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RESUMEN

Este trabajo fue desarrollado en el Laboratoriot@easal Cia. Ltda, donde se determinaron
las condiciones analiticas adecuadas para cuantifitamina C en: naranjgCitrus
aurantium) limoén (Citrus aurantifolia) y mandarina(Citrus reticulata) por cromatografia
liquida de alta eficiencia con detector ultravialetvisible (HPLC UV-VIS), utilizando para la

extraccion acido metafosfoérico al 6%.

El método consistié en determinias condiciones 6ptimas para cuantificar la comeeitn

de vitamina C, ya que ésta es inestable y fotoskensipor ello, fue importante conocer los
parametros que eviten las pérdidas del analitmsbsarametros fueron: cantidad de muestra,
eluyente y tiempo de andlisis. Se optimizaron tagliciones cromatograficas para HPLC con
una columna C18, marca Waters,ub de particula 150 x 3,9 mmde diametro, las
condiciones establecidas fueron: fase mévil metagoa con una elusion isocratica de 90:10,
cantidad de muestra de 20uL, flujo 1.2mL/min, lardy de onda 245nm y se trabajo a

temperatura ambiente, evitando siempre la preseediaz solar.

Se determind la cantidad de vitamina C en los $rgitricos a partir de la elaboracién de tres
curvas de calibracion para cada dia de analistiizando un estdndar de acido ascorbico
certificado; dando como resultado que la nard@j@rus aurantium)contiene 56.46 mg/g,

limén (Citrus aurantifolia)41.57 mg/g y mandarin&itrus reticulata)32.75 mg/g.



Palabras Claves. Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia, vitamin@, extraccion,

fotosensible.



ABSTRACT

This Study was developed in the laboratory Censalc€ia. Ltda, where the proper analytical
conditions to quantify vitamin C in: orang€itrus aurantium) lemon (Citrus aurantifolia)
and tangeriné€Citrus reticulate) by high performance liquid chromatography wittrawiolet

— visible detector (HPLC UV-VIS), using an extractiwith 6% metaphosphoric acid solution.

The aplication of this method was to try the optimwonditions to determine the

concentration of vitamin C, because this is undstamd photosensible, for that, it was
important to know the circumstances that evadedyendoss. These circunstances were:
sample amount, eluent and analysis time. The chagrephic conditions were optimized to
HPLC with a C18 column, brand Waters, 5 um of phetdiameter, 150 x 3,9 mm diameter,
the established conditions were: mobile phase methawater with an isocratic elusion of

90:10, sample amount of 20 pL, 1.2mL/min flow, wawgth 245nm and room temperature,

always evading sunlight presence.

Vitamin C in citric fruits was determined from tlkeé&aboration of 3 calibration curves for the

day of analysis, using a certified ascorbic acahgard; giving results that in orange we have

56.46 mg/g, lemon, 41.57 mg/g and tangerine 32.g&m

Keywords.High Performance Liquid Chromatography, vitamine®traction, photosensible.



INTRODUCCION

Las vitaminas son sustancias organicas que mantielnfuncionamiento metabdlico, no son
sintetizadas en el organismo y por tanto se deb&mer de fuentes externas. Las vitaminas
son sensibles a diferentes agentes fisicos y qoémnia mas sensible es la vitamina C que se
degrada facilmente por cambios de temperaturapseipn a la luz solar y concentracion de
oxigeno [1]. La vitamina C es una vitamina hidfabte que se encuentra en forma natural en

varias frutas y verduras.

Debido a que la vitamina C es termolabil se puedertuna variacion en la concentracion con
el paso del tiempo, por esto, es importante estebllbs mecanismos que afectan a su
estabilidad y que influyen en el tiempo de vid& @or su inestabilidad se utilizd una técnica

sensible y rapida que permitié evaluar su conaeidn [2] [3].

Para este estudio se tom6 como variable tres faitosos, considerados de mayor consumo,
como son: naranjaCitrus aurantiun), limén (Citrus aurantifolig y mandarina Citrus

reticulata)

La toma de muestras se realiz6 en tres lugarexplendio de frutas; se recolectaron 10

muestras diarias.



El objetivo de este trabajo fue aplicar un métodalitico para la extraccion, identificacion y
cuantificacion de vitamina C en naranfaitus aurantium) limén (Gtrus aurantifolia) y
mandarina Citrus reticulata), considerando la inestabilidad de esta vitaminaerAds, la
comparacion entre la concentracion de vitamina €sgnte en los frutos mencionados

anteriormente.

Para la cuantificacion se utilizo la técnica denwtografia liquida de alta eficiencia (HPLC)
con detector (UV-VIS), columna C18, flujo 2mL/mintiempo de analisis de 5min. Técnica

gue ofrece las siguientes ventajas:

* Tiempo: el tiempo de analisis es menor ya que la técnicauwtomatizada y evita
métodos volumétricos o tradicionales.

» Estabilidad de la vitamina C: al aplicar un extractante como es el &cido
metafosforico al 6%, permite estabilizar al &cidadcérbico y asi poderlo cuantificar

por HPLC. (ver Fig. 1.2)

El Capitulo | contiene la parte tedrica, donde sscdbe conceptos y principios, los cuales
fundamentan este estudio. Se detalla la matrianalito, la soluciéon extractante y técnicas
analiticas que contribuyen al andlisis quimico daraeterminacion de vitamina C en naranja

(Citrus aurantium) limén (Citrus aurantifolia)y mandaringCitrus reticulata)

El Capitulo 1, contiene la parte experimental, derse describen los materiales, reactivos,

equipos utilizados y la metodologia de analisis.



En el Capitulo Ill, se presentan los resultadosemilbs mediante tablas para un mejor

entendimienta@on su respectiva discusion.

El Capitulo IV, contienen las conclusiones y recodaziones obtenidas en base al estudio

realizado.



CAPITULO |

1. ANTECEDENTES GENERALES

1.1. LAVITAMINAC

1.1.1. HISTORIA

La vitamina C fue denominada la vitamina antiesgtica porque previene y cura el
escorbuto, de ahi su nombre técnico acido ascérbBimuna de las primeras vitaminas que se
descubrio er1928, se la caracterizo estructuralmente en 1928sjntetizé por primera vez en

el laboratorio en 19381].

1.1.2. ESTUCTURA QUIMICA

La vitamina C es muy soluble en agua, medianamsoitigble en alcohol e insoluble en
solventes orgénicos; poco estable en medio algaksotermolébil pero resistente a la

congelacion estas propiedades se deben a su esirybi

La formula quimica de la vitamina C esHgOg y tiene un peso molecular de 176,13 g/mol y
posee 4 formas estructurales, el &cido D-ascorhbicascorbico, D-isoascorbico y el acido L-

isoascorbico; pero solo el acido L-ascérbico pestieidad antiescorbutica [6] [7].



Se puede apreciar al &cido L-ascorbico en la figuta

Figura 1.1 Estructura del Acido L-Ascorbico
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Fuente. www.nutrinfo.com.ar 26 de mayo del 2000.

El 4cido L-ascorbico posee varios elementos estralets que ayudan a su comportamiento
guimico: la estructura de la lactona y dos grupadsoRilos endlicos, asi como un grupo
alcohol primario y secundario. La estructura ené®lla cualidad antioxidante, ya que los

endioles pueden ser oxidados facilmente a dicetonas

Finalmente, el 4cido L-ascérbico puede reaccioaalimiente con radicales libres actuando
como antioxidante y pasando el mismo a ser un ahdiscorbilo, que rapidamente se
descompone para producir acido dehidroascorbidf¥y[6Mediante estas reacciones, el acido

L-ascorbico, captura radicales libres potencialméditicos como son los hidroxilos.
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Figura 1.2 Oxidacion del Acido L- Ascérbico
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Finura 1.3 Fstahilidad del Acido |-ascérbico con acido metafosforic



1.2.FUNCIONES

Las funciones metabdlicas y biologicas de la viten, estan basadas en sus propiedades de

oxido-reduccion entre ellas se destacan:

» Sintesis del colageno, siendo esta quiza la furmidicipal de la vitamina C.

» Interviene en la sintesis de constituyentes orgénite la matriz intercelular, en tejidos
como los dientes, huesos y endotelio.

» Evita el envejecimiento prematuro.

» Facilita la absorcion de otras vitaminas y mineyale

» Es antioxidante.

» Evita las proliferacion de tumores cancerigenos

» Evita las enfermedades cardiaf2{§9]

1.3. FUENTES DE VITAMINA C

Al ser una vitamina que se destruye facilmente godacion, y mas aun en presencia de
alcalis y calor; su contenido en los alimentos dstye. [10][11] Los alimentos de origen
animal no contienen vitamina C, pero la gran maydd las frutas y verduras si, siendo los
pimientos, los citricos, las coles, la coliflorpemcas, papas, frutas como el platano, los
mangos, la manzana, frutilla, naranja, limon, manda kiwi, pifia y meldn los que tienen

mayores concentraciones de égid)

10



En la tabla 1.1 se presenta la lista de algulnm®atos que contienen vitamina C [13] [14].

Tabla 1.1 Cuadro de alimentos que contienen VitamanC

Fuente Vitamina C (mg/100 g)
Guayaba 300
Grosella negra 200
Pimiento rojo 190
Perejil 130
Kiwi 90
Broécoli 80
Grosella 80
Coles de Bruselas 80
Papaya 60
Fresa 60
Naranja 60
Limon 50
Melon 40
Coliflor 40
Frambuesa 30
Mandarina 35
Espinacas 30
Mango 28
Lima 20

Fuente: http://vitaminas.org.es/vitamina-c-aliment©ctubre 2010
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1.3.1CITRICOS Naranja (Citrus aurantium), Limén (Citrus aurfoita) y Mandarina

(Citrus reticulata).

El limén (Citrus aurantifolia), la naranja(Citrus Auramtium)y la mandarina(Citrus
reticulata) son alimentos ricos ervitamina C que tiene estupendas propiedades
antiescorbulticas y mineralizantes. Asi como tamba@mtiene importantes cantidades de

potasio y calcio [15] [16].

Naranja Citrus aurantium) Limén (Citrus aurantifolia) Mandarina(Citrus reticulata)

Figura 1.4 Naranja (Citrus aurantium), Limén (Citrus aurantifolia) y Mandarina (Citrus
reticulata).

Poseen nutrientes importantes entre ellos: az(cangisoacidos y sales minerales; entre las
vitaminas, se analizara vitamina C en nara@j&r((s aurantium)yue en la literatura se conoce
que posee un aporte de 60 mg por cada 100 g, lif@irus aurantifolia) 50mg y la
mandarina(Citrus reticulata)que posee 35 mg [17]. A continuacién se presentatabla

donde se detalla la composicién quimica de losftuéss en estudio.

12



Tabla 1.2 Composicion quimica de la naranja, limory mandarina

Agua | Calorias | Proteina| Grasa| Vit.C | Ac.Fdlico | Ca | Mg K [ Carotenos
(%) (cal) ) @ | (mg) (mg) (mg) | (mg) | (mg) (mg)
Naranja 88 35-50 081 0.1 60 35 40 15 200 50
Limon 82.8 29 0.8-1| 0.1 50 11 26 8 137 3.4
Mandaring 88.3 37 0.8-1) 0.1 35 21 36 11 185 1600

Existen una gran variedad de técnicas para lardigtacion analitica tanto cuantitativa como
cualitativa de acido ascorbico, que abarca méttatosimples, como puede ser una titulacion,
hasta la determinacion espectrofotométrica. Sraitihas las técnicas espectrofotométricas en
la determinacion del &cido ascorbico pero, el gpacdnconveniente de la aplicacion de este
tipo de técnicas es la presencia de impurezagyugesen enmascarar los resultados; en cuanto
a metodos de titulacion la desventaja es, quprkecacion del color no es la misma con cada
analista y en ambos casos la gran cantidad derdetvgue se utiliza para la extraccion es
mayor. Por ello, se aplicé el método de cromafigriquida de alta eficiencia para

determinar acido ascérbico.

13



1.4.CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

La Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLE) un meétodo fisico de separacion,
consiste en la distribucion de los componentesndentezcla entre dos fases, una estacionaria
y otra movil que es un liquido que fluye a travésuda columna a alta presion hacia la fase
estacionaria [18]. La muestra se introduce manualtomaticamente antes de la columna,
inyectandola en cantidades muy pequefias (10 a $0Hlltiempo que tardan en salir los
componentes a través de la columna se conoce gempd de retencion y se considera una
propiedad significativa del compuesto en una datexda fase movil y estacionaria [19]. El
uso de alta presion mejora la resolucion de laraepia debido a que se aumenta la velocidad

lineal de los componentes de la muestra, dismirdgéadifusion. [20]

La eficacia de la separaciéon en HPLC depende dellemna que se vaya a utilizar. Mientras
menor sea el diametro de las particulas de retieniase estacionaria, mayor sera la eficacia.
Existe un ensanchamiento de bandas no deseabsededa columna, debido a la diferencia
de didmetro en las tuberias del sistema, se detae em lo posible esto para conseguir mayor
eficacia. Ademas un tamafio excesivo de muestra feverable para la separacion, porque es

mas dificil transportar los compuestos dentro dmlamna [21].

14



1.4.1. COMPONENTES DE HPLC

El HPLC consta de los siguientes componentes centlescribe en la figura 1.4

Registro y control .‘

de datos Desechos

1

Bomba Riimsaisatny "Golumpa.y:Hama

cuaternaria

Figura 1.5 Componentes del HPLC

Fuentewww.forumsci.co.il/HPLC/system. 20 de diciembre2@d 0

A continuacion se describe brevemente cada unasiesnponentes:

* Bomba: una bomba para HPLC es de material inerte a kxsvdintes empleados. La
presion de las bombas es variable seguin el modelorigzante, pero su rendimiento se
mide en su habilidad para generar un flujo constgnteproducible [22]. La bomba
trabajar con gradiente de elusion dependiendo d&do a utilizar.

° Fase movil: los solventes que se pueden utilizar en HPLC swiow principalmente

15



(metanol, propanol y acetonitrilo), ademas de aguaoluciones amortiguadoras
acuosas, también se utilizaolventes no acuosos de baja viscosidad, los gel/eon
viscosidad alta se evitan ya que el tiempo pararpasravés de la columna es mayor;
lo cual provoca ensanchamiento de los picos. tilsolventes de grado HPLC es un
condicionanteya que las interferencias por solventes tiendéapar la columna y
producen falsos picos en el detector.

° Gradiente de elusion:cuando el solvente se mantiene constante en gosl@plracion,
el proceso se llama elusién isocratica. Pero, seli@cion de los solventes cambian a
determinado tiempo dependiendo del proceso des#)jalse conoce como gradiente de
elusion que se utiliza cuando se separan mezctsanen varias caracteristicas. [22]

» Columnas: son hechas de acero inoxidable y tiene un empaigto compacto, ya

gue requieren que soporten presiones muy altas.

» Detector: esta ubicado al final de la columna y la sefigtesesforma en una gréfica en
funcion del tiempo, Illamado cromatograma, que @orde una serie de picos
simétricos.Los picos sobre el eje de los tiempos se emplean ipgantificar tanto
cualitativa (posiciébn en el eje) como cuantitatiemte (area bajo los picos) los

componentes de la muestra. [22]

En esta técnica se utilizd el detector de absoruaimavioleta-visible, consiste en medir la
intensidad del color o en este caso la radiaci@ordida en el UV a una longitud de onda
especifica comparandola con otras soluciones deeotnacion conocida (soluciones estandar)

gue contengan la misma especie absorbente. Paraetsa relacion se emplea la Ley de Beer,
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gue establece que para una misma especie absorl@nsdsorbancia es directamente
proporcional a la concentracion.

La vitamina C posee enlaces conjugados y transaéoelectrones que son caracteristicas que
presentan sefial en el espectro UV-VIS. Este detsetpuede emplear en la determinacion de
alimentos, aditivos, pesticidas y medicinas corpgsufuncionales —C=C-, -C=0, -N=0 y —

N=N-, los cuales absorben radiacion UV [23].
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CAPITULO Il

2. MATERIALES Y METODOS

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPEE€kn la actualidad la méas utilizada para la
determinacion del &cido ascorbico por su sensdilighrecision, exactitud y reproducibilidad

[24], la cual utiliza como soporte mas habituabelinado y fase movil mas frecuente una
mezcla de disolucién de fosfato o citrato con wsoldiente organico. El tipo de detector mas

utilizado es el UV de 240 a 290 nm. [25] [26].

El método utilizado en esta investigacion consistidla extraccion del acido ascorbico, con
reactivos y condiciones que eviten al maximo siergwb. Esto se logro utilizando una
solucion extractora de acido metafosférico al 6% @yuda a la estabilidad del acido
ascorbico y lo protege de la oxidacion por el girea luz. El extracto fue analizado por
cromatografia liquida de alta resolucion. La cdmaition e identificacion del acido ascoérbico

se realiz6 inyectando patrones de concentracioocita.

2.1. EQUIPO

. Cromatografo liquido de alta resolucion Shimadzu-LT AD.
. Detector espectrofotométrico UV-Visible ShimadzuDSFO AV.
. Bomba Shimadzu FCV-10AL.

. Horno de columna CTO — 10 A.
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Columna C18, marca Watersy# de particulade 150 x 3,9 mme didmetro

Balanza analitica con una precision de 0,1 mg.

Equipo para microfiltracion de la fase mévil ma&artorius, para usar con filtros para
solventes acuosos de 47 mm.

Microfiltros 45 um marca Millipore, aptos pararficion de fase acuosa.

Barfio de ultrasonido para la desgasificacion dada movil.

Vortex para agitacién durante la extraccion.

Refractometro.

Extractor eléctrico.

Figura 2.1 Equipo
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2.2. REACTIVOS

» Solvente de extraccion acido metafosforico p.a.

» Metanol grado HPLC utilizado para preparar la faseil marca Fisher.

» Agua grado HPLC para preparar la fase movil.

» Estandar de acido ascorbico certificado chemsetoteet# 383-66, catadlogo # F2157AS, o
similar.

2.3.MATERIALES

Balones aforados clase A de 100, 50 y 25 mL calisa

Pipetas volumétricas clase A de 0.5, 1, 2 y 5 niibicalas.

Vasos de precipitacion.

Erlenmeyer.

Espatulas metalicas

2.4. SOLUCIONES PREPARADAS

Solucion de trabaja a partir del estandar de &cido ascoérbico chentgenon pureza del

100%, se prepard una solucion patron de 1000 neglpésa 0,1g de acido ascorbico en 100
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mL de acido metafosférico al 6%), esta solucioprepard para cada dia de comparacion, se
la utiliza para elaborar las curvas de calibraciopara identificar la concentracion de &cido
ascorbico.

Acido metafosférico al 6%: se pesa 60g del acido y se afora a 1L de agudadespara

HPLC.

Tabla 2.1 Concentracion de soluciones de calibragicde Acido Ascorbico a partir de la
solucion madre.

Nivel Alicuota | Volumen de aforo Concentracidn
1 0.5mL 50 mL 10 mg/L

2 2 mL 50 mL 40 mg/L

3 2mL 25 mL 80 mg/L

4 5mL 50 mL 100 mg/L

5 4 mL 25 mL 160 mg/L

2.5. ANALISIS Y CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Con la solucién patrén de acido ascérbico de 1000reg acido metafosférico al 6% y
teniendo en cuenta las condiciones de cuantifica@mjugos y frutas, se probé la fase mévil y
la longitud de onda del detector (240-290 nm) pédtaner la mayor sensibilidad y resolucién

del sistema cromatogréfico. Para esto se realizzmeayos con las siguientes fases moviles:
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* Metanol: Agua (70:30); (80:20); (90:10)
* Acetonitrilo: Agua (80:20)

» Acetonitrilo: Agua con solucion reguladora de #x 0.03M, pH 2.5 (90:10)

La fase movil que presenta mayor resolucion esmoétagua (90:10), a una longitud de onda
de 245 nm, usando un detector UV-VIS; luego déizaralas pruebas de flujo de 1 a 2
mL/min, se definié el flujo de 1.2 mL/min. El tiemge analisis del equipo fue de 5 min.

Las extracciones y estandares se inyectaron pglicktlo para evaluar la precision del

método.

2.5.1. SELECCION DE LA MUESTRA

Las muestras de naranja, limon y mandarina se mvtuvde manera aleatoria en tres lugares
de expendio de frutas, durante todas las etapgwaetso, se protegio tanto a los estandares
como a las muestras de la luz para evitar el @etede la vitamina C, recubriendo a los

balones con papel aluminio y realizando el argitisilas muestras de manera inmediata.

2.5.2. PREPARACION DE LA MUESTRA

Una vez tomadas las frutas se lavan y se rebanamtades para obtener el jugo mediante un

extractor eléctrico. Se miden los sélidos soluldgales (grados Brix) del jugo de cada fruta
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utilizando un refractdmetro, para determinar eltpusptimo de consumo. Los grados Brix®

recomendados en citricos fluctian entre (9 — 1@ag$27].

Después de constatar su punto optimo se proceda e el jugo de la fruta inmediatamente

extraido, para evitar principalmente la oxidaciénvdamina C.

Se pesa por triplicado 5g de la muestra y se a&@mL con acido metafosférico al 6%. Para
determinar la concentracion de vitamina C, se zaalnh curvas de calibracion mediante
estandares de concentracion que van en un rand0 del60 mg/L, ya que segun reportes
bibliogréficos la concentracion en citricos esddaor de 60mg/100g de muestra. Se filtra con
un poro de 45um para evitar que los compuestodasdtie particula grande pueda taponar la

columna de HPLC.

2.6. DESARROLLO DEL METODO

La cuantificacion e identificacion del &acido asdéobse realiza inyectando patrones de

concentracion conocida que se utilizan con unaedbbélidad: para la identificacion de los

tiempos de retencion y para la calibracion del ggein cuanto a medir concentraciones.

Se analizan por triplicado y por tres dias emiasnas condiciones cromatograficas teniendo

asi las curvas de calibracion respectivas.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El presente estudio da como resultado un método lpadeterminacién de acido L-ascorbico
en citricos, naranjgcitrus aurantium), limén (citrus aurantifolia) y mandarina(citrus
reticulata) que es aplicable a dichas matrices segun la wieid aplicada. A continuacion
se muestran los resultados obtenidos durante aftrdde del método, aplicacion a muestras

reales.

3.1.METODO DE ANALISIS: CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA

EFICIENCIA

A continuacion se presentan los resultados deriabps que se realizaron para determinar las
condiciones apropiadas del método de separaciaragtificacion de acido L-ascorbico por

cromatografia liquida de alta eficiencia.

Determinacion de la fase movil apropiada: las combinaciones de fases modviles
recomendadas para la determinacion de acido Liasisoopor cromatografia liquida de alta

eficiencia son: fosfato diacido de potasio-aguatam@ — agua, acetonitrilo — agua. Se
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probaron las fases inyectando un estandar polcagd para cada una. Al analizar los
cromatogramas se encontrd que existe una mejducg@o de los picos de los analitos con la
fase metanol — agua, ademas el tiempo disminuyaranutos. Por lo tanto se escogio la fase

movil metanol — agua para el andlisis de acidodsdsco.

Determinacion del uso de gradienteinicialmente se probo una separacion isocraticagiia

50 %: metanol 50 %, dando como resultado una @mitesivamente larga (20 minutos). Al

probar con metanol 10%: agua 90% el tiempo disndrapnsiderablemente y el pico de acido
L-ascorbico estaba 100% definido, sin problemasali#gs o ensanchamiento, como fue en el

caso de las otras mezclas de fase movil a difeggatiente.

Se deben controlar otras variables para mejoraegaracion y resolucién en cromatografia
liquida, como: flujo de fase movil, volumen de ing®n, temperatura de la columna y

longitud de onda de deteccion.

Flujo de fase movil: se probo 5 diferentes flujos de fase movil, 1.0, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5

mL/min. Con el flujo de 1.0 y 1.1 mL/min se obtuv@yor tiempo de separacién y existe la
presencia de colas en los picos. El flujo de 1.Zmmirh dio buena resoluciéon en un tiempo
adecuado. Finalmente el flujo de 1.3-1.5 mL/minspréd un tiempo de separacion menor
pero sacrificando la resolucién de los picos. Ejoflde 1.2 mL/min es el escogido para la

determinacion.
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Volumen de inyeccion no se probé volumenes de inyeccion porque el equgbaja con un

volumen de 20pL.

Temperatura de la columna la temperatura de la columna no presentdé mayhrentia en
los cromatogramas, la resolucion fue ligerament@maelos 25°C que a los 30°C. Por lo tanto
se escoge la temperatura de 25°C, se opté pomdeterla temperatura ya que el equipo

posee un horno de columna y tratando de evitaige&sdlel acido L-ascorbico.

Longitud de onda de deteccion:se probaron las longitudes de 240 y 245 nm, segun

recomendaciones bibliograficas. La sensibilidadassiderablemente mejor en la longitud de

onda de 245nm, mientras que con la longitud den?4da altura del pico es menor.

A continuacion la tabla 3.1 muestra un resumen ak dondiciones cromatograficas

optimizadas para la determinacién de compuestasi¢es por HPLC.
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Tabla 3.1 Condiciones optimizadas para HPLC

Parametro Condicion optimizada
Fase movil A: metanol

B: agua
Gradiente A 90 %, B 10 %
Volumen de inyeccion 2.0 mL/min
Temperatura de columna 25°C
Longitud de onda de deteccién 245 nm

Una vez determinadas las condiciones cromatogsafickecuadas para la determinacién de
acido L-ascorbico, se realizaron soluciones de @anacion conocida y se determind su
tiempo de retencidn. La selectividad del métodeeseeflejada en la tolerancia de los tiempos
de retencion del analitp se relaciond la concentracion con el area integrasldod picos
cromatogréficos.

A continuacion se detalla un esquema del procedimide analisis para determinar acido L-

ascorbico en naranjg&itrus aurantium),limon (citrus aurantifolia) y mandarina(citrus
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reticulata) por HPLC.

Preparacion de la muestr
extraccion con acido
metafosforico al 6%

Preparacion fase maovil

-
Preparacion cromatdgrafo
liquido
*Encendido y purga de lineas
*Estabilizacion fase mévil

\

Inyeccion en el cromatégra
liquido de alta eficiencia

Cuantificacién

Célculo y expresion de
resultados

Figura 3.1 Esquema del procedimiento de analisis
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La figura 3.1 describe detalladamente el proceditoigue se utilizd para la extraccion y la
cromatografia liquida de alta eficiencia. A conticibn se define la cuantificacion y

tratamiento de resultados.

Cuantificaciéon

La cuantificacion de acido L-ascoérbico se realizdizando curvas de calibracion. Se

contempla una funcién lineal:

y=mx+b
Célculo y expresion de resultados
El software CHROMELEON que posee el equipo un nmigable con el usuario, ya permite
introducir datos como son: peso de la muestrajwefude aforo y volumen de inyeccién, con

lo cuales nos da directamente la concentracidoasimbestras analizadas.

3.2.CURVAS DE CALIBRACION DE CROMATOGRAFIA LIQUIDADE A LTA

EFICIENCIA

Las curvas de calibracion se realizaron para di@atiy analizar las muestras, con el fin de

comparar la concentracion de &cido L-ascorbicceeritas.

Para el calculo de la concentracion de acido Lyasmd se tomd como base la relacién entre

la concentracion conocida del estandar y el arepide correspondiente; asi, conociendo el
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area del pico de cada muestra de acido L-ascorlsieopudo calcular la concentracion

respectiva.

Tabla 3.2 Lectura de los estandares de calibraciguara el andlisis de las muestras del dia
1.

ESTANDARES CONCENTRACION (mg/L) Area (mV*min)
Estandar 1 0 mg/L 0
Estandar 2 10 mg/L 0,7
Estandar 3 40 mg/L 1,6
Estandar 4 80 mg/L 3,0
Estandar 5 100 mg/L 3,4
Estandar 6 160 mg/L 5,8

Curva de Calibracién de Acido

g [-]
Ascorbico
7 -
6 .
£
3 B4
< >3 A
3
=2 y = 0,035x + 0,140
1 R2=0,995
0 T T 1
0 50 100 150 200

Concentracién mg/L

Figura 3.2 Grafico de la primera curva de calibragn.



De la primera curva de calibracién (Fig. 3.1) seieb un coeficiente de correlacion de 0,9956

con un rango lineal de 0 a 160 mg/L, que presenséggliente ecuacion de la recta:

y = 0,035x + 0,1404

La tabla 3.2 presenta los datos con los que fuestaoda la curva de calibracion que

corresponde al dia dos, figura 3.2.

Tabla 3.3 Lectura de los estandares de calibracigrara el andlisis de las muestras del dia
2.

ESTANDARES CONCENTRACION (mg/L) Area (mV*min)
Estandar 1 0 mg/L 0
Estandar 2 10 mg/L 0,6
Estandar 3 40 mg/L 15
Estandar 4 80 mg/L 29
Estandar 5 100 mg/L 3,7
Estandar 6 160 mg/L 57
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Curva de Calibracién de Acido
Ascorbico

5,0 -
4,0
3,0
2,0
1,0
0,0

y=0,034x + 0,121
R?=0,998

Area (mV*min)

0 50 100 150 200

Concentracién mg/L

Figura 3.3 Grafico de la segunda curva de calibradn

De la segunda curva de calibracion (Fig. 3.2) seivabun coeficiente de correlacion de

0,9984 con un rango lineal de 0 a 160 mg/L, quegma la siguiente ecuacion de la recta.

Y =003494x + 0,1215

La tabla 3.3 presenta los datos con los que fustroda la curva de calibracion de la figura

3.3 que corresponde al dia tres.
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Tabla 3.4 Lectura de los estandares de calibraciguara el andlisis de las muestras del dia

3.
ESTANDARES CONCENTRACION (mg/L) Area (mV*min)

Estandar 1 0 mg/L 0

Estandar 2 10 mg/L 0,6
Estandar 3 40 mg/L 15
Estandar 4 80 mg/L 29
Estandar 5 100 mg/L 3,7
Estandar 6 160 mg/L 5,7

Curva de Calibracién de Acido

Ascérbico

7 -
— 6 1
[ =4
g °
L 4
E 3
= y =0,036x + 0,069
@ 2 R2=0,999
L

1

0 T T 1

0 50 100 150 200

Concentracién mg/L

Figura 3.4 Grafico de la tercera curva de calibra@dn

De la tercera curva de calibracion (Fig. 3.3) senab un coeficiente de correlacién de 0,9991

con un rango lineal de 0 a 160 mg/L, que presensiguiente ecuacion de la recta:

y = 0,036x + 0,0693
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Después de obtener los resultados de las tresscde/agalibracion, se procede a calcular la
media y la desviacion estandar de los coeficiedéesorrelacion lineal, las pendientes y los

interceptos, que se presenta en la tabla 3.4.

Tabla 3.5 Resumen de las curvas de calibracion, dméente de correlacion lineal,
interceptos, medias aritmeéticas y desviacion estaad

Coeficiente de
Intercepto (b)

Curva Correlacion Lineal Pendiente (m)
(R?)
Dia 1l 0.9956 0,0350 0,1404
Dia 2 0,9984 0,0349 0,1215
Dia 3 0,9991 0,0360 0,0693
Medias (x) - 0,0353 0,1104
Desviacion estandar
- 0,0006 0,0368
(s)
Limite inferior
- 0,0335 0,0000
(x-3s)
Limite Superior
- 0,0371 0,2209

(x+3s)
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Con los datos de la tabla 3.4 se puede definitéBrie aceptacion o rechazo que sirve para
determinar parametros de control en analisis fgtuanlemas se demuestra la robustez del
método al generar curvas reproducibles.

Los coeficientes de correlacion para el ajusteadecurvas de calibracion se puede observar
gue son mayores a 0.99. Lo que demuestra questéagwna funcion lineal es valido para la
relacion respuesta — concentracion.

3.3.ANALISIS DE MUESTRAS

El andlisis de las muestras se realiz6 en tres eifasada uno de los cuales se analizé un total

de 10 muestras, distribuidas de la siguiente manera

Primer dia: curva, 3 muestras de naranja, 3 mgedadimon y 4 muestras de mandarina.

Segundo dia: curva, 4 muestras de naranja, 3 ragaefriimon y 3 muestras de mandarina.

Tercer dia: curva, 3 muestras de naranja, 4 dmliyB8 de mandarina.

Esto se puede visualizar en la figura 4.4
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M1 Naranja
b M2 Naranja

e
/| watmon
N e Lmen |

Dial

M7 Mandarina

M8 Mandarina

M9 Mandarina

‘ M10 Mandarina

)
|
)
)

M1 Naranja
/ M2 Naranja

| M3 Naranja

Muestras para analisis de
vitamina C

|
)
|
| wetmen

M9 Limdn

1 M10 Limdn

M1 Naraniji

M2 Naranji
M3 Naraniji

M4Mandarin:

Dia 3 M5Mandarini

M6Mandarin:
M7 Limdn

M8Limdn

M9Limoén

W M10Limon

Figura 3.5 Diagrama de analisis de muestras por di
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En el diagrama se utiliza la abreviatura M paratifiear las muestras, de cada M se realiza

tres determinaciones o lecturas. Por lo tanto sdr&e30 resultados al dia para realizar el

respectivo tratamiento.

3.3 CROMATOGRAMAS DE LAS MUESTRAS

El analisis de cada grupo de muestras, posee pecté® cromatograma, se presenta un

cromatograma para visualizar el pico de acido &soor

Nombre de la muestra M1 Naranja
Programa instrumental:  VITAMINA C
Método de cuantificacién: VITAMINA C
Tiempo de corrida (min): 5,00
o p
25.0] 53
o] ! § §
No. Ret.Time NOMBRE Height Area Rel.Area Conc. Type
min mV mV % g/100g
1 3,09 Acido Ascérbico 21 1,83488 97,197634 50,275  BMb

Figura 3.6 Cromatograma de acido ascorbico.
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En las tablas 3.6, 3.7 y 3.8 se pueden obsenaméalias aritméticas de la concentracion de

vitamina C, para la naranja, limén y mandarina.

Tabla 3.6 Resultados del promedio de la concentram por triplicado para los tres dias
de analisis.

CONCENTRACION (mg/L)
MUESTRA
Dia 1l Dia 2 Dia 3
Naranja 56.20 56.93 56.25
Mandarina 32.90 32.69 32.67
Limén 41.31 41.75 41.64

La tabla 3.6 corresponde a los resultados de laseotraciones de las muestras para los tres

dias de andlisis. Un total de 10 muestras poidag@b con un peso aproximado de 5g.

El resultado de la concentracion de acido ascoOrpiesente en el jugo de los tres citricos
analizados, es: mayor concentracion la naranjaucoresultado de 56,46mg/g, seguido del
limén con 41,57mg/g y por ultimo la mandarina ca?78mg/g Segun la composicion

quimica de los citricos el resultado obtenido pgie enétodo no varia significativamente y

mantiene las proporciones de los datos teoricos.

Para verificar estadisticamente si los resultadesemtaron variaciones significativas se
realizé un prueba estadistica conocida como ANO¥Aud factor; a continuacion se puede

observar el cuadro descriptivo de la prueba reddiza
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ANOVA de un factor

Descriptivos

Muestras /Dias

Intervalo de confianza para la

Desviacion media al 95%

N Media tipica Error tipico | Limite inferior | Limite superior] Minimo [ Maximo

1 56.2011 10.97176 3.65725 47.7675 64.6348 47.96 71.36

Naranja 2 9 56.9322 6.37101 2.12367 52.0350 61.8294 51.16 65.58
3 12 56.2542 3.25633 .94002 54.1852 58.3231 52.09 62.19

Total 30 56.4417 6.96668 1.27194 53.8403 59.0431 47.96 71.36

1 32,6678 ,60369 ,20123 32,2037 33,1318 31,87 33,40

Mandarina 2 32,6844 2,79377 ,93126 30,5370 34,8319 29,16 35,84
3 12 32,9042 1,86829 ,53933 31,7171 34,0912 29,43 34,66

Total 30 32,7673 1,89490 ,34596 32,0598 33,4749 29,16 35,84

1 9 41,3078 3,34935 1,11645 38,7332 43,8823 38,04 46,04

Limon 2 9 41,6411 , 73974 ,24658 41,0725 42,2097 40,43 42,72
3 12 41,7525 1,53695 ,44368 40,7760 42,7290 39,52 43,69

Total 30 41,5857 2,04403 ,37319 40,8224 42,3489 38,04 46,04
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ANOVA

Muestra Suma de
cuadrados gl Media cuadrétic F Sig.
Entre dias 3,108 2 1,554 ,030 971
Naranja Dentro de diad ~ 1404,396 27 52,015
Total 1407,504 29
Entre dias 376 2 ,188 ,049 ,952
Mandarina Dentro de diag 103,753 27 3,843
Total 104,128 29
Entre dias 1,057 2 ,528 ,119 ,888
Limon Dentro de dias 120,107 27 4,448
Total 121,164 29

Al realizar ANOVA de un factor se puede demostrae tps valores de los resultados entre
dias de analisis no varian significativamente ya gjudia 1 es igual al 2 y al 3 por lo tanto se
acepta la hipotesis nula, otro factor para acegst hipotesis es que al analizar las media no

hay diferencia sobre la variacion de cada grupo.

DISCUSION

La concentracién de vitamina C en citricos deti&dtura no esta bien definida, sin embargo
existe un promedio de 60 mg al dia que es sufigipata mantener una concentracion total en
el organismo humano [28]. Segun éste estudio pageard la concentracion de la dieta

recomendada se deberia consumir 91.10 g de jugardaeja, 54.58 g de jugo de mandarina y

69.28 g de jugo de limén por dia.
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El método de extraccion utilizado en esta investija es adecuado porque presenta
recuperaciones similares a las obtenidas en ostslies realizados [29] [30], no existe
pérdidas de la cantidad de vitamina C y los pidisrados en la separacion cromatografica no

presentan ninguna interferencia, son facilmentatdicables.

El jugo se produce exprimiendo directamente laafiytno se aplica ningun tratamiento o
proceso posterior, el analisis se realiza de mamenadiata; no existe almacenamiento de
muestra, ya que la estabilidad de la vitamina Qavaon el transcurso del tiempo y la
temperatura. Al afiadir el acido metafosférico%l €e logra extraer la vitamina C y al mismo
tiempo estabilizarla; existen otras alternativasagdagrar la estabilidad de la vitamina C
utilizando sustancias como: acido citrico, aciémwico, benzoato de sodio y sorbato de

potasio [31].

Se escogio la fase moévil metanol:agua (90:10) perdeterminacion de vitamina C por
cromatografia liquida de alta eficiencia debidoug,quego de las pruebas realizadas, dicha
fase logré una mejor separacion del pico de vitandnmayor resolucion) y permitio acortar

el tiempo de corrida de 20 minutos a 5.

La optimizacion del método se realizé probandordiftes columnas citadas en la bibliografia
[23,31], la columna que dio mejor resultado estlhzada en este método (Columna C18,
marca Waters, om de tamafio de particula y de didmetro 150 x 3,9,rdebido a que los

picos tienen una Optima resolucién como se puederaar en la figura 3.6.
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES

* El método utilizado para el analisis de la vitam@aen los frutos citricos naranja
(citrus aurantiun), mandarina djtrus reticulatg y limon (citrus aurantifolig,
mediante cromatografia liquida de alta eficienciagra el aislamiento, extraccién,
separacion de interferencias, deteccion y cuaatii;n adecuada de dichos

compuestos en un rango de 10 a 160 mg/100g.

» El proceso de determinaciéon de acido L-ascorbitizado nos permite estabilizarlo y

tener una adecuada cuantificacion, debido a quaugsnestable y termolabil.

 Segun el método analitico utilizado en la detergidora de la concentracion de
vitamina C, se determind que en la narafgiérus aurantium)existe 56.46 mg/q,

limén (citrus aurantifolia)41.57 mg/g y mandarin@itrus reticulata)32.75 mg/g.

* Mediante este método analitico, es posible cuaeatifacido L-ascorbico en corto

tiempo (5 minutos por muestra) y usando pequefiggedes de muestra 20 pl.
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 Las muestras fueron analizadas en tres dias, plrase realiz6 una curva de
calibracién por cada dia de andlisis; con el fnasgegurar la concentracion del

estandar de vitamina C.

4.2. RECOMENDACIONES

* La muestra y los estandares utilizados para larrdetacion de vitamina C deben

protegerse de la luz y la temperatura, evitAndm$ezl solar directa. El proceso podria

realizarse en material de vidrio cubierto de papb@hinio para prevenir la degradacién

de la vitamina analizada.

* Realizar el analisis de vitamina C inmediatameratea evitar pérdidas significativas

en la concentracion y cuantificacién de la misma.

* El método es aplicable para determinar vitaminan Cigicos, pero seria bueno que se

pruebe este mismo método para analizar vitamina ©do tipo de matrices.
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Anexo 1: Certificado del Estandar de Vitamina Ci@iac

Ascorbico): CHEMSERVICE
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GE0 Towar Lane « P.O. Box 589 - West Chastor, PA 19381-0598
-B00-452-2994 « 1-510-682-3026 - Fan 1-610-6R2-5/79
Infoflchemsaaica.com « www chamsarics. com

CERTIFICATE OF ANALYSIS

NVOICE #: C5314805
FO# PO-02-2010

CATALOG # F215TAS

DESCRIPTION: ASCOREBIC ACID
LOT #:383-66

EXPIRATION DATE: 05-12

1. PHYSICAL AND CHEMICAL PROPERTIES

Batch Molecular Formula: CgHgOg
Batch Maolecular Weight 176.12
CAS No: [50-81-7]
FPhysical Appearance: White solid
Solubility: water to 500 mM
Storage: Store at RT
Batch Molecular Structure:
OH
0 0 OH
. H
HO OH
2OANALYTICAL DATA
HPLC: Shows 100% purity
TH MMR; Consistent with structure
Microanalysis Carbon Hydrogen Nitrogen
Theoretical 4092 458
Found 4094 463

Certified By:

ot

John Conrad
CESMITC

gy
& B

=gl
Cadtwats Murtgr HEIE

[T
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Anexo 2: Cromatogramas de las concentraciones de
vitamina C utilizados para construir las curvas de

calibracion.
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Estandar de 10mg/I de Vitamina C dia 1.

9.0 Estandar 1 Vit C Detector_UV_Vis
—_mvVv
5 $
757 g
] :
6.3i B
50
a6
25
137
1.0 T T T T T T T T T i
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00
No. Ret.Time NOMBRE Height Area Rel.Area Conc. Type
min mV mV % g/100g
1 3,09 Acido Ascérbico 6 0,60249 100 16,812 BMB

Estandar de 40 mg/l de vitamina C dia 1.

25.0 Estandar 2 Vit C Detector_UV_Vis
mv
1 &
20.0 3
4 8
] f
] ¢
15.0
10.0;
5.0
-2.01— T T T T T T T T T pin
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00
No. Ret.Time NOMBRE Height Area Rel.Area Conc. Type
min mV mV % g/100g
1 3,09 Acido Ascérbico 16 1,50973 100 42,128 BMB

51



Estandar de 80 mg/L de vitamina C dia 1

45.0

Estandar 3 Vit C

Detector_UV_Vis

mvVv
i §
] i
] §
1 <
30.0—
20.0+
10.0—
B P A IS L N L I S S I T
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00
No. Ret.Time NOMBRE Height Area Rel.Area Conc. Type
min mV mV % g/100g
1 3,09 Acido Ascérbico 31 2,86339 100 79,900 BMB
Estandar de 100 mg/L de vitamina C dia 1.
60.0 Estandar 4 Vit C Detector_UV_Vis
mv
] g
50.0- ﬁ?
1 :
4 <
40.04
30,0;
20.0;
10,0;
-5.0 T T T T T T T T T T T min
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00
No. Ret.Time NOMBRE Height Area Rel.Area Conc. Type
min mV mV % g/100g
1 3,09 Acido Ascérbico 42 3,63355 100 101,391 BMB
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Estandar de 160mg/L de vitamina C dia 1.

90

Estandar 5 Vit C

Detector UV_Vis

—mVv
] g
75i 5
] 8
63-] 3
50{
38
25
13{
A0 1 1 T R
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00
No. Ret.Time NOMBRE Height Area Rel.Area Conc. Type
min mV mV % g/100g
1 3,09 Acido Ascérbico 60 5,65712 100 157,857 BMB
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Anexo 3:

METODOS DE DETERMIANCION DE VITAMINA

C DE LA AOAC Y USP
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ACAC OFFICIAL mrmwmmmj

VITAMING AND OTHER MU
Chapler 4

(€} o-Phemplenediaming solution—For each 100 D:IL soluti

required, weigh 20 mg o-phenylenediamine 2HC (A

No. P1526, or equivalent). Diluee to volume with H, O immediately

before use,

(@) Themad bive pA inalicaror —Frepare as in 967.218(d) (ree
45.1.14).

(e) Sodium acerate solution. —Dissolve 500 g
WaCH,CO00-3H,0 in HyO and dilute 1o 1 L.

() Boric acid-sodium acetate solution.~Dissolve 3 g H;BO, in
100 mL NsCH,CO0 solution, Prepare fresh for each assay.

(g) Acid-washed Norit.—Add 1 L HC1 (1 + 9) 1o 200 g Norit
Neutral (Figher Scientific Co., Carbon, decolorizing, C-170), heat to
bp, and filter with vacuom. Remove cake to large beaker, Add 1 L
HyO, stir, and filter. Repeat washing with H,0 and filtering. Dry
overnight at 110°-120°C.

C. Apparatus

(a) Auwrematic pipetting mackine.—Brewer, Scientific
Equipment Products {SEPCO; www.sepco.cc), or equivalent.
Calibrate to deliver 5 mL aliquots.

(b) Fortex mizer—Scientific Industries, Inc. (70 Omlle Dr,
Bohemiz, NY 11716, USA), or equivalent.

{€) Fluorometer—Amince Fluoro-Microphotometer (SLM
Instruments Inc., 810 W. Anthony Div, Urbana, IL 61801, USA) with

lamp FAT4/BL and cuvet adapter B12-63019 10 accept 18 = 150 mm -

test tubes, or equivalent. Use as primary filter Kopp Glass Co.
MNos. CT380 and C5860 and as secondary filter Kopp Nos. C5113
and C3389 (C.5. No. 3-73), or equivalent.

(d) Fluorescence reading tubes. ~—Standardized 18 = 1 50 mm test
tubes,

D. Prafiminary Test for Appreciable Amount of Basic
Substances

Proceed as in 967.21C (see 45.1.14).
E. Preparation of Test Solution

(a) For dry products containing no appreciable amount of basic
substances. —Proceed as in 967.21D0a) (see 45.1.14). Dilute with
HPO-CH;CO0H sclution, $67T.21B{(a}[) (see 45.1.14), to ca
100 ug ascorbic acid’/ml., Designate this volume as F mL. Filter
solutions containing large amounts of suspended solids through
Whatman No. 12 paper, or equivalent. Designate as test solution.

(b) For dry products containing appreciable amounts of basic
sibstances. —Proceed as in 967.21D{b) (see45.1.14), Then procesd
a5 in (a), beginning “Dilute with..."”.

(¢} For liguid products.—Proceed as in 967.21D(c) (see
45.1.14). Then proceed as in (a), beginning “Dilute with..."”.

(d) For gelatin-encapsulated pharmaceusical produces.—Flace
test portion in small beaker and heat gently with enough proper
extracting solution, 967.21B{a} /) or (2} (see 45.1.14), to cover. If
capsules do not disintegrate readily, crosh with glass rod. Cool
rapidly to room temperature. If appreciable amounts of basic
substances are present, adjust pH to ca 1.2 with
HPO-CHyCOOH-H,50, solution, 967.21B(a)(7) (see 45.1.14).
Proceed as in (a), beginning “Dilute with...”.

[Note: For products difficult to filter, proceed as in applicable
section, (), (b), (€), or (d), except dilute test solution with
HPO,-CHyCOOH solution to ca 50 pg ascorbic acid'ml. Compare
with mmmmhy-ﬂm;smm“ umd

standard salistian ST TITWRY Fana 48 1 4% oo 48R

F. Determination
Following steps must be performed consecutively without d
Transfer 100 ml standard and test solutions to 30C

Erleameyvers. Add 2 g scid-masbed Mo, shake vigorousi
fifter through Whatman No, 12 paper, or equivalent, discarding
few ml. Transfer 5 mL each filtrate to separate 100 mL volume
flasks, containing § mL HyBO,-NaOAc solution. Let stand 15w
swirling occasionally. Designate as standard or test blank solutio
respectively.

During 15 min period, transfer 5 mL of each filtrate to separ.
100 mL volumetric flasks containing 5 mL.CH,COONa solution &
ca 75 mL HyOv, Dilute to volume with HyO. Transfer 2 mL of ea
solution to each of 3 fluorescence reading tubes. Designate
standard or test solution tubes, respectively.

At appropriate time, dilute blank sohations to volume with Hy
Transfer 2 mL of these solutions to each of 3 fluorescence readi
tubes, Designate as standard ortest solution blank fubes, respectivel

Using automatic pipetting machine, add 5 o
o-phenylenediamine solution to all tubes. Use Vorex mixer to sw
tubes. Protect from light and let stand 35 min at room temperature,

G. Flucrometry
Measure fluorescence of standard tube (C), standard blank tul
(), test solution tube (X), and test solution blank tube (D).

where V= inrtial test solution vohame, E = pumber of g, tablets, ml
eic., and § = concentration of standard in mg/ml. added 1o reading wbe

References: JAOAC 48, 1248(1965); 50, T98(1967).
CAS-50-81-7 {ascorbic acid)

45.1.16
ADAC Official Method 984.26
Vitamin C (Total) in Food
Semiauvtomated Fluorometric Method
First Action 1984
Final Action 1985
{Apph;ﬁhmﬂlfbdprﬁucummemnfw}
A, Apparatus

(&) Awtomatic analyzer—AutoAnalyzer II system equippex
with flow scheme shown in Figure 984,26 (Pulse Instrumentatior
(1992) Lud.).

(b) Fluorometer—Aminco floorocolorimeter equipped with
flow cell and 4 watt lamp (SLM Instrument Inc., 810 W, Anthony
D, Urbana, I1. 61801, USA), or equivalent.

(¢) Fluorometer filter—Primary 7-60, band pass 70% T a
156 nm; secondary Technicon Mo, 126-0077-01, band pass 4016 T'at
440 nm, or equivalent.

(d) Piper.—Pipetman, Model P-5000 (Rainin Instrament Co.,

Imc.), or equivalent.
() Collection funnels.—DisPo Mo. F-7501 (Scientific Products,
Ine.), or equivalent.
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VITAMINS AND OTHER NU"
Chapter 4

(¢) o-Phenylenediamine soluti

before use.

(@) 7Fpmod blue pH indicator—Prepare as in 967.21B(d) (see
45.1.14).

(e) Sodium acetate solution.—Dissolve 500 g
NaCH,C00-3H,0 in H,0 and dilute to.1 L. ‘

(f) Boric acid-sodium acetate solution.—Dissolve 3 g H;BO; in
100 mL NaCH;COO solution. Prepare fresh for each assay.

(g) Acid-washed Norit—Add 1 L HCI (1 + 9) to 200 g Norit
Neutral (Fisher Scientific Co., Carbon, decolorizing, C-170), heat to
bp, and filter with vacuum. Remove cake to large beaker. Add 1 L
H,0, stir, and filter. Repeat washing with H,0 and filtering. Dry
overnight at 110°-120°C.

C. Apparatus

(a) Automatic pipetting machine.—Brewer, Scientific
Equipment Products (SEPCO; www.sepco.cc), or equivalent.
Calibrate to deliver 5 mL aliquots.

(b) Vortex mixer—Scientific Industries, Inc. (70 Orville Dr,
Bohemia, NY 11716, USA), or equivalent.

(¢) Fluorometer—Aminco Fluoro-Microphotometer (SLM
Instruments Inc., 810 W. Anthony Dr, Urbana, IL 61801, USA) with

lamp F4T4/BL and cuvet adapter B12-63019 to accept 18 x150 mm .

test tubes, or equivalent. Use as primary filter Kopp Glass Co.
Nos. C7380 and C5860 and as secondary filter Kopp Nos. C5113
and C3389 (C.S. No. 3-73), or equivalent.

(@) Fluorescence reading tubes.—Standardized 18 x150 mm test
tubes.

D. Preliminary Test for Appreciable Amount of Basic
Substances

" Proceed as in 967.21C (see 45.1.14).

E. Preparation of Test Solution

(a) For dry products containing no appreciable amount of basic
substances.—Proceed as in 967.21D(a) (see 45.1.14). Dilute with
HPO,;~CH,;COOH solution, 967.21B(a)(/) (see 45.1.14), to ca
100 ug ascorbic acid/mL. Designate this volume as 7 mL. Filter
solutions containing large amounts of suspended solids through
Whatman No. 12 paper, or equivalent. Designate as test solution.

(b) For dry products containing appreciable amounts of basic
substances.—Proceed as in 967.21D(b) (see 45.1.14). Then proceed
as in (a), beginning “Dilute with...”. :

(¢) For liquid products.—Proceed as in 967.21D(c) (see
45.1.14). Then proceed as in (a), beginning “Dilute with...”.

(d) For gelatin-encapsulated pharmaceutical products.—Place
test portion in small beaker and heat gently with enough proper
extracting solution, 967.21B(a)(J) or (2) (see 45.1.14), to cover. If
capsules do not disintegrate readily, crush with glass rod. Cool
rapidly to room temperature. If appreciable amounts of basic
substances are present, adjust pH to ca 1.2 with
HPO,~CH;COOH-H,S0, solution, 967.21B(a)(2) (see 45.1.14).
Proceed as in (a), beginning “Dilute with...”. .

[Note: For products difficult to filter, proceed as in applicable
section, (a), (b), (¢), or (d), except dilute test solution with
HPO,-CH;COOH solution to ca 50 pg ascorbic acid/mL. Compare
with standard solution prepared by diluting 5 mL ascorbic acid

ctandard enlatinn OKT YTV RY fann AC 1 1AV 4o A~ ¥

) ’ .—For each 100 mL solution
required, weigh 20 mg o-phenylenediamine-2HCY{ (Aldrich-Sigma,
No. P1526, or equivalent). Dilute to volume with H,O immediately

F. Determination

Following steps must be performed consecutively without d
Transfer 100 mL standard and test solutions to 30(
Erlenmeyers. Add 2 g acid-washed Norry, shake vigorously;

filter through Whatman No. 12 paper, or equivalent, discarding f
few mL. Transfer 5 mL each filtrate to separate 100 mL volumet
flasks, containing S mL H;B0;~-NaOAc solution. Let stand 15 m
swirling occasionally. Designate as standard or test blank solutio
respectively.

During 15 min period, transfer 5 mL of each filtrate to separ.
100 mL volumetric flasks containing 5 mL CH;COONa solution a
ca 75 mL H,0. Dilute to volume with H,O. Transfer 2 mL of ea
solution to each of 3 fluorescence reading tubes. Designate
standard or test solution tubes, respectively.

At appropriate time, dilute blank solutions to volume with H,
Transfer 2 mL of these solutions to each of 3 fluorescence readi
tubes. Designate as standard or test solution blank tubes, respectivel

Using automatic pipetting machine, add 5
o-phenylenediamine solution to all tubes. Use Vortex mixer to sw
tubes. Protect from light and let stand 35 min atroom temperature.

G. Fluorometry

Measure fluorescence of standard tube (C), standard blank tul
(B), test solution tube (X), and test solution blank tube (D).

mg Ascorbic acid/g, tablet, mL, etc. =
average X — average D
average C —average B

x(20xS xV/E)

where ¥ = initial test solution volume, £ = number of g, tablets, ml
etc., and S =concentration of standard in mg/ml_ added to reading tube

References: JAOAC 48, 1248(1965); 50, 798(1967).
CAS-50-81-7 (ascorbic acid)

45.1.16
: AOAC Official Method 984.26
Vitamin C (Total) in Food
Semiautomated Fluorometric Method
First Action 1984
Final Action 1985

(Applicable to all food products in the absence of erythorbate.)

A. Apparatus

(&) Automatic analyzer—AutoAnalyzer Il system equippec
with flow scheme shown in Figure 984.26 (Pulse Instrumentatior
(1992) Ltd.).

(b) Fluorometer—Aminco fluorocolorimeter equipped with
flow cell and 4 watt lamp (SLM Instrument Inc., 810 W. Anthony
Dr, Urbana, IL 61801, USA), or equivalent.

(¢) Fluorometer filter—Primary 7-60, band pass 70%.T at
356 nm; secondary Technicon No. 126-0077-01, band pass 40% T'at
440 nm, or equivalent.

(d) Pipet—Pipetman, Model P-5000 (Rainin Instrument Co.,
Inc.), or equivalent.

(e) Collection funnels—DisPo No. F-7501 (Scientific Products,
Inc.), or equivalent.
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AOAC OFFICIAL ME1

Waste

Wash 2. 00 mi/ min Wash
Receptacle N O

0.32 Air

5 Turn 0. 42 Water
24" Dialyzer
Type C Membrane 0.42 Sample
o 0. 80 Receiving Solution S:)"
0.32 Air 3:
Adjusted
o 0.32S p um‘Xcdate
,\-’LO. 3 O-Phenylenediamine - HK
Waste . o 1.00 From Flowcel!
3
> Flowcell Pump Tube
_Liml 10 Jurn
157-0226-01
rc
Heating Coll Fluorometer
157-8213-03 Primary 365 nm
Secondary 440 nm

Figure 984.26. Flow scheme for semiautomated method of analysis for total vitamin C.

.
.,

(g) Osterizer blender—Pulsematic 16 (Scientific Products,
Inc.), or equivalent.

(h) Magnetic stirrer—Thermolyne (Scientific Products, Inc.),
or equivalent.

(i) Mechanical shaker—Wrist-action shaker (Burrell Corp.), or
equivalent.

(§) Dispensing pipet.—Kimax No. 37075-F (Fisher Scientific
Co.), or equivalent. :

B. Reagents

(8) Brij solution—35% Brij in H,0.

(b) Extraction solvent.—4.0% metaphosphoric acid—methanol
(3 + 1, pH 2.1). Prepare fresh weekly.

(c) Wash solution.—Add 1.5 mL Brij solution to 1 L extraction
solvent, and filter.

(d) Dialysate receiving solution.—1.5 mL Brij solution/L H,O.

(e) Sodium acetate solutions.—(1) Dissolve 302 g anhydrous
sodium acetate in H,O; dilute to 1 L with H,0. Add 1.5 mL Brij
solution, and filter. (2) Prepare solution as in (7); adjust pH to that of
boric acid solution below (ca 6.9) with HCL.

() Boric acid.—Dissolve 5 g boric acid in 100 mL sodium
acetate solution (7). Prepare fresh daily.

(8) o-Phenylenediamine hydrochloride.—0.5 mg/mL. Dissolve
50 mg o-phenylenediamine-HCIl and dilute to 100 mL with H,0.
Prepare fresh daily.

(b) Acid-washed Norit.—Add 1 L 10% HC1(1 +9) to 200 g Norit
Neutral (Fisher Scientific Co., carbon, decolorizing, C-170), heatto
bp, and filter with vacuum. Remove cake to large beaker. Add 1 L
H,O0, stir, and filter. Repeat washing with H,O and filtering. Dry
overnight at 110°-120°C. . )

(i) Norit slurry—Add 20 g acid-washed Norit to extraction
solvent and dilute to 100 mL.. Transfer shurry to 125 mL Erlenmeyer
equipped with magnetic stirrer apparatus. Mix shirrv at rata ¢

57

(§) Ascorbic acid standards.—(1) 1.
weigh 100 mg ascorbic acid (stored in «
volumetric flask, dissolve, and dilute to
solvent. (2) 100 ng/mL.—Pipet 10 mL of at
volumetric flask and dilute to volume with
10, 25 pg/mL.—Pipet 2, 10, and 25 mL :
separate 100 mL volumetric flasks, dilute t:
solvent.

C. Standard Curve

Add 1 mL (pipet) Norit shurry (0.2 g
standard solution (2, 10, 25 pg/mL). Shake
each volumetric flask to plastic cups a1
10 min. Filter mixture (Whatman 2V), imm
from DisPo funnels to AutoAnalyzer samyj
instrument. Adjust recorder so 25 pg/mL s
peak. Pump other standard solutions throug

D. Preparation of Test Solution

(a) Low moisture products.—Grind to
Accurately weigh test portion (maximum
ca 1.5 mg ascorbic acid into plastic cup
extraction solvent. Add 1 mL Norit shurry, «
Filter and pump filtrate through AutoAnaly
introduced by moisture in product.

(b) High moisture products (fruits-and ve
sample in blender. Weigh test portion of sht
5 g) containing ca 1.5 mg ascorbic acid into 1
and dilute to volume with extraction solvent.
cap, shake, and transfer contents to cup.
beginning “...cap, and shake 10 min.”

VS THE 4 Y5 UGS ORI A .7 ~
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VITAMINS AND OTHE
Ch:

(d) Blank determination.—Replace pH-adjusted sodium acetate
line with boric acid solution. Pump standards and test solutions
through flow scheme to obtain blank values.

E. Calculations

Plot peak height of standard minus blank vs concentration. Obtain
test portion concentration in pg/mL by comparing blank-corrected
peak heights for each test solution with standard curve. No error is
introduced by omitting 1 mL dilution from Norit slurry if it is omitted
in both test portion and standard calculations. Calculate total vitamin
C or dehydroascorbic acid level in original test sample as follows:

Vitamin C, mg/100 g = (C/W) x 10

where C = concentration, pg/ml, of ascorbic or dehydroascorbic
acid from calibration curve; W = test portion weight, g; and 10 is a
combined factor taking into account 100 mL extract, level reported
per 100 g, and conversion of pug to mg.

Reference: JA4OAC 66, 1371(1983).

45.1.17
AOAC Official Method 975.42
Vitamin D
in Vitamin Preparations .
Colorimetric Method
First Action 1975
Final Action 1977

(Avoid exposure of solutions to actinic light throughout entire
determination.)
A. Principle

Specific steps required depend upon whether preparation
contains oils or not, if other fat-soluble vitamins are present, and
concentration of vitamin D, as shown in Table 975.42.

(a) Vitamin D concentrates without other
vitamins.—Preparation is saponified and extracted, and
unsaponifiable material is treated with maleic anhydride to remove
trans-isomers; however, certain other antirachitic-inactive isomers
such as isotachysterol, if present, are not removed and are included
in result. (Resin is treated directly with maleic anhydride without
previous saponification and extraction.) After maleic anhydride
treatment, solution is reacted with SbCl; and A is determined at
500 nm. By confirmation test, K, values <5% are considered
negative for isotachysterol. (Any appropriate technique for
identification of isotachysterol may be used.) Vitamin D
concentrates include vitamin D resins containing 220 000 000 IU/g,

vitamin D in oily solutions containing =100 000 TU/g,
in powders and aqueous dispersions containing >25

(®) Vitamin D in multivitamin preparations.—}
saponified and extracted, and unsaponifiable
chromatographed successively on phosphate-treate
remove tocopherols, carotene, and BHT, if pre
polyethylene glycol 600-Chromosorb W and Flor¢
vitamin A, if present. Purified test solution is treate
anhydride to remove biologically inactive wrans-isom
is determined colorimetrically by SbCl; reaction, moc
for interfering decomposition products of vitamin A
final solution.

B. Reagents

(a) Solvents.—2=95% Acetic anhydride, alcoho
benzene, peroxide- and acid-free ether, acid-fi
peroxide- and acid-free polyethylene glycol 600,
toluene.

(b) Petroleum ether—op 40°—60°C.

(¢) Ethyl ether—petroleum ether eluants.—8 an«
petroleum ether.

(@) Ethylene dichloride.—Spectrophotome:
equivalent.

(e) Acetyl chloride—Available in ampules. Sc
colorless and freshly redistilled.

() Colwmn chromatography materials.—(1) Alumi;
hydrogen phosphate.—Na,HPO,-2H,0. (3) .
earth.—Acid-washed Chromosorb W, 80-100 mesh (1
Granular fidler s earth—Florex-XXS (Floridin Co.).
150250 pum fraction.

(8) Color-inhibiting solution.—Isooctane—
anhydride (1 + 1+ 1).

(h) Sodium ascorbate solution.—20%. Dissolv
acid in 20 mL 1M NaOH. Prepare fresh daily.

@) Potassium hydroxide solutions.—3, 6, and 50'

() Pyrogallol solution.—20%. Dissolve 20 g
dilute to 100 mi with alcohol.

(k) Sodium sulfide solution.-—10%. Dissolve 12
20 mL H,O and dilute to 100 mL with 87% glycer

@) B-Carotene solution—0.01% in isooctane.

(m) Maleic anhydride solutions.—(1) Stock
Dissolve 10 g maleic anhydride (distilled, bp 196°C) i
(clear solution, stable ca 1 month). (2) Working so:
before use, dilute aliquot with toluene to obtain 1¢

(m) Color reagent—(Caution: SbCl; is toxic
Avoid contact with skin and eyes and breathing

Table 975.42. Scheme for analysis of preparations of vitamin D with and without other fat-soluble vitamins®

Steps for preparations Steps for preparat
Preparations U/g without other vitamins vitamin A and
QOity solutions 500—100 000 A+E+I| A+E+
>100 000 A+l
Powders, capsules, tablets, and 20025 000 B+E+| B+E+
aqueous dispersions 25 000 B+l
T T T et >20 000 000 C+G+1
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