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RESUMEN

La exactitud y precision de los métodos colorimétricos mhidroxifenilfenol y carbazol se
evaluo de la siguiente manera: La comparacion de las curvas de calibracion se realiz6 a través
del coeficiente de correlacion de Pearson (r), coeficiente de determinacién del modelo (R?) y
error estandar, los resultados indicaron que las curvas son lineales en el rango de 10 a 60 mg de
acido anhidrourénico/ml. En el estudio de precision se utilizaron 3 concentraciones estindares
de 15, 35 y 55 g de acido anhidrogalacturénico/ml, con 6 repeticiones de cada ensayo,
originando coeficientes de variacién entre 0,44% y 4,27%. La exactitud se evalué por medio de
una prueba t - student al 95%, comparando los valores de concentraciéon para las soluciones
estandares de 15, 35 y 55 g de &cido anhidrogalacturénico/ml determinandose que no existe
diferencia significativa entre las medidas experimentales y el patron correspondiente. Se
compararon los métodos colorimétricos usando soluciones de pectina comercial a 20 y 40
mg/ml, obteniéndose resultados estadisticamente iguales a un nivel de confianza de 95%.
Adicionalmente la influencia de los azticares sobre las técnicas colorimétricas fue estudiada con
una solucién de 30 mg de acido anhidrogalacturénico/ml en presencia de fructosa, arabinosa,
galactosa y glucosa a 50, 100 y 200 g/ml, resultando interferencia apreciable en cada una de las
concentraciones en evaluacion.

Palabras claves: Pectina, carbazol, m hidroxifenilfenol.
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INTRODUCCION

La determinacion de pectinas aplicando métodos colorimétricos presenta problemas
exactitud y precisiéon debido a la influencia de diversos factores. Algunos compuestos presentes
en el material pécticoaumentan el valor de la absorbancia, lo que se traduce en una alteraciéon del
contenido de pectinas. La interferencia de los aztcares neutros es uno de los principales
problemas de las técnicas espectrofotométricas. Estos compuestos pueden estar libres o ligados
alacadena principal poligalacturénica, asi como procedentes de polimeros hemicelul6sicos.

La sensibilidad y especificidad del reactivo colorimétrico es otro factor que repercute
considerablemente en la exactitud y precision del método durante la cuantificacion de
sustancias pécticas através de técnicas espectrofotométricas.

Un estudio del comportamiento ante diferentes variables de métodos colorimétricos de
determinacién de pectinas, permitird establecer si cumplen con un grado de exactitud y
precision satisfactorio. Esto constituye un aporte a futuras investigaciones que requieren de
métodos précticos y confiables.

Es por ello que la presente investigacion esta dirigida a evaluar la exactitud y precisién de los
métodos m-hidroxifenilfenol y carbazol aplicados en la cuantificacién de sustancias pécticas.
Para tal fin se compararon las curvas de calibraciéon de los métodos mhidroxifenilfenol y
carbazol utilizando solucién patrén de acido galacturénico, ademas se determiné la exactitud y
precision de ambas técnicas a través de la aplicacion de estadistica descriptiva. Adicionalmente
se realizé una comparacion de las dos metodologias mediante la determinacién de pectina
comercial y por tltimo se estudi6 la influencia de los azticares en la respuesta instrumental de

cada método en evaluacion.

METODOLOGIA.
La curva de calibraciéon de los métodos m-hidroxifenilfenol y carbazol fué realizada de la
siguiente manera: se pes6 120,5 mg de 4cido galacturénico monohidratado (100 mg de acido

anhidrogalacturénico) secado en vacio a 30° C por 5 horas y se transfirié a un balén aforado de 1
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L. Se adicion6 0,5 ml de NaOH 1N y se enraz6 con agua destilada. Se mezcl6 y dejé en reposo
toda la noche. De esta solucién de 4cido anhidrogalacturénico (AGA) a concentracién de 100
mg/ml se tomaron 10, 20, 30, 40, 50 y 60 ml y se llevé a volumen de 100 ml. Se determiné la
absorbancia de cada solucién aplicando los métodos del carbazol y m-hidroxifenilfenol.

Nota: AGA = Acido galacturénico monohidratado x 176,212

Para laexactitud y precision se preparé una solucién de dcido anhidrogalacturénico (AGA) a
100 mg/ml. De alli se tomaron 15, 35y 55 mly fueron colocados en balones aforados de 100 ml, se
enraz6 con agua destilada, obteniéndose 3 soluciones de AGA a 15, 35 y 55 ug/ml,
respectivamente. Se determin¢6 la absorbancia de las 3 soluciones aplicando los métodos del
carbazol y mhidroxifenilfenol, realizando 6repeticiones por cada concentracion.

La determinacion de pectina se llevé a cabo mezclando 2,0 g de pectina comercial con 200
ml de alcohol etilico al 95%, se dejé en reposo por 30 min para luego filtrar en un papel Whatman
N°1. Se repiti6 el proceso 2 veces con alcohol etilico al 70%. Se colocé en una estufa al vacio a 30
°Cy25mmHg por 24 h. Luego fueronllevados 0,1g de esta muestra a un balén aforado de 100 ml
y se enraz6 con hidréxido de sodio al 0,05 N, dejando en reposo por 30 min. Se tomaron 2 y 4 ml
de esta solucién de pectina desterificada y libre de azticares y fueron llevados a balones aforados
de 100 ml, se enraz6 con agua destilada para obtener dos soluciones de 20 y 40 ug de pectina/ml
cada una. Se determiné la absorbancia utilizando los métodos del carbazol y mhidroxifenilfenol
con 10 repeticiones por cada solucion.

El estudio de la influencia de los aztcares sobre los métodos colorimétricos se prepararon
soluciones de 30 pg de AGA/ml en presencia de fructosa, arabinosa, galactosa y glucosa a
concentraciones de 50, 100 y 200 pg/ml, se determiné la absorbancia de cada soluciéon por
triplicado aplicando los métodos del carbazol y m-hidroxifenilfenol. Ademas se determiné la

absorbancia originada por 3 réplicas de una solucién de 30 ug de AGA / ml.
RESULTADOS Y DISCUSION.

Comparacién de las curvas de calibracion de los métodos m-hidroxifenilfenol y carbazol.

La curva del método del mhidroxifenilfenol posee un coeficiente de correlaciéon de Pearson (r)
de 0,9966, valor que representa alta correlacién positiva entre la absorbancia y la concentraciéon
aunque en menor escala a la existente en el método del carbazol. Elcoeficiente de determinacion
(R”) se ubico en 99,33%, menor al 99,89% del carbazol, sin embargo es un valor que demuestra
que las variaciones en la concentracion del acido galacturénico inciden en los cambios de

absorbancia. El valor del error estindar fue de 0,0124, mayor al obtenido con el método del
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carbazol (0,0049).
Los resultados anteriores indican que la curva de calibracion del método del carbazol
presenta un comportamiento lineal semejante al comportamiento de la curva del método del

mhidroxifenilfenol.

Determinacion de la exactitud y precision con soluciones de acido anhidrogalacturénico

En el cuadro 1 se observan los resultados para el andlisis de exactitud y precisiéon aplicado a
los métodos m-hidroxifenilfenol y carbazol. La precision es determinada utilizando el
coeficiente de variacion, el cual indica la magnitud de la dispersiéon con respecto a la media. Se
puede visualizar que en ambos métodos y alos niveles de concentracion en estudio el coeficiente
de variacion, oscila entre 0,44 % y 4,27 %.

Asimismo se detalla que a la concentracién de 15 ng/ml se obtienen los valores mas altos del
coeficiente de variacion. También se observa, que a excepcioén de la concentracién de 55 ug/ml,
el método del m-Hidroxifenilfenol presenta menor variacién que el método del carbazol.
Rodriguez et al. (1992), obtuvieron un coeficiente de variacion de 1,91% con el método del m-
hidroxifenilfenol cuando utilizaron 100 mg de acido péctico patron.

La desviacion estandar es de la misma magnitud para ambas metodologias a concentraciones
de estudio de 15y 35 pg/ml, pero anivel de 55 g/uml, la desviacién estandar para el método del
mhidroxifenilfenol (0,78) fue el triple ala desviacion estandar del método del carbazol (0,24).

La exactitud se determiné utilizando el error relativo y la prueba tstudent para una muestra,
con un nivel de confianza de 95%. A través de estas pruebas se compara la media de cada
concentracién con su respectivo patrén (15,35 y 55 ug/ml). Enla prueba tstudent mostrada en el
cuadro 1 todos los valores de probabilidad de ocurrencia son mayores a 0,025, indicando que las
medidas obtenidas experimentalmente, tanto para el método del carbazol como para el método
del m-hidroxifenilfenol no difieren significativamente del patréon correspondiente, en este
sentido, se afirma que ambas técnicas poseen la exactitud requerida para un intervalo de
confianza del 95%.

Adicionalmente el valor mas alto de error relativo obtenido de los niveles de concentracién en
estudio es de 2,8 %, 1o que confirma la exactitud de los métodos. West y Skook (1989), indican que
para el procedimiento espectrofotométrico el error relativo de las mediciones de concentracion
se encuentra entre los limites de1% a3 %.

Resultados semejantes fueron obtenidos por Visciglio y Sanjuan (2000) en soluciones
estandares de 5, 30 y 70 pg/ml de 4cido anhidrogalacturénico, donde concluyé que el método

del carbazol poseia la exactitud requerida en unnivel de confianza de 95%.
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Cuadro 1. Valores estimados de 4cido anhidrogalacturénico/ml con 6 repeticiones y su

comparacion con el patrén mediante prueba T-Student.

Repeticion Carbazol M-Hidroxifenilfenol
15 35 55 15 35 55
pg/ml pg/ml ug/ml pg/ml pg/ml ug/ml
R1 14,99 35,05 55,10 15,43 34,70 56,31
R2 14,58 35,18 54,96 14,06 34,43 54,93
R3 15,13 34,22 54,83 15,43 34,98 55,07
R4 13,75 34,77 55,38 14,88 34,29 53,97
RS 13,89 34,22 55,10 15,71 35,53 55,62
R6 15,13 35,32 54,69 14,88 34,43 55,07
Media 14,58 34,79 55,01 15,07 34,72 55,16
Desviacion estandar 0,62 0,48 0,24 0,59 0,46 0,78
Coeficiente de variacion 4,27 1,38 0,44 3,94 1,34 1,41
Error relativo (%) 2,80 0,60 0,18 0,47 0,80 2,30
Valor de t 1,66 1,06 0,10 0,27 1,44 0,51
Probabilidad de
ocurrencia 0,158 0,340 0,923 0,799 0,209 0,632

Determinacion de pectina comercial aplicando los métodos m-hidroxifenilfenol y
carbazol

El cuadro 2 muestra el resultado de la determinacién de pectina comercial utilizando los
métodos colorimétricos del carbazol y mhidroxifenilfenol. El coeficiente de variaciéon para las
dos metodologias en estudio se encuentra entre 3,05% y 4,47 %. La desviacion estandar presenta
valores en unrango de 0,71 a1,31. Rodriguez et al (1992) obtuvieron coeficientes de variacién de
3,40%,1,75% y 1,06% con soluciones de 10, 20y 30 ug de acido péctico/ ml respectivamente.

El valor de probabilidad de ocurrencia fue de 0,032 y 0,532 para 20 y 40 pg/ml
respectivamente, superiores al valor de referencia (a/2= 0,025), lo que indica que no hay
diferencia significativa entre las medias de las dos metodologias en estudio a los niveles de

concentracion antes mencionados.
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Cuadro 2. Valores estimados de Pectina/ ml conlos métodos Carbazol y M-hidroxifenilfenol.

Repeticion Carbazol M-Hidroxifenilfenol
20 pg/ml 40 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml
R1 19,22 38,68 20,39 37,51
R2 19,35 37,68 8,72 37,51
R3 19,10 38,81 19,26 36,63
R4 18,60 38,18 19,01 38,84
R5 19,72 38,68 20,37 37,51
R6 19,22 37,68 18,64 39,01
R7 19,35 37,44 20,01 36,51
RS 19,47 37,81 21,14 39,01
R9 18,48 37,44 20,26 40,41
R10 17,25 34,24 18,76 37,38
Media 18,98 37,66 19,66 38,00
Desviacion Estandar 0,71 1,31 0,88 1,15
Coeficiente de Variacion 3,76 3,48 4,47 3,05

Influencia de los azticares en larespuesta instrumental de los métodos colorimétricos.

La prueba de Medias de Dunnett al 95%, mostrada en los cuadros 3, 4, 5 y 6 sefiala que la
diferencia entre el valor de concentracién experimental obtenido al adicionar azdcares y el valor
patron supera el limite correspondiente, en base a ello se puede deducir que todos los aztcares
en estudio, a niveles de concentracién de 50, 100 y 200 ug/ml, producen una interferencia

apreciable en ambos métodos colorimétricos.

Cuadro 3. Prueba de comparacién de medias de Dunnettal 95% enelmétodo del Carbazol para

la Arabinosa y Galactosa .

Comparacion Arabinosa Galactosa
Diferencia Limite Diferencia Limite
0- 50 10,98 0,55 otk 4,66 0,32 otk
0-100 18,13 HAx 9,47 HAx
0-200 26,09 oAk 17,94 oAk

***Diferencia Significativa

Cuadro 4. Prueba de comparacion de medias de Dunnett al 95% en el método del Carbazol

paralaFructosa y Glucosa

Comparacion Fructosa Glucosa
Diferencia Limite Diferencia Limite
0- 50 4,62 0,59 Hokk 2,70 1,72 ik
0-100 16,61 *kk 17,81 ook
0-200 30,35 HkE 26,87 ok

***Diferencia Significativa
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Cuadro 5. Prueba de comparacion de medias de Dunnett al 95% en el método del m-

hidroxifenilfenol paralaarabinosay galactosa.

Comparacion Arabinosa Galactosa
Diferencia Limite Diferencia Limite
0- 50 9,69 0,91 oAk 14,37 0,86 ok
0-100 16,48 otk 20,47 oAk
0-200 24,73 otk 23,77 otk

***Diferencia Significativa

Cuadro 6. Prueba de comparacion de medias de Dunnett al 95% en el método del m-

hidroxifenilfenol parala Fructosa y Glucosa.

Comparacion Fructosa Glucosa
Diferencia  Limite Diferencia Limite
0- 50 9,88 1,35 ok 7,54 1,6 ok
0—-100 21,34 ok 11,21 otk
0-200 34,74 otk 16,57 otk

***Diferencia Significativa

El efecto de los aztcares en el método del carbazol se denota en el cuadro 7 a través del
porcentaje de interferencia, valor que indica la relacién de la magnitud de la interferencia con
respecto a la concentracion de la soluciéon patrén. Alli se observa que la fructosa, con un
porcentaje de interferencia de 95.67% a 200 pg/ml, muestra el pardmetro mas alto. A
concentracion de 50 ug/ml, la glucosa aumenta 8,7%, la lectura del acido galacturénico. La
mayor interferencia a 50 ug/ml, esta representada por la arabinosa con 34,63%. Por su parte la

galactosa y fructosa presentan un comportamiento semejante a dicha concentracién.

Cuadro 7. Porcentaje de interferencia de los azticares a diferentes concentraciones en el método
del Carbazol.

Concentracion Arabinosa Galactosa Fructosa Glucosa
50 34,63% 14,72% 14,72% 8,7%
100 57,14% 29,87% 52,38% 56,28%

200 82,25% 56,71% 95,67% 84,85%
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De igual manera, el comportamiento del método del mhidroxifenilfenol, esta representado
enel cuadro 8. Semejante a lo ocurrido en el método del carbazol, la fructosa constituye el azticar
que origina mayor interferencia, encontrandose 114,67 % a 200 png/ml. La galactosa, con 48.89% a
50 pg/ml, interfiere a mayor escala que los demés aztcares a este nivel de concentracion, efecto
diferente al mostrado en el método del carbazol, donde solamente aument6 14,72 % el valor de la
absorbancia. La arabinosa, fructosa y glucosa produjeron 33,78%, 34,22% y 26,27% de
interferencia a esta misma concentracion. La glucosa representa el azticar que afecté en menor

proporcion el método del m-hidroxifenilfenol.

Cuadro 8. Porcentaje de interferencia de los azticares a diferentes concentraciones en el método

del m-hidroxifenilfenol.

Concentracion Arabinosa Galactosa Fructosa  Glucosa
50 33,78% 48,89% 34,22% 26,67%
100 55,56% 55,11% 73,78% 38,67%
200 82,22% 79,11% 114,67%  56,00%

Elresultado de este estudio no se asemeja al reportado por Mc Comb y Mc Cready (1952). Los
autores aplicaron el método del carbazol en presencia de 33,2 ug de dcido anhidrogalacturénico,
encontrando poca interferencia con glucosa y fructosa a concentraciones de 100 ug/ml y
ninguna interferencia cuando experimentaron con arabinosa a la misma concentraciéon. Al
observar el cuadro 13 se encuentra que la fructosa, arabinosa y glucosa producen 52,38 %, 57,14 %
y 56,28% de interferencia respectivamente en condiciones semejantes a las utilizadas por los
autores antes mencionados. Asi mismo, se visualiza en dicho cuadro que el efecto de la
arabinosa es bastante considerable a concentraciones de 50 pg/ml, caso contrario al efecto
reportado por Mc Comb y Mc Cready (1952), quienes debieron usar 500 g/ ml de arabinosa para
alcanzar solo una escasa interferencia.

Esta diferencia puede originarse de modificaciones realizadas al método del carbazol de Mc
Comb y Mc Cready (1952) hecha por Emaldi (1994) y que fueron utilizadas en el método
aplicado. Laadicién de acido bérico, no contemplada por Mc Comb y Mc Cready, incrementa la
producciéon de compuestos furfurales, entre ellos los provenientes por hexosas y pentosas,
aumentando asi la interferencia ocasionada por los aztcares. Scott (1979), encontré incremento
en la absorbancia de la glucosa con el método del 3,5 - dimetilfenol cuando adicioné acido
borico.

Otra modificacién importante se observa en el aumento del tiempo y la temperatura de
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reposo al mezclar la muestra con el acido sulftrico concentrado. El tiempo se incrementa
aproximadamente 8 minutos, mientras que la variaciéon de temperatura oscila 8°C. Laelevacion
de temperatura aumenta la velocidad de reacciéon, aumentando la produccién de compuestos
turfurales, tanto provenientes del acido anhidrogalacturénico como de los azticares. Un mayor
tiempo de reaccién incrementa la posibilidad de reaccién entre unos compuestos y otros. Scott
(1979), manifiesta que los tiempos cortos de reaccion disminuyen el color desarrollado por los
azucares, especialmente dela glucosa.

Resultados semejantes fueron los obtenidos por Blumenkrantzy Asboe - Hansen (1973), ellos
encontraron interferencia considerable por parte de la glucosa y arabinosa en presencia de acido
glucuroénico utilizando el método del carbazol de Dische.

Rodriguez et al (1992), s6lo encontraron interferencia de 4,40%, 3,82%, 4,29% y 3,49% en
soluciones de 2 mg/ml de glucosa, manosa, xilosa y arabinosa, respectivamente con el método
del mhidroxifenilfenol, resultado diferente al obtenido en el estudio actual. La causa principal se
atribuye al uso de un blanco muestra por parte de estos autores, si bien, en la técnica utilizada
por Rodriguez et al., (1992) no se detalla esta actividad, la poca interferencia mostrada por los
azucares a esta alta concentracion solo puede eliminarse de esta forma. Carbonell et al. (1989),
obtuvieron lecturas de absorbancia de 0,446 y 0,870 para dos (2) mezclas (1:1) de glucosa y
fructosa a concentraciones 1y 2 mg/ml respectivamente. El valor del blanco muestra result6
0,347 para la concentracion de 1 mg/ml y 0,639 para la concentracion de 2 mg/ml, lo que origina
que la diferencia de absorbancia entre ambos sea 0,099 y 0,231, eliminando enormemente el
efecto de interferencia.

Blumenkrantz y Asboe - Hansen (1973), tampoco encontraron interferencia considerable al
determinar acido glucurénico en presencia de arabinosa y glucosa. Ellos utilizaron el blanco
muestra pararealizar las lecturas de absorbancia.

Cabe destacar que en el método del m-hidroxifenilfenol desarrollado en el estudio actual no
se utilizo el blanco muestra, en concordancia con De Giorgi et al (1985), citado por Carbonell et
al. (1989).

CONCLUSIONES
1. La evaluacion de la exactitud y precision de los métodos colorimétricos m-
hidroxifenilfenol y carbazol permiti6 concluir:
2. Las curvas de calibracion de los dos métodos son lineales en el rango de concentracion de
10a 60 pug de acido. anhidrogalacturénico/ml.

3. Los métodos colorimétricos m-hidroxifenilfenol y carbazol presentan una precision
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expresada como coeficiente de variacién entre 0,44 % y 4,27 % en el rango de concentraciéon
de10a 60 ug de acido anhidrogalacturénico/ml.

4. Los métodos colorimétricos mhidroxifenilfenol y carbazol, en el rango de concentracion
de 10 a 60 g de &cido anhidrogalacturénico/ml, poseen 95% de probabilidad de originar
resultados que no difieran significativamente del valor real.

5. La determinacién de pectina comercial aplicando el método del carbazol posee un 95% de
probabilidad de originar resultados que no difieran estadisticamente con los valores
obtenidos de la aplicaciéon del método del m-hidroxifenilfenol utilizando soluciones de 20
y 40 pg de pectina/ml.

6. Los aztcares neutros en niveles iguales o mayores a 50 pg/ml interfirieren
significativamente en la respuesta instrumental de los métodos colorimétricos m-

hidroxifenilfenol y carbazol en presencia de 30 g de 4cido anhidrogalacturénico/ml.
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