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Adiestramiento en técnicas de laboratorio para la determinacion del contenido de vitamina

C en frutos Citricos

INTRODUCCION

La vitamina C es un micronutriente esencial necesario para el normal funcionamiento
metabdlico del cuerpo. Estd implicada en la sintesis de colageno y en varias funciones
inmunoldgicas y antibacterianas. El acido ascérbico se describe como un polvo blanco,
cristalino, muy soluble en agua, con un sabor muy similar al del zumo de naranja cuando se
encuentra en solucién. Es una de las vitaminas de estructura mas sencilla, pues se trata de la
lactona de un azucar-acido. El acido ascérbico sélo se precisa en la dieta de unos pocos
vertebrados: el hombre, los monos, el cobaya, el murciélago frugivoro de la India y en algunos
peces. Algunos insectos y otros invertebrados necesitan también dacido ascérbico, pero la
mayor parte de los demds animales superiores y de los vegetales pueden sintetizar el acido
ascorbico a partir de la glucosa y de otros precursores sencillos. El dcido ascérbico no estd
presente en los microorganismos y por tanto, no parece serles necesario. En las ultimas
décadas, las sustancias antioxidantes (vitaminas y otras) han adquirido una relevancia notoria
ya que, en muchos casos, ha sido demostrada su participacién en la prevencion de
enfermedades degenerativas tales como las cardiovasculares y neurolégicas, diferentes tipos
de canceres y otras disfunciones relacionadas con el estrés oxidativo (Laso et al., 2002; Lee et
al., 2000; Russo et al., 2003; Aruoma, 2002).

El 4cido ascérbico tiene una estructura quimica analoga a los carbohidratos, con seis dtomos

de carbono, es hidrosoluble, termolabil y sensible frente a la oxidacidn y a los dlcalis e iones

metdlicos.
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Figura 3. Estructura del acido ascdérbico y sus derivados.

La vitamina C se reduce o destruye facilmente por exposicion al calor o al oxigeno o durante el
procesado, el empaquetado y el almacenamiento de los alimentos, por ello su determinacién

en los alimentos es importante porque, aparte de permitir inferir sobre el valor nutritivo del



alimento, es un indicador de la bondad del tratamiento térmico ya que, siendo la vitamina C Ia
mas sensible de las vitaminas, la conservacién de ella después de un tratamiento indica que el
resto de las vitaminas no ha sufrido deterioro.

El 4cido ascérbico es un potente reductor, pierde con facilidad dtomos de hidrégeno, cuyo
proceso es reversible y se transforma en acido dehidroascérbico, que también posee actividad
de vitamina C. Sin embargo, la actividad vitaminica se pierde cuando el anillo lacténico del
acido dehidroascdrbico se hidroliza para formar acido dicetogulénico (Figura 3).

La vitamina C se considera uno de los antioxidantes naturales mas eficaces y menos téxicos. Un
antioxidante se puede definir como aquella sustancia natural o artificial con capacidad para
neutralizar y proteger a un sistema bioldgico frente a radicales libres, tales como los radicales
de oxigeno, los de nitrégeno y los radicales lipidicos. Se encuentra a elevada concentracién en
numerosos tejidos, si se compara con los contenidos plasmaticos (AOAC, 2000; Slater & Block,
1991; Halliwell et al., 1995).

Los citricos son una fuente importante de vitamina C en la dieta humana, conteniendo entre
30 y 35 mg de vitamina C por cada 100 g de porciéon comestible. Una naranja con un peso
bruto de 180 g proporciona 67 mg de vitamina C, lo cual supera la necesidad diaria de un
adulto (50 mg) (Sancho Barrantes y Barahona Cockrell, 2000). La naranja es la que contiene
mayor porcentaje de acido ascérbico en relacidon con los otros citricos, un nutriente que
ademas de su accidn vitaminica, es apreciado por su efecto antioxidante, por la estimulaciéon
del sistema inmunitario y por otros beneficios para la salud que estdn siendo activamente
investigados (Sancho Barrantes y Barahona Cockrell, 2000).

Entre los zumos de frutas el de naranja es el de mayor elaboracién y consumo. Alrededor del
70% de la produccién citricola Argentina, esta dirigida al mercado de frutas frescas
(Federcitrus, 2012). Los citricos (naranjas, limones, limas y pomelos) son excelentes
proveedores de vitamina C, si bien otras frutas y verduras como el kiwi, mango, meldn, sandia,
pimiento, brdcoli, repollo, coliflor, esparragos, perejil y el té verde, son también ampliamente
conocidos por su elevado contenido (Agusti, 2010).

El procesado térmico es uno de los métodos por los que los alimentos son conservados y se
hacen accesibles al consumidor. Durante el tratamiento térmico, ademas de la inactivacion de
microorganismos, constituyentes deseables como nutrientes, color, aroma y textura se
destruyen en distintos porcentajes (Chen & Chen, 1993; Lessin et al., 1997; Rodrigo et al.,
1997; Parish, 1998; Bezman et al., 2001; Manso et al., 2001; Alwazeer et al., 2002; Lee &
Coates, 2003; Polydera et al., 2004). La vitamina C es termolabil y por consiguiente en frutas y
vegetales es indicativa de |la pérdida de otras vitaminas y se utiliza como parametro de calidad

para otros componentes organolépticos o nutritivos, tales como los pigmentos naturales y



sustancias aromaticas. Su concentracién disminuye durante el almacenamiento, dependiendo
de las condiciones del mismo, tales como la temperatura, el contenido en oxigeno, la luz y el
tiempo (Esteve et al., 1995a; Murata et al., 2002; Alwazeer et al., 2003; Polydera et al., 2003;
Zerdin et al., 2003; Blasco et al., 2004).

OBIETIVO

Adquirir destreza en la técnica para la determinacidon de vitamina C en frutos citricos.
METODOLOGIA DE TRABAJO

Preparacion de la solucion de 2,6-diclorofenolindofenol (dcip)

Para realizar la determinacidn por volumetria de dxido-reduccion de Vitamina C se utilizd
como agente valorante una solucién de 2,6-diclorofenolindofenol, previamente estandarizada.
Todos los reactivos empleados (Acido Ascérbico y/o Vitamina C, el 2,6-diclorofenolindofenol,
Acido oxalico) fueron de grado analitico (Cicarelli ).

Se pesaron 62,5 mg de 2,6-diclorofenolindofenol y se disolvieron en 50 ml de agua destilada
con 52,5 mg de NaHCO3 (bicarbonato de sodio), se agité hasta disolucion y se enrasé con agua
destilada hasta 250 ml. La normalizacion de la solucién de 2,6-diclorofenolindofenol se realizé
utilizando una solucién patrén de dacido ascérbico (Vit C), preparada con 50 mg de acido
ascorbico disueltos en 50 ml de una solucion de acido oxalico 1g/100ml, enrasando con agua
destilada hasta 100 ml. La estandarizacién se llevo a cabo tomando 10 ml del patrén de
Vitamina C y tituldndolo con la solucidon de 2,6-diclorofenolindofenol, hasta que un color
ligeramente rosado persistiera por 20 segundos.

Preparacion de las muestras

Se trabajd con frutas sanas de Tangor Murcott (C. reticulata x C. sinensis) y naranja Valencia
late (Citrus sinensis L) provistas por el grupo de trabajo Citrus (Pl 13CA02) de la Facultad de
Ciencias Agrarias procedentes de Santa Rosa, Dpto. Concepcién, y San Lorenzo, Dpto. Saladas,
provincia de Corrientes; y corresponden a plantaciones comerciales de 18 afios de
implantadas, portainjerto: lima de Rangpur (Citrus limonia Osbeck).

Las mismas fueron inmediatamente procesadas en el laboratorio de Fisica y Quimica para la
obtencidon de jugo. Para determinar los caracteres de calidad de los frutos se tomaron
muestras de 10 frutos, en los que se determinaron las siguientes variables:

Vitamina C (mg/100mL)

Las muestras de jugo se prepararon por dilucidon de 1 ml de jugo citrico y se llevd a un volumen
de 100 ml con agua destilada y posterior agitacion. Se tomé 10 ml de esta solucidon y se afiaden
10 ml de la solucién extractora de acido metafosférico al 3% y acido acético al 8%, luego se

enraso a 100 ml con agua destilada y se agito.



Inmediatamente se titula con la solucidon del indicador redox de 2,6 diclorofenolindofenol
hasta color rosado débil persistente por 15 segundos.

El andlisis implica la oxidacién del acido ascérbico con un colorante redox, como el 2,6-
diclorofenolindofenol (azul en medio basico y rojo en medio acido), el cual se reduce en
presencia del acido. El contenido de dacido ascdrbico es directamente proporcional a la
capacidad de un extracto de la muestra para reducir una solucién estdndar determinada por
titulacidn. La cuantificacién de vitamina C, por el método del 2,6-diclorofenolindofenol, es un
método rutinario de titulacién, en el cual sélo se determina la forma reducida; sin embargo,
rinde buenos resultados en el andlisis de frutas e incluso en el extracto de vegetales no
sometidos a tratamientos térmicos, porque toda la vitamina C presente en ellos se encuentra
en la forma reducida (AOAC, 2000).

El contenido de acido ascérbico se calculd con la siguiente férmula:

mg de ac. ascorbico/100 ml = (V x (V¢ / D) x fc) x 10/100

Donde:

V =mL 2,6 diclorofenolindofenol gastados en la titulacién.

V¢ = volumen final que se titula 100ml (1 ml de la dil +99 ml de agua destilada) y

D = dilucién 0,1 ml (se tomd 10 ml de jugo exprimido y le llevé a 100 ml con agua destilada)

Fc = factor de correccion (1,06).

10/100= para pasar de g de vit C en 10 ml de jugo a g de vitamina C en 100 ml de jugo.

Contenido de sdlidos solubles (SST) expresados en 2Brix

Se usa un refractémetro previamente calibrado con agua destilada. Para la determinacion se
tomaron unas gotas del jugo haciendo uso de un gotero y colocadas en el refractémetro para
su lectura. Un grado Brix es la densidad que tiene a 202 C una solucién de sacarosa al 1%, y a
esta densidad corresponde también un determinado indice de refraccion. Como los sdlidos
disueltos no son solo sacarosas sino que hay otros azucares 4cidos y sales en el jugo, un grado
Brix no equivale a una concentracién de sdlidos disueltos de 1g/100 mL. Por lo tanto es un
indice comercial que se acepta convencionalmente como si todos los sdlidos disueltos fueran
sacarosa.

Acidez total por volumetria de neutralizacidn (expresado en % de acido citrico)

El método se basa en la neutralizacién de los acidos de los jugos de las frutas con un alcali
valorado, NaOH 0,1N, usando como indicador fenolftaleina cuyo punto final se visualiza
cuando la solucién toma un color rosado-naranja intenso.

Procedimiento:

Se extrae el jugo de las frutas, se toma 10 mL de jugo con una pipeta graduada y se verte en un

erlenmeyer de 250 mL, luego se agrega 100 mL de agua destilada y las gotas de fenolftaleina



como indicador. A posterior se titula con una soluciéon de NaOH de 0,1 N, hasta la aparicién de
una coloracién rosada-naranja intensa. Al finalizar se lee el volumen gastado de NaOH en la
bureta, el cual se reemplaza en la siguiente ecuacion para la obtencion del indice de acidez
total. indice de Acidez (100 mL de jugo)= mL de NaOH 0,1 N* Fc*0,064

Fc= Factor de correccidn del alcali

0,064= 64 gr / eq. gr. (Peso equivalente del 4cido citrico)

indice de madurez -IM - (Ratios)

Indica el grado de madurez de la fruta analizada. Para establecer esta relacién se dividen los ¢
Brix que indica el refractémetro por la acidez.

IM= 2 Brix/ acidez valorable

RESULTADOS Y DISCUSION
En el grafico N°1 se presentan los resultados comparativos del analisis del contenido de
vitamina C en las muestras de Naranja Valencia late y tangor Murcott.

Se puede observar que los valores de vitamina C referidos a 100 ml de jugo variaron entre

37,74 y 59,43 mg de vitamina C/100 mL de jugo en tangor Murcott (Tabla 1) y 31,13 y 52,83
mg de Vit C/100 mL en naranja Valencia (Tabla 2). Segin los resultados 58 % de las muestras
de tangor Murcott presentaron valores superiores de vitamina C respecto de las muestras de
naranja Valencia.

Desde el punto de vista dietético, con un vaso (de 200 cc aproximadamente) de jugo de
naranja o mandarina, se satisface la dosis diaria de acido ascdrbico recomendada que es 50
mg/100 mL (Sancho Barrantes y Barahona Cockrell, 2000) asumiendo que el jugo fuera la Unica
fuente de vitamina C en la dieta.
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Figura N2 1: Contenido de Vitamina C en jugos de Naranja Valencia y tangor Murcott
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Los parametros, contenido de sdlidos solubles (SST) expresados en 2Brix variaron entre 9,80 y
11,80, acidez total (expresado en % de 4acido citrico) entre 0,74y 1,16 % y el indice de madurez
o ratio (relacién= SST/ acidez) que indica el grado de madurez del fruto se encontré entre 9,33
y 14,42. Estos resultados se encuentran por encima de los valores minimos para la

comercializacién de frutos frescos, tanto para mercado interno y exportacién (Tabla 1).

Tabla N2 1: Contenido Promedio de sdlidos solubles (SST) expresados en 2Brix, ACIDEZ total
por volumetria de neutralizacion (expresado en % de acido citrico) e indice de madurez o
RATIO (relacién= SST/ acidez) que indica el grado de madurez del fruto y Vitamina C (mg/100
mL) en jugo de tangor Murcott

Variable Valor Promedio Minimo Maximo

2 Brix
Acidez
Ratio

Vitamina C

En la Figura 2 se compara los resultados obtenidos de vitamina C y acidez en jugo de tangor
Murcott para cada muestra evaluada. Se observa que las muestras 8, 9 y 15 presentaron
minimos valores (que rondaron entre 0,74 % -0,75 %) de acidez, mientras que las muestras 4,
6, 10, 17 y 22 los mayores valores. Los resultados no evidencian relacidén entre contenidos de
vitamina C y acidez del jugo. Contrariamente Van der Laat (1954) afirma que existe casi una
razoén inversa entre vitamina C y acidez, es decir, que las frutas mds dacidas son las que

contienen menor cantidad de vitamina C.
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Figura N2 2: Contenidos de vitamina C (en mg/100 mL) y ACIDEZ total (expresado en % de
acido citrico) en jugo de tangor Murcott.

El contenido de vitamina C en jugo de naranja Valencia (41,39 mg/100 mL) (Tabla 2) fue
superior a lo encontrado por Cano y Arnao (2004) quienes hallaron valores de vitamina C en
jugo natural de naranja y en jugos refrigerados procedentes de exprimido de 31,2 mg/100 mLy
42,2 mg/100 mL respectivamente. Los parametros solidos solubles (SST) expresados en 2Brix,
ACIDEZ e indice de madurez o RATIO no presentaron mayores diferencias entre muestras y
todos con valores superiores a los establecidos para la comercializacién de los frutos segln
Agusti (2010). Nuestros resultados no difirieron de lo encontrado por Alayon Luaces et al.,
(2014) para los °Brix, acidez y relacién sdlidos solubles/acidez los cuales presentan valores

dentro del rango normal esperado para la variedad.

Tabla N2 2: Contenido Promedio de sélidos solubles (SST) expresados en 2Brix, ACIDEZ total
por volumetria de neutralizacion (expresado en % de acido citrico) e indice de madurez o
RATIO (relacién= SST/ acidez) que indica el grado de madurez del fruto y Vitamina C (mg/100
mL) en jugo de naranja Valencia.

Variable Valor Promedio Minimo Maximo

2 Brix 11,37 9,80 12,60
Acidez 0,86 0,76 1,04
Ratio 13,24 10,93 15,35

Vitamina C 41,39 31,13 52,83




Las muestras 6, 11y 22 presentaron valores superiores a 50 mg/100 mL de vitamina C y acidez
alrededor de 0,9 %, encontrandose todos los resultados de acidez muy similares entre si
(Figura 3).
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Figura N2 3: Contenidos de vitamina C (en mg/100 mL) y ACIDEZ total (expresado en % de
acido citrico) en jugo de naranja Valencia.

Si comparamos los contenidos de vitamina C y 2Brix encontrados en las muestras de naranja se
puede observar que las muestras 6, 11, 17, 18, 19 y 22 presentaron los mayores valores de
vitamina C (alrededor de 49 mg/100 mL), mientras que los menores valores de 2Brix se hallo
en las muestras 9y 17, y las muestras 9, 12, 13, y 15 con menores contenidos de vitamina C
(32 mg/100 mL) (Figura 4).

Desde el punto de vista dietético, tanto el jugo de naranja y tangor, satisface los contenidos de
acido ascdrbico recomendado para consumo de una persona adulta (que es 50 mg/100 mL
diario). A diferencia de otras vitaminas el humano no sintetiza vitamina C y debe incorporarla

de frutas y verduras principalmente.
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Figura N2 3: Contenidos de vitamina C (en mg/100 mL) y Contenido de sélidos solubles (SST)
expresados en 2Brix en jugo de naranja Valencia.

COMENTARIOS FINALES
El trabajo de laboratorio es de suma importancia, siguiendo los protocolos en cuanto a

acondicionado de las muestras para su analisis, las determinaciones que en la teoria se
resaltan y que en la practica se evidencian, mas en los métodos donde se debe destacar la
habilidad de la persona que realiza la préactica y también la del profesional a cargo que
instruye, en las titulaciones donde se tiene que prestar mucha atencién en el viraje de los
colores de los indicadores, donde minimas distracciones o la propia humanidad juegan un
papel importante en no cometer errores y que el andlisis se realice de la forma mas precisa
posible y arribar a resultados fidedignos.

El método por titulacion visual con 2,6 diclorofenolindofenol es un método rapido y seguro
para determinar el contenido de acido ascdrbico, pardmetro muy adecuado para medir el valor
nutritivo del alimento.

Tanto las muestras de naranja Valencia como las de tangor Murcott constituyen una buena

fuente de vitamina C, que satisface las demandas diarias recomendadas para la nutricion.
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	Preparación de las muestras
	Las mismas fueron inmediatamente procesadas en el laboratorio de Física y Química para la obtención de jugo. Para determinar los caracteres de calidad de los frutos se tomaron muestras de 10 frutos, en los que se determinaron las siguientes variables:
	Acidez total por volumetría de neutralización (expresado en % de ácido cítrico)
	El método se basa en la neutralización de los ácidos de los jugos de las frutas con un álcali valorado, NaOH 0,1N, usando como indicador fenolftaleína cuyo punto final se visualiza cuando la solución toma un color rosado-naranja intenso.
	Procedimiento:
	Se extrae el jugo de las frutas, se toma 10 mL de jugo con una pipeta graduada y se verte en un erlenmeyer de 250 mL, luego se agrega 100 mL de agua destilada y las gotas de fenolftaleína como indicador. A posterior se titula con una solución de NaOH ...

