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ANTECEDENTES

La miel es considerada como un alimento natural, energético y nutritivo, facilmente digerible y con extraordinarias
propiedades terapéuticas. En pruebas realizadas en la Universidad de Wisconsin se demostré que distintas muestras de
miel de diferentes regiones contenian una amplia gama de vitaminas del grupo B y de vitamina C. Otros estudios
encontraron que la vitamina C (&cido ascorbico) contenida en la miel fluctuaba segln la regién donde haya sido
recolectada. Las mieles de color mas oscuro contienen mas vitaminas que las mas claras, asi como también son
portadoras de méas minerales como calcio, magnesio y potasio.

La propiedad quimica més importante del acido ascérbico es su oxidacion, por la transferencia de uno o dos electrones;
debido a esto ayuda a prevenir la oxidacion de las moléculas solubles en agua. También, indirectamente, protege a las
vitaminas A y E de la oxidacion, asi como a algunas vitaminas del grupo B; tales como la riboflavina, tiamina, acido
félico, y acido pantoténico. Actlla como un desintoxicante y puede reducir los efectos colaterales de drogas como la
cortisona, aspirina e insulina y puede reducir la toxicidad de metales pesados como el plomo, mercurio y arsénico.
Gracias a su poder reductor, el acido ascorbico se puede determinar por valoracion con soluciones oxidantes, sin
embargo en la miel, como es un producto natural portador de vitaminas, el andlisis quimico cuantitativo, se dificulta
enormemente por la diversidad y la cantidad de otras sustancias que contiene. Por lo que el método de la adicion
estandar es especialmente Gtil para analizar muestras complejas donde las probabilidades que se produzcan efectos por
la matriz es considerable.

La estabilidad de la vitamina C es otro inconveniente, porque es la mas labil de las vitaminas de los alimentos. La
mayor pérdida se produce durante la recoleccidn, el procesamiento y almacenamiento debido a la oxidacion; la cual es
acelerada por la luz, el oxigeno, el calor, el incremento del pH, la actividad de agua, la presencia de cobre y sales
ferrosas y por las oxidasas, por lo que su extraccion debe realizarse en medio acido

Si bien en la literatura aparecen reportados varios métodos para la determinacién de acido ascdrbico, recopilados en un
trabajo anterior, el método recomendado por la AOAC es la titulacion con el indicador redox 2,6 -
diclorofenolindofenol, aunque dicha valoracién se aplica preferentemente a los extractos vegetales.

En Argentina no hay trabajos publicados sobre contenido de Vitamina C en mieles, aunque segin la Guia de Referencia
del National Honey Board (USA), en su informacion nutricional declara un contenido promedio de 0.5 mg por 100 g de
miel.

Teniendo en cuenta que el acido ascorbico presente en la miel se encuentra en pequefias cantidades y que el HPLC seria
el método mas apropiado para su cuantificacion, dado su alto grado de complejidad desde el punto de vista practico de
gjecucién, en la USP XXIII (1995) se propone un procedimiento que consiste en una valoracion con lodo. En este
trabajo se presenta la metodologia necesaria para la determinacion cuantitativa de los niveles de vitamina C en mieles
poliflorales de la region, mediante la utilizacién de volumetria de dxido reduccion, con adicion estandar.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron muestras de mieles obtenidas a través de diferentes apicultores de la provincia del Chaco, trabajando sobre
18 de ellas (identificadas con nimeros del 1 al 18).

La determinacion de Vitamina C se realiz6 segun la técnica volumétrica descripta en la USP XXII1, mediante titulacion
de éxido- reduccion en medio acido. Se utiliz6 como agente valorante una solucion 0.1 N de lodo, con el agregado
hacia el final de la valoracion de solucién de almidon como indicador. Las valoraciones se efectuaron con material de
vidrio calibrado en sus medidas de capacidad y equipo de agitacién magnética.

Cada mililitro de solucion 0.1 N de lodo consumido durante la valoracion equivale a 8,806 mg de CsHgOs.

Entre los reactivos y soluciones utilizados se encuentran agua purificada, solucion de lodo 0.1 N, solucién de almidon,
solucion de acido sulfarico 2 N, solucion de tiosulfato de sodio 0.1 N y solucion de dicromato de potasio 0.1 N.

Para la solucion estdndar de acido ascérbico, se pesd con exactitud 400 mg de &cido ascérbico, se transfirid
cuantitativamente a un matraz aforado de 100 ml, se afiadié 25 ml de 4cido sulfurico 2 N y 50 ml de agua, se agitd hasta
completar disolucion y se llevé a volumen con el mismo solvente.

Se comprobo la linealidad de la técnica volumétrica, mediante la verificacion del cumplimiento de la Ley de Beer en un
rango de concentraciones de 0.08- 1.0 mg/ ml. Se realizaron tres réplicas de cada una Yy se determiné la recta de
regresion lineal, asi como los coeficientes r y r%.



Para realizar el procedimiento de adicion estandar maltiple, se tomaron varias alicuotas de 5 ml de una muestra de miel.
A cada una se le adicionaron 0.0, 5.0, 8.0, 10.0, 15.0, 20.0, ml de la disolucién patrén que contiene 8.10% mg/ ml, se
llevaron a un volumen fijo de 50 ml y se valoraron con solucion de lodo 0.1 N, dando las sefiales respectivas. Se
realizaron tres réplicas de cada una y se determind la recta de regresion lineal, y sus respectivos coeficientes r y r2.

Las determinaciones en las otras muestras de miel se realizaron por el método de adicién estandar simple, utilizando
solamente dos volimenes de muestra y una Unica adicion de patrén a una de las dos muestras, utilizando el volumen
seleccionado de la recta anterior.

Los resultados obtenidos en la técnica aplicada fueron analizados por medio del software estadistico Statgraphics Plus
4.0.

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Al evaluar estadisticamente la linealidad del método volumétrico, se obtuvieron coeficientes de correlacion r = 0.99945
y de determinacion r* = 99.89 %, asi como el P-valor < 0.01 en el anova correspondiente, que demuestran que existe
correlacién lineal entre las variables concentraciones y las sefiales medidas para nuestra calibracién, al 99 % de
confianza. La figura 1 ilustra la curva de calibrado caracteristica para vitamina C en el rango 8.102- 1 mg/ ml.
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Figura 1

La figura 2 muestra la representaciéon grafica de la recta de calibrado en el método de adicion estandar para la
determinacion de vitamina C en alicuotas de 5 ml, a las que se les adicionaron distintos volimenes de una disolucidn
estandar de concentracion 8.102 mg/ ml y luego se diluyeron a un volumen fijo. De esta manera el efecto de las
interferencias queda anulado, porque afecta de igual manera a todos los patrones.
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Figura 2

A partir de la recta de regresion se verificd un valor de coeficiente r = 0.99525 que explica el 99.052 % de los
volimenes seleccionados en el rango lineal de respuesta y un P- valor en el anova correspondiente < 0.01 demuestran
que existe una correlacién estadisticamente significativa entre las variables al 99 % de confianza.

La concentracion de vitamina C en la solucién diluida se determiné por extrapolacién como se indica en la figura 2 y
también a partir de la pendiente b y la interseccion a de la recta de regresion.



Se tomaron 18 alicuotas de 5 ml a las que se le agregaron 8 ml de solucion estandar 8.10% mg/ ml y se analizaron
independientemente respetando el procedimiento desarrollado en este trabajo. El contenido de vitamina C en la muestra
referidos a 100 g de miel, se calcularon con un factor de dilucién de 200. Los resultados se muestran en la Tabla 1.

Ensayo Volumen lodo (ml) | Concentracién muestra Concentracién muestra
diluida (mg/ ml) inicial (mg/ 100g)
1 0.13 0.40 80
2 0.16 0.29 58
3 0.13 0.40 80
4 0.14 0.36 72
5 0.12 0.46 90
6 0.15 0.32 60
7 0.12 0.46 90
8 0.15 0.32 60
9 0.13 0.40 80
10 0.14 0.36 72
11 0.13 0.40 80
12 0.12 0.46 90
13 0.15 0.32 60
14 0.16 0.29 58
15 0.14 0.36 72
16 0.13 0.40 80
17 0.12 0.46 90
18 0.14 0.36 72
Tabla 1

Se realiz6 un informe estadistico descriptivo para los 18 valores de contenido de Vitamina C en muestras diluidas de
miel, obteniéndose los datos que se muestran en la tabla 2.

Media

Mediana

Moda

Varianza
Desviacion Estandar
Minimo

Maximo

Rango

Coeficiente de Variacion

Cuartil bajo
Cuartil alto
Rango intercuartil

0.378889
0.38
0.4
0.00330458
0.0574854
0.29
0.46
0.17
15.1721 %
0.32
0.4
0.08

Tabla 2

Al aplicar la estadistica gaussiana a este conjunto de datos medidos, se observa una tendencia de los mismos a

distribuirse normalmente.

En el diagrama de caja ilustrada en la figura 3 y utilizando una prueba no paramétrica como el rango intercuartil, se
pueden apreciar los pardmetros estadisticos mostrados en la tabla 2.
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Figura 3

El rango muestra la variacion del contenido de vitamina C, aunque no se observan valores discrepantes. Dicha variacion
probablemente esté asociada a la composicién de las mieles, lo que presupone fuentes florales diferentes.

CONCLUSIONES

La técnica desarrollada permite estimar niveles concentracion de vitamina C en mieles, en el rango de trabajo estudiado,
siendo suficientemente confiable y simple. Permite su aplicacion en un laboratorio de control de calidad de mieles y
constituye un método alternativo vélido en situaciones en que no se dispone de equipamiento de Gltima generacion.

No obstante, los resultados deberian ser comparados con los obtenidos por un método instrumental, como HPLC.
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