: Metabolismo del acido félico**

Los folatos ayudan a fijar el hierro en la hemoglobina, son imprescindibles
para la sintesis de acido nucleicos como lo son el acido desoxirribonucleico y el
ribonucleico, por lo tanto se requieren para la formacion y crecimiento de las

célulast.

El acido folico es un nutriente esencial para la vida celular, por lo que la
deficiencia de éste es causada por una baja ingesta, mala absorcion,

alcoholismo o interaccién con farmacos.

~0~
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Cualquiera de las situaciones a las que pueda enfrentarse una madre
gestante con deficiencia de éacido folico, puede tener como consecuencia
alguna o algunas de las malformaciones congénitas (Apéndice 1), que se

enlistan a continuacion®:

Malformaciones del tubo neural (espina bifida, anencefalia,

encefalocele).

e Malformaciones cardiacas congénitas (fundamentalmente de septo
ventricular, enfermedad vascular y tetralogia de Fallott).

e Malformaciones congénitas renales y urinarias obstructivas.

e Malformaciones de los miembros.

e Estenosis hipertréfica congénita del piloro.

e Retardo de crecimiento intrauterino y productos prematuros.

e Sindrome de Down.

e Malformaciones orofaciales.

Se hard énfasis en la malformacion del tubo neural debido a que es la
enfermedad mas comun por deficiencia de &cido félico durante el embarazo.
Durante las cuatro primeras semanas de gestacion del feto, se lleva a cabo la
formacion del tubo neural o neurulacion, que finaliza en el momento que se

produce el cierre del neuroporo caudal*?

. Esto constituye la mayor parte de las
anomalias congénitas del sistema nervioso central y derivan de la falla en el

cierre del mismo.

Aunque la causa precisa de los defectos del tubo neural sigue siendo

desconocida, hay evidencia de que muchos factores pueden afectar de forma

~10 ~
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adversa al desarrollo del sistema nervioso central desde el momento de la
concepcion®®, de ahi la importancia del consumo de &cido félico durante la

gestacion y sobre todo durante las cuatro primeras semanas de la misma.

Las dos formas mas comunes de defectos del tubo neural son, la espina bifida
y la anencefalia, ambas malformaciones pueden evitarse con la ingesta

recomendada diaria de acido félico durante el embarazo®®.

Es importante destacar que el consumo de acido félico reduce
principalmente el riesgo de malformaciones de la médula espinal en los nifios™,
asi como de padecer una anemia macrocritica y megalobléstica®. En estudios
recientes se ha mencionado que el acido folico parece prevenir los ataques
cardiacos, al reducir el nivel de homocisteina, agente quimico que ataca las
arterias y se acumula en la sangre de las personas que consumen mucha
carne. El acido félico también protege contra el cancer de pulmon, colon y de

cuello del Gtero®®.

El acido félico practicamente no tiene efectos secundarios aunque se
ingiera en cantidades altas; sin embargo, las personas que toman 15 mg
diarios de esta vitamina, pueden presentar nauseas, edema, problemas para
conciliar el suefio e irritabilidad.

Una dosis diaria superior a 400 ug podra enmascarar los sintomas de la
anemia perniciosa, una enfermedad potencialmente mortal producida por la
carencia de la vitamina Bi,. En términos generales, el consumo oOptimo de
acido félico se sitia en torno a 400 ug diarios, cantidad que es posible obtener

de la dieta, esto ultimo es confirmado por el departamento de nutricion del
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Instituto de Medicina de Estados Unidos de América, el cual recomienda
ingesta diaria de acido félico segun la etapa de la vida en que uno se

encuentre’®’ (Tabla No.1).

Edad Hombres/Mujeres
pg/dia

1 a 3 aflos 150

4 a 8 afios 200

9 a 13 afios 300
14 a 18 afios 400
19 aflos 0 mas 400
Embarazo 600
Lactancia 500

Tabla No. 1: Ingesta diaria recomendada de acido félico en las etapas de vida®’

El acido fdlico en los alimentos se encuentra en distintas formas pero solo una
ellas es absorbida por el organismo (folipoliglutamato), a éste acido félico se le

denomina equivalente de folato dietético o DFE por sus siglas en inglés.

Aunque el &cido félico se encuentra en varios alimentos, se debe tener en
cuenta que mas del 50% de este nutriente puede ser destruido durante el
proceso de manipulacién, empaquetamiento o coccién. La mayor parte del

acido félico de los alimentos es destruida por el calor o la luz*®.
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-  TECNICAS PARA LA CUANTIFICACION DE ACIDO FOLICO

a) Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resoluciobn es una técnica cromatografica
usada para separar componentes usando una variedad de interacciones

guimicas entre el analito y la columna cromatografica.

Existen distintos tipo de HPLC como son la de fase normal la cual consiste en
separar los analitos basandose en su polaridad, cromatografia de fase inversa
gue es la mas comuan, consiste en usar una fase estacionaria no polar y una
fase movil moderadamente polar. La cromatografia de intercambio i6nico esta
basada en la atraccion entre iones del soluto y la carga complementaria de la
fase estacionaria. Si los iones del soluto y la fase estacionaria tienen la misma
carga, son excluidos. Por ultimo existe la cromatografia de bioafinidad, la cual
se basa en las propiedades de sustancias bio-activas para formar complejos

estables, especificos y reversibles.

El equipo de HPLC consiste en bombas que tienen la funcién de proveer un
flujo continuo del eluyente, los inyectores que permiten introducir las muestras,
la columna que es la que contiene las fases, los tubos conectores, los cuales
son lo que transportan las sustancias de columna a columna, los detectores de
distintos tipos que permiten hacer un andlisis de la muestra, termostato y
medidor de presion que permiten mantener la temperatura y la presion de la

columna®®.

La cromatografia liquida de alta resolucibn es el método de referencia

propuesto por la Administracion de Alimentos y Drogas por sus siglas en inglés
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(FDA) de Estados Unidos de América, para cuantificar el acido félico. Esta
metodologia consiste en utilizar una fase invertida a una temperatura de 18°C,
con una fase movil de acetonitrilo y un detector UV con arreglo de diodos. La
metodologia se calibra con un estandar de &cido félico a las misma condiciones
antes mencionadas. El problema encontrado en este método es que el patron
de acido fdlico solo se mantiene estable por 30 dias en solucion tampdén fosfato
(pH 6.5) a temperatura de refrigeracion (4°C) llevando asi a tener errores
posteriores, ademas de ser un método caro, y poco disponible en los

laboratorios comunes®.
b) Radioinmunoensayo enzimatico comercial de alta afinidad

El radioinmunoensayo se basa en la competencia que se establece, para
unirse a una enzima especifica entre la sustancia a cuantificar (acido folico) y
cantidades conocidas de la misma sustancia marcada con un isotopo
radioactivo. Al establecerse esta competicion resulta que a mayor cantidad de
sustancia a cuantificar, menor sera la cantidad de sustancia radiactiva que se

une ala enzimay viceversa®.

Los resultados se obtienen al medir la radiactividad del &cido félico marcado
unido a la proteina de leche y del acido folico marcado libre mediante un
contador de centelleo. Al centrifugar, el acido félico libre queda en solucion y el
acido folico unido a la proteina de leche forma agregados facilmente
precipitables. Una vez medida la radiactividad se construye una curva con los
resultados obtenido con cantidades conocidas de proteina de leche sin marcar
y marcada. Esta técnica posee algunos inconvenientes que derivan de la

necesidad de utilizar isétopos. Ademas de su peligrosidad y la obligatoriedad
~14 ~
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de disponer de instalaciones adecuadas para su utilizacién, existen isétopos

que tienen el inconveniente de su pronta caducidad®.
c) Titulacién potenciométrica

Como su nombre lo indica esta técnica esta basada en realizar una titulacion
monitoreada por un potenciémetro. En esta titulacion se aprovechan las
variaciones de una fuerza electromotriz inducida entre un electrodo indicador y
uno de referencia, hasta detectar a diferentes intervalos durante el proceso de
una valoracion qué cantidades quimicamente equivalentes de las dos han
reaccionado (punto de equivalencia). En el caso especifico del acido folico
consiste en realizar una titulacion con amoniaco, e ir monitoreando los cambios
de potencial de la celda electroquimica cada vez que se agrega el amoniaco.
Este método es de bajo costo, sencillo y de facil automatizacion pero menos
preciso y exacto que los dos anteriores debido a que no se presentan

interferencias de otros compuestos en la titulacién o en la cromatografia.®.
IV-  EL ACIDO FOLICO Y LAS VERDURAS

Por lo general todas las verduras tienen un contenido especifico de acido
félico, ademas se sabe que las verduras con una pigmentacion verde son las
gue tienen un contenido mayor de acido félico. De acuerdo a los datos
reportados por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de
America’, las verduras que tienen un contenido mayor de &acido félico son:
esparrago, espinaca, brocoli, aguacate y elote, mientras que el betabel,
zanahoria, jitomate, pepino y papa tienen un contenido menor. En los

siguientes apartados se observara que el contenido de acido félico reportado
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depende del tipo de tratamiento que tuvo la verdura, solo en dos ocasiones se

pudo tener el dato en la verdura cruda.

A continuacion se dard una breve monografia de las diez verduras que se

analizaran.

1) Propiedades fisicas-quimicas, de cultivo y usos culinarios de las

verduras

a) Aguacate

El aguacate (Persea gratissima) es la baya de una semilla, oval, de superficie
lisa 0 rugosa, es de color verdoso y piel fina o gruesa; cuando esta maduro, la
pulpa tiene una consistencia como de mantequilla dura. Esta verdura es rica en
proteinas y en grasas, con un contenido en aceite del 10 al 20%. El aguacate
se obtiene del arbol de su mismo nombre, el cual es frondoso y de hoja
perenne, tiene una floracion muy generosa cuajando en un porcentaje muy alto
de fruto. El arbol del aguacate es sensible al frio y a la humedad ambiental, por
lo que se aconseja su establecimiento en regiones libres de heladas y de

vientos calurosos y secos.

El aguacate es usado como complemento de todo tipo de comidas debido a su
alto contenido de proteinas, vitaminas y minerales. De su rica materia grasa
puede extraerse aceites que una vez procesados son utilizados en la Industria

Cosmética y Farmacéutica™.

El contenido de &cido félico de esta verdura segun la USDA’ es de 88.19

microgramos por 100 gramos de aguacate de California y para el caso del

~16 ~



Capitulo II Marco Teorico

aguacate de Florida son 35.27 microgramos por 100 gramos de aguacate

(Apéndice 2).

b) Betabel

El Betabel (Beta vulgaris var conditiva) est4 considerado como una hortaliza de
raiz, aunque en realidad se trata de un "tallo engrosado bulboso", y constituye

un érgano de almacenamiento, principalmente de azlcares y almidones.

El betabel es una planta de clima frio por lo cual tolera bien las heladas. Es
sensible a suelos acidos, aunque se desarrolla mejor en suelos neutros y
alcalinos, prefiriendo un pH de 6.5 a 7.5, es altamente tolerante a la salinidad.
En cuanto a textura, se desarrolla mejor en suelos ligeros (arenosos) ya que en

suelos arcillosos se deforman "los bulbos"?°.

El consumo del betabel se hace de forma hervida para ensalada y de manera

cruda en jugos principalmente.

El betabel en lata tiene 30 microgramos por 100 gramos de esta verdura segun

el USDA’(Apéndice 2).

c) Brocoli
El brécoli (Brassica oleracea var italica) es una la planta recta, tiene de 60 a 90
cm de altura y termina en una masa de flores de color verde que puede

alcanzar un didmetro hasta de 35 cm.

Es una hortaliza propia de climas frios y frescos, puede tolerar heladas. Las

temperaturas adecuadas para la germinacion son de 5 a 28°C, llegando a
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emerger a los 8 dias. La temperatura éptima ambiental para su desarrollo es de
17°C, se desarrolla bien en cualquier tipo de suelo, prefiriendo los franco-
arenosos, con buen contenido de materia organica; se clasifica como
ligeramente tolerante a la acidez, siendo su rango de pH de 6 a 6.8 y

medianamente tolerante a la salinidad.

El uso que se le da a esta verdura es sobre todo en ensaladas, como
complemento de carnes, cocidos, sopas y ensaladas. Se comen las ramas
tiernas, cocidas o semicocidas, tiene un sabor muy definido y es de textura

suave?.

El brocoli tiene un contenido de acido folico de 62.5 microgramos por 100

gramos (Apéndice 2) de esta verdura’.

d) Elote

El elote 0 maiz (Zea mays) proviene de la planta que lleva el mismo nombre

gue es de porte robusto, de facil desarrollo y produccién anual.

El maiz requiere una temperatura de 25 a 30°C, asi como bastante incidencia
de luz solar, ademas es un cultivo exigente de agua en el orden de unos 5 mm
al dia. Se adapta muy bien a todos tipos de suelo, sin embargo en suelos con
pH de 6 a 7, profundos y ricos en materia organica tiene un desarrollo mejor. El
maiz “Grano Blanco” forma parte de la comida basica del mexicano, se utiliza
principalmente para la elaboracion de las tradicionales tortillas y tamales, asi

como para la obtencion de aceite comestible. En la industria se utiliza
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actualmente en la fabricacibn de barnices, pinturas, cauchos artificiales y

jabones?®.

El elote blanco cocido tiene un contenido de &cido félico de 6.49 microgramos

por 100 gramos de elote blanco’ (Apéndice 2).
e) Esparrago verde

El esparrago (Asparagus officinalis) es una planta herbacea perenne, esta
formada por tallos aéreos ramificados y una parte subterranea constituida por
raices y yemas, lo que se denomina comunmente “garra”.

Es una de las especies mas sensibles a las oscilaciones térmicas, que se

manifiesta por la inercia de sus movimientos vegetativos.

El esparrago es usado para elaborar ensaladas, sopas o como guarnicion en
comidas. Se pueden comer crudos, cocidos al vapor, hervidos, cocidos a la
parrilla, asados o incorporados en comidas hechas en cazuelas o ensaladas. El
tallo aéreo, grueso y carnoso es ideal para dietas que requieren baja presencia
de sodio y alto contenido de vitaminas A, C y hierro. El esparrago es bajo en
calorias y provee de una cantidad considerable de antioxidantes®* como el
acido félico el cual es de 95.83 microgramos por 100 gramos esparragos

enlatados’ (Apéndice 2).

f) Espinaca

La espinaca (Spinacia oleracea) es una hortaliza de la familia de las
amarantaceas, crece en el suelo con raices pivotantes. Sus hojas son de color

verde oscuro, con longitud variable?.

~ 19 ~



Capitulo II Marco Teorico

La espinaca es una hortaliza que llega a soportar temperaturas bajas, es

altamente perecedera y no mantiene su calidad por mas de dos semanas.

Se consume de forma cruda o hervida, en sopas, ensaladas o como guarnicion
de platillos. Su riqueza en vitamina A, C y E y en antioxidantes como el acido
félico le da un valor agregado a esta hortaliza®®. El contenido de &cido félico es

de 123.5 microgramos por 100 gramos de espinacas enlatadas’ (Apéndice 2).
g) Jitomate

El Jitomate o tomate rojo (Lycopersicum esculentum) es una fruta de forma
generalmente redondeada y achatada a excepcion de algunas variedades de
fruto alargado, el tamafio es variable. El Jitomate, es de color verde al principio
y rojo cuando madura, lo que se debe a una sustitucion de clorofila en los

cromoplastos de las células por carotenos.

Es una planta versatil que crece bien en casi todos los terrenos y climas. Su
cultivo es preferible en terrenos neutros pH de 7, sueltos y bien drenados, con
un contenido de caliza ideal para su desarrollo, la tierra rica en nutrientes y en
especial el estiércol bien descompuesto favorece en engrosamiento de los

frutos?®.

El contenido de acido fdlico en el jitomate es de 21.95 microgramos por 100

gramos de tomate (Apéndice 2)’.

El jitomate se usa principalmente en ensaladas, jugo fresco, y es utilizado
versatiimente en la cocina tipica mexicana. En la industria alimenticia se

procesan los jitomates en infinidad de formas, desde jugos, purés, conservas y
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en diversas salsas picantes o dulces, mermeladas, esencias para la

elaboracién de alimentos, saborizantes y otros productos?.

h) Papa

La papa (Solanum tuberosum) es un tubérculo comestible que crece bajo el
nivel de la tierra con raices muy ramificadas. La papa es una especie cuya
principal funcion fisiologica es almacenar o acumular gran cantidad de

nutrientes en los tubérculos.

La planta de papa requiere de una humedad abundante, responde bien en

temperaturas templadas y ambientes hiimedos?’.

El contenido de acido félico es de 8.97 microgramos por 100 gramos de papa

hervida (Apéndice 2)’.

Se utiliza generalmente en la gastronomia para la elaboracién de guisos,
ensaladas, pureés, papas fritas y en la industria de frituras y para la elaboracion
de vodka, ya que para su elaboracion requiere de grandes cantidades de

almidon?’.

i) Pepino

El pepino (Cucumis sativus) es el fruto en baya, pertenece a la familia de las

cucurbitaceas. Es una hortaliza de verano.

El pepino tiene un escaso valor caldrico, que no llega a las 20 calorias por cada
100 gramos, debido a su composicion de un 95% de agua, es rico en, vitamina

E y aceites naturales, constituye uno de los mejores remedios para el cuidado
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externo de la piel”® ademéas, su contenido de &cido félico es de 6.98
microgramos por 100 gramos de pepino (Apéndice 2)’. Es usado para la

elaboracién de ensaladas se consume crudo.
J) Zanahoria

La zanahoria (Daucus carota) es una raiz vegetal, tradicionalmente naranja con
una textura lefiosa, presenta un tallo corto en el que se forman las flores, el
sistema radicular tiene la funcibn almacenadora, y también presenta
numerosas raices secundarias que sirven como organos de absorcion. Es una
planta bastante rustica, aunque tiene preferencia por los climas templados®. La
zanahoria tiene 19.4 microgramos de acido félico por 100 gramos de zanahoria

(Apéndice 2)”.

La zanahoria se consume fresca o hervida, se usa en la elaboracion de

ensaladas, jugos, guisos®.

2) Produccion en México

En nuestro pais se producen las diez verduras que se analizaran en este
trabajo, lo cual permite tener estadisticas de su produccion a nivel estatal y a
nivel nacional. Se observara que la verdura con mayor produccién a nivel
nacional es el jitomate el cual se produce en su mayoria en el estado de

Sinaloa y la verdura con menor produccion nacional es la espinaca en Puebla.
a) Produccién nacional

La produccion de verduras motivo de esta investigacién, es variable de una

verdura a otra, segun las estadisticas del Servicio de Informacién
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Agroalimentaria y Pesquera dependencia de la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SIAP SAGARPA ). Como
se muestra en la grafica No.1. La verdura con mayor produccion anual en el
2007 en México fue el jitomate (tomate rojo) con una produccién de
2,425,402.77 toneladas y la que tuvo una produccion menor fue la espinaca
con una produccién de 13,937.25 toneladas. Esto ultimo se puede observar en

la grafica de producciébn informada o reportada a continuacién.

Produccion 2007 de verduras estudiadas
dentro de la Republica Mexicana
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Toneladas
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500000

VERDURA
Grafico No. 1: Produccién 2007 de verduras en la Republica Mexicana.SIAP

SAGARPA 2007%°

Es importante sefialar que la produccion del jitomate, aguacate y papa son

elevadas en comparacion con las otras verduras porque estas tres verduras

~ 23 ~



Capitulo II Marco Teorico

forman parte de la alimentacién base del mexicano y por ello se requiere una

produccién mayor para cubrir las necesidades del pais.

Uno de los factores importantes en la produccion de las verduras es el costo
gue tienen en el mercado, de acuerdo con los datos de la SIAP SAGARPA el
valor de la produccion 2007 de verduras en la Republica Mexicana,
representado en miles de pesos en la grafica No. 2, muestra también que el
jitomate, la papa y el aguacate son las verduras por las que los agricultores

obtuvieron un mejor ingreso.

Valor de producciéon 2007 de verduras
estudiadas en |la Republica Mexicana
14000000
12000000 -
10000000 -
8000000 -

6000000 -

MILES DE PESOS

4000000 -

2000000 -

VERDURA

Grafico No. 2: Valor la Produccién 2007 de verduras en la Republica
Mexicana. SIAP SAGARPA 2007%
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Precio por tonelada de verdura del 2007 en la
Republica Mexicana.

30,000.00 -
25,000.00 -
(7,]
o) 20,000.00 -
8 15,000.00 -
oY 10,000.00 -
5,000.00 -
0.00 -
AN N .
o’?"& < .oc,o\ \0’& @%o (@(”b beQ’b Q\(\o Q’,&\ o‘\’b
S g R < RS \ < < &
& F P @ &
e <</‘—) \\\ /\/’b
Q*é\o
3¢
&0
Verduras

Grafico No. 3: Precio por tonelada de verdura del 2007 en la Republica Mexicana.
SIAP SAGARPA 2007%

Las diferencias que se dan entre el valor de produccion y la produccion estan
estrechamente relacionadas con el precio de venta porque aun cuando el
aguacate tiene una produccion menor que la del jitomate, aporta mayor dinero
puesto que tiene un valor mas elevado. El costo por tonelada en el caso del
aguacate es de 10,516.63 pesos mientras que el jitomate tiene un costo de
4,752.89 pesos* (Grafico 3). El esparrago es la verdura que aporta la mayor
cantidad de dinero por tonelada (27, 501.49 pesos), pero también es una
verdura que tiene una produccion muy baja, pero por su alto precio por
tonelada es elevado de ahi la importancia del precio por tonelada de cada una
de las verduras. El resto de las verduras tienen una aportacibn minima a

comparacién de estas tres verduras.
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b) Distribucién de la Produccion Estatal del Grupo de Verduras.

La variedad de tipo de suelos y climas son determinantes en la produccién de
estas diez verduras, en la Republica Mexicana, cada estado se especializa en
el cultivo de algunas de estas verduras o bien su produccion es mayor para

alguna de ellas.

Estas producciones son distribuidas al interior del pais e incluso exportadas. En
la tabla 1 se muestran los estados que tiene la mayor produccion a nivel
nacional de cada una de las verduras representadas por la cantidad de
toneladas distribuidas. Los datos mostrados hacen referencia al afio 2007,

debido que son las Ultimas estadisticas que proporcionadas por la SIAP

SAGARPAY,
Verdura Estado con Toneladas
mayor producidas
produccion
Aguacate Michoacéan 1,006,059.00
Betabel Puebla 7,510.05
Brécoli Guanajuato 155,148.90
Elote Puebla 135,506.50
Esparrago Guanajuato 14,745.65
Espinaca Puebla 3,745.00
Papa Sinaloa 358,989.70
Pepino Sinaloa 212,895.00
Tomate Sinaloa 827,010.94
Rojo
(Jitomate)
Zanahoria Zacatecas 102,828.00

Tabla No. 2: Estados de la Republica de mayor produccién de verdura®

~26 ~



Capitulo II Marco Teorico

Como se muestra en la tabla No. 2, los estados de Sinaloa, Puebla y
Guanajuato son los que tienen la mayor produccién de dos o tres verduras. En
el caso del aguacate, el estado de Michoacan tiene una produccion
considerable de esta verdura, puesto que es el Unico que supera el millén de

toneladas de produccion.

V- ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA

1) Generalidades de espectroscopia

El principio de la espectroscopia ultravioleta es la absorcion de radiacion
ultravioleta por una molécula, causando la promocion de un electron de un
estado basal a un estado excitado, llevando la liberacion del exceso de energia
en forma de calor. La longitud de onda (A) de la region comprende entre 190 y
400 nm.

La luz ultravioleta es absorbida por los electrones de valencia, éstos son
promovidos a estados excitados (de energia mayor). Al absorber radiacion
electromagnética de una frecuencia correcta, ocurre una transicion desde uno
de estos orbitales a un orbital vacio. Las diferencias entre energias varian entre
los diversos orbitales. Algunos enlaces, como los dobles, provocan coloracién
en las moléculas absorbiendo energia, en la region del visible asi como en el

ultravioleta, como es el caso del B-caroteno®°.

Las ventajas de la espectrofotometria ultravioleta sobre otros métodos
analiticos de laboratorio son: rapidez, precision, versatilidad, facil de usar y

eficiente en costo®.
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2) Ley de Beer-Lambert
La absorbencia se define como la proporcién de luz incidente®, esta ultima
es directamente proporcional a la longitud de la trayectoria a través de un
medio (paso 6ptico) y la concentracion de la especie absorbente. Esta relacion
se representa con la siguiente ecuacion:
Ecuacion No. 1: A= €¢I C

Donde:
¢: absortividad molar en moles™L cm™
I: paso optico en cm

c: concentracién de la especie absorbente moles/L*

En esta ley se basaran todos los calculos para la cuantificacion de acido folico
en las verduras, debido a que existe una relacion estrecha entre la absorbencia
( variable que se estara midiendo en el espectrofotometro) y la concentracion

(variable que se busca).

VI-  VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
La validacion de un método es un proceso por el cual se demuestra por
estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos
para la aplicacion analitica deseada.
En el caso de la metodologia a desarrollar su parametro de desempefio es el
contenido y la valoracion del acido félico, los datos necesarios para poder llevar
a cabo la validacion del método son:
- Precision del sistema: parametro en el cual se establece que el sistema,
en este caso acido félico estandar y espectrofotometro, permiten obtener

un mismo resultado en distintas mediciones realizadas.
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- Linealidad del sistema: habilidad para asegurar que los resultados
obtenidos directamente o por medio de wuna transformacion
matematicamente definida son proporcionales a la concentracién del

analito dentro de un intervalo determinado.

- Exactitud y repetibilidad del método: habilidad que permite medir un
valor cercano al valor de la magnitud real y que este dato sea repetido

en distintas ocasiones.

- Precision del método: parametro en el cual se establece que el método,
en este caso acido folico en verduras y el espectrofotometro, permiten

obtener un mismo resultado en distintas mediciones realizadas.*.

Al tener todos los datos anteriores dentro del intervalo establecido en la Guia
de Validacién de métodos analiticos®* (Tabla No. 3) se dara por validada la

metodologia implementada.

Dato para validacion Intervalo de aceptaciéon
Precision del sistema CV<3%
Linealidad del Sistema r’=98%

Exactitud y Repetibilidad del %recobro: 97-103%
meétodo

Precision del método CV<3%

Tabla No. 3: Intervalos de aceptacion de los parametros de evaluacion para la

validacién de un método*
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Los criterios de aceptacibn mostrados en la tabla anterior se han elegido
debido a que en estudios anteriores se ha visto que en estos intervalos de
aceptacion no se encuentran grandes variaciones para la determinacion de

compuestos en general.
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- FORMACION DEL FOLATO

La cuantificacion del acido folico se hara de manera indirecta debido a la
sensibilidad del compuesto y asi poder evitar problemas. El acido félico se
pondra en presencia de hidréxido de sodio para llevar a cabo la formacion del

folato, como se muestra a continuacion:

(o}

:
*tr@/ww_. ﬁf@/

Figura No. 3: Formacion de la sal del acido folico

La formacién de la sal del acido félico es fundamental debido a que el
acido félico en agua es inestable y poco soluble mientras que al formar la
sal se esta estabilizando el compuesto, haciéndolo soluble y no sensible a

la luz.
- FUNDAMENTO DE LA METODOLOGIA

El fundamento del método, consiste en la formacion del folato a partir del acido
folico nativo de la verdura, con hidroxido de sodio. El folato asi como el acido
félico presentan un maximo de absorcion en la zona del ultravioleta, lo que
hace posible su determinacion espectrofotométrica. La formacion del folato es
de suma importancia debido a la inestabilidad del acido fdlico, dificultando asi

su determinacion espectrofotométrica.
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- MUESTRAS

Las muestras fueron compradas en el mercado sobre ruedas de los dias
sabados de la colonia Prados del Rosario. A continuacion se indica la verdura,

su variedad en caso de haber distintas.

» Aguacate Hass

> Betabel Rojo

> Brocoli Italiano

> Elote Blanco de grano chico
» Espéarrago Verde

» Espinaca de Hoja Lisa

» Jitomate Saladet

» Papa Blanca Alpha

» Pepino Largo tipo Holandés
>

Zanahoria Ardenta Parade

IV- REACTIVO DE IMPORTANCIA

Acido félico para fines bioquimicos MERK®

- 98% de pureza

- Indice de azufre: 0.1%

V- EQUIPO DE IMPORTANCIA

Espectrofotometro UV-Visible. SPECTROPHOTOMETER 2800 UV/Visible. Cole

Parmer® con celdas de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico
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La descripcion del material y del resto del equipo se encuentra en el apéndice 3.

VI-  DESARROLLO EXPERIMENTAL

La determinacion de &cido fdlico en las verduras se llevd dos etapas:

¢ la determinacion de las caracteristicas espectrofotométricas del folato
asi como del método a desarrollar y
¢ la determinacion de &cido félico en las verduras. Antes de llevar a cabo

la determinacion se acondicionaron las verduras.

Estas dos etapas asi como los pasos que las constituyen se muestran en los

siguientes diagramas de bloques de la figura No. 4,5y 6.

1) Determinacion de las caracteristicas espectrofotométricas del ion folato

Acido félico estandar
(MERK®)

Hidréxido de Sodio 0.1N

Obtencion de espectro Realizacién de curva Linealidad del

. . . Precision del sistema
de absorcidn patrén método

Proporcionalidad en
concentracion de Precision del sistema
analito

Longitud de onda de Relacién absorbencia
maxima absorcién y concentracion

Figura No. 4: Caracterizacion analitica del &cido folico
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La determinacion de las caracteristicas espectrofotométricas del ion folato, se dividié

en cuatro etapas, como ya se observo en el diagrama de bloques (Figura No. 4).
a) Espectro de absorcion

En la primera etapa se obtuvo un espectro de absorcion del folato, con la finalidad
de conocer la longitud de onda en la que se absorbe el compuesto. Para llevar a
cabo esta parte experimental se pesaron 0.003 gramos de acido félico y se aforaron
con hidréxido de sodio 0.1M a 10 mL. Posteriormente se corrid el espectro del ion
folato formado en el espectrofotbmetro, se capturaron los datos en el software

Excel® vy se establecio la longitud de onda de maxima absorcion.
b) Grafico de calibracion del ion folato

El grafico de calibracion del ion folato se hizo tomando cinco niveles de
concentracion cada nivel correspondiente a una absorbencia definida (1, 0.8, 0.6,

0.4,y 0.2).

Para realizar cada nivel de concentracion se hizo la dilucién correspondiente
partiendo de una solucién de concentracién de 6.8 x 10°M, posteriormente se leyo

en el espectrofotometro y se grafico en Excel®.
c) Linealidad del sistema

Como pendultima etapa de ésta seccion se procedio a determinar la linealidad, ésta
es una habilidad para asegurar que los resultados obtenidos directamente o por
medio de una transformacion matematicamente definida son proporcionales a la
concentracion del analito dentro de un intervalo determinado de absorbencias®*. En

otras palabras permite saber si el método utilizado es el adecuado para la
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cuantificacion del compuesto en cuanto a repetibilidad de datos (absorbencia y

concentracion).

Para establecer la linealidad del método se prepararon tres series de 5 muestras
con distintas concentraciones (17.64, 23.52, 29.40, 35.28 y 41.16 pg/mL) vy asi se
determinaron las absorbencias. Los distintos niveles de concentracion se prepararon
a partir de una disolucién madre de folato cuya concentracién fue 98ug/mL. Esta
tltima disolucién se prepard pesando 0.005 gramos de acido félico estandar y se
aforo a 50 mL. Los distintos niveles de concentracion se prepararon tomando una
alicuota de la disolucion madre con propipeta y aforando a 5mL. La tabla 3 muestra
las concentraciones de acido folico por mililitro de hidréxido de sodio y la alicuota
necesaria de disolucion madre para la preparacion del nivel de concentracion

correspondiente:

Nivel de Concentracion Alicuota de solucion
concentracion (ug/mL) madre (mL)
1 17.64 0.9
2 23.52 1.2
3 29.40 15
4 35.28 1.8
5 41.16 2.1

Tabla 4: Datos para la elaboracion de los niveles de concentracion

Cada una de las concentraciones mostradas en la tabla 4, se calcularon

considerando la pureza del acido folico estandar. (Apéndice 4)
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Una vez listas las tres series se midi6 la absorbencia de cada nivel de concentracion
en el espectrofotometro a una longitud de onda de 295 nmy se capturaron los

datos en Excel®.

d) Precisién del sistema

En la dltima etapa se realiz6 el estudio de precision del sistema, para la realizacion
de esta etapa se prepararon tres series, cada una compuesta por cinco muestras de
la misma concentracion se considero, el nivel de concentraciéon 3, correspondiente a
29.40pg/mL. La preparacion de las disoluciones se hizo de la misma manera que en
el apartado de linealidad, es decir tomando una alicuota de 1.5 mL de una
disolucion madre de 98 pug/mL y aforando a un volumen de 5 mL. Se midieron las

absorbencias de las tres series a 295 nm.

Los datos que se obtuvieron, permitieron determinar si el método que se estaba
realizando era preciso para la cuantificacion del acido folico. Con esta prueba se
finalizé el estudio en cuanto a las caracteristicas del folato y del método para poder
llevar a cabo las determinaciones en las muestras de alimentos, en este caso las

diez verduras seleccionadas.
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2) Preparacion de las muestras

Verdura cocida

Verdura cruda

Peso De verdura

Licuado de verdura con
NaOH 0.1N

Medicién de pH hasta pH 13

Colado de verdura

Filtrado de verdura

Solucién de verdura

Figura No. 5: Acondicionamiento de las verduras

Las diez verduras analizadas se compraron en el mercado sobre ruedas del Rosario
en el Distrito Federal. Las verduras se compraban el sdbado correspondiente a la
semana de trabajo de la verdura. Se conservaron en un recipiente cubierto de

aluminio en refrigeraciéon hasta el momento de su analisis.

En el caso de las verduras que se analizaron cocidas, se introdujeron en agua
hirviendo durante cinco minutos, considerando que la temperatura de ebullicién es

una temperatura constante y se evitarian variaciones en la coccion.
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La preparacion de la muestra fue la misma en los diez casos de verduras. Se tomoé
una porcion de verdura considerable, con excepcion de la zanahoria, que se tomo
entera debido a la complejidad de ésta. En todos los casos, se peso la porcién de
verdura y se licué con hidroxido de sodio. Posteriormente se llevé la mezcla a un pH
de 13, debido a que a este pH se puede garantizar la presencia del acido félico en
forma de folato, asi como el control para que no se den cambios en el contenido del

elemento a analizar. Se midié el volumen final de soluciéon de verdura.

Posteriormente se col6 vy filtro la disolucion de la muestra para evitar la interferencia
de particulas grandes de verdura en la medicion en el espectrofotometro.

Finalmente se realiz6 la determinacién del folato en las verduras.

3) Determinacién de acido félico en verduras crudas y cocidas

Verdura

Obtencidn de espectro Determinacidn de Exactitud y
de absorcion folato repetibilidad

Precision del método

Longitud de onda de

maxima absorcion y Cantidad aproximada Porcentaje de Precisién del método
ver si no hay de acido félico recobro
interferencias

Figura No.6: Determinacion de &cido folico en verduras
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La determinacion de folato en verduras se hizo por triplicado, en dos etapas; la
primera consisti6 en correr muestras de verduras para obtener un contenido

aproximado de &cido félico. Realizando tres series con cinco muestras cada una.

La preparacion de la disolucion se hizo tomando una alicuota de la solucién de
verdura y posteriormente aforandola a 10 mL. La alicuota de solucion de verdura
varié de una verdura a otra puesto que el contenido de acido félico es distinto entre

las verduras. Posteriormente se midi6 la absorbencia de las muestras a 295 nm.

La segunda etapa, consistio realizar la exactitud y repetibilidad, buscando obtener
un porcentaje de recobro incluido entre 97 y 103%, para poder establecer la
cantidad de &cido fdlico en las verduras. En este estado de la experimentacion se
considerd el nivel de concentracion 4 de acido félico, correspondiente a 29.40
pHg/mL, nivel equivalente a un 100% de acido félico referente a la concentracion
inicial de 6.8 x10°M. Se prepararon tres series cada una compuesta por seis
disoluciones. Para llevar a cabo la preparacion de las disoluciones se tomo la
cantidad de disolucion de verdura correspondiente a 14.7 pg de acido folico y
14.7ug de acido folico estandar y se afor6 a 5 mL. En el caso de las verduras en las
cuales se superaron los 5 mL de disolucion de verdura se hizo un ajuste en el
volumen de aforo y por lo tanto de la cantidad de acido félico estandar. Se midié la

absorbencia a 295nm en el espectrofotdmetro.

En esta etapa se buscaba obtener una absorbencia similar a la obtenida en
linealidad y en consecuencia un porcentaje de recobro entre el 97 y 103% para
poder validar el método espectrofotométrico para cuantificacion de acido folico en
verduras. Las formulas utilizadas para realizar los calculos en cada una de las

etapas se muestran en el Apéndice 4.
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La precision del método se realizé de la misma manera que en la determinacion de

las caracteristicas del ion folato en el apartado de precision del sistema.
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- ANALISIS PREVIOS DE ESTABILIDAD DEL ACIDO FOLICO
En una primera instancia se deseo trabajar el 4cido félico disuelto en agua pero
se encontrd que su solubilidad era minima ademas de tener variaciones en las
determinaciones debidas a la solubilidad y la sensibilidad del compuesto a la
luz y al calor. Las variaciones encontradas al usar agua como disolvente se

vieron al querer realizar una curva patrén (Grafico 4).

Grafico Estandar

1.2 (acido félico en agua)
1
8 0.8 == Tedrica
c
§ 0.6 =—Exp.1
[
(7] R
o K Exp.2
< 04 y 4 ~
=>e=Exp.3
0.2 Exp.4
0
0 5 10 15 20 25

Concentracion (microgramos por mililitro)

Grafico No. 4: Gréafico Estandar del acido félico en agua

En el grafico 4 se observa claramente la existencia de variaciones entre una
curva y otra, mostrando la inestabilidad del compuesto en agua. El acido félico
al encontrarse en agua presenta una solubilidad minima y ademas al ser un
compuesto sensible a la luz, la solucién al ser usada en distintas ocasiones
provoco que el acido félico como tal perdiera su estructura. En cuanto a la
temperatura, la solucion se mantuvo a temperatura de refrigeracion, para asi

evitar al cambio en el 4cido félico debido a su caracteristica de sensibilidad a la
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temperatura. Al tener variaciones importantes en cuanto a la estabilidad del
compuesto se decidié cambiar de disolvente a hidréxido de sodio. Al usar
hidréxido de sodio se esta permitiendo la formacion de la sal del acido félico, el

folato, siendo éste estable para las determinaciones necesarias.

- CARACTERIZACION DEL ACIDO FOLICO
En la primera etapa de la caracterizacion del acido félico se obtuvo un espectro
de absorcion para asi conocer su maximo de absorcion. En el espectro de
absorcion, grafica No. 5, se observa claramente que el maximo de absorcion
se encuentra a una longitud de onda de 295 nm, esta longitud de onda es
confirmada en la literatura®™. La longitud de onda de maxima absorcién permitié
realizar las cuantificaciones posteriores, linealidad, precision asi como las
determinaciones del acido félico en todas las verduras, debido a que ésta, es

la longitud de onda especifica para el ion folato.

Espectro de absorcion del idn Folato
1.6

14

1.2

0.8

Absorbancia

0.6

0.4

0.2

190 240 290 340 390 440

Longitud de onda (nm)

Gréfico No. 5: Espectro de absorcién del ion folato
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Una vez determinada la longitud de onda para la cuantificacién del acido félico
se realizd un gréfico de calibracion, para tener asi una relacion entre
concentraciones de acido félico y absorbencias. De la curva de calibracién
(Grafico No.6) se obtuvo una ecuacion de recta, dando asi la relacion de acido
félico con absorbencia con un porcentaje de coeficiente de correlacion de
99.87% indicando que los datos son lineales y que la relacibn entre

concentracion y absorbencia se puede aplicar.

Grafico Estandar

1.2

0.8

0.6

Absorbancia

0.4

0.2

0 5 10 15 20 25

Concentracion (microgramos por mililitro)

Grafico No. 6: Gréafico Estandar del folato

La ecuacién de recta que se obtuvo fue:

Ecuacién No. 2: Absorbencia = 0.04654 concentracion + 0.01244

Despejando en la ecuacion No. 2, la concentracion tenemos:

Absorbencia — 0.01244
0.04654

Concentracion =
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El siguiente paso fue la determinacion de linealidad del método, se obtuvieron
cuatro rectas en las cuales se relacionan los distintos niveles de concentracion

(23.52, 29.40, 35.28 y 41.16 pg/mL) y las absorbencias obtenidas (Grafico 7).

Linealidad del sistema

1.2

1 4

0.8
o
e
s .
$ 06 =—¢—Serie 1
g == Serie 2
< Serie 3

0.4 erie

=>¢=Serie 4
0.2
0
21 26 31 36 41 46

Concentracion (microgramos por mililitro)

Grafico No. 7: Curvas de linealidad del sistema

De las rectas del grafico No. 7, se obtuvieron las ecuaciones de éstas las
cuales son relacionadas con la ley de Beer-Lambert, permitiendo tener una
relacion estrecha entre la absorbencia medida por el espectro de absorcion y la
concentracion de &cido félico en la muestra. En la tabla No. 5 se muestran las
ecuaciones de rectas obtenidas en cada determinacion de linealidad (Grafico

No. 7):
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Serie Pendiente Ordenada al Coeficiente de
origen correlacion
1 0.04733 -1.0144 0.9979
2 0.04597 -0.9324 0.9992
3 0.04354 -0.849 0.9945
4 0.04779 -1.027 0.9997
Promedio 0.04616 -0.9550 0.9978

Tabla No. 5: Ecuaciones de recta de linealidad

De las cuatro rectas que se obtuvieron se obtuvo un promedio en el cual el
coeficiente de correlacion es de 99.78%, siendo el intervalo de aceptacion
superior al 98%, esto ultimo indicando que los datos son reproducibles, lo cual
se buscaba mediante el andlisis de la linealidad del sistema. Al tener un
coeficiente de correlacion superior al intervalo establecido nos permite asegurar
gue los resultados obtenidos son proporcionales a la concentracion de acido
folico.

Correlacionando la ley de Beer-Lambert con los datos anteriores se tiene que:

Ecuacion No. 3: Absorbencia = Concentracion. €.l

Como | esigual a 1y, entonces € corresponde a la pendiente de la ecuacion, y

en la ecuaciéon de Beer-Lambert. Por lo cual se tiene la siguiente ecuacion:

Ecuaciéon No. 4: Absorbencia = 0.04616 Concentracion — 0.9550

La ecuacion No. 4, va a servir en la determinacion del contenido de &cido folico
en las verduras, debido a que se tiene ya una relacion directa de absorbencia
(variable que se midi6é en cada verdura) y concentracion (variable desconocida)

ahi, la importancia de la linealidad en el desarrollo de este método.
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De la linealidad se tomo el dato representativo de la concentracion de 29.40
pg/mL de concentracion, nivel de concentracion equivalente a un 100% en
base a una concentracién de 6.5 x 10 M, corresponde a una absorbencia de
1.422. Con los datos anteriores se hizo el estudio de precision del sistema, en
el cual se obtuvo un porcentaje reproducibilidad de 98.73% de la absorbencia
antes mencionada y tiene un coeficiente de variacion del 2.8%, estos
porcentajes indican que el método es repetible, ya que se considera un
intervalo de 97 a 103% de reproducibilidad para métodos espectrofotométricos

y un coeficiente de variacion inferior al 3% (Tabla No.3)**.

- DETERMINACION DE ACIDO FOLICO EN VERDURAS
1) Aguacate
En la cuantificacion del acido folico en el aguacate crudo se obtuvo una
concentracion promedio de las tres series realizadas de 233.766 microgramos
en 100 gramos de muestra con una desviacion estandar de 0.247 y un
coeficiente de variacion de 0.1056%. En el caso del aguacate cocido, se cocio
esta verdura para evaluar la tendencia del contenido de acido félico al cocer la
verdura, se obtuvo una concentraciéon promedio de las tres series realizadas,
de 21.1334 microgramos en 100 gramos de muestra con una desviacion
estandar de 0.627 y un coeficiente de variacion de 2.97%. Se puede observar
gue hay una disminucién considerable en la cantidad de acido félico cuando el
aguacate es cocido. Al cocer el aguacate hay una pérdida de 90.96 % del
contenido de acido fdlico, indicando que la coccién afecta el contenido de acido
félico, debido a que el &cido félico es una vitamina termol&bil, es decir sensible

a las temperaturas altas y llevando asi a tener hidrdlisis de la vitamina. Al
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considerar los dos resultados en cuanto al coeficiente de variacion estos entran
dentro del intervalo establecido para métodos espectrofotométricos que debe
de ser inferior al 3%, indicando que no existe una dispersién importante entre
los datos obtenidos y la media aritmética de los datos.

En la precision del método se obtuvo un coeficiente de variacion de 0.15093%,
el cual es inferior al 3% establecido. En la exactitud y repetibilidad se obtuvo
un porcentaje de recobro para el aguacate de 97.64% lo cual es totalmente
aceptable puesto que se encuentra en el intervalo permitido que es de 97 al
103% para métodos espectrofotomeétricos.

La metodologia basada en una técnica espectrofotométrica desarrollada fue
validada al tener todos los parametros (linealidad, precision y porcentaje de

recobro) dentro de los intervalos establecidos®..

Tipo de Serie Promedios de Promedios de Promedios de
verdura concentracion de las Precision del Porcentaje de
tres series (ug ac. método por serie recobro por serie
félico/100g verdura) (%)
1 233.5 1.3295 93.50
Cruda 2 234.032 1.3295 93.50
3 233.776 1.3305 93.57
1 21.1952
Cocida 2 21.7583
3 20.4472

Tabla No 6: Resultados de las cuantificaciones de acido félico en verduras
crudas y cocidas en aguacate
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2) Betabel

El betabel tiene 372.63 microgramos de acido folico en 100 gramos de betabel,
con una desviacion estandar de 0.357 y un coeficiente de variacién de 0.09%
esto cuando la verdura no ha sido procesada. Cuando el betabel ha sido cocido
tiene una concentracion de &cido félico de 70.678% con una desviacidon
estandar de 1.612. y un coeficiente de variacion de 2.28%. Al cocer el betabel
hay una pérdida del 81.03% de acido félico.

En los dos casos, en el betabel cocido y en el betabel crudo los coeficientes de
variacion entran dentro del intervalo aceptable que debe de ser inferior de 3%,
indicando que entre los datos la variacion no afecta los datos obtenidos.

En cuanto a la precision del método se obtuvo un coeficiente de variacion de
0.2283%, el cual es inferior al 3% establecido. El porcentaje de recobro
obtenido en la evaluaciéon de la exactitud y la repetibilidad del método fue de
98.11%. EI porcentaje de recobro entra perfectamente en el intervalo
establecido en el caso anterior por lo cual se puede decir que el método
espectrofotométrico fue validado para la cuantificacion de acido folico en

betabel.
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Tipo de Serie Promedios de Promedios Promedios de
verdura concentracion de las tres | de Precision Porcentaje de
series (ug ac. félico/100g del método recobro por serie
verdura) por serie (%)

1 373.06 1.394 98.02
Cruda 2 372.53 1.395 98.11

3 372.374 1.397 98.21

1 70.203
Cocida 2 69.165

3 72.339

Tabla No 7: Resultados de las cuantificaciones de &cido folico en verduras
crudas y cocidas en betabel
3) Brocaoli

El brocoli tiene 157.48 microgramos de acido folico en 100 gramos de brocoli,
con una desviacion estandar de 0.550 y un coeficiente de variacion de 0.349%.
Al cocer el brécoli este presenta una disminucion de un 83.29% en el contenido
de &cido fdlico representando que tiene 26.317 microgramos de &cido félico en
100 gramos de broécoli cocido. En esta determinacion se tuvo una desviacion
estandar de 0.529 y un coeficiente de variacion de 2.01%.

Los coeficientes de variacién obtenidos en los dos casos para el brocoli son
inferiores al 3% indicando que la diferencia entre la media aritmética y los datos
es casi nula, y entra dentro del intervalo aceptable para la validacion del
método.

El porcentaje de recobro obtenido en la evaluaciébn de la exactitud y

repetibilidad del método fue de 98.31. El porcentaje de recobro es adecuado
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ademés el coeficiente de variacibn para el andlisis de precision fue de

0.06308%, dato que es inferior al 3% establecido por la guia de validacion de

métodos andliticos®. Una vez mas el método espectrofotométrico fue validado

para la cuantificacién de acido félico en brécoli.

Tipo de Serie Promedios de Promedios de Promedios de
verdura concentracion de las Precision del Porcentaje de
tres series (ug ac. método por serie | recobro por serie
f6lico/100g verdura) (%)
1 158.1 1.3981 98.32
Cruda 2 157.26 1.3980 98.31
3 157.067 1.3978 98.30
1 26.617
Cocida 2 26.621
3 25.713

Tabla No 8: Resultados de las cuantificaciones de acido félico en verduras
crudas y cocidas en brocoli

4) Elote

De la determinacion de acido folico se obtuvo que el elote tiene 214.7563

microgramos

de acido félico en 100 gramos de éste con una desviacion

estandar de 0.316 y un coeficiente de variacion de 0.147%. En el elote cocido

se tuvo un contenido de 93.725 microgramos de acido folico en 100 gramos de

elote cocido con una desviacién estandar de 0.566 y un coeficiente de variacion

de 0.604%. La disminucion de acido folico en el elote al ser cocido representa

un 56.36%.
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Los coeficientes de variacion en los dos casos estudiados para el elote son
inferiores al 3% establecido para métodos espectrofotométricos para poder
validar el método y se considere como un método reproducible.

El porcentaje de recobro obtenido en la evaluacion de la exactitud y
repetibilidad del método fue de 97.99%, y en el estudio de precisién el
coeficiente de variacion fue de 0.14%. Estos ultimos datos permitiendo validar

el método espectrofotométrico para la cuantificacion de acido félico en dicha

verdura.
Tipo de Serie Promedios de Promedios de Promedios de
verdura concentracion de las tres | Precision del Porcentaje de
series (ug ac. félico/100g método por recobro por serie
verdura) serie (%)
1 214.389 1.391 97.84
Cruda 2 214.927 1.395 98.08
3 214.953 1.394 98.05
1 94.307
Cocida 2 93.691
3 93.177

Tabla No 9: Resultados de las cuantificaciones de acido félico en verduras

crudas y cocidas en elote

5) Esparrago

En este caso se obtuvo un contenido de acido félico de 96.4076 microgramos
en 100 gramos de esparrago crudo con 0.4874 de desviacion estandar y un
coeficiente de variacién de 0.5056% .En el caso del esparrago cocido este tuvo

un contenido de acido félico de 50.934 microgramos en 100 gramos de
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esparrago con una desviacidon estandar de 0.818 y un coeficiente de variacion
de 1.606%. La disminucion de acido félico en la verdura cruda representa un
47.17%.

Los coeficientes de variacion obtenidos son inferiores al 3% indicando que la
diferencia entre los datos y el promedio obtenido para cada caso es aceptable.
Se tuvo un porcentaje de recobro 98.61% en el estudio de repetibilidad y
exactitud y un coeficiente de variacién en el estudio de precision de 0.1047%.
Como en los casos anteriores el método desarrollado permite la cuantificacion

de acido félico en esparrago.

Tipo de Serie Promedios de Promedios de Promedios de
verdura concentracion de las tres Precision del Porcentaje de
series (ug ac. folico/100g | método por serie | recobro por serie
verdura) (%)
1 95.8936 1.387 97.54
Cruda 2 96.8632 1.388 97.61
3 96.46614 1.389 97.68
1 50.092
Cocida 2 50.986
3 51.724

Tabla No 10: Resultados de las cuantificaciones de &cido folico en verduras
crudas y cocidas en esparrago
6) Espinaca
El contenido de acido félico en la espinaca es de 216.9224 microgramos de
acido félico en 100 gramos de verdura cuya desviaciéon estandar fue de 0.3074,

cuyo coeficiente de variacion fue de 0.1417%. Al hervir las espinacas estas
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tienen una disminucién de 79.14% en su contenido de &cido folico, por lo cual
la espinaca cocida tiene un contenido de 45.249 microgramos de &cido folico
en 100 gramos de verdura cocida. En la determinacion de acido félico en la
espinaca cocida la desviacion estandar fue de 0.939 y el coeficiente de

variacion fue de 2.07%.

En cuanto a los coeficientes de variacion para la espinaca cocida y la espinaca

cruda fueron inferiores al 3% siendo aceptables.

El coeficiente de variacion obtenido en la evaluacion de la precision del
método fue de 0.0694%, y el porcentaje de recobro obtenido fue de 98.25%

permitiendo validar el método para la cuantificacion de acido félico en espinaca.

Tipo de Serie Promedios de Promedios de Promedios de
verdura concentracion de las tres Precision del Porcentaje de
series (ug ac. folico/100g método por recobro por
verdura) serie serie
(%)
1 216.9448 1.3975 98.28
Cruda 2 216.6044 1.3967 98.22
3 217.218 1.3970 98.24
1 43.583
Cocida 2 45.434
3 44.73

Tabla No 11: Resultados de las cuantificaciones de acido foélico en verduras
crudas y cocidas en espinaca

7) Jitomate
El jitomate mostré un contenido de 37.2881 microgramos de acido félico en

100 gramos de jitomate cuya desviacion estandar fue de 0.1165 y con un
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coeficiente de variacion de 0.312%. Al cocer el jitomate este tuvo una
concentracion de acido félico del 29.50% con una desviacion estandar de 0.497
y 1.69% de coeficiente de variacion. La concentracion de &cido félico al cocer el
jitomate indica que hay un descenso en la concentracion de la vitamina del
20.89%.

En ambos casos en el jitomate el coeficiente de variacion fue inferior a 3%
indicando que los datos estan cercanos a la media aritmética, permitiendo decir
gue los datos obtenidos son correctos y que se puede repetir la metodologia
aplicada para esta verdura.

En la cuantificacion del jitomate se tuvo un porcentaje de recobro de 97.95% y
un coeficiente de variacion en el estudio de precision de 0.1305%, este permite

validar el método desarrollado.

Tipo de Serie Promedios de Promedios de Promedios de
verdura concentracion de las tres Precision del Porcentaje de
series (ug ac. folico/100g | método por serie recobro por
verdura) serie
(%)
1 37.215 1.3773 96.86
Cruda 2 37.227 1.3788 96.96
3 37.422 1.3798 97.03
1 29.561
Cocida 2 29.985
3 28.992

Tabla No 12: Resultados de las cuantificaciones de acido félico en verduras
crudas y cocidas en jitomate
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8) Papa

La papa tiene 38.0722 microgramos de acido félico en 100 gramos de verdura
con una desviacion estandar de 0.03565 y un coeficiente de variacion de
0.936%. Al hervir la papa esta tuvo un descenso en su concentracion de acido
félico de 7.12%, indicando que se tiene una concentracion de &cido félico en la
papa cocida de 34.973 microgramos en 100 gramos de papa, en el estudio se
tuvo una desviacion entandar de 1.06 y un coeficiente de variacion de 3.03.

Los coeficientes de variaciones son aceptables puesto que entran dentro del
intervalo que es de inferior o igual al 3%.

El porcentaje de recobro fue del 99.90% en el estudio de exactitud y
repetibilidad y el coeficiente de variacion en el estudio de precision fue de

0.0636%, validando asi el método espectrofotométrico de acido folico en esta

verdura.
Tipo de | Serie Promedios de Promedios de Promedios de
verdura concentracion de las tres | Precision del | Porcentaje de recobro
series (ug ac. folico/100g método por por serie
verdura) serie (%)
1 1.398 99.85
38.04767
Cruda 2 1.399 99.93
38.11308
3 1.399 99.93
38.05578
1
35.361
Cocida 2
33.77
3
35.788

Tabla No 13: Resultados de las cuantificaciones de acido félico en verduras
crudas y cocidas en papa
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9) Pepino

El pepino tiene 47.23 microgramos de &cido félico en 100 gramos de pepino en
el estudio se tuvo una desviacion estandar de 0.1539 y un coeficiente de
variacién de 3.25%. Al cocer el pepino se tuvo una concentracion de &cido
félico de 14.198 microgramos en 100 gramos de pepino cocido, con una
desviacion estandar de 1.7 y un coeficiente de variacion de 1.19%. En el caso
del pepino se tuvo una disminucion en la concentracion de é&cido félico del
69.98%.

En el caso del coeficiente de variacion para el pepino crudo este supera por
0.25% el intervalo aceptable que debe de ser inferior o igual al 3%, esta
diferencia no es mucha por lo cual se consideré el dato obtenido. Este dato se
pudo deber a la composicion del pepino que tiene una gran cantidad de agua
en la cual parte de sus componentes se pierden y podria ser el caso de acido
félico. Para el caso del pepino cocido el coeficiente de variacion entro dentro
del intervalo aceptable. Aunque se haya tenido un coeficiente de variacion
superior al 3% en el pepino crudo se puede considerar que el método utilizado
puede ser aplicable.

En el estudio de precision se obtuvo un coeficiente de variacion de 0.396%. El
porcentaje de recobro de 97.64%, ambos elementos fueron suficientes para

validar el método para la cuantificacion de acido félico en pepino.
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Tipo de Serie Promedios de Promedios de Promedios de
verdura concentracion de las tres Precision del Porcentaje de
series (ug ac. félico/100g | método por serie recobro por
verdura) serie
(%)
1 47.40696 1.3843 97.35
Cruda 2 47.15542 1.3952 97.44
3 47.12756 1.3857 98.11
1 15.273
Cocida 2 15.082
3 12.238

Tabla n°14: Resultados de las cuantificaciones de acido folico en verduras
crudas y cocidas en pepino
10) Zanahoria
La Zanahoria con 37.9677 microgramos de acido folico en 100 gramos en las
determinaciones del acido folico se tuvo una desviacion estandar de 0.1336 y
un coeficiente de variacion de 0.3519%. Al cocer la zanahoria esta tuvo una
concentracion de &cido félico de 31.484 microgramos de acido félico en 100
gramos de zanahoria, esta cantidad de &cido fdlico indico que hay una
disminucion de acido folico en la verdura al ser cocida de 17.08%. En la
determinacion del &cido félico en la zanahoria cocida se tuvo una desviacion

estandar de 0.5055 y un coeficiente de variacion de 2.96%.

Considerando los coeficientes de variacion el método puede ser aplicado en

otras determinaciones de acido félico en zanahoria.
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Se tuvo un porcentaje de recobro de 98.20%, el cual es aceptable en la
validacion del método. En la precision del método se obtuvo un coeficiente de

variacion de 0.1217 suficiente para validar el método.

Tipo de Serie Promedios de Promedios de Promedios de
verdura concentracion de las Precision del Porcentaje de
tres series (ug ac. método por serie recobro por
f6lico/100g verdura) serie
(%)
1 37.82974 1.3963 98.20
Cruda 2 38.09646 1.3958 98.16
3 37.97698 1.3972 98.25
1 31.131
Cocida 2 32.065
3 31.256

Tabla No 15: Resultados de las cuantificaciones de acido foélico en verduras
crudas y cocidas en zanahoria

11) Analisis conjunto de las diez verduras

En los incisos anteriores se hizo un analisis detallado de cada verdura y de los

resultados obtenidos en cada uno de los casos analizados.

En la grafica No. 8, se busca recapitular los contenidos de acido félico en cada

una de las muestras, para poder hacer un estudio comparativo.
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Contenido De Acido Félico En Verduras Crudas

400 ~

g de 4c. félico por 100 gramos de verdura

Verdura

Grafico No. 8: Comparacion del contenido de acido folico en las verduras.

En el grafico No. 8 se observa que el betabel es la verdura que tiene mayor
contenido de acido félico y la que tiene un contenido menor es el jitomate.
También se puede observar que las verduras con un color verde, el aguacate,
brécoli, esparrago y espinaca, forman parte de las que tienen mayor contenido

de acido félico. Esto ultimo en las verduras crudas.

Al cocer las verduras todas presentaron una disminucién importante en el
contenido de &cido fdlico la verdura que tiene una disminucion considerable es

el aguacate y la que tiene una menor disminucion es la papa. El aguacate
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cocido se hizo para ver el comportamiento por lo tanto la verdura que tuvo un
descenso importante en su concentracion de acido folico fue el brécoli con un
porcentaje de pérdida del 83.29%. Es importante destacar que al cocer la papa
por 5 minutos en agua hirviendo, ésta no se cuece completamente impidiendo
que el acido folico se hidrolice. En cuanto al aguacate en las mismas
condiciones de coccién este se deshace de ahi que el acido félico se hidrolice
casi por completo o bien en el caso del brécoli, al tener una estructura mas
sencilla y mas fragil que la papa, la hidrolisis del &cido folico es mas factible.
Los parametros de coccion se establecieron 5 minutos a temperatura de
ebullicién para que las condiciones de coccion no fueran factor de diferencia en
los resultados obtenidos, se sabe que estos parametros de coccidn no son
aplicados al momento de cocer las verduras en casa. En el grafico No. 9, se
muestra la relacion entre el contenido de acido folico en cada una de las

verduras crudas y cocidas.

Disminucion de acido félico por coccidn de las
verduras

100% .-l rl I-I _— _— rl < i i a_—
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e > > > z = = o
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m Acido félico perdido por coccién Acido Félico restante despues de coccién

Grafico No.9: Disminucion del contenido de acido folico en las verduras
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En muchas ocasiones las verduras analizadas no tienen un proceso de coccion
idéntico al manejado en el experimento presente, ya sea porque no se
consumen cocidas como el caso del aguacate y pepino, mientras que otras
verduras no se consumen crudas como es el caso del brécoli y el elote. A
continuacién de mostraran algunas razones por las cuales la coccion puede
favorecer o afectar a las verduras. El aguacate es procesado para realizar
distintos productos alimentarios, para esto se pasteuriza y mediante este
proceso se pierden varios de sus compuestos incluido el &cido félico, ademas
de que su consumo mas usual es crudo. En el caso del betabel se obtiene la
betaina utilizando calor, llevando asi a perder el acido folico presente en el
betabel. De esta verdura también se logra la obtencién de dos colorantes la
betacianina y la betaxantina los cuales también se ven afectados por la
temperatura ya que se pierden en el agua de coccion y ademas la luz también
afecta su estabilidad®>®. En el caso del brocoli la presencia de glucosinolatos
impide que su ingesta sea cruda. Estos compuestos son metabolitos
secundarios de las plantas que al ser ingeridos provocan la sintesis de glucosa,
acido sulfurico y compuestos volatiles como son los itiocianatos (irritan las
mucosas), oxazolidin-2-tionas (tiene efectos antitiroideos y provoca el bocio),
nitrilos  (inhiben el crecimiento y provocan lesiones en higado y rifion) y
finalmente tiocianatos (tienen efectos antitiroideos). Al llevar a cabo la coccién
del brécoli los glucosinolatos son inhibidos e impidiendo la formacion de los
compuestos téxicos antes mencionados. De aqui la importancia de conocer la
perdida de acido félico por coccién en esta verdura®’. Actualmente el aguacate
es procesado para realizar distintos productos alimentarios, para esto se

pasteuriza y mediante este proceso se pierden varios de sus compuestos
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incluido el acido fdlico. El elote es una verdura con muchos usos distintos, es
la base de la comida mexicana con la tortilla, para su elaboracion se hace un
proceso de nixtamalizacion, es decir la harina de maiz se pone con un alcali
fuerte llevando asi a que la biodisponibilidad del &cido félico disminuya y
posteriormente por su coccion. Del jitomate, del esparrago, de la espinaca y de
la zanahoria se obtienen carotenoides, compuestos coloridos. En el caso del
jitomate se obtiene el licopeno, pigmento responsable de darle el color rojo al

jitomate. El licopeno es insoluble en agua, por lo que la coccidon no lo afecta.

El betacaroteno es el responsable de la coloracion naranja de la zanahoria
pero también le da parte de su coloracidon al esparrago y a la espinaca, este
caroteno también es insoluble en agua®, por lo que no hay pérdida de estos
compuestos en la coccion, y no pueden ser un vehiculo para el acido félico. El
Pepino tiene una gran cantidad de agua, alrededor del 95%. Al tener una gran
cantidad de agua en su composicion la mayoria de los compuestos son
solubles en ésta, al cocer el pepino se observé que la matriz se deshizo,
provocando que todos los componentes se perdieran en el agua de coccion. La
papa tiene un gran porcentaje de almidon, formando asi su estructura firme. El
almidon es insoluble en agua por lo que las pérdidas de este en el agua de
coccion son minimas, de ahi que el 4cido félico este protegido por el almidén y

no haya gran pérdida.

Para validar el método fue necesario calcular en el parametro de exactitud y
reproducible el porcentaje de recobro de cada una de las verduras; la verdura
de la cual se obtuvo un mayor porcentaje de recobro fue la papa (99.90%) y la

de menor porcentaje de recobro fue el aguacate (97.64%). La diferencia en los
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porcentajes de recobro se pudo deber a que, en el caso del aguacate éste es
una verdura muy delicada, es decir que sufre un proceso de oxidacion muy
rapido al ser partido y al trabajar la verdura ademas de tener una matriz blanda,
produciendo seguramente cambios en el contenido de acido félico. En cuanto a
la papa, esta verdura es la que tiene una matriz mas fuerte de todas las
verduras permitiendo tal vez que el acido félico se encuentre resguardado de
cambios indeseables de ahi que los porcentajes de recobro sean distintos de

una verdura a otra.

Al cuantificar el acido folico en las verduras cocidas, se observé que en
todas las verduras hubo una disminucion considerable. La verdura que tuvo
una disminucion importante fue el aguacate con una disminucion en su
contenido de acido félico de 90.96%, es importante decir que en el caso del
aguacate y el pepino, se hizo la cuantificacion para ver la tendencia en cuanto
a disminucion del contenido de acido fdlico aunque estas verduras no se
consuman de manera cocida. Considerando esto ultimo se podria decir que la
verdura que tuvo una disminucion importante a considerar en cuanto a su
contenido de &cido félico es el brocoli con 83.29%. Finalmente la verdura que
tuvo una menor disminucion en su contenido de acido félico fue la papa con

7.12%.

En los diez casos se valido el método desarrollado. Es importante destacar
gue el porcentaje de recobro permite afirmar que el compuesto analizado esta
presente en las muestras asi como establecer el contenido de acido félico en la

muestra analizada.
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Al realizar un espectro de absorcion de las verduras, espectro A, (Apéndice
5) se observa que en las verduras hay acido folico pero aun en ese estado del
experimento existe la duda de que en realidad sea é&cido félico, esto ultimo
debido a que existe un sinfin de compuestos que absorben a 295 nm. En este
estado del desarrollo del experimento se considera positiva la presencia de
acido félico y se cuantifica el contenido de éste. Es importante decir que el
contenido arrojado en esta etapa era aproximado y sirvié de base para validar
el método. Para validarlo se bas6 en una concentraciéon de 29. 40ug/mL, la
cual se preparé agregando la mitad de este contenido, con acido folico
estandar y la otra mitad del contenido del extracto de verdura. Al tener el
resultado esperado (absorbencia obtenida en linealidad) se pudo confirmar
gue el compuesto cuantificado era efectivamente acido félico. En el espectro B
(Apéndice 5) que es afladiendo acido folico al extracto de verdura se observa el
aumento en la absorbencia a 295 nm debido al agrego de &acido félico al

extracto de verdura.

En los espectros de absorcion de las verduras (Apéndice 5) se pudo notar
gue la longitud de onda de maxima absorcion para las diez verduras oscila
entre 216 y 220 nm, indicAndonos que las 10 verduras tienen un compuesto
comin en una gran proporcién. Este compuesto comun podria ser un
compuesto aromatico debido a su posicion en el espectro de absorcién, pero al
solo tener un espectro de absorcion en ultravioleta es insuficiente para poder

determinar el compuesto.

Es importante mencionar que la comparacién de los valores de contenido de

acido folico en las verduras obtenidos con los indicados en la literatura® no se
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puede realizar directamente, debido a que el acido félico en las verduras

reportado en las tablas (Apéndice 2) esta expresado como &cido folico

equivalente de folato dietético (DFE). Esto ultimo indica la parte biodisponible

del compuesto en la verdura, y lo cuantificado experimentalmente es el &cido

félico total de la verdura. Considerando que el &cido félico digerible en todas las

verduras es idéntico se puede realizar una comparacion del contenido, asi

mismo se observa que en las verduras mexicanas se tiene un contenido mayor

del compuesto que en Estados Unidos de América, estas diferencias se

pueden deber al método utilizado ya que en Estado Unidos de América utilizan

un método mas preciso (HPLC) que el usado en este trabajo.

Verdura Dato Dato Experimental | Dato de USDA’ Dato de USDA’
Experimental En verdura cocida En verdura cruda | En verdura
En verduracruda | (ug/100g) (ng/100g) cocida
(ng/100¢g) (ng/100g)
Aguacate 233.7666 21.1334 35.27-88.19 -
Betabel 372.63 70.678 - 30
Brocoli 157.4766 26.317 62.5 56
Elote 214.7563 93.725 ---- 6.46
Esparrago 96.4076 50.934 95.83
Espinaca 216.9224 45.249 193.3 123.5
Jitomate 37.2981 29.5073 21.95 5.09
Papa 38.0722 35.361 - 8.97
Pepino 47.3 14.198 6.98 -—--
Zanahorita 37.9677 31.484 19.4 14.10

Tabla No 16: Tabla comparativa de los contenidos de acido félico
experimentales y del Departamento De Agricultura De Estados Unidos De

América’.
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En el caso del aguacate y del pepino crudos los datos obtenidos
experimentalmente son diez veces superiores a los presentados por USDA’ , el
mismo comportamiento se observa en el caso de betabel, elote, jitomate, papa
cocidos, esto Ultimo muestra una diferencia entre los métodos utilizados en
ambos lugares (espectrofotometria y HPLC).

En todas las verduras se sigue la tendencia de disminucién del contenido de
acido folico al cocer las verduras tanto en los datos experimentales como en
los datos proporcionados por la USDA’.

Realizando la comparacion de las verduras cocidas y las verduras crudas que
tienen un mayor contenido de acido félico (nUmeros en verde) y que tienen un
menor contenido de acido folico (nimeros en azul), considerando si estan o no
cocidas, no hay concordancia entre los dos métodos. En cambio si no se
considera la manera en que son procesadas las verduras, el jitomate y el
pepino concuerdan al ser las verduras que tienen un menor contenido de acido
folico.

En el caso de la zanahoria el orden de disminucidon entre verdura cruda y
cocida en ambos parametros de comparacion se mantiene, el mismo
comportamiento se observa en el jitomate. En cuanto a la espinaca no hay una
relacion directa entre los dos parametros de comparacion, incluso esta verdura
es la que se considera con un contenido mayor en &cido félico en la USDA'.
Estas comparaciones fueron hechas tomando en cuenta las tendencias en
cuanto al contenido de acido félico, a sabiendas que no se cuantifico el mismo
acido félico en los dos métodos. En el método espectrofotométrico se cuantifico
acido félico total mientras que en el método de HPLC se cuantifico solo la

porcién digerible de &cido folico (DFE), de ahi se puede interpretar la diferencia
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de diez veces superior entre los datos experimentales y los datos reportados
por USDA’ . Se sabe que la biodisponibilidad del &cido félico en alimentos es
del 20%, es decir que al momento de la digestion se pierde el 80% del &cido
félico®.

Seria importante comparar experimentalmente el contenido de acido félico de
verduras producidas en México como en Estados Unidos de Ameérica para
poder afirmar de manera valida que las verduras producidas en el pais son de
mejor calidad que las producidas en Estados Unidos de América en cuanto a

ésta vitamina.
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La metodologia basada en una técnica espectrofotométrica desarrollada en
la presente tesis es muy sencilla pero quiza sea un poco laboriosa en cuanto a
las repeticiones necesarias. A través de éste método espectrofotométrico se
pudo cuantificar de forma precisa, exacta y repetible el contenido de &cido
félico en las verduras seleccionadas. Seria interesante realizar un estudio de
exactitud mas avanzado del método mediante comparacion de datos obtenidos
en HPLC (método de referencia para la cuantificacion de acido félico) con datos
obtenidos con espectrofotometria ademas de un estudio de reproducibilidad
donde se usa la misma metodologia pero hecha por otro analitico, asi como

limites de deteccion.

En la cuantificacion del acido félico en cada una de las verduras se
obtuvieron desviaciones estandar aceptables mostrando que no hay una gran

dispersion entre los valores obtenidos en cada determinacién por verdura.

En el caso de las diez verduras analizadas se obtuvieron coeficientes de
variacién dentro del intervalo establecido que es inferior o igual a 3%>** a la
excepcion del pepino crudo en el cual se super6 este rango por 0.25%, lo cual

no es un valor superior de gran relevancia.

Al obtener coeficientes de variacion dentro del intervalo establecido (inferior al
3%)** permite decir que la metodologia establecida para la determinacion de
acido folico en las diez verduras analizadas puede ser aplicada para

determinaciones de acido fdélico futuras.

Los porcentajes de recobro de cada verdura entraron dentro del rango
establecido para la cuantificacion y validacion de métodos analiticos

espectrofotométricos que es de 97 al 103%>*. La verdura que tuvo un menor
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porcentaje de recobro fue el aguacate y la que tuvo un mayor porcentaje de

recobro fue la papa.

En el andlisis recapitulativo se establecié que la verdura con mayor
contenido de &cido fdlico fue el betabel, y la que tuvo un menor contenido fue el
jitomate, también se observd que las “verduras verdes” forman parte de las
verduras con mayor contenido de &cido félico llevando asi a confirmar la

hipotesis. Esto Ultimo en cuanto a las verduras crudas.

Al cuantificar el acido folico en las verduras cocidas, se observé que en
todas las verduras hubo una disminucion considerable de la vitamina. La
verdura que tuvo una disminucién importante fue el aguacate con una
disminucién en su contenido de acido félico de 90.96% y la verdura que tuvo

una menor disminucién en su contenido de acido folico fue la papa con 7.12%.

Como se menciond en el capitulo anterior todas las verduras presentan un
maximo de absorcion a una longitud de onda entre 216 y 220, esto ultimo se
interpreto como un compuesto con un aromatico en su estructura, pero seria
necesario elucidar por completo este compuesto, para esto se tendria usar un
método de separacion y de purificacion, posteriormente deducir su estructura
mediante resonancia magnética nuclear o por medio de espectrometria de

masas.

La metodologia desarrollada permite la cuantificacion de acido fdlico, se
podria proponer como alternativa para el HPLC, debido a que es mas sencilla 'y

sobre todo econdmica.
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Conociendo ya el contenido total de acido félico en las verduras tanto crudas
como cocidas seria importante determinar la fraccion digerible (DFE) de éste
compuesto en las verduras analizadas. Considerando que el contenido de
acido félico en las diez verduras analizadas es suficientemente elevado, se
puede decir que el requerimiento de acido félico puede cumplirse con el
consumo de verduras siempre y cuando se tenga una alimentacién
balanceada, esto Ultimo para el caso de todas las personas a la excepcion de
mujeres embarazadas. En el caso de las mujeres encintas se recomienda que
complementen su requerimiento de &cido folico con medicamentos para
asegurar el aporte de acido félico requerido durante esta etapa y asi evitar las

enfermedades mencionadas.
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Apéndice 1  Glosario de enfermedades ligadas al acido félico

Anencefalia: consiste en la falta de una parte del cerebro, con o sin falta de la
cavidad del craneo. (Francois Joseph Moreau, Tratado practico de los partos,
pagina 744, Madrid 1967)

Encefalocele: Protrusion (crecimiento anormal) de una porcion del hemisferio
cerebral y de las meninges de un defecto craneal. (Henry M. Seidel, Beryl J.
Rosenstein, Ambadas Pathak, Atencion primaria del recién nacido, Serie de
Manuales Practicos Series Manuales practicos, Elsevier Espafia 1998, pagina
85)

Enfermedad vascular: consiste en un dafilo u obstruccion en los vasos
sanguineos ya estén alejado o no del corazon (mediante las venas y arterias).
(Texas Heart Institute,Enfermedad vascular, disponible en internet
http://www.texasheart.org/HIC/Topics_Esp/Cond/pvd_sp.cfm, fecha de consulta
17/08/09)

Estenosis hipertrofica congénita del piloro: Es el engrosamiento y/o
hiperplasia de las fibras circulares de la capa muscular de la pared gastrica.
(Craig A Canby, Anatomia basada en la resolucion de problemas, Elsevier,
Espafia 2007, pagina 87)

Espina Bifida: malformacion debida a la falta de cierre del tubo neural durante
las primeras 4 a 6 semanas del desarrollo fetal. No hay un desarrollo adecuado
del arco posterior de una o0 mas vertebras dejando una abertura en la columna
vertebral. (Micki Cuppett, Katie M Walsh, Medicina general aplicada al deporte,
Elsevier Espafia, 2007 pagina 402)

Malformacion congénita renal: corresponde a las alteraciones del rifion e
incluye alteraciones en la maduracién y en la posicion del érgano. (Guillermo

Palomero, Lecciones de embriologia, Universidad de Oviedo 2000, pagina 344)
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Apéndice 1  Glosario de enfermedades ligadas al acido félico

Malformaciones de los miembros: cualquier defecto en los miembros de un
recién nacido.

Malformaciones orofaciales: son aquellos defectos de la cara y/o boca en los
nifios, tales como el labio leporino y fisura palatina. (Isabel Chaure Loépez,
Maria Inarejos Garcia, Enfermeria pediatrica, Manuales de enfermeria,
Elsevier, Espafia 2003, pagina 52)

Malformacion del Speto ventricular: anomalia localizada en el corazén, mas
especificamente en el septum ventricular. (Frank H. Netter, Corazén, Elsevier
Espafia 1993, paginal55)

Malformacion urinaria obstructiva: anomalia intrinseca del aparato urinario
provocando una obstruccion en el tracto urinario. (Manuel Hernandez
Rodriguez. Pediatria, Diaz de Santos, Espafia 1994, pagina 843)

Sindrébme de Down: un trastorno genético que implica una combinacion de
defectos congeénitos, entre los que se incluyen cierto grado de retardo mental,
rasgos faciales caracteristicos y, a menudo, defectos cardiacos, deficiencia
visual y auditiva y otros problemas de salud. (Universidad de Virginia Sistema
de salud, Trisomia 21, disponible en linea en:
http://www.healthsystem.virginia.edu/uvahealth/peds_genetics_sp/downs.cfm,
fecha de consulta, 17/08/09)

Tetralogia de Fallot: consiste en una obstruccion a la salida del ventriculo
derecho, comunicacién interventricular, cabalgamiento de la aorta sobre el
tabique ventricular e hipertrofia del ventriculo derecho. (John Cloherty, Manual

de cuidados neonatales, Elsevier Esparia, 2005, pagina 501)


http://books.google.com.mx/books?q=+inauthor:%22Isabel+Chaure+L%C3%B3pez%22&source=gbs_metadata_r&cad=9
http://books.google.com.mx/books?q=+inauthor:%22Mar%C3%ADa+Inarejos+Garc%C3%ADa%22&source=gbs_metadata_r&cad=9
http://books.google.com.mx/books?q=+inauthor:%22Frank+H.+Netter%22&source=gbs_metadata_r&cad=7
http://books.google.com.mx/books?q=+inauthor:%22Manuel+Hern%C3%A1ndez+Rodr%C3%ADguez%22&source=gbs_metadata_r&cad=9
http://books.google.com.mx/books?q=+inauthor:%22Manuel+Hern%C3%A1ndez+Rodr%C3%ADguez%22&source=gbs_metadata_r&cad=9
http://books.google.com.mx/books?q=+inauthor:%22John+Cloherty%22&source=gbs_metadata_r&cad=10

Apéndice 2

USDA National Nutrient Database for Standard Reference, Release 18
Folate, DFE (ng) Content of Selected Foods per Common Measure, sorted alphabetically

Tabla de contenido de folatos en verduras

Weight  Common Content per
NDB_No Description (o)) Measure
11015 Asparagus canned, drained solids 72 4 spears 69
11012 Asparagus, cooked, boiled, drained 60 4 spears 89
11019 Asparagus, frozen, cooked, boiled, drained, without salt 60 4 spears 81
11019 Asparagus, frozen, cooked, boiled, drained, without salt 180 1 cup 243
09038 Avocados, raw, California 28.35 1oz 25
09039 Avocados, raw, Florida 28.35 1oz 10
11087 Beet greens, cooked, boiled, drained, without salt 144 1 cup 20
11084 Beets, canned, drained solids 170 1 cup 51
11084 Beets, canned, drained solids 24 1 beet 7
11081 Beets, cooked, boiled, drained 170 1 cup 136
11081 Beets, cooked, boiled, drained 50 1 beet 40
11091 Broccoli, cooked, boiled, drained, without salt 156 1 cup 168
11091 Broccoli, cooked, boiled, drained, without salt 37 1 spear 40
11740 Broccoli, flower clusters, raw 11 1 floweret 8
11093 Broccoli, frozen, chopped, cooked, boiled, drained, without 184 1 cup 103
salt
11090 Broccoli, raw 88 1 cup 55
11090 Broccoli, raw 31 1 spear 20
11655 Carrot juice, canned 236 1 cup 9
11960 Carrots, baby, raw 10 1 medium 3
11128 Carrots, canned, regular pack, drained solids 146 1cup 13
11125 Carrots, cooked, boiled, drained, without salt 156 1cup 22
11131 Carrots, frozen, cooked, boiled, drained, without salt 146 1cup 16
11124 Carrots, raw 72 1 carrot 14
11124 Carrots, raw 110 1cup 21
11901 Corn, sweet, white, cooked, boiled, drained, without salt 77 1ear 35
11174 Corn, sweet, yellow, canned, cream style, regular pack 256 1cup 115
11176 Corn, sweet, yellow, canned, vacuum pack, regular pack 210 1cup 103
11168 Corn, sweet, yellow, cooked, boiled, drained, without salt 7 1ear 35
11179 Corn, sweet, yellow, frozen, kernels cut off cob, boiled, 164 1cup 57
drained, without salt
11181 Corn, sweet, yellow, frozen, kernels on cob, cooked, boiled, 63 1ear 20
drained, without salt
11206 Cucumber, peeled, raw 280 1 large 39
11206 Cucumber, peeled, raw 119 1cup 17
11205 Cucumber, with peel, raw 301 1 large 21
11205 Cucumber, with peel, raw 104 1cup 7
11363 Potatoes, baked, flesh, without salt 156 1 potato 14
11364 Potatoes, baked, skin, without salt 58 1 skin 13
11365 Potatoes, boiled, cooked in skin, flesh, without salt 136 1 potato 14
11367 Potatoes, boiled, cooked without skin, flesh, without salt 135 1 potato 12
11367 Potatoes, boiled, cooked without skin, flesh, without salt 156 1 cup 14
11461 Spinach, canned, drained solids 214 1 cup 210
11458 Spinach, cooked, boiled, drained, without salt 180 1 cup 263
11464 Spinach, frozen, chopped or leaf, cooked, boiled, drained, 190 1 cup 230
without salt
11457 Spinach, raw 10 1 leaf 19
11457 Spinach, raw 30 1 cup 58
11529 Tomatoes, red, ripe, raw, year round average 17 1 cherry 3
tomato
11529 Tomatoes, red, ripe, raw, year round average 123 1 tomato 18
11529 Tomatoes, red, ripe, raw, year round average 180 1 cup 27
11529 Tomatoes, red, ripe, raw, year round average 20 1slice 3
11955 Tomatoes, sun-dried 2 1 piece 1
11956 Tomatoes, sun-dried, packed in oil, drained 3 1 piece 1




Apéndice 3 Equipo y Material

Equipo y Material usados en la experimentacion
Equipo
# Balanza analitica. SARTORIUS® BP2105. Max 210g, d =0.1mg
# Espectrofotdometro UV-Visible. SPECTROPHOTOMETER 2800
UV/Visible. Cole Parmer® con celdas de cuarzo de 1 cm de paso Optico
# Potenciometro. CONDUCTRONIC® pH120 con electrodos de
plata/cloruro de plata calomel como electrodos de medicién y referencia

# Propipeta. TRANSFERPETTE® 100-1000pL. Brand® con puntas

# Licuadora Proctor Silex ®7 Speeds

Material

# Matraz aforadode 1 L # Vasos de precipitados de 250 mL
# Matraces aforados de 500 mL # Embudos de talle largo de vidrio
# Matraces aforados de 50 mL @ Bureta de 25 mL

# Matraces aforados de 25 mL # Naves para pesar

# Matraces aforados de 10 mL @ Pizeta

# Matraces aforados de 5 mL # Espatula

# Matraces Erlenmeyer de 500 mL # Papel filtro

# Matraces Erlenmeyer de 250 mL # Coladera

# Vasos de precipitados de 150 mL # Cuchillo



Apéndice 4 Férmulas Matematicas

Foérmulas Mateméticas (por orden alfabético)

Coeficiente de correlacion

. oXY
" oXxoY
Donde:
r : es el coeficiente de correlacion
Oxy. eslacovarianzade Xy Y
Ox: es la desviacion de X
Oy: es la desviacion de Y
Coeficiente de variacion
CV = % x 100

Donde:

DE: es la desviacion estandar de la serie de datos

l: media aritmética



Apéndice 4 Férmulas Matematicas

Desviacidn estandar

N .
DE = [Z5——
/ N

Donde:

DE: desviacion estandar
p: media aritmética

N: numero de datos

Xi: datos

Media aritmética

_a1+---+an

Donde:

X: es la media aritmética

a;: primer numero a promediar
an: Ultimo numero a promediar

n: numeros a promediar



Apéndice 4 Férmulas Matematicas

Nivel de Concentracién

alicuota )
) X (pureza de estandar)

Nivel de concentracién = (Conc.estandar) X (
volumen de aforo

Porcentaje de recobro

Absorbencia x 100
Absorbencia de linealidad

Porcentaje de recobro =

Relacion Absorbenciay Concentracion

Al A2
cl1 (2

Relacion Concentracion y Volumen

C1V1 =C2V2
Varianza:
2 = =i w7
N
Donde:

oZ.es la varianza

l: media aritmética

N: niumero de datos

Xi: datos



Apéndice 5 Espectros de Absorcion de verduras

Espectro A: Espectro de Absorcion de Verduras

Crudas
2.5
2
Aguacate
1.5 &
—— Betabel
] e Brocoli
o
] ——Elot
3 ote
2 == ESparrago
Q
< .
== ESpinaca
1 Jitomate
—Papa
e Pepino
=== 7anahoria
0.5
0
190 240 290 340 390 440

Longitud de onda (nm)
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2.5

1.5

Absorbencia

0.5

Estectro B: Espectro de Absorcion de Verduras
Crudas con Acido Félico adicionado

Aguacate
- Betabel
== Brocoli

= E|ote

=== Esparrago

== ESpinaca

Jitomate

Acido Félico
—Papa
e Pepino

= 7anahoria

190

240 290 340 390 440

Longitud de onda (nm)
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