METODOS DE VALORACION DE VITAMINAS

INTRODUCCION

La favorable acogida que recibin la publicacién titulada, METODOS DE YALORACION DE VITAMINAS
EN ALTMENTOS del afio 1953, cuya edicitn se agotara completamente, nos llevd a proyectar esta nucva
contnbucitn sobhre el iema

Maturalmente, no fue pesible silo proceder 2 una nueva edicitn, pues & cormer de los afios nos mdicd
la necesidad de introducir todas squelles modificaciones, que nos sefiald el rabajo cotidiano de laboratorio
durante todo este perfodo,

Como en kB publicacion anterior, hemos estimado conveniente iniciar €l trabajo con una descripeidn
de nommas acualizadas sobre Recoleccidn de Muestras en las diferentes circunstancias que poeden pre-
sebarse,

En cuanto a los procedimicntos analiticos que e indican, s trafa de téenicas que se describen con
todos los detalles como acmalmente s2 aplican en los laboratorios de Quimica v Bioquimmica de Alimemos
del Departamento de Quimica y Tecnologla de los Alimentos de la Facultad de Ciencias Quimicas,
Universsdad de Chule

Cruince afios mas de labor de todos los colaboradores de este Departamento en la investigacidn y la
ensefianzs, permifen abrigar la esperanza de que tambidn esia publicacidn del Depariamento sea de gran
interés para analistas y teendlogos de dimentos y para los alumnosque s inician cn esta discipling,
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LA RECOLECCION DE MUESTRASEN LOS ANALISIS DE AL IMENTOS

De la forma como se toma una muestra y del tratamiento posterior de la muestra extraida, depende
esencialmente que los resultados de los analisis reflejen realmente la composicion y las propiedades del
alimento original.

Condiciones primarias son: a) el hecho que la cantidad de la muestra sea suficiente para los analisis
que deben practicarse y b) que su envasey designacién aseguren que la composicionno haya variado desde
su extraccion hasta la iniciacion de su analisis.

1.DIFERENTES CLASES DE MUESTRAS

Muestra promedio. Es aquella que permite deducir la calidad promedio de la existencia total de una
mercaderia. Su extraccion debe hacerse de tal manera que su reducida cantidad presente una composicion
similar a la que resultaria, al mezclar la totalidad de la mercaderia para a1 homogeneizacién, lo que $6lo es
posible raras veces.

Muestra arbitraria. Es aquella que se extrae s6lo de una parte de la mercaderia que no permite deducir la

composicion promedio del total. ES de utilidad para establecer si s cumplen las condiciones bromatolégicas

minimas en cualquier porcién de producto, aln cuando éste no es totalmente homogéneo.

Contra-muestra. ES la que se deja en poder del duefio de la mercaderiay que debe ser extraida en la misma

forma, cantidad y condiciones que la muestra. De esta manera, la contra-muestra debe ofrecer las mismas

posibilidades de analisisque la muestra, para poder hacer con ella un control de los resultados.

Al considerarse como una parte de la muestra misma, sdlo puede dejarse contra-muestra si la muestra
extraida puede ser fraccionadasin hacer peligrar el objetivo del analisis. Por ejemplo, esto no es posible 4 la
cantidad de la mercaderia es demasiado pequefia 0 si la muestra estd en un envase cerrado al vacio u
original, cuyo fraccionamiento puede alterar el contenido. Por este motivo un segundo envase original no
puede considerarse como una parte de la muestra extraida, pues puede provenir de otra serie de fabricacion.

Si la toma de muestras la realiza una autoridad sanitaria, conviene distinguir entre:

a) la muestra legal, que tiene el caracter de una prueba juridica para la sustentacion del sumario
correspondiente. Esta destinada a verificar la calidad sanitaria de los alimentos expendidos en el
comercio y establecer si estan conformes con la reglamentacion pertinente.

b) la muestra informativa,en la cual no son necesarias precaucioneslegales por corresponder mas bien al
producto de una colaboracidn entre la autoridad sanitariae industria.

11 EXTRACCION DE MUESTRAS

Si se trata de una cierta cantidad de alimentos, la determinacién del niimero de muestras a tomar debera ser
siempre representativa de la calidad de ellas y, por lo tanto, debera respetarse al nimero prescrito al
respecto, escogiendo las unidades al azar y evitando cualquier factor de seleccion de la muestra. Cualquiera
que sea el tamafio del lote, se estima que el nimero de muestras no debe ser, en general, inferior a cuatro.

a)  Recoleccion de la Muestraen el Campo

Para obtener un valor representativo mas exacto de los diferentes nutrientes contenidos en un
alimento vegetal, se procede a recolectar la muestra de las diferentes areas de la parcela, sin tener
predileccion por determinada caracteristica como tamafio, color, etc. Hay que tener presente el
dictamen de los agricultores 0 atenerse a nuestro criterio, para saber si el vegetal esta ya en con-
diciones de ser consumido como alimento. Esto no quiere decir necesariamente que la parte comes-
tible del vegetal haya llegado a su madurez, pues las condicionesen que es usado y la forma culinaria
en que se prepara son impuestas por las costumbres de la comunidad.

El “Método del Azar” se basa en dividir los campos en un nimero conveniente de sectores que Se
enumeran. De estos sectores se sortean 1 6 mas, segln la extension del terreno. De los sectores
sorteados se recogen muestras a distancias de 10, 20, 30y 40 metros, segln la extensién del terreno.
Por este método se evita el error que puede producirse debido a la inclinacion de elegir siempre los
mejores ejemplares.




b)  Recoleccionde la Muestra en un Puesto de Venta o de un Vendedor Ambulante’.
En este caso se selecciona la muestra de las diferentes partes del puesto de venta o del recipiente en
que ésta es transportada. Generalmente un promedio de 600 gramos es suficiente para efectuar las
estabilizaciones. Se anotan todos los datos que el vendedor pueda dar en la forma especificada a
continuacion.

¢)  Anotacion de Datos
Para este fin se hace uso de una hoja especial (ver formulario de recoleccion) en la cual,
primeramente, se anota el ndmero de la muestra en el orden sucesivo de la numeracion, fechay hora
de su recoleccion, nombre cientifico y vulgar, descripcion de la muestra (grado de madurez, edad de
la plantacion, etc.), lugar donde fue tomada (si directamente del campo, compradaen el comercio o
de un vendedor ambulante). A continuacion se anota la localidad (pais, departamento, ciudad,
pueblo), frecuencia de lluvias de la localidad (medida en mm), calidad del terreno, altitud, clase de
fertilizantes usados en el cultivo, si hay irrigacion o no. Se buscan otros datos y se anotan siempre que
tengan algln interés practico. Seguidamente, es necesario ponerse en contacto con personas que
conozcan todos los usos locales del alimento; para ésto, se entrevista a jefes de cocina 0 amas de casa.

111 TRATAMIENTO MECANICO DE LA MUESTRA

a)  Sepesalamuestratal como fue recogida, sin lavar ni quitar partes que por cualquiera circunstancia no
se comen. Se anota este peso.

b)  Luego se selecciona la parte comestible; si en esta parte seleccionada entran pericarpio u hojas, s
lavan perfectamente en agua corriente para quitar toda sustancia que pueda alterar los datos finalesy
se dejan escurrir. Una vez bien seca la muestra se hace una segunda pesada total (aprovechamiento).

c) Haciendo uso de una pequefia tabla muy limpiay un cuchillofiludo de acero inoxidable,se corta en
pequefios pedazos, lo mas menudamente que se pueda y se mezcla con las manos limpias para lograr
una buena reparticion de sus partes.

IV. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA PARA SU ESTABILIZACION Y CONSERYACION

Cuando el andlisis se practica inmediatamente 0 cuando se trata de muestras secas, granos, cereales,
leguminosas, pepitas, etc., no hay necesidad de estabilizar; se muelen finamente en el molino o se reducen a
particulas en el mortero y se trabaja directamente.

En los demas casos se preparan las siguientes sub-muestras:

Sub-muestra “A”, para la determinacién de vitaminas. Se pesan 200 ¢ del producto y 100 g de
solucion acuosa de acido oxalico al 1°/o (0 de &cido sulfurico deci-normal para la determinacion de tiamina
y riboflavina).

Sub-muestra “B”, para la determinacion de carotenos. Se pesa 100 g del producto y 100 g de la
soluciénsiguiente; 30 g de hidroxido de potasio y 320 g de alcohol completandoa 10009 con agua destilada.

Sub-muestra “C”, para la determinacion de acido ascdrbico. Se pesa 200 g de la solucion de &cido
oxalicoal 1°/o y 50 g del producto.

Una vez pesadas muestra y solucion se traslada la muestra para su debida homogeneizacion,en forma
cuidadosa y cuantitativa al vaso de una mezcladora eléctrica (Waring Blender). Se le agrega una cantidad
conveniente de la solucién (que corresponde a la Sub-muestra) y se hace funcionar el motor de la
mezcladora, agregandose poco a poco la solucion restante; se deja funcionar la mezcladora hasta obtener
una masa o papilla “homogénea y suave”. Con el motor funcionando, se agrega enseguida 3 ml de
cloroformoy se deja correr por espacio de 30 segundos mas.

Ocurre a veces, principalmente en la Sub-muestra “A”, en donde entran dos partes de alimento por
una de solucion acida, que cuando dicho alimento es duro, como el nabo por ejemplo, no es posible que se
efectle la mezcla, pues la hélice del Waring-Blender gira sin efectuar ninguna mezcla; esta dificultad se
puede subsanar, agregando mas solucidn &cida, por ejemplo:

200 g de muestra
200 g de sol. &cida

= factor de dilucién = 400/200 =20

en vez de:

200 Sy
= = factor de dilucion = 300/200 = 1.5
100



d)  Se transfiere la papilla a un frasco ambar de 300 mi valiébse deuna varitla con gema flexible en un
extremo. Se cierra con tapa metalica de rosca |0 mejor que e pueda y se deja por tres horas en la
obscuridad. La experienciaha &mostrado, que después de este tiempo es posible ajustar més la tapa
de rosca. Seguidamente se lacra la tapa y una ez en estas condiciones se le pega al frasco una etiqueta
con el nimero de la muestra, nombre, fecha, proporciones y clase de la papilla. Como factor de
seguridad se pone en la tapa con un lapiz graso o estilete metalico todos los datos, 0 Unicamente el
ndmero de la muestra y clase de sub-muestra, encontrandose los otros datos en la hoja que le
corresponde.

e)  Seguardala muestraen refrigeracion.

V. MODO DE LAVAR LOS VASOS DE LA MEZCLADORA ELECTRICA (Waring-Blender)

Es necesario usar un vaso para la solucion &cida y otro para la solucionbésica. Se lavan con agua corriente
hasta quitar toda particula de muestra posible por este medio. Con un poco menos de la cuarta parte de su
contenido total de agua corriente, Se pone una &z el motor a funcionar, haciéndolo por segunda vez con
agua destilada. Se seca cuidadosamente el vaso con un pafio limpio y se conecta de nuevo el motor para
eliminar los residuos de agua que se hayan adherido a la hélice, se invierte el vaso y se deja secar.

FORMULARIOPARA RECOLECCION DE MUESTRASVEGETALES
(En uso en el Laboratorio FIM de La Habana, Cuba)

Muestra NO ... ....iviiiierienn . Fecha [ 0] -

NOMBIE CIERLITICO couvreentereiiierieneiescieriseeseresrete s eseststesessessrns s nnssesrasestoseenessesessensasence
Nombre vulgar e

Procedencia: Provincia «...coov.. voevvessessssssssssssssseesenes (07010 1F] T S
Barrio! ...ocoveiviiiiiiiiinre Parcela: .c.coovevnieieiiiiniiiiiiiiinne,

Suele: Preparacion rererene e e s e e [T,
Abona:

Altura: .cceeenninees metros Lluvia: seeeeeeeensnnnnns mm. {2311 o

Descripcion del alimentn (parte de la planta, madurez, calidad, edad,
plagas, etc.).

Parte comestible: (Descripcion. método de preparacion, numero de
unidades etc.)

o O 0 RO — g Peso Neto (porcion comestible): s g
Submuestra g material g liquido ml cloroformo
A R
B
C

Métodos de uso como comida en la zona:

Otros datos:

Costo:  N© de unidades:
precioc/u = ——————————

pagado = ————-- J—
Muestra despachada:

fecha: Muestra de Herbario ..

via: [2ETo10] (=103 o] <3

costo:

Recibida:
fecha:
estado:




DETERMINACION DE CAROTENO ¥ VITAMINA A '+

FUNDAMENTOS:

Método mppectrofométrice. 5@ hasa en medir Ia absorcidn de una solucidn de vilaming A en alcohol
popropilico a 325 nm.

Método colotmmétries. 58 baza en medir a 625 nm ka absorcion del color mul producids por 1o resccidn
entre la Weaming Ay el ifclomro de antimonio, armbos en soluciton lorofdrmica.

MATERIAL NECESARIC

—  Columnas para cromatografia de 18 em de largo v 1,8 em de didmetro con lave esmerilada,
—  Espectrofotdmetro Zeiss PR IT

—  Limpara de luz pitravioleta,

REafTr'lrﬂ’a NECESARIOS:

Etanol puro de 952 redestilado sobre KOH (lentejas).
Hidrogquinona Merck pa. exira pura

Eter de petrolec Merck pa. PB, 40-60°C,

Sulfato de sodio Mok pa

Fenolftaleina at 1%c en solucidn alcohdlica.
Carbonato de potasio Merck pa.

Addrming activada Merck segdn Brockman,
[sopropanol para espectroscopia. Uvasol Merck.
Estandar de betacarotenc Hoffmann La Boche.

Eter efilico pa, libre da pHﬁ.‘ddﬁ&s . Para obiener &er libre de perdxidos, se agita un litro de éter etidico
con §a 10g de FeS0, + FH; 0 pa y 1 ml de Hy 30, concentrado en un embudo de decantacion, se separa
la capa etérea, se seca con suifso de sodio anhidro v se destila, recibiéndolo sobre nuevo solfato de sodio
anhidro.

Qloreforme Merck pa con 19/e de etanol. Se debe someter al siguiente tratamiento; en un embudo de de-
cantacitn s agitan 500 mi de cloroformo con tres porciones de 200 ml de agua destilada. Sedecanta la capa
clorofdrmica ¥ s deja sobre carbonato de potasio duranie ioda una noche, luego s separa v s destila, reci-
hiéndolo sobre nuevo carbonato de i,

solucion cloreférmics de Sb CIy . 5e lavan los cristalesagitindolosen un mortero con 20 mi de cloroformao
recién desecado, de acuerdo al tratamiento deserito anterionmente, Loego s irituran v s pesa entre 21-23 g
trangfirigndolos ripidamente a un mairaz aforado de 100 ml, g completa ¢l volumen con cloroformo y s
guarda en frasco obscuro sobre sulfato de sodio anhidro.

En la preparacion de este reactivo hay E.c tener especial cuidado de efectuar iodas las operaciones
dentro de un mindmis de tiempo, ya que el b O, capta humedad con facilidad, o que e manificsta porgque
la solucidm queda turbia, tmrtilizindola.

Alfiming activada -;'h Brockman. Se calcina 50 g de aliming a 6009 C durante 4 horas, Se deja enfriar en
desecador v s apifa endngicamente con 5 mi &8 apua en un matrar con tapa esmerilada. Se dega reposar
durants 24 horas, al cabo de 13s cuales se vuchve a agitar, quedando lista para g0 uso immediato,
METODOS®:3:+4

1. Saponificscion

2. Exiracciin

3. Separaciin cromatogrifica en columna de alémina

4, Determinacioncuantitativa de CAroten por método fotométrien” .

5. Determinaciincuantitatva de vitamina A por espectrofotomesria y por eolerimetria’,

Duramte fodo el desarrolo de las elapas es necesario proteger la vitamims Ay carotenos de ks agentes ex-
termos, para Io cual debe irabajarse en campanas ohscurecidasy usar papel negro como protecior,

S aconsgja realizar |3 determinacidn de carcteno v vitaming A en forma continuada v en el menor
tiempo posible, para reducir £l maximo las posibilidades de inactivacion.
1. Ssponificasidn
Esta #tapa tiene por objeto sliminar la interferencia de la materia grasa
a)  Para ¢l caso de mantequillas v margarinae, g& pesa exactamente 10 g £ 1 ¢ de muestra en un matraz de

5



500 ml de color ambar o forrado en papel negro, se agrega 10 ml de KOH al 50°/o; recién preparado
(15 ml en el caso de las margarinas), 100mg de hidroquinona, que actlia como antioxidantey 100 ml
de etanol de 95°. Esta mezcla se somete a calentamiento a reflujo durante media hora en bafio
de agua hirviendo, conectando a la vez el matraz con un cilindro de nitrégeno.

Mientras se esta efectuando la saponificacion es necesario agitar de vez en cuando y mantener un
continuo burbujeo de nitrégeno para impedir la accién perjudicial del oxigeno sobre la vitamina Ay
caroteno.

b) Parael caso de la leche, la saponificacion se realiza agregando a 20 ml de leche 30 ml de una solucion
alcohdlica de KOH al 20°/o (20 g de KOH se disuelven en 100 ml de una mezcla que tiene una parte
de agua destilada y nueve partes de alcohol etilico destilado de 95°). Se deja la mezcla en la
obscuridad durante toda la noche.

2. Extraccion® .

Una vez finalizada la saponificacion se realiza el vaciamiento cuantitativo a un embudo de decantacidn de
500 ml, obscuro o forrado con papel negro, enjuagando el matraz con 100 ml de agua destilada, que se
agrega al mismo embudo.

Se extrae con tres porciones de 100 ml de una mezcla de partes iguales de éter etilico y éter de
petréleo previamente desecada con sulfato de sodio anhidro.

Los extractos etéreos se retinen en un embudo de decantacidn, se lavan con agua destilada hasta que
no haya reaccion alcalina, se desecan con sulfato de sodio anhidro, se filtra y se destila al vacio en bafio de
agua a no mas de 40° C. En la destilaciénhay que tener la precaucion de no evaporar a sequedad para evitar
pérdida de actividad de la vitamina A. La concentracion se efectlia hasta tener un volumen de unos 2 mi;
este liquido debe mostrarse claroy transparente, libre de humedad, ya que cualquier indicio de agua impide
la determinacion.

3. Separacioncromatograficaen columna de alimina activada.

La alimina se suspende en éter de petrdleo, se vierte cuidadosamente a la columna de vidrio hasta una
altura de 10cm, se agrega en la parte superior una pequefia cantidad de sulfato de sodio anhidro para mayor
seguridad en la desecaciony se forra con papel negro.

El caroteno se eluye con pequefias porciones de éter de petrdleo desecado con sulfato de sodio
anhidro, en forma de un anillo amarillo que va descendiendo por la columna. Si se observa que la elucién es
muy lenta, se puede acelerar con éter de petréleo que tiene 3%/o de acetona v/v.

En la parte superior de la columna se visualiza la vitamina A por su rapida observacion ala lampara
de luz ultravioleta como un anillo fluorescente amarillo-verdoso. Para eluirla se empieza por agregar
pequefias porciones de una mezcla de éter de petréleo con 25°/o de éter etflico v/v, desecada con sulfato
de sodio anhidro.

La banda va migrando lentamente hacia el extremo inferior de la columna, su posicion se examina de
vez en cuando a la luz ultravioleta.

Cuando el borde de la zona de fluorescencia dista 2 em del extremo de la columna, se comienza a
recoger la vitamina A, hasta que ya no se observa fluorescencia en el eluido.

4. Determinacion cuantitativa de caroteno.
El eluido se recoge directamente en un matraz volumétrico de 25 ml, se afora con el mismo solvente y se lee
la absorbancia a 451 nm en cubetas de vidrio de 1 cm, usando éter de petrdleo como blanco.

Curva de calibracion de caroteno. 10 mg de Beta-caroteno estandar (Hoffman La Roche) se disuelven en 1
ml de cloformoy se aforaa 100ml con éter de petréleo (1 ml =100mcg). Luego se diluyen 10mla 100 ml
con éter de petroleo (1 ml = 10mcg). )

Para obtener la curva s miden: 1,2,3,4, 5,6y 7 ml de la Ultima dilucién, aforando cada vez con 10
ml de éter de petréleo que contiene 3°/o de acetona, presentando la curva respectivamente las siguientes
concentraciones: 10, 20, 30, 40, 50, 60 y 70 mcg de beta<caroteno,

Prueba de recuperacion de caroteno. Se agrega una determinada cantidad de solucion tipo de caroteno a una
muestra ya analizada, eligiendo una cantidad que corresponde a mas 0 menos la mitad de lo que contiene la
muestra. Se sigue el método ya descrito y se determina el porcentaje recuperado.

5. Determinacion espectrofotométrica de vitamina A.

a) Método espectrofotométrico . Luego de eluir totalmente la vitamina A, el solvente se evapora por
arrastre con burbujeo de nitrégeno; el residuo se disuelve en isopropanol “Uvasol” y se traslada
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 25 mi completando el aforo con el mismo solvente;la
concentracion de las muestras finales debe ser de 10a 15 UI/ml.




L]

&¢ kee la absoreidn de la solucidn isopropandlica a 310,325 v 334 nm en cubetas de cuarao de lem,
usando isopropancol come blanco.
La extincidn corregida s cakoula por ka siguiente formula:

Boamr. = E‘,ﬂ"!‘ E:l.']l - m E,.. B o "H E] 1d
Para caleular el resultade en Unidades Internacionales (U1L) se aplica la frmula;

E corr.
|

En esta formula, “c™ representa los g de material analizado que corresponde a 100 mll de 1n solucidn
isopropandiica fimal v 'd" 5 el espesor de la cubeta.

Método colorimétrico’ . 3¢ toma una alicuota de 4 ml de ks solucidn isopropandlica; s evapora el
solvente por burbujen de nitrdgeno, se disuclve el residun en 1 ml de cloroformo seco v s traslada
cuantitativamente 2 uwna cubeta de vidoo de 1 cm. En la misma cubeta se agrepa 2 mil de solucidn de
ShQ, ¥ s lee 2 626 nm, usando una cubeta vacia como blanco. La bectura debe hacerse rapidamente
dentra de Ios 8 sepundos sipuientes a la adicion del reactivo, va que la coloracion arul es muy fugae

x 1830 = UL de Vitamina A por g

QOmrva de calibracidn de vitamina A. S0 mg de acctato de vitamina A crist. s disuelven en cloroformo hasta
completar 50 mi; 1 ml de esta seluciin se diluve con cloreforme hasta completar S0 ml v Lol de é5ta e
diluve con cloroformo hasta 100ml (1 ml =10meg de acetatn de vitaming A)

En cubeta de 1 em se colocan los siguientes vol(imenes de esta solucidn:

02ml = Zmepde acefatode Vit A = 5Bl UL de Vit &
03ml = Imep deacetatode Vil A = B,72UL deVit. A
04ml = dmeg de acetatode Vit A = 11,63 TIL de Vit A
05ml = 5 meg de acetatode Vit A = 14,54 111, de Vit. A
Noml = émeg deacctatode VI A = 1744 UL de Vit. A -

v cada uno se completa a 1 ml con cloroformo. Se aprega 2 cada uno 3 mi de B sodocidn de b Cly v s
miden las extinciones a 820 nm dentro de 8 segundos (entre dos personas). Se enfrentan en una curva las
extinciones medidas con las respectivas conceniraciones,

Prueba da recuperacidn de vitamina A. Se efeciia en la misma forma descrita para carobens.

DETERMINACION QUIMICA DE TIAMINA®: *+7+ 13

=

FUNDAMENTCY,
Se besa en la oxidacidn de la tiaming a tiocromo ¥y en medir la luorescencia de &ste, pues s proporcional a
la concentraciin de thocroma, ¥ por 1o tanio de 13 amina presente.

a)

La determinacién comprende ks siguienies fises:

Abslamienio: Excepio en cereales v derivados, la mayor parte de la tiaming exisie en alimentos al
estado de dsteres orfo v pirofosfiricos v unida a profeinas, como es el caxo de la carboxilasa,
combinaciin del pirofosfato de tiamina o ce-carboxilasa con proteina ¥ magnesio. Como todos estos
compiesios de la tiaming ne aon dirgctamente oxidables o no s extragn con isobutancd, 1a tiamina
debe aislarse al estado libre, por hidndlisis enzimdtica, antes de su reaccidn con el Gocromao,
Bdxecciin Log productos silidos deben disgregarse lo més posible por el mortere o molinillo
mecimicy o cléctrico. La tamina debe extracrse en medio dcido v en calienic pucs s descompone en
solucionneutra o alcaling. Se extrae por digestidn a 95-1000 C o a autockive a 108-109° C.
Enzimotsls: Pueden weese diversas enzimasde actividad proteclitica v fosfatasicapara degradar, ala
v, los componentes prodeicos densturalizados por ¢l calentamicnto en medic dcido v los ésteres
fasfaricos, como la takadiastasa o clarssa que actiian 4 45509 [, durante 3 horas,

Puriicackén ded extracto: Para evitar la inerferencia de componentes fluorescentes, diferents a la
tiamina ¥ de compuestos reductores que consumen ferricianuro en la oxidacidn, s recurme & una
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purificacion del extracto. Se usa una resina de intercambio idnico, como Decalso que retiene la
tiamina junio con otros cationes; en cambio los aniones y substanciasno ionizadas emigran con el
solvente, al lavar la columna con la resina. Posteriormente, la tiamina se eluye con solucion de cloruro
de potasio acidificaday en caliente.

e)  Oxidacion: El eluido de KClI que contiene la vitamina se adiciona de una solucion oxidante, cons-
tituida por ferricianuro de potasio y NaOH y se agita inmediatamente con isobutanol.
Se hace indispensable realizar junto con la muestra un ensayo con un blanco que no se adiciond de
ferricianuro de potasio y, ademas, otro ensayo con una solucion tipo de tiamina, también con su
respectivo blanco.

MATERIAL NECESARIO:

—  Mezcladora eléctrica (Waring-Blendor)

—  Matraces Erlenmeyer de 250 ml

- Pipetas volumétricas de 2, 3, 4, 25 ml

—  Columnas de adsorcion

—  Probetasgraduadas de 25 ml (con tapén esmerilado)

—  Tubos separadoresde centrifuga con tapén esmerilado
—  Centrifuga

—  Fotofluorémetro.

REACTIVOS NECESARIOS:

Solucién madre de clorhidrato de tiamina: Se disuelven 60 mg de clorh. tiamina, los cuales hayan sido
previamente desecados sobre pentéxido de fosforo, en alcohol al 259/o (llevado a un pH de 3,5 - 4,3 ,con
acido clorhidrico concentrado) y se entera un volumen de 500 ml. Se guarda en un frasco obscuroy en
refrigeracion, pudiendo ser usada durante cuatro meses (1 mi =0,12 mg de tiamina).

Dilucion N© 1. Se diluyen 10 m! de la solucién madre a 100 ml con agua destilada ((llevada previamente a
un pH de 4,5, con &cido clorhidrico). Se guardaen frascos obscurosy en refrigeracion (1 mt =0,012 mg).

Dilucion N© 2. Se diluyen 10 ml de la dilucionN® 1 a 100 ml con agua destiiada que haya sido acidificada
con ac. clorhidrico N/10. Se guarda en frasco oscuroy en refrigeracion (1 ml = 0.0012 mg).

Solucién de trabajo. Se diluyen 10 mi de la dilucionN© 2, mas 70 ml de &cido clorhidrico N/10 (o el &cido
correspondiente al usado en la preparacion de la papilla). Se autoclava 30 min a 121-123° C. Seenfriay se
agrega 5 ml de la solucién de enzima, se incuba a37° C durante 18 horasy se llevaa 100 micon agua 0es-
tilada. Se debe preparar esta solucion cada vez que se hace un ensayo (1 ml =0,12 mcg; 5 ml = 0,6 mcg).

—  Acido sulfdrico 0,1 N.

—  Acido clorhidrico 0,1 N.

—  Acidoacéticoal 3%/o (v/v).

—  Solucién de cloruro de potasio al 25%/o en acido cloth{drico 0,1 N (p/v):

—  Hidréxido de sodio al 159/o (p/v).

—  Acetato de sodio 2.5 M.

—  Solucién de ferricianuro de potasio al 1°/o (p/v). Esta solucién se debe guardar en un frasco &mbary
no debe usarse mas de una semana.

—  Isobutanol, previamente tratado con carbdn activado o por destilacion para remover las substancias
fluorescentes.

—  Sulfato de sodio anhidro. Debe estar libre de materias fluorescentes. .

—  Decalso preparado. (“Special Decalso for Thiocrome determmation” from Fisher Scientific Co. 717
Forbes St. Pittsburgh 19, Pa). Se colocan 100-500 g de Decalso {50-80 mesh) en un vaso o
Erlenmeyery se agitan 10a 15 min., con un volumen 8 ¢ 10 veces mayor de acido acético al 3°/o,
caliente y se hierve 10 a 15 min. agitandocontinuamente. Se deja reposar y se decanta la solucion
acida. Se repite este tratamiento cuatro veces. Entre la tercera y fa cuarta vez, se trata el Decalso de
una manera similar con solucién acidificada de cloruro de potasio al 259/o en HCI 0.1 N, ealitnte. Se
lava nuevamente con la solucién de &cido acético al 3%/o y luego con suficiente agua hirviendohasta
que esté libre de cloruros. Se seca a 100° C.

Solucionesque han de prepararsecada dfa inmediatamenteantes de usarse:
—  Solucién de enzima. Se disuelve 0,3 g de takadiastasa (Parke Davis) o Clarasa (Miles Lab. Elkhart,

Indiana) en 5 ml de solucion2,5M de acetato de sodio. Esta cantidad se prepara para cadamuestray
para la soluciontipo de trabajo.



Mezcla de ferricianuro de potasio. 1 ml de solucion acuosa de ferricianuro de potasio al 1%/o (de
preparacion reciente), se lleva a 30 ml con solucion de hidréxido de sodio al 15%/o .Debe usarse en
plazo maximo de 4 horas.

PROCEDIMIENTO:

a)

b)

c)

d

e)

Extraccion de la tiamina de la muestra. Se pesa una porcion de lamuestra previamente homogeneizada
en mezcladora eléctrica, estimando que no contenga mas de 20 mcg de tiamina (preferentemente
10-12), usando para ésto matraces de 250 ml. Se agregan 70 ml de HC! N/40 6 H, SO, N/10 en
productos farinaceos (filtra mejor). Se calienta la mezcla durante 30 min. en bailo de agua hirviente o
en autoclave a 121-1239 C durante 30 min. Si es necesario se puede aumentar el tiempo hasta 1 hora.

Tratamiento del extracto con enzima. Después de sacar las muestras del bafio, se enfrian bajo 50° C.
Se agrega a cada muestra 5 ml de la solucion de enzima. Se ponen las muestras a una temperatura
constante de 50° C (por 2 6 3 horas) 0 a37° C (por 18-20horas).

Purificacion de las muestras. Al terminar el periodo de digestion enzimatica, el extracto se lleva a un
volumen de 100 ml con agua destilada. Si el volumen de materias insolubles es muy grande se
centrifuga la mezcla y se decanta el liquido sobre un matraz aforado. Se lava el residuo sélido varias
veces y se centrifugacadavez. Los lavados, junto con el liquido original se llevan a 100 ml. Se filtrael
extracto, descartando los primeros 10 ml.

Preparacion de las columnas de adsorcion. Se usan columnas cromatogréficasde vidrio, compuestas de
tres partes: 1) tubo de adsorcion de 145 mm de largo y 6 mm de didmetro; 2) parte superior o
reservorio, de 95 mm de largoy 30 mm de didmetro; 3) tubo capilar de 35 mm de largo y de diametro
tal que cuando el tubo, se carga, la velocidad no debe ser mayor de 1 ml/min.

Se preparan de la manera siguiente: Se coloca un pequefio tapon de algodén hidréfilo sobre la parte
capilar del tubo, por medio de una varilla de vidrio y se comprime. Se pone el Decalso preparado
(suspendido en agua) dentro del tubo, directamente sobre el tapon hasta una altura de 145 mm. Se
lava la columnacon agua destilada, debiendo conservarse himeda hasta el momento de usarse, se lava
con 10 ml de solucién de 4cido acético al 3%/o . EI promedio de goteo de la columna ya preparada
debe ser de 1 gota cada 2 6 3 segundos.

Para valorar la tiamina se pipetea una alicuota del filtrado de la muestra (25 ml)estimando que
contenga de 2 a 4 meg de tiamina, dentro del bulbo de la columna de adsorcionya preparada. '

Tan pronto como ha pasado el liquido puesto en el bulbo de la columna, se lavan las paredes con 10
ml de agua destilada hervida y caliente. Cuando hayan pasado, se repite la operacion dos veces mas.
No se debe permitir que la columna se seque. Cuando el agua ha terminado de pasar a través de la
columna de adsorcion, se coloca bajo el vastago de la columna un matraz volumétrico de 25 ml con
tapon esmerilado,y se eluye la tiamina con pequefias porciones de la solucién acidificaday caliente de
cloruro de potasio al 25°/o. Una vez frio, se afora a 25 ml con la misma solucién de cloruro de
potasio.

A la solucién tipo de tiamina (solucion tipo de trabajo) se le da el mismo tratamiento que alos ex-
tractos de las muestras(a partir de e).

Determinacién de tiamina como tioaromo. Se preparan dos tubos separadores de centrifuga con
tapon esmerilado de la manera siguiente: (el ordeny el tiempo usados tanto en las muestras como en
el tipo deben cuidadosamente ser seguidos) s agregan 5 mi 0 una cantidad cualquiera del elurdo que
no contenga mas de 1,0 mcg ni menos de 0,2 de tiamina. Si se usa un volumen inferior a 5 ml % debe
agregar suficiente cantidad de la soluciénacidificada de cloruro de potasio para completarlo.

A uno de los tubos de centrifuga se agregan 3 ml de ferricianuro de potasio alealino y al otro tubo 3
ml de hidréxido de sodio al 15°/0 ; se agitay se agrega inmediatamente un volumen adecuado (13-20
ml) de isobutanol. La cantidad de isobutanol agregada varia segun el tipo de cubeta usada para la
lectura al fluorémetro. El tubo que contiene NaOH al 15%/o actlia como blanco de la muestra. Se
tapan los tubos, ajustando los tapones de vidrio y se agita vigorosamente por 1,5 min. Se centrifugan
los tubos a baja velocidad por 1/2 min. Se decanta la capa inferior del tubo, la cual es una mezcla de
dlcali y agua, por medio de un sifon. Se agrega 1 a 2 g de sulfato de sodio anhidro. Se agitan los tubos
y se centrifugan a baja velocidad, por 15 a 30 seg. Se transfiere el isobutanol a una cubeta y se lee la
fluorescencia en un fluorémetro adecuado, usando un filtro interior con un rango de trasmitancia
maxima de aprox. 365 nm vy el exterior de aprox. 435 nm. Existen también prismas de fluorescencia
patrén tanto para el tiocromo como para la riboflavina,



Calculos. Ejemplo. 15 g (peso inicial de la muestra) se completaron a 100mt (en fase c). De éstos se
pasaron 25 ml por Decalso (en fase €) y de éstos se oxidaron 5 ml a tiocromo.
Concentracion de los 5 ml de la sol. de trabajo = 0,6 rncg de tiamina.
Ejemplos de lecturas:

Tipo 45; Blanco: 15; Diferencia: 30

Muestra: 35; Blanco: 15; Diferencia: 20

Por lo tanto: a una lectura de 30 corresponden 0,6 mcg tiamina.

A una lectura de 20 corresponden X mcg tiamina.

X=0,4 megenlos5mly 8 mcgen 100 ml.

15 g de muestra contenian 8 meg =0,008 mg tiamina

100 g de muestra contenian 0,053mg tiamina.

3,4,7,8,12

DETERMINACION QUIMICA DE RIBOFLAVINA

FUNDAMENTO:
Se basa en medir su fluorescenciapropia en un fluorémetro que aprecie 0,05 a 0,2 meg/mi de riboflavina.

MATERIALES NECESARIOS:

Matraces Erlenmeyer de 50y 250 ml.

Probetas con tapdn esmerilado de 25 a 100 ml.
Pipetas volumétricasde 1,5,10 y 25 ml.
Columnas de adsorcion.

Embudos pequefios de vastago largo.
Centrifuga.

Mezcladora eléctrica.

Fotofluorémetro de Pfaltz & Bauer (Modelo B).

REACTIVOS NECESARIOS:

Solucién madre de riboflavina. Se disuelven 50 mg de riboflavina estandar (previamente desecada al
abrigo de la luz, en desecador con P, O, ) en acido acético 0,02 N y se completan 500 ml. Para facilitar
la solubilidad se agregan a los 50 mg ’ deriboflavina 300 ml de Acido acético 0 ;02 N vy se calienta al bafio
de agua con agitacion constante hasta que la riboflavina se disuelva. Se enfria y se completa los 500
ml con acido acético 0,02 N. Se guarda bajo tolueno a 10° C (1 ml =100 mcg).

Dilucién 1. A 10ml solucidn madre, agregar aguay completar 100 mt (1 ml =10 mcg riboflavina).
Solucion de trabajo. A 10 ml dilucién 1 agregar agua y Completar 100 mlen el momento de usar. (1
ml =1 mcg riboflavina).

Solucion de hidroxido de sodio N.

Solucion de &cido sulfarico 0,1 N.

Solucién de &cido clorhidrico N.

Acido acético glacial.

Ditionito o hidrosulfito de sodio p.a. (purisimo) Na, S, 0, .

Las soluciones S|gwentesse preparan inmediatamente antes de usarse:
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Solucidn al 4°/o de permanganato de potasio.

Solucién al 3%/0 de agua oxigenda. Se diluye 10 ml de agua oxigenada al 30°/o a 100 con agua
destilada.

Solucién de enzima. Se disuelven 0,3 g de Takadiastasa (Parke Davis) en 5 ml de solucién 2,5 M de
acetato de sodio. Esta cantidad se prepara para cada muestra. (Igual que para tiamina).




PROCEDIMIENTO:

Extraccion: En los productos naturales la riboflavina se encuentra parcialmente combinada al estado de
éster 5'—fosférico, unido a proteina. La extraccion con acido diluido en caliente, seguida de enzimolisis
como s hace en la extraccion de la tiamina, permite liberar la riboflavina. Por este motivo puede usarse otra
porcidn alicuota (20 ml) de la misma solucion extractiva que se prepara para determinar tiamina, una vez
realizada la enzimélisis y completados 100 ml (en fase c). Pero toda la extraccion debe hacerse al abrigo de
la luz, debido a su gran fotosensibilidad, debiendo usarse aparatos de vidrio obscuro o por lo menos
envueltos en papel negro, sobre todo mientras se extrae en caliente.

Purificacion: Para evitar pérdidas de riboflavina debe mantenerse la solucion a pH inferior a 7, eliminandose
substancias interferentes por ajustes de pH y por oxidacion con permanganato de potasio; a veces también
por adsorcion por Florisil.

Una vez hecha esta purificaciéon y con el objeto de descartar las demas fluorescencias extrafias de la
muestra se toman aln dos medidas:

a)  Se trabaja con un estandar interno, para lo cual s agrega, antes del tratamiento con permanganato a
una alicuota de la solucion de la muestra, agua destilada y a la otra un volumen igual de una solucién
conocida de riboflavina en vez de agua; la aplicacion de este estandar interno sirve para compensar los
efectos de concentracion que afectan la fluorescencia de la riboflavina pues la fluorescencia de la
riboflavina afiadida se altera por las substancias interferentes en la misma proporcion que la contenida
en la muestra.

b) Se prepara un blanco, destruyendo la fluorescencia propia de la riboflavina por reduccion a
leucoflavina, no fluorescente. Esto se logra por adicién de ditionito de sodio (Na,S,0,) a una
porcién alicuota de la solucion de la muestra y restando el valor obtenido para la fluorescencia
residual de la lectura obtenida antes del tratamiento.

TECNICA:

Una alicuota (20 ml) de extracto de fase c, al determinar tiamina se lleva a pH 6.8 con NaOH y se filtraen
caso necesario. Luego se agrega HC1 hasta pH 4.5, se vuelve a filtrar en caso necesarioy se aforaa 25 ml con
agua. En dos tubos se colocan 10 mi de muestra, se agrega a un tubo 1 ml de solucién de trabajo de
riboflavinay al otro tubo 1 ml de agua. A ambos se agrega 1 ml de cido acéticoglacial y 0,5 ml de KMnO,
al 49/o (esta cantidad puede ser aumentada para aquellas muestras que tienen exceso de materias oxidables,
pero con no mas de 0,5 ml de exceso). Se deja reposar 2 min. y luego se afiade a cada tubo 0,5 ml de H, O,
al 3%/o. (El color del permanganato debe ser destruido en 10seg). Se agitan los tubos hasta expulsar todo el
exceso de O, vy se filtra o centrifuga en caso de turbidez o pp. La medida de fluorescencia se hace en un
fluorometro adecuado, usando un filtro interior con un rango de transmitancia de aprox. 440 nm y uno
exterior, de aprox. 565 nm. La fluorescencia (a 440-500 nm) del tubo que contiene la solucion de muestra
mas 1 ml de solucidn de trabajo de riboflavina, la llamaremos lectura “A”. La fluorescencia del tubo que
contiene solucion de muestra mas 1 ml de agua la llamaremos “B”. Se afiaden 20 mg de hidrosulfito de
sodio en polvo (Na, S, 0, p.a. conservado al abrigo de la luz y del aire) a este tubo de la fluorescencia “B”
se lee nuevamente; esta Gltima lectura la llamaremos “C”.

CALCULOS:
Ejemplo: 154 (peso inicial de la muestra), se completaron a 100mi (en fase ¢ de tiamina) y del filtrado se
midid una alicuota de 20 ml aforando después a 25 ml, de los cuales se tomaron 10 ml. Concentracién de 1
ml de la solucion de trabajo =1 mcg riboflavina.
Ejemplos de lecturas:  “A” “B” “C”

30 10 2
Por lo tanto, la lectura de la solucion de trabajo de riboflavina (estandar interno) fue: 30-10 =20y la
lectura de la muestra 10-2=8.

Luego, a una lectura de 20 correspondieron 1 mcg de riboflavinay a una lectura de 8 correspondieron
X mcg de riboflavina.

X =0,4 mcg contenidos en una alicuota de 10 ml.

Si la alicuota de 10 ml contenia 0,4 mcg de riboflavina, una alicuota de 25 mi contenia 1 mcg
riboflavina, 20 ml de la solucién de la muestra contenian también 1 mcg riboflavinay 100 ml de la solucién
de la muestra contenian entonces 5 mcg de riboflavina.

15 g de muestra contenian 5 mcg =0,005 mg de riboflavinay 1009 de muestra contenian 0,033 mg
de riboflavina.
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DETERMINACION DE ACIDO ASCORBICO

Los métodos volumétricos para determinar &cido ascorbico libre se basan en su fuerte accion reductora
sobre agentes quimicos como el yodo o sobre colorantes como el 2,6-dictorofenol-indofenol sédico.

A. Método de Tillmans
FUNDAMENTO:
El método se basa en la reduccion del 2,6 diclorofenol-indofenol (cuya sal sédica es de color rosa fuerte en
medio &cido y azul en medio alcalino, neutro o débilmente &cido) por el 4cida ascérbico, pasando a la
leucobase incolora. Tillmans titulaba en medio neutro, pero se encontré que en esas condiciones una serie
de cuerpos reductores, presentes en los productos naturales, interfieren en la titulacion. Para hacer mas
especifico el método otros autores propusieron hacer las titulaciones en medio fuertemente 4cido.

Este método se adapta a frutas y verduras con 3 a 20 mg ©/o de é&cido ascérbico directamente
reductor.

MATERIAL NECESARIO:
— Mezcladora eléctrica, inoxidable.

REACTIVOS NECESARIOS:

—  Acido oxalico al 0,5%/0 o0 &cido tricloroacético al 5°/o o acido metafosférico al 1°/o.
—  Solucién acuosa de sal sédica del 2.6 diclorofenol-indofenol (25 mg ©/o).

—  Solucién de almidén al 1°/o.

—  Solucion de &cido ascorbico de concentracion conocida.

Se debe tener presente que siempre hay que comprobar la pureza del &cido ascorbico. Para ello es
necesario titular una solucion de concentracién conocida con una solucién de yodo 0,01 N. Se pesan 100
mg de acido ascorbico y se disuelven en é&cido oxaiico al 0,5°/o, enterando un volumen determinado (100
ml). Se titulan 5 ml de la solucion de acido ascorbico al 100 mg ©/o con la solucion de yodo 0,01 N en
presencia de almiddn.

1ml de solucion de yodo 0,01 N.............. 0.88 mg de &cido ascérbico
A X (f) 0,88 x 100
5

9/o de &cido ascorbico =

de donde:
A: ml de solucién de yodo gastadas.
(f): factor del yodo 0,01 N.
Si en dos titulaciones se gastan por ej. para 5 ml de solucion de acido ascérbico 5,2 ml de yodo 0.01
N. se tiene aue:

, . L. 5,2x0,88 x 100
9/o &cido ascorbico : s = 91,52%0

Determinacion del Titulo de la solucion 2 ,6-diclorofenol-indofenol.
Para ello se pesan 29 mg de la sal sddica, se disuelven en un poco de agua caliente y se entera un volumen de
100 ml. Se debe titular cada vez 5 mi de esta solucion colorante con una solucién de &cido ascérbico que
contenga 20 mg ©/o.

Pero, como en el ejemplo anterior, la pureza del acido ascérbico alcanzd sélo el 91,52%/o;, la
concentracion verdadera de la solucion de acido ascorbico al 20 mg ©/o es sélo de 18,30.

Sabiendo que la concentracion del acido ascérbico es de 18,30 mg ©/o, se tiene que, por ejemplo al
titular la solucidn colorante:

5 ml de colorante gastan 2,8 ml de solucion de &cido ascdrbico.
Entonces:

100 ml de solucién contienen 18,30 mg de cido ascérbico

2,8 mt de solucidn contienen X mg de &cido ascorbico

18,30+ 2,8 .. L
X = o0 = 0,51 mg de 4cido ascorbico

Por lo tanto, 5 m! de la solucion colorante corresponde a 0,51 mg de &cido ascérbico (titulo).
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TECNICA:
Para titular la vitamina C en un producto cualquiera (vitamina C directamente reductora) se procede a pesar
una cantidad determinada (10 g) que se homogenizan en una mezcladora eléctrica con cualquiera de los 3
acidos estabilizantes (recomendamos el acido oxalico al 0,5°/0) y se lleva con el mismo acidoa 100 ml (0 a
otro volumen segin la cantidad de 4cido ascorbico presente). Si es necesario, la solucién puede cen-
trifugarse o fillae
En una cdpsula se colocan 5 mi de la solucion colorante de 2,6 diclorofenol-indofenol de titulo
conocido y e deja caer desde una bureta la solucion problema. El colorante vira del azul al rosado (por
cambio de pH) para luego llegar al incoloro.
Ejemplo al titular la solucién problema se gastan 4,5 ml luego:
5 ml de colorante corresponde a 4,5 ml de solucion
4,5 ml de solucién correspondea 0,51 mg de 4cido ascérbico
100 ml de solucion ... jereeasasnans X
X =11,3 mgpara 109 de producto. Para 1009 de producto corresponden 113mg de acido ascorbico.

B. Método dela Dinitro-fenilhidracina

FUNDAMENTO:

E! método, aunque bastante usado, sin embargo, da valores demasiado altos, si existen en la solucién otras
sustancias reductoras como compuestos organicos con grupos sulfidrilos y el anhidrido sulfuroso, presente
como aditivo. Ademas, el 2,6-diclorofencl-indofenol no reacciona con el acido dehidroascérbico, presente
en los productos naturalesy dotado también de actividad fisiologica de la vitamina C.

Si se desea determinar el acido ascdrbico total el método mas recomendable se basa en oxidar primero
el &cido ascorbico a dehidroascorbico con diclorofenol-indofenol y en hacer reaccionar luego el acido
dehidroascérbico con la 2,4 dinitrofeniihidrazina para formar la 2,4 dinitrofenithidrazona, de coloracion
rojiza y con un méximo de absorcion a 520 nm. Esta reaccion se realiza en presenciade H, SO, a 8590 a
370 C'y de tiourea que impide la descomposicion del dcido dehidroascorbicodurante su condensacion con
la hidrazina.

REACTIVOS NECESARIOS:
—  Solucién de diclorofenol-indofenol. Se disuelven 200 mg del D.C.F.Na en 100m! de agua caliente, se

filtray se guarda en refrigerador. La solucion se conservadurante dos semanas.
- Solucién de &cido oxalico-tiourea. Se disuelven 2 g de tiourea y 0,5 g de &cido oxaiico en agua

destilada, aforando a 100 mi.

— Acido sulfarico aproximadamente 9 N. Se agrega un volurhen de acido sulfurico concentrado (d=
1,84), a tres volumenes de agua destilada. Se enfria.

—  24-dinitrofenithidrazina. Se disuelven 2 g de este reactivo en 100 ml de 4&cido sulflrico
aproximadamente 9 N y se filtra.

—  Acido sulflrico al 85°/o. A 100 ml de agua destilada se agregan 900 ml de &cido sulflrico
concentrado (d= 1.84). Se enfria.

—  Solucidn tipo de acido ascdrbico. Se disuelven S0 mg de &cido ascdrbico p.a. (previamente deseadosal
menos durante 24 horas sobre pentoxido de fosforo) en agua destilada, completando luego a un
volumen de 100 ml. Se controla su pureza por titulacion con solucion de yodo 0,01 N (1 ml de
solucion de yodo 0,01 N equivale a 0,88 mg de acido ascorbico). Esta solucion contiene 500mcg 0 sea
0,5 mg de acido ascorbico por mi. Para la preparacion de la curva es mejor preparar una solucion
fresca, revisandola cada vez que se trabaje con uno o dos puatos de la misma. La solucién guardada en
refrigerador se conserva durante tres semanas.

Preparacion de la Escala:

Se pipetean 0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 y 5,0ml de la solucidn tipo de acido ascérbico a matraces aforados de
100 ml completando el volumen con la solucién de Acido oxalico al 0,5%/o. Estas soluciones tendran
respectivamente O; 5; 10;15; 20;y 25 microgramos por ml.

PREPARACION DE LA MUESTRA:

Se pesa cierta cantidad del material a ensayar, se le agrega suficiente acido oxalico al 0,5%/0 ¥y s
homegeniza en la mezcladora eléctrica durante 2 minutos. Si es necesario, se centrifugael liquido resultante
y luego e filtra. Si el filtrado resulta turbio, se le adiciona igual volumen de acido tricloroacético al 10°/o,
se vuelve afiltrar, aforando luego un volumen determinado (factor de dilucion inicial f.d.i.). Si se dispone de
poco material, a la cantidad pesada se le agrega &cido oxalico al 0,5%/o y se homogeniza con ayuda de una
varilla de vidrio, luego se vierte la papilla a un colador de plastico y se la hace pasar, presionando con una
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cuchara de este mismo matenal. Se recibe en un matraz aforado de 100 ml v Inego s completa o vohmen
con la solucion de dcido oxdlico al 0,5% 0.

FROCEDTMI ENTO:

B pipetean 3 veces 2 ml de cada una de 1as solucionesde b3 escala v del filtrado de kb muesira en fres tuhos
marcalos de espectrofotimetee. Se agrega a cada twbo 1 gofa de solucidn de indofenol v s mercla, Al
color debe persistin; & no, es que el dcido asedobico es muy concentrado para obtener buenos rﬁultaﬂ
debiends entonces diluirse con dcido oxdlico al 0,5%fo, 8a aprepa a cada tubo 2 ml de solucidn de deido
oxdlico-tioures. Se separa un tubo de cada prupo como testipo, ¥ ose agrepa a los otros des 1 mil de b
solucion de dinitrofenilhidrazing. e colocan log tubos a 379 C durante tres horas exactas, al final de las
cuales s transtieren directamende 2 un batio con hieglo,

Cuande el contenido de los tubes esté frio y siempre en ¢l bafio de hiclo, 82 agrega acada tubo § mi
de dcido sulfirico al B5%e. El dcido dehe agregarse lentamente y agitando el tubo continuamente, para
prevenir la carbonizaciin, al clevarse en Forma brusca la temperatura, La Bave de la bureta que s usa para
agregar el dcido debe estar lbre de grasa, pudiendo lobricarse con ¢ mismo deido. Los tubos se agitan
wviporosarmente. Se agrega 1 mil de la solecion de dindtrofend lhidrasnaal tubo testigo.

Lag tubos se sacan del bafio de hielo, se limpian v s secan, colocindolos en una gradilla. Se dejan en
reposo hasta que estén a temperatura ambiente (30 minutes). Se frotan os tubos conoun padio mpioy s
lee la infensidad de color en un fodocolorimetro, Tambidnse poede keer en un espectrofotbmetro 2 una
longnud de onda de S20-525 qm.

St b curva eolocandolas densidades dpticas contra las concentraciones por ml.

CALCLILCY,

[ [ ey
it. = f.d.d.
g Wit /100 g de muestra = megiml x & Ia alicuota = xfdd
tpmada

(f.d.L) = factor de dilucidn inicial

Ejemploc Se pesaron 200g de fruta (tuna), preparindosela muesira de acuerdo @ 1a téenica descrita, Se afond
ajmhunm e 200 n'f (Fdd) Se tomd en sepuida una alicosta de 25 mi (ol de la aliceota tormada) v se
cormpletd un volumen de 10 ml.

Las DO, obenidas en el especirofidmeiro fueron 0.17 v 0165, promedio 0167, Esia lectura,
interpolada en la curva, dio como resultado 3,36 meg/ml de deido ascdrbico,

Para caloular los mg de dcido ascdrbicn por 100 g de muestra s aplica la fGrmpla indicada més ariba;

mg Vit CI100 g de muesira =

00 100 200
5 E— —_—
st e e

= 536x4x0]1x10=2144

H3 B oconcentraciin de amicares solubles es alta, como sucede en jarabes, mimos de frutas, ete,, &sios
reaceionan, formands dinfrofenilhidrazonss, de manera que == obticnen resuliados demasiado alios, En
5ios casns s hace necesanio separar los amicares mediante . cromatografia en capa fina con placas de
gilica-pel, sobre las coales se aplican Los precipitados de las dinfrofenilhidrazonas previamente redisueliosen |
acetona. Usando como solvenie de arrastre una mezcla de claroformo/acetato de etilofdcidn acéico (60 +
35 43), s separan bien las zomas de color rojo que corresponden al Acido dehidroascdrbico de las de color
amgarillo, debidas alos aslcares. Se refiran entonces con espdiulaslas z2onas rojas,; el polvo resulianie s irata
con Acido sulfiivico al 85%fo y se centrifuga. 2 mide la intensidad de color de esta solucién en la Fornka
indicada”
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METODOS MICROBICLOGICOSE .

FUNDAMENTOS: ;

Estos métodos se basan en la observacidn que clerios microosganismos nqm’hﬁn mtemunada Vilaming para

s crecimiento, Usando un medio basal completo, excepio la vitamina a tilar, ks respuestas del

crecimiento del microorganisms dependerdn cuantitativamente de la cantidad de vitamina presente en la

solucidn tipe y en la muesira problema.
Sepim gl método de Observaciin del crecimiendo del microorganismao, pueden distinguirse cuatro

grupos de ensayns microhiologieos:

a)  Fermentacion de levadura v medida del gas producido, como s puede usar, para valorar fiamina,

by Crecimiento bacteriano ¥ medida de 1a turbider resuliante. Se puede usar para el dcido fico, con el
Streptococcus lactis B,

¢} Crecimiento de honges v determinacion del peso del micelio resultante, S pucde usar para la
piridoxina con 1a Newrospora sitophila.

d)  Fermentscion Ietica v determinacidn de la acider resultante por titulacidn o medida del pH. S8
recurre al Lactobacillus csel, por ejemplo, para la determinacion de riboflaving, biotinag ¥ acido
pantobénico v al Lactobacillusplanterum, para la deferminacion de la niacina.

VALORACION MICROBIOLOGICA DE NLACING ' '3

& preparan Jes series de wbes, una con cantidades crecientes de niacing pura v 1 ofra, con cantidades
crecienies de solucidn problema, Ambas series se adicionan de medio basal que suminisiran al gérmen iodos
los nutrienies necesarios para s desarrollo, menos niacinag, ¥ se esterilizan. S¢ inoculan com i cultivo de
Lactobacills, incubando luego el tiempo necesario para el desarrollo. Se titula la acidez resultianie en cada
tabo v s establece la curva que relaciona los il de hidrdxidode sodio gastados con la conceniracion de
iACin.

Reparacidn de la muestra, 3¢ pesa una cantidad determinada (2 ¢) del producto finamenie pulverizado v se
hidrodizza con 50 mi de Hy 50, N durante 30 min a 1219 €, Luego de enfriar, se sprepa 2 mil de acetato de
sodio &5 M v se ajusia a pH 4.5 con KalDH N. Bl extracto s Deva a volumen {200 mi) v sa filtra. Una
alicuota (20mi) se Yeva apH B8 con MNaOH v se completa un volumen de 100 ml, que =i 1a soluciona
analizar s filira & la solucidnno esid clara).

Solucifin madre de Niacing 50 mg de dcido nicotinico ISP, previamente desecado sobre Py Oy y en la
ohscuridad g2 disuclven en ctanol y se afora a 300 ml (1 ml = 100 meg); se conserva & meses en refrigerador.
Solecidn de trabajo. 8¢ prepara fresca para cada determinacitn por dilucién con g, de manera de
contener 0,1 meg/ml.

Cultivo Stock. En 3 o méds tubos se preparan cultivos, usando cultivo puro de Lactobacillus plantarum
AT 8014, conocido antes como Lactobacillus arahinosus 17-8, ¢ incubando a 379 C por 16-24 horas; se
conservaal refrigerador.

Bedio de ineedum enfiquecido, El medio Difico o el sintético deberd ser ennguecidocon ndacina. Para el
e diluye 1 ml de la solucidnmadre a 500 ml con agua destilada. Se mezclan 5 ml de esta solucién con § mi
de medio y se esterilia por 15minuios a 1219 C, Es estable por 10dias en refrigeracidn.

Inoculum. Dos diss antes de k3 determinacidn, pe transfiere del Cultivo Stock de L. plantarum 2 un tubo
eatéril que contenga 10 del medio de indeulum enriquecidoy e incuba 2379 G por 16-24 hors,
Preparscién de la escala tipo. Esta debe prepararse, en forma simultines, con 1a serie problema, de la
miAanera siguientey en riplicads; en una serie de tuhos se colocan:

Solueiin tipo: ﬂ,ﬂ 05-10- 1,5-20-25-30-35-40-45-50ml

45-40-35.30-2%5.20-15.10-0,500ml it
Mexdic hﬁnmpaladumlndlcmmn del medio Difco): 5mil a wodo los obos,
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Preparacidnde las series problemas. Se prepara en triplicado y a cuatro niveles de concentracion.

solucion problema: 1,0 -2,0 -3,0 -4,0 ml
agua: 40 -3,0 -20 -10 ml

medio basal : 5mi atodos los tubos
Luego de taponar y esterilizar a 1219 C durante 8 min se incuba con el Lactobacillus plantarum que se
desarroll6 en el medio de inocolum.

Se ha observado que no es necesario lavar el inoculum con solucion salina estéril, ya que la cantidad
de niacina que se transfiere a los tubos, cuando < inocula, no excede de 5 x 10°° g por gota.

Los tubos s colocan en estufa a 379 C (aprox. 0.59) por 72 horas, titulandose la acidez desarrollada
por acidimetria con NaOH aprox. 0,1 N, usando azul de bromotimol como indicador (1°/o en alcohol de
5009). También puede emplearse un titrimetro (Fisher) ajustando el pH a 7.0.

CALCULOS
La curva tipo se prepara, colocando en un sistema de coordenadas el promedio de los valores de la
titulacion, encontrados a cada nivel de niacina tipo, contra las concentraciones correspondientes.

Los valores obtenidos para las muestras se interpolan en la curva. Los resultados finales, se promedian
y aquéllos que varian en aprox. 10°/o de este valor se eliminan, calculandose un nuevo promedio.

DETERMINACION MICROBIOLOGICA DE RIBOFLAVINA*» 1!

El método tiene el mismo fundamento que el de la determinacion de Niacina, descrito anteriormente,
usando como cepa el Lactobacitlus casei.

Preparacion de la muestra. Se pesa una cantidad tal de muestra que, diluida con una cantidad de 10 veces su
peso en sustancia seca con HCl 0,1 N, contenga unos 0,1 mg/mi de riboflavina. Se ajusta, en caso necesario,
a pH 5-6 con HCl diluido, se suspende por agitacion y se autoclavaa 121-123° C, durante 30 min. Después
de enfriar s agrega 2 ml de acetato de sodio 2,5 M, se ajusta el pH a 4,5 y Se entera a volumen con agua
destilada, filtrdindose en caso necesario.

Una alicuota se lleva a pH 6,8 con NaOH N y se completa a un volumen, de modo que la soluciéna
analizar contenga aproximadamente 0,05 meg/ml de riboflavina (= solucion de la muestra;).

En muestras con mucha materia grasa, hay que desgrasarias previamente con éter (11).

Solucién madre de riboflavina. 25 mg se disuelven en 250 mi de acido acético 0,02 N (1,2 ml de &cido
acético glacial en 1000 ml de agua). Se completa a 1000 con agua de manera que la solucionfinal contenga
25 meg/ml. (Es conveniente mantener la riboflavina en sustancia por 24 horas en desecador de pentéxido de
fdsforo). e

Sotueién de trabajo. Se diluye 1 ml de la solucidén madre a 250 ml con agua destilada, de manera que su
concentracidn es 0,1 mcg/ml. Se mantiene en refrigeradory se debe renovar cada € 5dias.

Cultivo Stock. En tres 0 mas tubos, se preparan cultivos, a partir de un cultivo puro de Lactobacilluscasei
ATCC 9595, e incubando a 37° C por 16 a 24 horas; se conservaen refrigerador.

Medio Inoculum enriquecido. El medio basal sintético™ " o de Difco, debera ser enriquecido con riboflavina.
Para ello se agrega a dos tubos que contienen 5 m! de medio basal, 5 ml de una solucién de riboflavina que
contiene t meg/mi (1 ml de la solucién madre se lleva a 25 ml con agua). Los tubos, tapados con algodén
cardé, se esterilizana 1109 C, por 30 min. Debe evitarse la exposicion de los tubos a laluz, luego de haberse
agregado la riboflavina.

Inoculum. Dos dias antes de la determinacidn se hace un traspaso de cultivo Stock a un tubo estéril que
contiene los 10mt de medio Inoculum enriquecidoy se incubaa37° C por 16a 24 horas.
Reparacion de la escala tipo. Debe prepararse en forma simultaneacon la serie de la muestra, en triplicado
y en la siguiente manera:

Soluciéntipo : 0,0 -0,5 -1,0-1,5 -2,0-2,5 -3,0 -4,0 -5,0ml

Agua : 50-45-40-35-30-25-20-1,0-0,0 ml

Medio basal : (preparado segun indicacionesde Difcoy : 5 ml a todos los tubos;
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Preparacido de las seriesproblemas, Se prepara en triplicade v a cuatro niveles de concentracidn:

Selucion problema @ 1,0 =20 =3,0 -4,0 mi
Agua 40 =30 =20 -10 ml
Medio basal » 5.0 ml atodos los wbos,

Los tubos tponados, se esterilizan a 1219 C durante 10 min. Se enftian ripidamente v se adiciona en
forma séptiea a cada tubo, una gota de Inoculum.

%e incuba a 379 C durante T2 horas; la temperatura de incubacion no debe variar an mas de 0,59 C.
& titula la acidez desarrollada en cada tubo con MaOH 0,0 M, usando como indicador el asul de

bromotimol {2l 19/o en alcohol de $09); o bien electrométricamente a pH 6,8,
Célcules. Como se deseribe para |3 valoracion mperobiologica de Miscina,
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