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INTRODUCCIÓN 

INTRODUCCIÓN: 

El ácido ascórbico, mejor conocido como vitamina C, es un compuesto con 

propiedades oxido reductoras, de baja toxicidad, con actividad nutricional y de gran 

aplicación en la industria farmacéutica y alimentaria; por lo que su determinación 

analítica es de gran interés. 

Existen numerosos métodos para la determinación del ácido ascórbico en 

alimentos pero ningún procedimiento es totalmente satisfactorio, debido a la falta de 

especificidad y a la existencia de numerosas sustancias que interfieren en su 

cuantificación 1. 

Los métodos de mayor aplicación son los siguientes2
: 

• Yodo: Método estándar en farmacopeas, de amplio intervalo analítico, no 

específico. 

• Cloramina-T: Utiliza KI y almidón, se emplea en el análisis de mezclas con 

sulfitos, glutatión, cistina y preparados farmacéuticos que no contengan otras 

sustancias oxidables. 

• 2,6-Diclorofenolindofenol: Reactivo estándar redox poco específico, inestable, 

aplicable en el control de zumos de frutos que no requieran gran exactitud. 

• 2,4,6-Tris-(2-piridil)-s-triazina: Complejo colorido con hierro, método clínico, 

determinación de ácido Ascórbico y ácido Dehidroascórbico. 

• 2,4-Dinitrofenilhidrazina: Determinación del ácido ascórbico total, clásico 

método colorimétrico, la reacción se ve afectada por otras sustancias 

oxidantes, se utiliza principalmente en análisis clínicos. 

1 Fennema o., Química de alimentos. Págs. 555. 
2 Elvers B., Hawkins S., U//mann's Encyc/opedia of Industria/ Chemistry. Págs. 550. 



INTRODUCCIÓN 

• 2-nitroanilina diazoada: Aplicable en muestras biológicas (orina, por ejemplo), 

alimentos, estudios farmacológicos, necesita un blanco de corrección. 

• o-Fenilendiamina: Método oficial para el análisis de alimentos, método 

fluorimétrico. 

• Ácido ascórbico oxidasa: Método enzimático que cuantifica el contenido de 

ácido ascórbico utilizando enzima aislada, aumenta la especificidad, se utiliza 

en análisis clínicos y en alimentos. 

• Métodos electroquímicos: Miden la oxidación específica del ácido ascórbico en 

un electrodo, procedimiento automatizado. 

• HPLC con detector Ultravioleta (UV): se determina el ácido ascórbico total. 

• HPLC, derivatización con DNPH: Detección electroquímica, utilizada para el 

análisis de fluidos biológicos, determina ácido isoascórbico y ácido ascórbico. 

El método oficial para la determinación de vitamina C en jugos es el método 

propuesto por la AOAC por titulación directa con el indicador redox 2,6-

diclorofenolindofenol, donde se aprovechan las propiedades oxido reductoras del 

ácido ascórbico. Este método presenta el problema que en jugos coloridos el cambio 

de color de este indicador es difícil de observar. 

Los métodos espectrofotométricos por Ultravioleta (UV) son una buena 

alternativa para la cuantificación de vitamina C; estos métodos no pueden ser 

aplicados en jugos y néctares de fruta procesados debido que estos productos 

poseen matrices complejas que contienen sustancias con grupos cromóforos que 

absorben en las mismas longitudes de onda que el ácido ascórbico y alteran los 

resultados. 
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INTRODUCCIÓN 

La Espectroscopia Ultravioleta con derivadas revela detalles espectrales que 

se pierden en un espectro ordinario, por lo que esta técnica resulta de gran utilidad 

para obtener información de espectros donde la absorción de la radiación de dos o 

más cromóforos se sobreponen. 

En este trabajo se propone un método analítico cuantitativo para la 

determinación de ácido ascórbico en jugos procesados basados en la técnica de 

Espectrofotometría UV con derivadas. 

3 



OBJETIVOS 

OB.JETIVOS GENERALES: 

• Desarrollar un método para la determinación de ácido ascórbico (vitamina C) 

en jugos de fruta procesados por Espectrofotometria UV con segunda 

derivada. 

• Utilizar la Espectrofotometría UV con segunda derivada para minimizar errores 

de cuantificación por la presencia de otros cromóforos en la muestra. 

• Utilizar extracción en fase sólida para eliminar el color de un jugo procesado. 

• Comparar los resultados obtenidos del contenido de ácido ascórbico por el 

método desarrollado y los obtenidos con el método establecido por la AOAC. 

• Comparar los resultados obtenidos del contenido de ácido ascórbico en un 

jugo por el método desarrollado con los límites máximos establecidos en las 

Normas Oficiales Mexicanas para estos productos. 

4 
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CAPÍTULO 1 

FUNDAMENTOS TEÓRICOS 
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CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

1.-Estructura: 

ÁCIDO ASCÓRBICO 

Figura 1. Estructura del ácido ascórbico (vitamina C) 

H20H 
6 

I-1 5 OH 

El ácido ascórbico posee propiedades ácidas y fuertemente reductoras, 

debidas a su estructura de lactona provista de un grupo enodio! conjugado con el 

grupo carbonilo de la lactona. 

11.-Propiedades físicas y químicas 1 : 

Apariencia: cristales incoloros o polvo de color blanco, inodoros y con gusto ácido. 

Fórmula: CsHaOs. 

Peso molecular: 176.3 g/mol 

Forma cristalina: monocíclica, usualmente planos, algunas veces agujas. 

Temperatura de fusión: 190-192 ºC. 

Densidad: 1.65 g/cm3
. 

Rotación óptica: [a] 0
25 en agua: +20.5º a +21 º (c=1 ). 

[a]o2º en etanol: +52º (c= 0.5). 

[a]o2º en~~t~~hl:+49.5º (c= 0.5) 

pH: 3 (5 g/L); 2 (5() g/L)/ 

1 Los libros consultados para recopilar esta información fueron: 
Budabari, S., O'Neil M., Smith A. and Heckelman. (eds.): The Merck lndex. Pág. 105. 
Belitz, H. D., Grosch, W., Qulmica de alimentos. Pág. 445. 
Elvers, 8.-Hawkins, S., Op. Cit. Pág. 548. 
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FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

pK1: 4.17 ( C3-0H). 

pK2 : 11.57 (C2-0H). 

Potencial óxido reducción: E 1
0= +0.127 V 

Solubilidad g/mL: 0.33 en agua 

0.02 en etanol absoluto 

0.01 en glicerol USP 

0.05 en propilenglicol 

insoluble en éter, benceno, aceites. 

Absorción UV del ácido ascórbico a diversos valores de pH 

11.1.-Acidez 

pH 

2 

6-10 

>10 

A. max 

245 nm 

265 nm 

294 nm 

El ácido ascórbico es un ácido débil, dibásico y con propiedades fuertemente 

reductoras. Los grupos hidroxilo del C2 y C3 son ácidos, la acidez del ácido ascórbico 

en solución es debida al monoanión formado por la disociación de un protón del 

hidroxilo del C3 que se ioniza con rapidez (pK1= 4.1). La pérdida de un protón del 

hidroxilo del C2 da un monoanión sin estabilización por resonancia por lo que la 

segunda disociación es menos favorable al formarse una molécula negativamente 
' .. '. 

cargada (AH i), po~Jo que el segundo grupo hidroxilo es mucho más resistente a la 
·, ·,:!:,· . ;, .. ->; .. ~.: :·:\~;<>~~~:: 

ionización co0016Tncjlca:e1 valor más alto de pK (PK2= 11.5). 

7 



CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

Figura 2. Monoanión formado por la disociación del grupo hidroxilo del 
c22 

H -& 
H6 OH 

(1) 

"OH 
~ 

ácido ascórbico 

11.2.-Radical intermediario: 

La formación de una radical intermediario en la oxidación del ácido ascórbico a 

ácido dehidroascórbico es la propiedad más singular del ascorbato (figura 3). 

Figura 3. Estructura del ión ascorbato 

H20H 
H OH 

El proceso de oxidación es reversible y se realiza en dos etapas con la 
.. 

formación deLr~dicaLanión (A") como intermediario. El radical (A") tiene un electrón 
' ~, . ~· . - -.. '· ' ' 

sin aparear dl~tÍibfücib.·p~r todo el sistema conjugado tricarbonilo. El radical anión es 
. ,-,·,:·· ~ ·¡'.~,-; ::·::~ ,, '-~;_;_· ~--

muy ~~t~b¡~;i(Y}~fme:j:.:f~~ctivo, se reestructura por autoreacción, terminándose la 
' . . - . . ,._' i ~: .. .:; -' - . . ., . : . ' 

reacción en ~~~~,g~pcir radicales libres. El ácido ascórbico forma sales monobásicas 

con bases;: 1J~.i~'i2~\:iibá~icas son inestables, en el ascorbato de sodio (C5H706 Na) y 
· -· -J:r-~·-.--~o·.'.··;.«.: _~,:_ . ..:, ... -. · 

:..._:;¿ 

ascorbato 'ci~·~J1~iÓ"ÚC5H706)2 Ca H20] el metal esta asociado al átomo de O en la 
'"• ,•• • • • •, ·u··( •-

2 Wong D. W. S.,Qufmica de los alimentos, mecanismos y teorfa. Pág. 405. 
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CAPlTLfLó 1 FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

posición del C3. La carga negativa del monoanión del ascorbato es deslocalizada en 

.··.un sistema n-enlace, el cual explica su estabilidad3
. 

111 . .:.Fuentes de Vitamina C: 

Las frutas y las verduras son las principales fuentes de vitamina C4
• La 

vitamina C se encuentra casi exclusivamente en alimentos de origen vegetal, las 

fuentes normales son los vegetales de hojas y los frutos cítricos, aunque se 

encuentra también en cantidades apreciables en las guayabas, grosellas negras y 

rojas, fresas, perejil, pimientos verdes, tomates y en distintas clases de coles de la 

familia Brassica . La leche humana contiene cuatro veces más vitamina C que la 

leche de vaca5 
•. 

Tabla 1. Contenido de vitamina C en algunos alimentos 

Contenido de Vitamina C en algunos alimentos 
mg/1 OOg de muestra6

. 

Guayaba 300 Toronja 40 

Grosellas negras 200 Mango 30 

Pimientos verdes 100 Jugo de naranja 25-45 

Berros 60 Frambuesas 25 
--------------

Fresas 60 Espinacas cocidas 25 

Jugo de limón 50 Camote 25 
Naranjas 50 Piña, enlatada en jugo 20-40 

Melón 50 Tomates 20 

El ácido ascórbico que se encuentra en el mercado se produce por síntesis. La 

materia prima para la producción del ácido ascórbico es el sorbitol, una hexosa 

3 Crawford, T. C., S.A. Crawford, Synthesis of L-Ascorbic Acid. Pág. 105. 
4 Robinson, D., Bioqufmica y valor nutritivo de los alimentos. Pág.352. 
5 Lloyd, L.E.-Mc Donald, Fundamentos de Nutrición. Pág. 208 .. 
6 Los libros consultados para recopilar esta información fueron: 
Kirk, R., Composición y análisis de los alimentos de Pearson. Pág. 755-762. 
Elvers, B.-Hawkins, S., Op. Cit. Pág. 551 

,. -• .... -:o~ - • -;,- -
-- ----

"'·'"'··--·~··-

9 



CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

presente en diversas frutas que se obtiene industrialmente por hidrogenación de la 

glucosa. 

IV.-Metabolismo, funciones fisiológicas y requerimientos diarios de Vitamina C: 

El ácido ascórbico se absorbe en el intestino delgado y se excreta en la orina, 

el organismo carece de reservas de vitamina C excepto los tejidos con alta actividad 

metabólica . 

DebidO a que: se deriva de una hexosa, se puede considerar a la vitamina C 
';'-.' ···:,;:;>;~.:}.~-:' ,. " .. ~ 

como ull'.~llidrafo de carbono. Se presenta en dos formas, ambas biológicamente 
t;,;.:,._, ';:: •. •' 

activas: ''él , ácido ascórbico (forma reducida) y el ácido dehidroascórbico (forma 
· ...... ,:. 

:e<_-;··· .... 

oxidada); Estas sustancias se oxidan y se reducen con facilidad en forma reversible, 

pero si el ácido dehidroascórbico se continúa oxidando hasta ácido dicetogulónico, 

reacción que no es reversible, el compuesto pierde su actividad vitamínica. 

Figura 4. Estructuras del ácido ascórbico, ácido dehidroascórbico, ácido 
dicetogulónico y su actividad biológica 

ácido ascórbico 
biológicamente 

activo 

H g,n --- !§gH 
~ H OH 

I-10 I-1 

cf? ~ I-lj) I-1 

ácido dehidroascórbico 
biológicamente 

activo 

ácido dicetogulónico 
biológicamente 

inactivo 

La propiedad química más importante de la vitamina C es su capacidad para 

oxidarse y r!du~ir~~. por lo tanto es muy probable que actúe como transportador de 
t· ·~'-' . ~ . . 

hidrógeno e'n l~Jresplración celular. El ácido ascórbico en su forma oxidada es capaz 

de captar hidrogenos del glutatión y pasarlos al oxígeno molecular. Sin embargo, una 

10 
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reacción i como ést~ no ha sido todavía aceptada en el esquema general del 
--o,_-___ , e-, ::-¡:-- ,-~·· ,__.,-.· .· -

·.· ,;,• 

. La.,vitarniná e 'desempeña muchas funciones importantes en el organismo. 

Aumenté'1i'.}él~~ig~6·i¿:~>~~:~hierro, contribuye a la formación de los huesos, dientes y 

tejidos, ~6~1~f~'l1~B::fü~i~ii~~ión de las heridas, ayuda a mantener la elasticidad de la 
! : _-,:~ ': -:~fi'.~f'~i:{;~,;~~:~~i?r~i~~:~.:~~3~~~·:-;5(;i· !.~:~:: 

piel; intervien,e:~e~·;ra:'producción de hormonas y mejora la resistencia a infecciones, 

hipert~n~f~~~'¡'~~~~;ff6~~1~·~()~¡s y al cáncer. La vitamina C es un importante antioxidante 

hid ros~l~b~1~i~~~~J~1·~;larª. 
\.·_ :.- . ~:·~;· .. ~.:·-.-:,~~~~:?:·ti~?~)\~·;?-,.~-·-. 

.. La:.lnges.tí=t'.Diaria Recomendada de vitamina e (IDR) es de 60 mg para los 

adultos ·sa~%'~9 , algunós factores aumentan las . necesidades de vitamina C, por 

ejemplo, los climas muy cálidos o muy fríos, el humo y la píldora anticonceptiva 10
• 

La deficiencia de vitamina C en el hombre produce escorbuto, los síntomas 

son: hemorragias debido al aumento de la fragilidad capilar, tumefacción de las 

encías y anemia. En los estados crónicos se observa una disminución de peso, dolor 

de las articulaciones y mala cicatrización de las heridas. 

V.-Usos industriales de la vitamina C: 

Las propiedades químicas del ácido ascórbico permiten una variedad 

importante de aplicaciones industriales. Cerca de un tercio de la producción total es 

usado para preparaciones vitamínicas en la industria farmac~'u~ic;a. El resto es 
. :,· ;,!~, 

principalmente aplicado como aditivo en los alimentos pará: mejorar la calidad y 

estabilidad de los productos alimenticios. 

7 Lloyd, L.E., Me Donald. Op. Cit. Pág. 206. 
8 Tolonen, M., Vitaminas y minerales en la salud y la nutrición. Pág. 152, 
9 lngesta Diaria Recomendada por el Instituto Nacional de la Nutrición Salvador Zubirán. 
1º Tolonen M., Op. Cit. Pág. 151 
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FUNDAMENTOS TEÓRICC)S 

· ELáci~C> ~~córbico en la industria alimentaria tiene diversas aplicaciones entre 

las que,d~,e~a~an:::>. 
él) lntí'il:>ibión d'e la fórmación de nitrosamina en productos cárnicos, estabilización 

defc<Jí6~:d~)a 6~rne, fijación del color de la carnes curadas. 

b) ProtecciÓ~ e~zimática en frutas y vegetales procesados. 
. . ' ~-·-: -

c) FortificaC:ión nutricional de alimentos y bebidas 

d) Mejoramiento en la calidad de los sabores 

e) Antioxidante para evitar la descomposición de aceites, vinos, cerveza, leche y 

productos lácteos. 

f) Incremento de la claridad en vinos y cervezas. 

g) Mejora de la masa panaria. 

JUGOS DE FRUTA PROCESADOS 

Los jugos de frutas son los productos alimenticios obtenidos de la expresión 

de fruta madura, sana, limpia y libre de cáscara y semillas, finamente dividida y 

tamiza_da en;caliente, sin diluir, ni fermentar, adicionado de edulcorantes nutritivos y 

aditivos 'alirnellfi6io;s permitidos, envasados herméticamente cerrados y sometidos a . .. . ._,_. ---·- -·-- -

un ~robeso de,·Ba~t~t:·r¡~~¿ión que asegure su conservación, los jugos de fruta no 
. -- . ,-.. ··','- . .,'..•-o'"'··· 

;_·;'. - ·,·<·~~ 

deben llevar pulpadelfrufo en suspensión. 
·' -... .. ( ( •/!.;:;·~ ·-

t;::.'-~;~;·-·: 

Los jugos qÚefseé/derivan de frutas cítricas se exprimen en un escariador, el 

jugo es colado, p~~t~B'~¡~~do (al instante) y envasado en botellas que son selladas. 

Algunas veces'~~l1~~,t~·diciona azúcar. Los jugos 
_:-:~=-','.,)-)~º~~~~ - :t~·~:-~/,~1-,:~"-,· :.. -~ ·_ 

destilación a presiÓri r~·d ~cida o por congelación 11
. 

~"·r •• • " • ¡ • • • • • •• 

11 Kirk, R., Op. Cit. Pág. 218 y 219. 

concentrados se preparan por 
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CAPÍTULO 1 FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

1.-Néctares de frutas: 

Los néctares de fruta se obtienen por homogeneización de la pulpa de fruta, o 

bien de frutas enteras, con adición de azúcar y agua, en algunos casos ácido cítrico y 

ascórbico. La proporción de fruta en el producto final es del 25 al 50%. 

Las. fru!¡:¡~ a l?artir de las cuales se elaboran se someten a lavado, 
. -'.'.~ 

pretrituraóiÓn'i:'.y'.:C'~lenfomiento con objeto de inactivar las enzimas. La pasta así 
--;· • .• '.-;-,,-.c~_;-J,:, --:/-.'.',.' -<··.,.: 

• ,_•' •' < - ·, ;¡ ~ ::.::.1 .)~ e • 

obtenida se,fratá ccm mezclas de enzimas pectinolíticas y celulolíticas, para realizar 

la rrÍac~/cJ.~i~'~;''.'.~~ ~ecir, una desintegración del tejido del fruto manteniendo al mismo 

tiempo'd~~~~~G·~~ura intacta de las células. Las pectinas altamente esterificadas y de 
._ ' ·::·;:~:-·. -:t,{;~:\'.::: i~-~~~~-~f ~¿,, _:: .; ... 

gran; pé~o;;111olecular obtenidas a partir de la protopectina determinan que estos . ,_,. '· ·, .... ' ~-.::, 

producio~·posean una alta viscosidad y una buena estabilidad de la turbidez. Por 

último estos productos se someten a tamizado en caliente, se mezclan con los 

aditivos necesarios, se homogeneizan y se pasteurizan 12
. 

11.-Análisis de jugos de fruta: 

Los análisis de jugos de fruta pueden incluir la determinación de sólidos 

totales, acidez, cenizas, alcalinidad de las cenizas, fosfato, potasio, nitrógeno, 

azúcares, vitamina C, metales traza y conservadores. 

11.1.- Determinación de vitamina C: 

Los métodos clásicos para el análisis de vitamina C se basan en su fuerte 

poder reductor, que permite su determinación por volümetría oxidimétrica. 
: ' : . 

El método oficial para la determina.ción de. ácido a~córbico en jugos es el 
. -,:,':. -: ;'>:·:c.,"'_.\~;}.:;·•_-:' _1,-: '· 

método propuesto por J. Tillmans y establecido por la ÁOAÓ,~~ ~I cual la vitamina C 

se valora con el indicador 2,6-diclorofenolindofenol (2,6-DFI). Este indicador es de 

12Belitz, H. D., Grosch, W. Op. Cit. Pág. 915. 
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color azul en estado sólido y en solución neutra o alcalina, la solución en medio ácido 

tiene una coloración rosada y se reduce a un derivado incoloro. El ácido ascórbico 

se reduce a ácido dehidroascórbico. 

Figura 5. Reacción en la titulación con 2,6-diclorofenolindofenol: 

o 

f~H ~-OH 
11-C 

1 
H0-<;-11 

CH2Ül-I 

ácido ascórbico 

H~~:Oll 
2,6-DFI ácido dehidroascórbico 

Este método de análisis por volumetría oxidimétrica es sólo específico cuando 

se emplean soluciones de ácido ascórbico puro, si existen otras sustancias 

reductoras se consume una mayor cantidad de solución titulante y el contenido 

aparente de vit~frilllacC es mayor del real. En preparados farmacéuticos las 
• ' ~~-!,-: .' _: 

interferencias plJ~d.~,n~!~liminarse pero no en productos naturales, los compuestos 

orgánicos con' gf,u&.~~;:--SH, sustancias reductoras y otros derivados que pueden 
, :'..:~:~~:.· ~-.~'(:~~;;>f~;;~_-t·yr;:.·_:·,~:- ~ 

formarse durantefeL'procesamiento de alimentos pueden interferir en la valoración de 
' ' . • ).::}'.~ ·:<1/ii ~f~1~t:i~i.~~~·i::;~:.:.~Ú;~~~;-~~'.;'..; 

vitamina .C)·p~t;E'.§ti:,>pfó~edimiento. Es frecuente que una porción de vitamina C se 
~:._~,-->: ·:t~~.r:.:~~::~~:~~.~:~~fü~ef:i~~:\;/.g:~_g!/{~~~:~: ·, .. 

encuentre :corTioJaCic:lo'fcléhidroascórbico que tiene también actividad antiescorbútica 

pero ~o:rl~J~;f~fA~'.~~~~?l/2,6-diclorofenolindofenol y no puede valorarse, si no se 

ce nviert~ ~~~ii~&:~~;i~.~~:~bidci•• ascórbico. 

14 



CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

Método Oficial AOAC 967.21 13 

Determinación de Ácido Ascórbico en preparados vitamínicos y jugos de fruta 

Titulación volumétrica directa con 2,6-diclorofenolindofenol 

a).-Fundamento: 

El ácido ascórbico reduce al indicador 2,6-diclorofenolindofenol una solución 

de color azul y se oxida a ácido dehidroascórbico el color de la solución cambia a 

rosa en solución ácida. La vitamina es extraída y titulada en presencia de .una .. 

solución de HP03-CH3COOH o HP03-CH3COOH-HS04 para manténér•l~'.r~~cción 
,\ .... ·.,;~:· .. ·: ··~·· _., . .- .. :,:·J:.~~~-;~:fj\~~:.·.~:~r~~'_: ~,~~¡_·:-;,;·~~/> ~>;_ ·~,. -. ·-

en medio ácido y evitar la autoxidación del ácido ascórbico.a''.ptJ:eievado': .: 
)···'..- :_.--~~--·. -~ · .. _ _. __ ,_~-_,_;;.:-3 .. :·f~~~~i~'.~:f.~i-~+~~;~~r~:~~:,:;:-,.:. -.. 

b ).-Reactivos: 

Solución de extracción: Disolv~r 15 g de ácido fosfórico en 40 ~L d~ ácido acético y 

200 mL de agua destilada, llevar a 500 mL con agua destilada y filtrar la solución. 

Solución estándar: disolver 0.05 g de ácido ascórbico estándar en 45 mL de solución 

de extracción y llevar a 50 ml. 

Solución estándar de indofenol: disolver 0.05 g de 2,6-diclorofenolindofenol (sal 

sódica) en 50 mL de agua con 42 mg de bicarbonato de sodio, llevar a. 200 mL con 

agua destilada y filtrar. Estandarizar con una titulación de 2 .niL. de disolución 

estándar de ácido ascórbico añadidos a 5 mL de la solución de extrél~éión . 
. ,._ 

'. 
Indicador: Di~olver 0.1 g de azul de timÓi en 10.75 mL en solución de hidróxido de 

sodio o.02•N, rrevar 1a solución a 200 mL con agua destilada. 

c).- Prueba preliminar: 

Moler una cantidad representativa de muestra y añadir 25 mL de solución de 

extracción. 

13 Cunniff, P. (ed.): Official Methods of Analysis of AOAC lnternational, Charper 45. Pág. 1058. 
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Determinar el pH de la solución utilizando una gota del indicador de azul. deJilliol,: si. 

el pH > 1.2 indica la presencia apreciable de sustancias básicas. 

d).- Procedimiento para jugos de frutas y vegetales: 

Agitar perfectamente el jugo o moler una muestra representativa del f;utci o 

vegetal con una cantidad adecuada de agua, filtrar en algodón o en papel filtro de 

filtración rápida. A 50 -100 mL de muestra preparada agregar el mismo volumen de 

solución de extracción. Designar el volumen total de la dilución como V expresado en 

mL. 

e).-Determinación: 

Titular una alícuota que contenga aproximadamente 2 mg de ácido ascórbico 

con solución de indofenol, hacer cada determinación por triplicado. Corregir el 

volumen de titulante gastado con un blanco de corrección, titulando un volumen 

equivalente a la alícuota de solución de extracción. 

La cantidad de ácido ascórbico se calcula: 

mg de ácido ascórbico: (X-8) x (F/E) x (V/Y) 

donde: 

X= volumen en mL gastado en muestra titulada 
B= volumen en mL gastado en el blanco 
F= mg de ascórbico equivalentes a 1 O mL de solución de indofenol. 
E= volumen en mL de muestra 
V= volumen inicial de la solución expresado en mL. 
Y= volumen de la alícuota titulada expresado en mL. 

ESPECTROSCOPÍA ULTRAVIOLETA-VISIBLE (UV/VIS) 

!.-Espectroscopia Ultravioleta: 

La radiación Ultravioleta (UV) se encuentra comprendida en la zona del 

espectro electromagnético que contiene radiaciones de longitudes de 4 a 400 nm. La 

16 
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longitud de onc:la en la región UVestan generalmente expresadas en nanómetros nm 
··~-·-'--~-·--,'-''Y_ :::.-. .-•¡:~- ~; -~-~·--'.-": -·,-'e,.._,,,::.,'~- .-~:· -"' -:; 

, (1 nm=:=.10 ·-;-~·m).O a~gstromiA, (A~·10 - 10 m). La parte del espectro UV comprendida 

entre 200 a 400 nm se le conoce como ultravioleta cercano y a la región 

comprendida entre 4 y 200 nm se le conoce como ultravioleta lejano. 

Figura 6. Región Espectroscópica UVNIS y algunas energías asociadas 14 

A.,nm 
E, kcal mol - 1 

100 
286 

UV lejano 

200 
145 

UV cercano 

300 
95 

400 
72 

Visible 

800 
36 

1.2.-lnteracción de la radiación UV con la energía electrónica de la materia: 

Los electrones de un átomo ocupan un nivel discreto de energía de acuerdo al 

orbital en que se encuentran, un orbital es la función de onda de un electrón, un 

orbital atómico es la función que defilJe la distribución de la densidad electrónica en 

el espacio que rodea al núcleo atómico, cuando los átomos se enlazan interaccionan 

sus orbitales atómicos y se unen, formando un orbital molecular. La energía 

electrónica es la energía que utilizan los orbitales atómicos para formar un orbital 

molecular. 

Figura 7. Unión de dos hidrógenos 

Interacción Orbital molecular 
Molécula destructiua sigma de antienlace 

(] " 
1s m C03 ,-o-, --+ 

Átomo Átomo 
.!!! 1s 1s Q) I \ ... -rrr: :~ 

QJ 
e 
w 

"ts 
Interacción Orbital molecular 

' I constructiua sigma de enlace 

\_-(fili' m --+ ~ 

14 Lambert J., Shurvell H., Organic Structural Analysis. Pág. 319. 
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La sobreposición de los orbitales 1 s de dos átomos de hidrógeno, conduce a 

la formación de dos orbitales moleculares, un orbital molecular de enlace y un orbital 

molecular de antienlace. Un orbital molecular de enlace tiene menor energía y mayor 

estabilidad que los orbitales atómicos que lo formaron, un orbital molecular de 

antienlace tiene _rn_~Y9[ energía y menor estabilidad que los orbitales atómicos que lo 

crearon 15 
. 

. ~a _re(iucción de la energía que resulta del traslape de los orbitales atómicos 

para formar un orbital molecular, depende de qué tanto se sobrepongan los orbitales 

atómicos, es decir, del tipo de unión química formada sigma (cr) o pi (n). 

Los compuestos orgánicos con dobles ligaduras tienen dos tipos de orbitales 

moleculares: un orbital molecular sigma (cr) y un orbital molecular pi (n), un orbital 

atómico de cada carbón se traslapa por los extremos y la densidad electrónica se 

concentra entre los dos núcleos de los átomos que se unen formando un enlace 
-·-

sigma. ((J);,/{i9~~:tcdfbitales moleculares asociados con los enlaces sencillos se 
··. ...,. -,_, · _ .. :::: .:.~; ~ · ~:.~:t~~\:/;r;~-.-:-:.~~~;<. --

den0mih~h2fr'bit:a1e's sigma (cr) y los electrones correspondientes son los electrones 
:. ··.-.. ~~. ::\-C'~'" · .. 

cr. Los orbitaÍes pi (7t) se forman por el traslape paralelo de los orbitales atómicos p y 

la densidad electrónica forma una nube electrónica arriba y abajo del plano que 

contiene los núcleos de los átomos enlazados, a esta tipo unión se le conoce como 

enlace pi (n). 

Los orbitales atómicos que forman los enlaces n en los compuestos orgánicos 

que tienen dobles ligaduras conjugadas están deslocalizados, se considera que se 

encuentran. 111oviendo a través de las uniones químicas, por lo que interaccionan 
,•, :.• ·<:,-.-

15 Chang R., Qur/'nica. Pág. 417. 
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menbs~nt~~ ellos y la energía que pierden al formarse ~s menor que la de un enlace 

.n aislado. 
·-º~·.~ ---~~-· ·---~~·~· -

L~ ·diferenC:ia de energía que existe entre los niveles energéticos de unión, cr o 
' ~: : . ' 

n a sus ~ivelesde antiuniÓií, ·c;;..o ri* coinciden con niveles energéticos que posee la 
. ._{·:.·e-·:;.· '"··.' 

radiaciÓnUV, si ~'.Ü~)'cbhl:p~esto se le incide radiación UV, las uniones químicas 
.)'·},· ·~,~ ~ -• 

absorberán est~ -r:~Cii~dóg!:: l~i~olécula se excita y pasa al correspondiente nivel de 
"-·'; :'·~,·;~ :·:.~<:·,< 

antiunióri efectuarici6':l.Jn~'t/áhsición electrónica entre los distinto niveles de energía. 

Las moléculas orgánicas tienen en su estructura pares de electrones libres o 

no enlazantes, además Úniones CJ y 7t, que no intervienen en los orbitales 

moleculares, estos electrones no participan en ningún enlace y se les conoce como 

electrones "n". 

En todos los compuestos orgánicos, los electrones pueden experimentar 

varias posibles transiciones energéticas al contacto con la radiación UV algunas de 

las más importantes son: n~n*, n~cr*, n~n*, cr ~ cr* 

Estas transiciones son ilustradas en la figura 8. 

Figura 8. Niveles de energía y transiciones electrónicas 

a* Antienlazante 

JI* Antienlazante 

Energía n Ho enlazante 

J{ Enlazante 

IJ Enlazante 

Para que se lleve a cabo una transición cr~cr* se necesita energía del 

ultravioleta lejano. Los sistemas con electrones n o sistemas conjugados son 

generalmente de menor energía y absorben a mayores longitudes de onda al 
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incrementar~e : la ··t:6nj69'aciórf. ~A.· medida que aumerita 1a conjugación· en un 
. ' - ,· . , -~-. -__ .. ' -~· ·. -

compuesto, la diferencia de energía de los niveles 7t y 7t* se hace cada vez menor 

porque los electrones están más deslocalizados, las presencia de un grupo que 

impida la deslocalización de los electrones, es decir, que rompa la planaridad de la 

molécula, hace más grande la diferencia de energía entre estos orbitales. 

Las transiciones n~cr* y n~7t las presentan los compuestos saturados e 

insaturados que contienen pares de electrones no compartidos, incluye la excitación 

de un electrón de un orbital no enlazante a un orbital antienlazante, la mayoría de 

picos aparecen por debajo de 200 nm. 

1.3.-Definición de términos utilizados en espectroscopia UV:16 

Cromóforo: todo grupo covalente e insaturado que absorbe al UV (C-C). 

Auxócromo: es un grupo funcional saturado que no absorbe radiación arriba de 200 

nm, pero al estar presente en el compuesto modifica la absorción de los cromóforos 

presentes (OH, NH2 y CI). 

Efecto batocrómico o al rojo: cuando el auxócromo desplaza la absorción a 

longitudes de onda más grandes. 

Efecto hipsocrómico o al azul: cuando el auxócromo desplaza la absorción a 

longitudes de onda menores. 

Efecto hipercrómico: cuando el auxócromo aumenta la intensidad de la absorción. 

Efecto hipocrómico: cuando el auxócromo disminuye la absorción. 

1
'' Los libros consultados para obtener esta información fueron: 
Pavia D., Lampman G., Kriz G., A guide forstudents ofOrganic Chemistry. Pág. 191. 
Silverstain R. M., Clayton B. C., Spectrometric identification of organic compounds. Págs. 292. 
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Figura 9. Efecto de los sustituyentes en las bandas de absorción 

Hipercrómico 

Hipsocrómico 
Cambio a azul 

T 

100 200 300 400 500 600 700 800 nm 
AZUL 11.0Jü 

1.4.-Selección y efecto del disolvente: 

La elección del disolvente utilizado en espectroscopia UV es de gran 

importancia, existen varios criterios que deben tomarse en cuenta para realizar la 

elección del disolvente. 

El primero· es que el disolvente debe ser transparente en la región espectral 

de interés,c'~s decir, no debe absorber la radiación ultravioleta en la misma región 
--~~ ' 

que el 2o~pdesto a analizar, generalmente los disolventes que no contienen 

sistemas conjugados son los más adecuados, en la tabla 2 se muestran los 

disolventes más usados, cada uno de ellos es transparente en las regiones del 

espectro ultravioleta donde la absorción de las moléculas en los compuestos 

ocurren. 
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Tabla 2. Longitudes de onda de Disolventes más utilizados en UV 

Disolvente A de absorción al UV nm 
Acetonitrilo 190 
Cloroformo 240 

Ciclohexano 195 
1 ,4-Dioxano 215 

Etanol al 95% 205 
n-Hexano 201 
Metano! 205 

Isa-octano 195 
Agua 190 

Trimetil fosfato 210 

El segundo criterio es que debe considerarse el efecto del disolvente en la 

forma del espectro de absorción. Con un disolvente polar el soluto puede formar 

puentes de hidrógeno, por lo que se forma un complejo soluto-solvente y las bandas 

finas del espectro de absorción pueden desaparecer. En un disolvente no polar no 

se forman puentes de hidrógeno con el soluto, las bandas del espectro del soluto 

son finas (figura 10)17
. 

Figura 10. Espectro de absorción ultravioleta del fenol utilizando etanol e 
isoctano como disolventes 

1.50 .-..,....-------.... -----. 

., 1.20 ... 
:a 
•e 0.90 
'C 

"' ~ 0.60 
e: 
Q.) 

Q 0.30 

' 1 1 .... 
/ l Etanol 

I y 
J i 

\ 
1 

J 1 
./ lsoctano 1 

r \ 

240 260 280 300 
Longitud de onda (nm) 

17 Pavia D., Lampman G., Kriz G. Op. Cit. Pág. 188. 
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disolve~:e 1E~~)i:~~:~:~:•t::I :~:el~::,: :: 1:0:·~::::: ::: c~~~~~l~~: 
- ,. ,, ?":,::-, :..·< .. · .. --~;;·•,":)'.:'?;~:::.::-.:z~,-;.:~::::>~}:··>~_;·.: :: ': 

disolventes polares los bandas de absorción de las transiciones n~TI:~. se desplazan . ..-.-·· v: .·. ::\.~:.~;;.·;:- ~-_-1,.,: ;.,,.-.~----. 

a longitutje~)de Ondas más cortas (desplazamiento hipsocrómic~\¿:!aHr~.z'~1).' 
,., .. ¡, .. - ..... · . ,.,. 

provocadd\phL una mayor solvatación del par de electrones no enÍ~zantes ;que 
- - --- _- -'------ "~' -i .-;- -----•- ------·=;o;--='~---- - . - ---- - . ·-

dismin~y~':1~'t~fa~·~gla:del orbital n,'la diferencia de energía entre los electrones "n" y 

el nivel 7t a~:~nti~ríié>n::áúfuenta; lc:i'que hace que la energía de la radiación absorbida 
: ·:_;\;·:''.:'-\::,)\,'.:':~:--->·-~~,_"-:::'·''.:,-;~'.:-._·,:.;-,. ~::-·- '' 

para que·~e;~fe¿tÚe I~ transición sea mayor, por lo tanto la longitud de la onda sea 

menOr~ produCiéndose un efecto hipsocrómico. Para las transiciones 7t~7t* hay un 

desplazamiento batocrómico (o al rojo) al incrementarse la polaridad del disolvente. 

1.5.-Ley de Lambert y Seer: 

La absorción de la radiación por la materia puede tener aplicaciones analíticas 

cualitativas y cuantitativas. Las aplicaciones cuantitativas se fundamentan en que si 

el número. de mole_éulas que sufren una transición electrónica es grande, la cantidad 

de energía abs~rbi~~-~erá grande y dará como resultado en el espectro de UV una 
·.=: ... · : :: :~> ~ i·: t'. }-'-Hf ;;r ~~~l:_:~ 

banda intensay¡grahde. 
. ,. ·--.:~¿:~· _·: ~<-:_ -=~~1,.,1-,..;:-;; .. : -

.. Si el-·n'úm.~rbr,_de moléculas que sufren una transición electrónica es pequeño, 
_,. -·· ,· .• ~/:',- _{'.':,:··: .. ::~::.': . 

la cantidad:dé.!ehergíaabsorbida será de menor intensidad y dará como resultado en 

el espe~t;;,;~~~~{~f ~Ji,~~d~ d: ~º~~ i:Jji:ida~ ~ p8,~~:c:~E:ta información es el 
fundameritfr :de·-;1af;:1 ,C:le/lámbert :. y: Seer: : La· fracCióii de;.~; radiación incidente 

.· '·· ; ·::·;á: :g:r:\r:r·:::·~::~ ;<;<.t?\ . ·. -·.· .· •· ·: · > >>·• :i_ ;<::-·:.< :!~ ··-·:: ::'.''/··< .. ·• . . . 
absorbida pOf:uri rñ'edic:í'. es;, independiente de la; intensidad r de;. la lluz.'. incidente y es -· .-::.·: ·:.:~,~~-·_ .. ;"<··:·,t:.1:/:;-::- -'-:·:·E~:---~./'~: .. ~~·,;::,,_·:: . ,._p .·.. . ·.• ... ::-··:;·.-:-.. ,_;>~-~-: .. ··t-; .·<'.;~----~<.:.>:.-:::<<·<::·.· .::·. - ·>> .·-~. 

propordo11~1'.~·í 'BLimerÓ ~~ átarnos, iones o molécG1~~'i3b~c:>;b~~t~·5 ~:ti~Jés de las 
.. 

cuales pasa. 
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CAPITULO 1 

La i~ten;id~~ ·d;;·la :~bsorci¿n puede ser expresada .·g~:~~i·¡~:H~MW~;Bff~'./,(f), 
definida co~~?+::~l}16'.':;~1)()9arÚ~·a del inverso de la transmitan:i:\~~!fZ'r~]~~,¿~~~~f,,:() 

·.-,- ~·-=,·--- - ;;'.-~·:"";]:~~=;~~10=~.;?:~~f .. -)-=;,,._, >.:;.."_, -=~-~·.'-' ·-· ·- - ·•o-c-., __ ec·.-=-'- ·--.--~- -.-, · :.--'-· 

absorbanCia (A};' Lá l~y tjé Lc:imbert y Seer establece la relación entre la ábsorbancia, 

el espesor' d~;l~A~~i~~;~:¡;J~iten:::'.:n(I:~ ~a:c:~:tancias absorbentes. 
S;i ~l-~~~ti~~~r~~(~~~g1t;~,>1; ~ánti~ad de luz absorbida o trasmitida es una 

·¡,::.>,-,v~: .... ;·/_.:,,,\_~~~~'._,~>~~:;: ----:-~·~·-,,;· .. ~ .iri·~ .:.··, ··· 

fracción exporienéialde la pÓncér1:fraCi6n del soluto y también esta en función de la 

longitud o espesor de ·:rnÚ~s~;~··.a·t~avesada por la radiación, lo anterior queda 

expresado como lo indica la siguiente ecuación: 

donde: 

-kcl 
( =lo X 10 

log l/lo = kcl · 

-log 1 /1 0 = A = - log T = kcl 

10 = Intensidad de energía radiante incidente 
1 = Intensidad de la energía radiante absorbida 
c = concentración molar del soluto 
1 = longitud .interna de la celda con la muestra 
k= una. constante característica para cada soluto 
E = coeficiente de absortividad molar 

Cuando la concentración esta expresada en moles por litro (M) la constante 

es llamad~ :~b~ficiente de absortividad molar (e) y •es urÍa:c()nstante de cada 
,,,_. ", "/ .-. ·.· - - ~-- - . 

compué~t~;(i:~~.~g~%~Ll~~~·~~~~8~ntración de la soJ~?i'~.nf;f u,~ :s·~.J)One al paso de la 

radiación tiene úha'con'centraCión 1 M ysila celda es de.·1 cm, la ecuación de la ley 
' -. ~h-· ';{:~·.,:' :·'•",.; '; i~ ~~·?.:~ -~ .·.: . .· - .. ·· :.· :.'-; ,· ' . -

A= ecl 
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CAPÍTULO 1 FUNDAMENTos:.-r·EÓRICOS 

Si la concentración de la solución esta expresada en gramos por litro (g/L) la 

ecuación es:· 

A= acl 

donde: 

a= absortividad y esta relacionada con la absortividad molar con la ecuación: 

e= aM 

donde: 

M= es el peso molecular del soluto. 18 

Una banda de absorción aL.UV queda definida con su valor de lambda 

máxima de absorciónysu e, lós.:valoresde coeficiente de absortividad se reportan 
• . . ' . - .·~, <,-• :.• ;,-.:·; .. :-,·-; ::-- ";:·~ ~-:" • .• 

para cada· longitud. cie;on'~~:'ci~·;~bi~bidión; indicando el disolvente utilizado. 
. ·· >-. ·"•'1i.tt&(H>i~~i~·:,1#€~/:·:~:;:·~{lt::;jd,;:·],~;Y;i t;~;,{~~r .,: ,, . ·.• .. ·· ·•· . , .. ,;;\, ',}:; :• · .. ·. . 

La; intensidád:;de;la' señal qí..Je~preisente un compuesto: rió sólo depende de la 

concentración, delF,cro)11ófo~o\ p~es'eote·:fsinó<se::debe;,,fomar\en}cí..Jenta ·que existen 

···~········ ··.:sc··1~·1;~'l~f'~·:::-"~(·\G[j'>; '}J };Fi.:·;~;:,;1;;2;~~{; -~~~f}.~~~'.r.~¿i;~fit:W_j'.f itXikP!-;;~c;,~'.If ;·~} ::··. 
transiciones ,;favCírecidástt [as'.jaosofcidn'Ss;·cori~·f:~ mayores~a ~\:1 O~/ tienen una alta 

· .· .. ·•·.· .. · :.> !< .r;.x~t;}~~r. .. nie >'á~··f ié1r?~ 1~J;.,,:~'.~i;,.?.J1~·.'.~~;r;.~,.l<~rj;·:~-.~Y1r·:xr::::·:'.f:: .. ~it ·:;;,;·:~:;.: .. ·· 
intensidad:de·,agsé)rción';por,10.qú~.son::trarisiCio_ne~Ja,vor,ecidas·: .~a .. baja intensidad 

de abs~,~~-~1~1rg~~ff ~'.~~1~$~nl~1~1,if Jf ~iti~l¡?~~~~~~;ba)a absorción 
son transiCior,fes<p'rcihibidasf(.POrejem·p1o'la1Éfüe'das~tránsiéiones n --)>n* es al menos 

1 ººº 1~~~t 1~~!4~triBli~;l~~;,littf 1í~-;¡ "~: 
Cuandó<sei;inaíitiehe'la}::longitud~de'.: lafra'diación constante y se aumenta la 

._ j ~.e.-.. :;,i~~.;-.~~~r~zJ~:t~;: ::·;~i~:~~:~:¿~~:-;·~/f {~f (t~/'-'.~~JK~:~u~~~~<~:;,:_;:->':i~~r:;~ :-~~}.t<~-~-.~~~·~::~: ~-~:\·:-~ .. _._::; ~'.- -- --_ ~ 
conc~ritr~cióh del '!'.analito;' la .absorbancia>deberá. incrementarse proporcionalmente 

.'=~·~·,: __ -:=_:·--'.:~:~.+~·,~;~\~e'.·}i~~-~<~;_"-\:~~-'.,1:_~¿~ !_):~-~~::·.0':;~::~~--:_~-¿'·,,C-'.-·;"'~ '·' ¡ --- ____ _:";'.; ~ '. -·_-:.___--: • .· .. -· • . -

con la concentración;·.d.e;tal r;riodo tjG~. si s~· .re~istran los e~pectros .de._.un mismo 
! -.:· ----~~:- :,: .,- ~-; 

ix Silverstein. Op. Cit. Pág. 291-292. 
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CAPfTLJL0~1, ,;e 
-:·-'',:·.·-~.";~· :'-";: '•. >¿<' :.,__:· :' .. 

comp~:~~tó:'.'~ ···~if~~~htef3concenfraciones y,sé Ji~~;¿~Jft1'~~f'2g~~~;~'ir~~~~f8A~;tbS~i·~~
0

-;¡~ 
absorba~bi~i;~(;~~~-1~~~~~~-áxf~~···~e-· ~'bsorcic)~:·'~¡b&~)~i!'.~r:;:>f!~i~~f~;~~p!g~~:.l:¡<S~'~· 
línea r~cr~-~¡f~j~~:l1~ie~~{d~ esta el coeficiente de absortividad. Esta gráfica es 

llamada 6J~~t~Ét'calibración o curva patrón y es el principio de las aplicaciones 
: ~:y .. ·· 

cuantitativas del uv. 

Figura 11. Curva de calibración para representar ley de Lambert y Beer 

A 

Concentración 

Cuando se trabaja con conc~ntracibnes altas, ar.riba de 0.01 M, la. distancia 
.,;··, 

a una 

determinad a' longitud iae\'orid a·;·:;;p·ar:-· lo .. q ue;:al C:óntácfo~córj1. la''radiación·U ltravioleta no 

sienipre. ~e fe'gi$tfarj:Jas:ri1i~rl)as C3r1E?f9 ías· para efectuar; 18-sJrari:siciqries; alterando la 

mag n itud,\de¡ la~ ab~ófl?~·r:ic:i.a,s~\~?~lP,Llede .. ·Pr()~ U<?!rú.f.1. ~fe'9~0',si1]Jleir:.er,i·• soluciones de 
• ••• ':: • ;; ;::~_;_. ·: -. 

1 ;:·f ~~::.f. :.·¡Yit :.:::~:~:t::~;t~~'.::· r~I2;: ~-·':~~{;~~:: ~;1~~;~ ~::.~A~J~~-:.~:~~¡~ -. ~ ~::-~'.\ \,~:;t;;~iIH~;I: ~f~~.:~;;u~~:f i~~( :~lufr.,~.);~;~~k} '.·;~(~1~.n~~::i;t~~r; .&I~=;:· }~R;~~, _:. ,' 
muy baja cor:icehtraci.órf:deEanalito/cuarido:'.esto.isuce.dé se -tie.ne.ri{desviaciones de la 

-. · ... ·•· •••· • ·.-.·.·. ::f;.·d¿~~· ii~itf}:~r:g~~i:J!Vf:}i'.U~ai~r!;Jts:3;{;~;;~,;:~1:~}s:\··:~. ·}··:. :;;~~· 'i;~t::-:;·i PW;tj{~/Ñ}. ·> . · . 
linea lid.ad ;•otra caüsa;<;Je:.estéls:(desv1ac1onesocurre,cuando .un ,an.ahto•se.d1soc1a y se 

;.<::.·: __ ,.:~:~~1~\~::>?~~:r~~·-¡~~~~~~/·:~:~,~~·~:.~ :~f1~-~,-~~~~:{:S{~t::~Jf~i+~?-~:\/ -·'<: ~ >- -\;· .. • ·/-·;'- · .;~ , ~-. :· 

asocia o reaccicina con',Ltn•:disolvente 'para formar i.mproducfocon un espectro de 
.,, ~ ' '..;·~.f ( ;f,> ·:'1/,··~:· :~:~y::.-::':/, .. '·":::::_:,;._·: 1·\- ".·. ; ~-,' -

absorción difer~thte al'del ánalífo. ~ .. · 
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CAPfrULOi 

difieren entre si. 

Figura 12. Desviaciones de la ley de Lambert y Beer producida por luz 
poli cromática 

1 
Banda B 

Longitud de onda 

1.6.-Análisis de mezclas por ultravioleta: 

"' ·¡:; 
e 
"' .¡: 
o 
t/) 
.e 
~ 

; 

,, 
,/ 

"' ,, 
/ 

/ 

Banda A 

---
, .... - Banda B 

Concentración 

La absorbancia total de una disolución a una longitud de onda dada es igual a 

la suma de las absorbancias de los componentes indi.viduales presentes. Esta 

aditividad hace posible la aplicación del análisis cuantitativo por ultravioleta para 

analizar mezclas de analitos aún cuando exista el translape de dos cromóforos en un 

espectro o sus lambdas de absorción se sobrepongan. 
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CAPÍTULO 1 FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

Figura 13. Análisis espectrofotométrico simultáneo de un sistema de dos 
componentes 

>i.1 
... .J. >i.2 
~ ,~~ ... ., 1 1 o 1 1 E 1 1 
'O 1 1 ., 
'O • 1 
·:;; 

j 1 ;: 

(, o 

"' .t:J 
<t 

400 500 600 700 
Longitud de onda (nm) 

De acuerdo a la ley de aditividades, la absorbancia de la mezcla de los dos 

compuestos a y b, a las dos longitudes de onda A.1 y A.2, es la suma de las 

absorbancias particulares de a y de b a esas mismas longitudes de onda, si se 

mantiene constante la longitud de la celda: 

A A.1 = (Ea Ca) A.1 + (Eb cb) A.1 
A A.2 = (Ea Ca) A.2 + (Eb cb) A.2 

Las concentraciones de los compuestos problema se calculan resolviendo el 

sistema de ecuaciones, donde las absortividades molares (Ea y Eb) de los dos 

compuestOs,a,lás dos longitudes de onda se pueden calcular a partir de disoluciones 
· .. • .. 

·-~·' ~-,!; 

patrón y' la a,bsórbancia a las dos longitudes de onda se determinan directamente del 

espectro obtenido. 
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CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

1.7.-Espectrofotometría UVNIS con segunda derivada: 
. .. - . 

La Espectrofotometría Derivada es una técnica analítica donde los espectros 

se obtienen representando gráficamente la primera derivada o de mayor orden, de la 

absorbancia o de la transmitancia, con respecto a la longitud de onda y en función de 

la longitud de onda. 

Estas representaciones gráficas revelan detalles espectrales que se pierden 

en un espectro ordinario, estos detalles pueden servir de ayuda en el análisis 

cuantitativo y cualitativo de una muestra, esta técnica es de gran utilidad para 

obtener información de espectros compuestos por diversas bandas de absorción, en 

el análisis cuantitativo a veces se puede realizar la cuantificación de un analito en 

presencia de un interferente que absorbe a una longitud de onda cercana, con mayor 

facilidad y precisión. 

Considerando la intensidad de la radiación descrita por la ley de Lambert-

Seer: 

A= lnJ.Q=abc 
1 

donde A es la absorbancia, a es el coeficiente de absorción como una función de la 

longitud de onda, b la longitud de la celda, e es la concentración de la muestra. 

Para un espectro simple de un pico la primera derivada es un trazo del 

gradiente dl/d).. de _la absorción en función de la longitud, de onda .(J..), el espectro 

trazado presentá,'t,LJ0;n,:i·áximo y. un mínimo, la~ dista'nda'~·~-~~ical en medio de la 
:: i~:,, ~·-;,~(··~·'- . '';_: /_-:·:,;·~> .· 

amplitud dé'onda-del·especfro:fra:Zacio)~s·proporcional a la concentración del analito, 
: . ;·::.', .. ~: :·~::<·· :~·it:-· :· <(_-.~~::~\;~;:· -'./:,~:t~ ~.'.:~~'.{·.:··:;~i:~)Ft;;;;_;>~:Ti) ::":!~,_-<)t_-;:· .. ;" :- ·:>_ ... :· - . . . 

. teóficarrú3rífe d l/dJ..ei cefo~én 1k;1on-gitUd d~'ollda máxima (J.. max). 
' ·,; .· .... ,., .. , . '·'' '" . , 
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CAPÍTULO 1 FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

Figura 14. Intensidad y sus derivadas 

Espetro normal 

.~-~-e__:_ 
>..o >.. 

Espectro con primera derivada 

Espectro con segunda derivada 

La segunda derivada (SO) de un espectro d2 1/d2J.. en función de l\, tiene dos 

mínimos con un máximo entre ellos en la A max de la banda de absorción del 

espectro normal. En teoría la altura del pico máximo medida de d21/d2l\ a la A.0 es 

proporcional a la con~entración del analito. 

Los rnet°:~º~-',, 6,~~_"?derivadas han encontrado aplicación no solo en la 

. espectro~copi~'. Ú.ltraVicrn:lt~-Visible, también han tenido aplicación en infrarrojo, en 
. - - _: __ -- .· ... , -,-, .:~·:: 

espectrometría · c:J~ : absorción atómica y emisión de flama y fluorometría. La 

espectroscopia uy/\/1s :eón segunda derivada (SO) ha sido utilizada en análisis 
,;;-_.. ''.;-

químicos en diver~as'ár~a~d~ aplicación, por ejemplo: 

En el. a·n'a\i~i~XJ~J~~eparaciones farmacéuticas para eliminar interferencias 

producid~s;'po/'.:1~,~~~irl~'·d~lrnedicamento, para identificar y determinar vitaminas y 

antibióticos\·o~~·.~~~~J'f~?~-Y ampicilina, en el análisis de tabletas de pseudoefedrina 
, ,, ;'~:·-·~f'.{·h .. ~·.·:":.-; .: __ -~:-.:·-:_.;~;--·~, . 

y en la d~te~m,i~~c'iÓfl d~ él~ido acetil salicílico en aspirina. 
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CAPITULO 1 

·En·1aiA8uitriad~ali~entos'.laiécni~asb~~'.Úídi~~8~1'E}gr·'i~~;;~~i~·i~;¡l1~ción de 

aditivos •. e_n/a!!füih!~~.'..;,~~~l~~~[t~~:.~:Ú~fic;i~I~~~· .8!~ili~!1-1~~J~;'.'.:~tii~'~~ª~~:bebidas sabor 

naranja, en·l~~;·d.~i~·~rqfo~9i.Ó,fl d,~::·sa~~Íi'na;. á6i¿fas sÓrblcb, 'áci~o benzoico y en 

bebidas''no~¡~g~~lip,~~'·}:>/{:.:····· -•~: ·:·· _._,):• •·• 

.Eri ariád~i~·clÍriiCos;y::foxicOlogía forense la SD h~ sido~útiÍizado en el análisis 

::P:¡~Jj~~}l~~~~r=~:::•e1::'ªª:~:::::::.º;:ª::~:1~~t!~::º:ue ;::,::: 
procedimieót6~· ~tilizando la SD para la determinación d~ ~it~;~os compuestos en 

fluidos bio11gicos y aminoácidos aromáticos en proteínas, ... 

1.8;- Instrumentación UV-VIS/ Derivadas: 

Los instrumentos para medir la absorción de la radiación ultravioleta y visible 

están compuestos por los siguientes componentes: 

Lámparas o fuentes: 

Los equipos de UV utilizan dos fuente~. d_e radiaeión. Una lámpara de 
. . . ~.- .· . . .. - -: . :o~ . .· 

tungsteno que provee la' radiación visible y 'una l;~mpara de deuterio que provee la 
. - >,)·-:.-¿;' -· 

radiación ultravioleta. C~rda de donde estan situadas las lámparas existe un sistema 

de aire que remueve el exceso de calor y ozono para mantener estable el 

funcionamiento de las lámparas. 

Sistema óptico: 

El sistema óptico esta basado en un monocromador, compuesto por una 

rendija de entrada que proporcion_auna imagen.óptica rectangular, un espejo que 

conduce un haz paralelodJ~ radl;6i6~.: ún prism_~;-¿¿e-:,:~i~~e~sa)airadiación en sus 
· .. _~. -;'·:·.-~~'.,': :z.~~/ri~ -~:-~-? .. ~'.;;.{~~{~:~:~::\-\< l~;}·~~ \~.;'~'..,~. :-.·:~;:;:./ ~.:1:}{·~~ i::f ::~~:;:~:~~y·,:{~;~;~ _.·-·~t~5~, :;~:;,~~~-··. ~,)).'.'.~.~~;:D~:i ;~~~:~:·:~~~~ \;·<,;.\f\.,:'i:/<.· .:. 

diferentes longitudes dé. onda individüales y ün elémento focalizador. que forma de 
. ' _. . •:-"-.. "', . .":'. ': :_ :~:-,·, ·.': ' '' ·>. - , ;- ·-.:.· . .:. . - ·,· . :·.:·· .. - - . 
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FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

nuevoJ~,, i;,·a~~n"d~' la.; ~~ridÍja~·-d~;.·~~tf~d~ y la enfoca en una superficie plana 
- -· ,·:-. ::~ ,~~-:- ~~~ ·:·:~;~ .. -'. ~.' --~ <::~ 0::~~-:~,~;:c·.;~-~-~="::-·.-~_;2"·: . ~ ~}::;:~-~'.!;_~~~~ ;:>~;:\:_:·:~-~ t~ .f:L '.~Y:~;::~·:-~~:~~:~-.:-·,~:_~--, 

- . -.,:~-- ;-:~: .' '·'.' --
den o rJ1 in a~ a' plano'. f g q~L ... } :.;·,' .·. · 

·9r1\,:ri-H~f.~~t~~l;1~~;p;gM~·al~ 1ámpara elegida bajo el control del sofware 

que cónfrola'\E3i}fuhcilo~·~miento del equipo. Las lámparas emiten radiación, el haz 
.-<:~>;.: ·:v: i.~->--,~·,_fj;;{j)\}i_;~:~L-·i<:- -~-:: -::f~_::.:~ . . · · 

pasa a través dél moriocromador, después la radiación pasa a través de la referencia 

y de la muestra, en seguida la radiación pasa a un modulador que permite ver al 

detector la radiación absorbida por los cromóforos presentes en la muestra. 

Detectores: 

Existen dos tipos de detectores los detectores de fotodiodos y los detectores 

con fotomultiplicador. 

El detector de fotodiodo esta formado por una unión polarizada inversamente 

montada en ·un chip de silicio, cuando la radiación incide sobre el detector de 

electrones qqe al moverse a través del dispositivo dan lugar a una corriente que es 

proporcioóa/~~ I~ potencia radiante. 
-- . . '' .-, - -~ 

En eL.'c:fetector fotomultiplicador los fotones pasan al fotocátodo el cual emite 
--, .. -,. ·:~: - -. 7\ :-' - . 

un númérO d~ ~lectrones por cada fotón, estos electrones son dirigidos al ánodo y 

ampllfic~d~s-en un pre-amplificador. Los fotomultiplicadores son muy sensibles a la 

radiación ultravioleta y visible, además tienen tiempos de respuesta muy rápida. 

Tipos de instrumentos: 

Existen cuatro principales tipos de instrumentos espectroscópicos: haz 

sencillo, doble haz espacial, doble haz temporal y multicanal. 

La figura 15 muestra los detalles de la construcción de un equipo de doble 

haz. En este instrumento la radiación se dispersa en una red cóncava que enfoca al 

haz so_bre,un espejo de sectores rotatorio. 

32 



CAPÍTULO 1 FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

Figura 15. Diagrama del sistema óptico del equipo UV/VIS de doble haz19 

M= espejos 
B1S= blanco y muestra 
T= lárnoara de Tunasteno 
D= lámpara de Deuterio 

Para obtener espectros derivados se utilizó un espectrofotómetro con 

diferenciador digital donde las derivadas de un espectro ,s~n .Calculadas 
' . .. ,•' ;.·.· .. _.,-_; 

numéricamente por computadoras. Las 
, ·, . ·::·-.-_ .. ::: .. :·:· ' .. ·': 

transféridas·a ;un convertidor análogo-digital y el valor promedio·~~ 6~1c¿lado. Este 

método es frecuentemente utilizado con el uso de microcomputadoras en el control 

de los espectrofotómetros. 

EXTRACCIÓN EN FASE SÓLIDA Y COLUMNAS DE EXTRACCIÓN: 

La extracción en fase sólida es un proceso de extracción física que incluye un 

líquido y una fase sólida. La muestra en solución pasa a través del sorbente 

empacado en la columna de extracción, el analito es retenido o aislado mientras que 

el resto de la solución pasa a través del sorbente, seguidopor 1~- elÚsión en un 
.. ' . -

mínimo de volúm~n de disolvente. En la extracción de'.~ase,sólida.e'lsorbente posee 

19 Manual Thermo Spectronic Unicam UV Series lnsta//ation and Maintenance. Chapter 9. Getting the 
bes t. 
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. ' . - . . . . 

una mayor.atracción por elanalito que por .el disolvente.er:i ~l .que· se encuentra 

disuelto., · ... · 

Los mécanismos · de separación ocurren ·por. interaceiones intermoleculares 
~'.... - -

entre .las molé,ct'.A;:;s del analito y, los gn.Jpos flj_nciónale~ del sorbente, estas fuerzas 

son: lóriic~s.LEA1a'6es de hidrógeno;·i:Dipol~'..dipolo, Dipolo inducido, Fuerzas de 
:- • ,;..=. • '· 

-· 'r~~~;.: ,,-;;..:•· <:-~-,_,. 

dispersión (dipo1d::dipolo inducido). ··: \ .. · 

~ ·u¡, 'sofbente muy utilizádo:·i3sfel :-Octadecyl c1 a, es el sorbente de menor 
.-'.,_. ·•-"< 'º: ; . .. '··' .·- ... ,, . 

polarid~d di~pbnible y elmás· ~decuado de todos los sorbentes para aislar con un 
'.'~ch ~;-~, ::::~ .°' ~ .. ". 

mecani~maCó§}p61ar. L._oi:; compuestos extremadamente no polares son difíciles de 
' - . .- '•. --;,¡_::·¡~. ~--~ ./;·' -· . . . ' 

· eluir de.c18, Eist~ sorbente no retiene moléculas muy polares como los hidratos de 

carb~no. ·Es considerado el sorbente menos selectivo y no retiene nada de matrices 

acuosas. El sorbente C1a es excelente para desalinizar matrices porque las sales 

pasan a través del sorbente sin ser retenidas. Las interacciones polares entre el 

analito por aislar y el sorbente son menos significativas con C1a que con otro 

sorbente por el efecto de la larga cadena de hidrocarburos que posee. 

La figura ~ 6 muestra la estructura de una columna desechable pre-empacada 

con una fase ~óÜc:°f~fciéi sorbente. Estas columnas de polipropileno estan empacadas 
~· . . . ,;-·; "·>':-."!. :<~ ".··,· :·:.;'. . .. . ,.,·:e· .. ,- ·.;·, .: .• -.. . -: .': . 

con. 100, 20o;;e;()b.~:y'[;;,16b8J:.nqg+de sorbente C1s colocado en polipropileno. La 
.-~ .:·<~::~: -.s:·~~~-~.:~/~~~::~:-~}~<:-,~:::?¡~¿:_;;;~~~;;:~_;At~~-: :-~-~~~-;~~r ·.~~~:1 \.---.:,. . . . .. -· 

capacidad.dé:·mu'estra'i)cie~ilasYcci1U'mnas son de 1, 3, o 6 ml. La muestra puede ser 
- :: __ ~ -:-~-~-- ·, ~-/'.L ·e ?:~:\~_>?;:f!f _~;~~'.i~{~'. ;~;~~:~~~} ~f1~:7:~;.~~~~:i~~{:~(-~'.-~~ . ~f; < 

introducida a ,la' colúmíia porún~depósito desechable. 
. ;, - ';._,,. >-· ,-,.' .-.'", .. . . 
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CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

Figura 16. Columna desechable con depósito de sorbente 

Depósito de la muestra 

Disco de 
polipropileno 

Sorbente 

Punta 

A la cantidad total de compuestos (analitos e interferencias) que pueden ser 

retenidos de la matriz de una muestra específica por la masa definida de sorbente se 

le llama capacidad de la columna. La capacidad de la columna ha sido estimada de 

10-20 mg de analito/cartucho. En análisis ambientales, farmacéuticos y en alimentos 

se ha estimado una capacidad de 3-12 mg, la capacidad de la columna es específica 

para cada analito como se muestra en la tabla 3. 

Tabla 3 . Capacidad de columna para varios analitos 

Ana lito Columna 200 mo Adsorción ma/200 mo Disolvente 
Hidrocortisona Octadecyl-silica 8.0 AQua (pH 7.0) 

Colesterol Octadecyl 6.0 Metanol/cloroformo (9/1) 

Palmitato Octadecyl -5.0 Metanol/cloroformo (9/1 

Para utilizar esta columna de extracción se debe seguir el procedimiento a 

continuación descrito: 

1. A~ondi~ioh~~>1a columna con un solvente adecuado (metano!, hexano o 
·• ", , <: _: •(;;;t:·~·.:\' 

cloroformo) f:>_ara,s9_1_vatar los grupos funcionales del sorbente. -- -~:. :i~T ,\.~ .. ~-"-º ::,~¿_\:>::r-; ;_-;·: . .,-- .. _. -
2. Aplicélr'.1a;múes_fra'k1a cÓlumna: la solución o matriz que contiene la .muestra 

___ ._,\\ _ _,_,.-,~~·"·;::·,~.-~:-?·:··.,.·/:;· -~:·./:_ .. :·'.·:_:~;~·:. ···>/"_"·."·;:_~-·---<.~~·-_-;\··~:·.·,:·.·\-'~-:~ -:-' .; :., .. ·' .- .-.. --.. __ ; ., .. -~·,:; .... :-. _ _., 

se p()rle ~ll;contaEtot8ón _e1 sorbente_: colpcando 'ª· mli~~ú~ dentro de 1a 

columna. 
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· · '.~:·:;.~'-· ·.':.,·r::_ . ~~~:~-::_t;·f~c:.-~··:,r -:-> 

' ' Fút. .. fó;A.MENTÜS TEÓRICOS 
' •...• ¡e· - . ' ,::-._:-~-,:. ~-;;J~ :' < -

3. Aspirar a>través de la' co1úln'na~:I~ ~~l~~í~Wt;J~<1a muestra es 
'- '" ,: -, ·:, ·.,~_, . · ... ,. . · ... 

obli!Jt':.~~~~; a través del sorbente{~~i:~-;~{%~~~!0f'P;mSÍón positiva (con 
una jeringa)i" presión negativa .(al,évacío) () por centrifugación a una velocidad 

de 5mL/~·i'.~.,;~ ~~~os~ . . \i,.'..{ ·~: , < . . .· , .•. 

4 

.. ::~::1f~f lil~1:;::~!e::~:q::~:~~v:~::::::u:~~::"::::~::.:~·n~: 
5. Eluirel'analito con el disolvente de elusión: el analito purificado se eluye con 

un sol\/~nt~'lo suficientemente fuerte que desplace al analito del sorbente. 
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CAPITULO 2 DESARROLLO DEL MÉTODO ANALiTICO 

DETERMINACIÓN DE ÁCIDO ASCÓRBICO EN JUGO DE UVA PROCESADO 
APLICANDO EL MÉTODO PROPUESTO POR LA AOAC 

Titulación volumétrica directa con 2,6-Diclorofenolindofenol 

Se aplicó el método oficial AOAC (Pág. 15 del Capítulo 1, Fundamentos 

teóricos) en jugo de uva procesado marca Del Valle, la muestra preparada tenía una 

coloración muy intensa por lo que al comenzar a titular, el color del jugo de uva de la 

muestra inte,rfería con el color del titulante y no fue posible realizar la titulación. 

Conflos':r~5Jjt~ci6s:-Bbtenidosconcluimos que debido al color{qüétÍenen los 
:/··.~ > ,:·,;_~-~{'<,·'.~;:t::.~·.:~.,.,_~-- .~\~s~-.. r·~t:···.:,:;:>--·,~,·--:- - -.. ;,-~:"··-.,·:>·<.:'.'º··>· - , 

jugos procesad
0

0S, nó es posible utilizar esta metodología para cuantificar el 

contenido de ácido ascórbico. 

DETERMINACIÓN DEL ÁCIDO ASCÓRBICO POR ESPECTROFOTOMETRÍA UV 

Se utilizó el equipo Unicam UVNIS de Thermo Spectronic, este equipo de 

UVNIS es de doble haz y utiliza el programa de computadora Vision 32 Sofware 

V1.23. 

Absorción al UV del ácido ascórbico en agua 

Se preparó una disolución estándar de ácido ascórbico 5x10-3 mg/mL en agua 

destilada protegiendo la solución del contacto con la luz, se midió el pH de la 

disolución de ácido ascórbico, el pH de la solución fue de 4.5. Se registró el espectro 

de absorción UV de 200-350 nm, utilizando como blanco agua destilada. 
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CAPITULO 2 DESARROLLO DEL MÉTODO ANALITICO 
. - ··--. 

Espec.fr() ·L ÁCido ascórbico preparado en agua destilada agua 

Sean Graph 
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Se encontró una absorción a una lambda máxima (Amax) de 264 nm y una 

absorbancia de 0.5520 (espectro 1). 

Absorción del jugo de uva al UV 

Para evitar la interferencia del color se utilizó un cartucho de;sechable de C1a 
·'. -,·~· .:- ·<· ">· 

una columna Bakerbond con 500 mg de Octadecyl como ~o~bente .no. polar, 
. ·1,--,.-:.-----··:.'; <:' .·. ·::". ' 

·:' .: .. /:,):·;:; ~S'.~~-~~.::.;i;,.-· ._,..-.-

de 

capacidad de 3 mL. 
.;.~:· ;--~-~ }~·-.. ~:/- -~-: _-' 

Se tomó .t';m@~dE:{:jÚgo de uva recién abierto y se llevó a ·fÓO mL con agua 
; ·,:·_ ·~_.,, __ . t-}~(~{f~~~~<~~~~~f.ü::):,~~~~··.' .. -- -· -. 

destilada, una p6féió'n'de este se filtró por un cartucho de C1a previamente activado 
: '~·i;.~·;;~}>.~'-~-1:~~-~~ -~~;'.~~;: _._:: --· 

con 1 mL de n:;etaho(absoluto. Los primeros mililitros filtrados no fueron recolectados 
. : :¡._;L:<:\~~~~: ~:- ;R~i<-; ~~~;~-? --- --

ya que la s()lúción (al pasar elimina el metano! que pudiera permanecer en el 
~ ~;., ~-- .. . ! ·,\1 .· ;·;·.~" .-.::.. -; .\ .-

'·--< - '. :t·.' . ··-- ·: 

cartucho. Al filtrado se le registró su espectro UV (espectro 3) 
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CAPITULO 2 DESARROLLO DEL MÉTODO ANALÍTICO 

Espectro 2. Espectro del jugo de uva recién abierto 

Sean Graph 
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Espectro 3. Jugo diluido 1/ 100mL con agua destilada filtrado por el cartucho 
de C1s 

Sean Grnph 
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En el jugo el uso del cartucho elimina bandas interferentes en el espectro 

producidas por el color, pero no se descarta la presencia en el jugo filtrado de otros 

compuestos que absorban.al UV. 
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CAPÍTULO 2 DESARROLLO DEL MÉTODO ANALITICO 

Interacción del ácido ascórbico con el cartucho de C1s. 

Para demostrar que el ácido ascórbico no se retiene en el cartucho de C1a, se 

filtró una porción de la disolución estándar de ascórbico empleada para registrar el 

espectro UV (espectro 1) en un cartucho y se registró su espectro. 

Espectro 4. Ácido ascórbico preparado en agua y filtrado por el cartucho de 
C18 

Sean Graph 
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Comparando los espectros 1 y 4 se observa que el ácido ascórbico no se 

retiene en la columna C1a. La absorbancia obtenida en el espectro de la disolución 

estándard.e'ácido ascórbico sin filtrar es de 0.5520 y la absorbancia obtenida en el 

espectro r.egistrado de la disolución estándar filtrada por el cartucho de C1a es de 

0.5442 por lo que la absorbancia obtenida para ambos casos es similar. 

ESPECTROFOTOMETRÍA UV CON SEGUNDA DERIVADA 

Se preparó una disolución estándar de ácido ascórbico 5x10-3 mg/mL; se 

registraron sus espectros UV y UV con segunda derivada (SO). 

41 



CAPÍTULO 2 DESARROLLO DEL MÉTODO ANALÍTICO 

Espectro 6. Ácido ascórbico preparado en agua. Espectro UV y por Segunda 
derivada (SD) 

Sc-.Grmph 
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En el gráfico anterior se muestran los espectros UV del ácido ascórbico en 

color negro y el espectro UV con Segunda Derivada (SO) de color rojo para la 

disolución estándar de ácido ascórbico, el valor mínimo de absorbancia obtenido en 

el espectro SO se encuentra a una >.max de 264 nm igual que el máximo obtenido en 

su espectro UV con una absorbancia de -0.0048. 

Determinación cuantitativa de ácido ascórbico por espectrofotometría UV 

Se prepararon estándares de ácido ascórbico de diferentes concentraciones 

para realizar una curva patrón y comprobar si el ácido ascórbico tiene un 

comportamiento de acuerdo a la ley de Lambert-Beer. 

Se preparó una disolución de ácido ascórbico 0.05 mg/ml. La solución 

estándar de ácido ascórbico en cada uno de los matraces se protegió de la luz 

forrando cada uno de los matraces con papel aluminio. 

La curva patrón se preparó con las siguientes diluciones: 
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CAPÍTULO 2 DESARROLLO DEL MÉTODO ANALITICO 

Tabla 4. Curva patrón de ácido ascórbico en agua 

Número de matraz mL de solución 0.05 mg/mL de Aforo con agua Concentración final 
ácido ascórbico destilada mq/mL 

1 1 25 0.002 
2 2 25 0.004 
3 3 25 0.006 
4 4 25 0.008 
5 5 25 0.010 
6 6 25 0.012 
7 7 25 0 .014 

Cada una de las disoluciones patrón se filtró por un cartucho de C1a. Se 

registraron los espectros de absorción al UV y su espectro por Segunda Derivada 

(SO) de cada disolución preparada. Las lecturas se realizaron a una J\ de 264 nm. 

Tabla 5 . Curva Patrón de ácido ascórbico en agua a 264 nm 

Número de A264 nm A 20 264 nm 
matraz 

1 0.1621 -0 .0022 
2 0.2512 -0.0042 
3 0.3542 -0.0064 
4 0.4660 -0.0090 
5 0.5791 -0.0111 
6 0 .6804 -0 .0130 
7 0.8440 -0.0160 

Espectro 6. Curva patrón de ácido ascórbico en agua a 264 nm filtrada por C1s 
Sean Graph 
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CAPÍTULO 2 DESARROLLO DEL MÉTODO ANALÍTICO 

Gráfica 1. Curva Patrón de ácido ascórbico en agua a 264 nm 
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Datos de regresión lineal: 
A= 0.02971 
B= 55.875 
r= 0.99691 
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Espectro 7. Curva patrón de ácido ascórbico en agua a 264 nm con Segunda 
Derivada (SO) filtrada por C1s 

ScanGraph 
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Gráfica 2. Curva Patrón de ácido ascórbico en agua a 264 nm por Segunda 
Derivada (SO) 
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44 
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Datos de regresión lineal: 
A= ~2.5714x10 - 4 

B= 1.1375 
r= 0.9987 

· : ·',; . .. · ... : 

Para trazar la ' gráfica de la segunda derivada s~ torrió el J~icii< absC>luto de las 
· ''-" . ; 'k .. L1i·< .. · .· ·-:;;·· ... 

absorb:;Fii~~{_;~·.i_'-~_'..i,•~-~tilcÍ;f: ¡,btenidai·:· ·;¡;~6_·_·:····~.--· ..• ~.;-~_,_rr~~~~~Íl~.:.:_e_~_7_ •• _._¡_,_i_;_:_•~_:-.~1.'.~~\i,,ii lineal se 
-~- - - • ,_._, __ ·,~----'":<";:• ~.;;,..'' .. •' .. :--.-~ . 

comprob~. qÜe· 1a 'absorbancia y la concenfraciónsdn proporéionales, por lo que el 

ácido ascórbico en agua sigue la ley de Lambert-Beer. 

Comprobación de la reproducibilidad de resultados y estabilidad del ácido 
ascórbico 

Para comprobar la reproducibilidad de los resultados se probó la estabilidad 

del ácido ascórbico en las mismas concentraciones en las que se había trabajado, se 

realizaron lecturas de todas las disoluciones patrón cada cinco minutos durante 

media hora. Se registró el espectro de la curva patrón al término de este tiempo. Los 

resultados se muestran en la tabla 6. 

Espectro 8. Curva patrón de ácido ascórbico en agua a 264 nm, registrada de 
30 minutos después de su preparación. 

Sean Graph 
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CAPÍTUL02 DESARROLLO DEL MÉTODO ANALÍTICO 

Tabla 6. Lecturas de absorbancia realizadas a la curva patr6n de ácido 
ascórbico en agua a 284 nm durante 30 minutos 

Número 1 2 3 4 5 6 7 de matraz 

Tiempo Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. 0.01 Conc. Conc. 
0.002 0 .004 0.006 0.008 0.012 0.014 

(minutos) malmL maJmL matmL mg/mL mglmL 
.mglmL mgtmL 

o 0.2170 0.3187 0.4942 0.5670 0.7241 0.8769 0.9609 
5 0.2052 0 .2947 0 .4775 0.5346 0 .7032 0.8566 0.9422 

10 0.1996 0.2782 0.4627 0.5035 0.6881 0.8410 0.9343 
15 0.1929 0 .2476 0.4451 0.4847 0.6719 0.8271 0.9149 
20 0.1838 0.2231 0.4292 0.4543 0.6563 0.8104 0.8988 
25 0.1624 0~2098 0.3945 0.4367 0 .6358 0 .7890 0 .8484 
30 0.1421 0.1918 0.3746 0.4032 0.5967 0.7592 0 .8032 

Gráfica 3. Lecturas realizadas para cada concentración de la curva patrón de 
ácido ascórbico en agua a 264 nm 

o 5 10 15 20 25 30 

Tiempo (minutos) 

__.__ Conc. 0.002 mgfmL ---Cene. 0.004 mgtmL --6- Conc. 0.006 mgtmL - ~-- Conc. 0.008 mgfmL 

- -)1(- -Conc. 0.01 mgfmL ···-» -- Conc. 0.012 mgtmL --,..-,._. Conc. 0.014 mgfmL 
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En 1.as gráficas 1 y 2 se observa que el ácido ascórbico en agua sigue la ley de 

Lambert-Beer, pero la estabilidad de este compuesto en agua no es adecuada para 

realizar un análisis cuantitativo ya que durante el tiempo de análisis las absorbancias 

registradas disminuían en función del tiempo, lo que indica que las absorciones del 

ácido ascórbico bajo estas condiciones de trabajo no son constantes, el tierT1>0 de 

trabajo en el que se mantiene estable el ácido ascórbico es de 5 minutos (gráfica 3). 
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CAPÍTULO 2 DESARROLLO DEL MÉTODO ÁNALÍTICO 

Condiciones de trabajo 

Paso 1: 

Para mantener sin variación la absorción al UV de las disoluciones de ácido 
. . 

ascórbico se probaron diferentes medios de disolución para establecer las 

condiciones de:.tr~·bajo del método. 

· El'pfi~J/·~·~dio que se probó fue la solución de extracción empleada en el 

método;~iJf:>~'~~;f~+kar la AOAC para la cuantificación del ácido ascórbico. Esta 
_- .-~ ,, '·,.; .. ; .. ,;~•S'.:I,;'.~·.:~°',<:'-.~.····.~.:~. 

solució~~·(j~:5~~fr~'66f6h'ccmsisteen una mezcla de ácidometafosfórico y ácido acético 
-.... :·_. _ -'. :<~(_ <;;:~;~-:·)~B~;:._ ~f Gj~;:::~S~~tJ~:~t~1~?t~?1~:tN? ..,;.~fJ . ·_--'. · .-: ,. .. · ... _ ·.:;,: .. -> -: \:: ~:::··_; (- -~; 

que. evitan'!' la :~auto:.oxidación del ácido .. ascÓrbicO· (Pág. 15 del Capitulo 1, 

Fund~n1~~1•~f {~~~~~'i~l{\"~··,·· 
Para:·est~·s~'prej:>'aj-aron)~OOmL de solución de extracción, se mezclaron 8 mL 

de CH366b~~~b~~~~1~!~!:·:~-~~~ ~O mL de agua destilada, en esta solución se 
::. .. <·> ;·~I~1·/--K~;~:--=-·,/·-~:~ ... : __ ·~~~\~,.; -

disolvieron 3 g dé HP03 en lentejas y se registró su espectro (espectro 9). Con esta 

solución se. preparó una disolución estándar de ácido ascórbico 5x10-3 mg/ml y se 

registró también su espectro. 

Espectro 9. Solución de extracción 
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CAPÍTULO 2 DESARROLLO DEL MÉTODO ANALÍTICO 

Espectro 1 O. Ácido ascórbico preparado con solución de extracción 

Sean Graph 
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En el espectro 9 se observa que la solución de extracción presenta absorción 

de 200:-240 n.m. en la región de UV, en la zona en donde se esperaría la absorción 

del ácidó ·~sd6rbico en medio ácido (245 nm reportado en la bibliografia28
). En el 

espectr6J1o's~.'bbserva que la solución estándar del ácido ascórbico sólo presenta la 
' -~ ' \:t/f['. :. _· ~:'.·- ', 

absorción OJ~')~I~ solución de extracción, no se observa la absorción del ácido 

ascórbico,TiJC>f 10 que este medio no es el adecuado para realizar la determinación 

cuarititativ~ de ácido ascórbico. 

Paso 11: 

Se probó un buffer de acetatos pH 4.6 con una concentración de 2 M y se 

registró su espectro, se preparó una disolución de ácido ascórbico estándar 5x10-3 

mg/mL en este buffer y se registró su espectro. 

28 Belitz, H. D., Grosch, W., Op. Cit. Pág. 445, 1997. 
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CAPÍTULO 2 DESARROLLO DEL MÉTODO ANALITICO 

Espectro 11. Buffer de acetatos 
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Espectro 12. Ácido ascórbico preparado en buffer de acetatos 

Sean Greph 
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En el espectro 11 se observa que el buffer de acetatos presenta absorción en 

la región del UV. En el espectro 12 del ácido ascórbico preparado en buffer de 

acetatos.se ~ncontró una absorción a una lambda máxima (,\max) de 268 nm y una 
_' --··._:·~~-~'.J(<>~·._ 

absorbancia'.cie:o:5072. 

en el 

cartucho activado:préviamente V se registró su espectro. . . - . ~- - . ' - ,, . -· -. . . . " 
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Espectro 13. Ácido ascórbico en buffer de acetatos filtrado por el cartucho de 
C1s 

Sean Graph 
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Del espectro del ácido ascórbico preparado en buffer de acetatos y filtrado por 

el cartucho de C1a la absorbancia a 268 nm disminuye a 0.2639, por lo que se 

deduce que el ácido ascórbico preparado en buffer de acetatos se retiene el cartucho 

de C1a. 

Por lo tanto este medio de estabilización no es adecuado para realizar el 

análisis cuantitativo del ácido ascórbico en jugo. 

Paso 111: 

Se probó el.~ci,do.S:!-l.1f9r,ico·como medio estabilizador del ácido ascórbico, se 

preparó una diso1JgiÓ~·,.ai}1-t2S04 0.1 M y se registró su espectro. Se preparó 
.. -. ,. ·~f1_~: ·· .. ~;>y> -· .. - -'>•C>". -'"',.:,~·; ' ' 

disolución está.ncl~r.:'.8~'ádida'"8§6órbico 5x10-3 mg/mL en H2S04 0.1 M, se registró su 
., .·.;_:_;t./. L::si·~:-'.·~:~~. ~:; ,:/:' ... ~\;:: -.!"'~>~-",-) ;~:_. ./ .··.-

espectro utiliz~h{j~ .d'~rrio'iJ1áricÓ.. HÍS04 O .1 M. 
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Espectro 14. Ácido sulfúrico 

Scan'Graph 
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Espectro 15. Ácido ascórbico preparado en H2S04 0.1 M 
Sean Graph 
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De los espectros obtenidos se observa que el H2S04 0.1 M no presenta 

... ·::.:.·, '.". 

hipsocrÓrnico en medio ácido de los sustituyentes del anillo láctonico del ácido 

ascórbico. 

51 



.. ::,. (''\ ,", .· ... </.'.:·::.<~>·.:;, --· : ~ ;·:? .. ':~:_):.~ , :;·.~ 2t:~~::,: ~/ 

. CÁPlfu,S()"~: .. ~·'. .. .. :> :./:-, :· ,{· 
. S~ ' probó que.el ácido .ascorbico ·preparado erlH2sÜ~o.'1MhÓ s'~retu~ie!'ra en 

el cartucho de C1a por lo que se filtró esta misma disolución estándar por un cartucho 

activado previamente y se registró su espectro. 

Espectro 16. Ácido ascórbico preparado en H2S04 0.1 M filtrado por el cartucho 
de e 18 

Sean Graph 
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Del espectro 16 del ácido ascórbico preparado en H2S04 0.1 M y filtrado por el 

cartucho de C1a la absorbancia registrada a 244 nm es de 0.6432, como las 

absorbancias registradas son similares se deduce que el ácido ascórbico preparado 

en HzS04 0.1 M no se retiene el cartucho de C1a. 

Por lo tanto este medio de estabilización es adecuado para realizar el análisis 

cuantitativo del ácido ascórbico en jugo. 

Estabilidad de ácido ascórbico en diferentes medios de disolución 

Se comprobó la estabilidad del ácido ascórbico en el nuevo medio de 

disolución, se realizaron lecturas de esta misma disolución cada cinco minutos 

durante media hora los resultados de absorbancia obtenidos se encuentran el la 

tabla 7 . 
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Tabla 7. Lecturas realizadas a la disolución de ácido ascórbico en H2S04 
0.1M 

Tiempo Absorbancia 
(minutos) (244 nm) 

o 0.6370 
5 0.6045 
10 0.5730 
15 0.5474 
20 0.5089 
25 0.4674 
30 0.4495 

Gráfica 4. Lecturas realizadas para la disolución de ácido ascórbico en H2504 
0.1M 
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Durante el tiemp() de análisis las absorbancias registradas para el ácido 

ascórbico preparéldo en 1-l2S04 0.1 M disminuían, lo que indica que la absorbancia del 
' . 

ácido ascórbico al UV no es constante, lo que prueba que el ácido ascórbico se 

degrada bajo estas c~ndiciones de trabajo. 

Se deduce qÚeI~descomposición del ácido ascórbico en solución no sólo se 
''.'-'--- .-:,- -

debe al pH sino e;iÚc;¡'presencia de oxígeno disuelto, por esta razón se comenzó a 
:.,·; \?':·. .- ,_. \•, .: ~-

trabajar combinando un medio fuertemente ácido y eliniin'ándOél oxígeno presente 
_ ... " .. -.:; •, -. :· '·: ,_!.<<:..' · .. -<-;-;:-;;,-:-'-__,, __ . 

burbujeando N2 a las disoluciones de ácido ascórbico. 
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'· ·. ·1.r ' ;~,.,• ;~;-~.-

~' ·,t ''.~._· ... ; 5;\~;: -,,~\:,~~G¡_\"~~' 
~ ·,_; .. --_,.-.. · .. i··' .'·:. -_ ·;-:.>·.:' ;':-:~_,---

. ': 'ó'E:~*~F{bITEb DEL MÉTODO ANALITICO 

'Paráe~t6i~pr~para~oH:.está'~ci~~~~d~ánd8aibórbico 8x10-3 mg/ml en agua 

y H2S04';0.~~J.·~L}<.~~~Jpr0~ar6n .diferentes condiciones de trabajo en presencia y 
·L·.~~-' ·.; ·:·. ,:~~;·;.,~"-,·<, 

ausencia de ox,ígeffotc:fi~uelto', se burbujeó nitrógeno para eliminarlo (tabla 8), el 
;'~·:--t~ , ~ 

nitrógeno utiliiadC>e~~i'ª,;:~lta pureza (99.997% min.) de la marca INFRA 
- . . -· " . : ., . :~· ;"; 

Las absobancias se registraron a una Amax de 244 nm para las disoluciones 

preparadas en H2S04 0.1 M y a 264 nm para las preparadas en agua. Los resultados 

se presentan la tabla 9. 

Tabla 8. Diferentes condiciones de preparación de ácido ascórbico para probar 
su estabilidad 

Acido ascórbico preparado en Tiempo de Burbujeo con N2 
Aqua destilada sin burbujeo de N2 
Aqua destilada 15 minutos 

H2S040.1M sin burbujeo de N2 
H2S04 0.1M 5 minutos 
H2S04 0.1M 10 minutos 
H2S04 0.1M 15 minutos 

Tabla 9. Lecturas de absorbancia del ácido ascórbico en Agua destilada a 264 
nm y en H2S04 0.1 M a 244 nm con diferentes condiciones de preparación 

Tiempo Agua sin Aguay15 H2S04 0.1M H2S04 0.1M H2S04 0.1M H2S04 0.1M 
min. de con 5 min. 10 min. de 15 min. de horas burbujeo burbujeo sin burbujeo de burbujeo burbujeo burbuieo 

o 0.873 0.874 0.859 0.866 0.848 0.855 
0.5 0.651 0.660 0.814 0.857 0.842 0.848 
1.0 0.569 0.649 0.746 0.841 0.819 0.834 
1.5 0.510 0.647 0.633 0.814 0.774 0.799 
2.0 0.498 0.622 0.513 0.789 0.781 0.793 
2.5 0.378 0.564 0.351 0.693 0.685 0.700 
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Gráfica 6. Estabilidad del 6cido asc6rbico en difef'9ntes condiciones de 
prwparación. 
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Con los resultados de la tabla 9 y con la gráfica 5 se concluye que las 

disoluciones acuosas de ácido ascórbico en presencia de oxígeno disuelto son 

menos estables que las disoluciones en ausencia de oxígeno disuelto. Las 

disoluciones más estables son las preparadas con H2S04 0.1 M y burbujeo de N2 . Por 

esta razón el mejor medio de estabilización de la absorbancia del ácido ascórbico al 

UV es un medio fuertemente ácido en ausencia de oxígeno, por lo anterior se eligió 

como medio de estabilización H2S04 0.1M y burbujeo con N2durante un tiempo de 5 

a 15 minutos. 

Preparación de la muestra para el análisis 

Se prepararon diferentes diluciones de un jugo de uva recién abierto con 

H2S04 0.1M de acuerdo a la tabla 10, filtrándose por el cartucho C1s y se registro su 
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espectr6d~ absorción al UV y su espectro con SO. Las lecturas se realizaron a una A 

de 244 nm. 

Tabla 1 O. Diferentes diluciones de jugo de uva en H2S04 0.1 M 

Número de dilución mL de jugo Volumen de aforo (mL) 
con de H2S04 0.1 M. 

1 5 100 
2 5 50 
3 5 25 
4 10 25 
5 1 100 

De las diluciones realizadas se concluye que la dilución 5/25 mL es la más 

adecuada para realizar el análisis cuantitativo de ácido ascórbico en el jugo ya que 
·.-.··· -., , 

se observa labanda de absorción al UV del ácido ascórbico a 244 nm (1.2432) así 

como el mínimo bien definido de -0.0081 en la misma Amax en el espectro SD. 

Espectro 17. Jugo de uva diluido 5/25 mL con H2S04 0.1M 
Sean Graph 
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Espectro 18 . .Jugo de uva diluido 6125 mL con H2S04 0.1M filtrado por el 
cartucho de C1a 
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En las soluciones más diluidas a la elegida la concentración de ácido 

ascórbico es tan pequeña que no se observa en el espectro. 

Comportamiento del jugo en H2S04 0.1 M y burbujeo de N2 

Se probó la estabilidad del ácido ascórbico en la dilución elegida para 

determinar el tiempo de análisis donde se mantenga el ácido ascórbico estable en el 

jugo, este se trabajó en las condiciones que se muestran en la tabla 11: 

Tabla 11. Diferentes condiciones para probar la estabilidad del ácido ascórbico 
en el jugo. 

Juao de uva diluido en: Tiempo de Burbuieo con N2 
H2S040.1M Previo a la dilución 1 O minutos 
H2S040.1M 1 O minutos desoués de la dilución 

57 



CAPÍTUL02 DESARROLLO DEL MÉTODO ANALITICO 

Tabla 12. Absorbancias obtenidas para cada condición durante 30 minutos. 

Aa244nm Aa244nm 
Tiempo H2S04 0.1 M previa- H2S040.1 My10 
minutos mente burbujeado con min. de burbujeo 

N210 min. posmrior d• N2 
o 1.3980 1.4062 
5 1.3830 1.3994 
10 1.3624 1.3875 
15 1.3394 1.3584 
20 1.3021 1.3043 
25 1.2478 1.2380 
30' 1.2134 1.2027 

Grifica 6. Estabilidad del Acido ascórbico en el jugo diluido 

1.45 ..-------------------
1.4 

"' ·rs 1.35 
e 

"' 1.3. 
~ 
~ 1.25 

1.2 

1.15 
o 5 10 15 20 25 30 35 

Tiempo (minutos) 

_._Burbujeo de 10 min. con nitrógeno antes de la dilución 

-burbujeo de 10 min. con nitrógeno después de la dilución 

Con los resultados de la tabla 12 y la gráfica 6 se concluye que el 

comportamiento del ácido ascórbico en el jugo diluido presenta .la misma estabilidad 

burbujeando nitrógeno antes o después de realizar la dilución. La absorbancia del 

ácido ascórbico en el jugo diluido con H2S04 0.1 M se mantiene estable en un 

periodo de 10 minutos después de preparada la muestra, por lo que es el tiempo 

óptimo para realizar el análisis. 

Se decidió trabajar con H2S04 0.1 M burbujeado con N2 antes de realizar la 

dilución. 
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Análisis de néctares de fruta 

El contenido de ácido ascórbico en el néctar de manzana es de 29.64 mg/240 

mL de acuerdo a la etiqueta del envase, por lo que la dilución que se hizo del néctar 

es mayor que para el jugo de uva. 

Al néctar de manzana se le diluyó 5/50 mL con H2S04 0.1 M burbujeado 

previamente con N2 durante 1 O minutos, una porción se filtró en papel filtro Whatrnan 

#50 para evitar que el ~cartucho de C1a se tapara, se filtró una porción del néctar 

diluido por el cartucho de C1a y se registró el espectro de absorción UV y su espectro 

con segunda derivada (SO). 

Espectro 19. Néctar de manzana diluido 6/60 mL con H2S04 0.1M filtrado por el 
cartucho de C1s 

Sc.nG~8J)h 
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En el espectro del néctar de manzana se observa una absorción de ácido 

ascórbico en unaAmax de 244 nm y la absorbancia obtenida es de 1.5560 en el 

espectro UV y por SO es de -0.0259, por lo tanto la dilución que se realizó es la 

adecuada para el análisis. 
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METODOLOGÍA PROPUESTA 

DETERMINACIÓN DE ÁCIDO ASCÓRBICO POR ESPECTROFOTOMETRÍA UV 
CON SEGUNDA DERIVADA EN .JUGO DE FRUTA PROCESADO 

1.- Preparación de reactivos: 

Solución de H2S04 0.1 M: en un matraz aforado de 500 mL se colocan 3 mL 

de H2S04 concentrado y se lleva al aforo con agua destilada, se mezcla y se vierte 

en un frasco de vidrio previamente rotulado. 

Solución estándar de ácido ascórbico 0.05 mg/mL: en una nave de vidrio 

se pesan 5 mg de ácido ascórbico se traspasan a un vaso de precipitados de 100 

mL, se adicionan aproximadamente 20 mL de H2S04 0.1 M burbujeado N2 durante 5 

minutos y se disuelve agitando con un agitador de vidrio. La disolución se vierte en 

un matraz aforado de 100 mL y se lleva al volumen con H2S04 0.1 M previamente 

burbujeado con N2 durante 5 minutos. Se agita y el matraz se forra con papel 

aluminio. Burbujear esta disolución estándar durante 1 O minutos con N2. 

Activación cartucho de C1s: los cartuchos de C1a se colocan en un vaso de 

precipitado de 50 mL, a cada cartucho se le adiciona 1 mL de metano! absoluto y con 

una jeringa de 5 mL se ayuda a que el metano! pase por la fase sólida y salga del 

cartucho. Se. utiliza un cartucho para cada concentración utilizada en la curva patrón 
>\, ·,~:-:·.' .. _- ,-

así como pá}a·cada muestra que se va a trabajar. 
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11.- Procedimiento de la preparación de la curva patrón de ácido ascórbico en 
H2S04 0.1 M y filtrada en un cartucho de C1s: 

La curva patrón se prepara realizando las siguientes diluciones: 

Tabla 13.-Curva patrón de ácido ascórbico en H2504 0.1 M burbujeado 
previamente con N2 durante 10 minutos y filtrada por el cartucho de C1s 

Número de ml de solución 0.05 mg/ml de Llevar al volumen con Concentración final 
matraz ácido ascórbico H2S04 0.1M mQ/mL 

1 0.4 25 0.0008 
2 1 25 0.002 
3 3 25 0.006 
4 5 25 0.010 
5 7 25 0.014 
6 9 ,:\,:·.: : : . 25 0.018 
7 11 ·:.,'-.:·:'/· 25 0.022 
8 13 '· ··<"·'.'.:".;-::.: 25 0.026 
9 15 ,.' ',,:i'-.\•·/»• ·: ... '; :: 25 0.030 

10 17 ,,· :.,·,: ,/ :: 25 0.034 
,,::-.:. : 

--::, 

Filtrar una porción C:M cada dilución por un cartucho de C1s activado 

previamente y dé~~art~f;~filÍraí5 mL más de la solución estándar y recolectar en un 
.(:-·/·,·:.,- - '¡"~:· -· 

matraz aforacfo'de~25rnL:forrado con papel aluminio y rotulado. 
<.'c .. ,-\"~.', ',, --~'- ·' 

Regid~r~f_.~-~··'.c~~a)dilución el espectro de absorción al UV con Segunda 

Derivada '(s6). C~~'·1~6tur~s se realizan a una ,\max de 244 nm utilizando como blanco 

H2S04 0.1 M burbujeado con N2 durante 1 O minutos. 
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111.- Trabajo con la muestra: 

Esquema 1.- Jugo de fruta procesado sin fruta suspendida 

1 Agitar y abrir el jugo 1 

Diluir el jugo 5 mL /25 mL con H2S04 0.1 M previamente burbujeado con N2 
durante 1 O minutos 

Filtrar por el Cartucho de C1a previamente activado, *No 
recolectar 

1 Registrar el espectro UV con Segunda derivada a 244 nm 1 

Calcular el contenido de ácido ascórbico/ 240 mL de ·u o 

Procedimiento: 

1. Agitar el jugo y abrirlo. 

2. Tomar el jugo con una pipeta volumétrica de 5 ml y transferirlo a un matraz 

aforado de 25 mL 

3. Levar: aLé:lfofo con H2S04 0.1 M previamente burbujeado con N2 durante 1 O 
''.-'.\ ;:,: :~: 

minut~~.YJ.,~~~~I~~-, 
4. Filtr~{ ~~~~f i¡~~tf~rtucho de C1s previamente activado Introducir 

aproximadameilteí3, ml del jugo diluido en el cartucho de C1a y con una 
•. ·~· ·.' .. ::.._, ''. .. >-_,,:•:c~.\~:,.:::.:':,Y;,':•f ·:"'~~ ~·, 

jeringa ci~ sTrriú"a'yuciar ª que e1 líquido se filtre por 1a fase sólida, recolectar 
. - ----- •;;-~ -· - -· -·-:;·: ;:~- -,:;- --

" 

este líquidoJiltradÓ en un vaso de desechos, este filtrado no es recolectado 
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-_. -- -· ... : . - -··, .. .' 

para é~it~r· qLú~tef jligQ': sei'CIHJ9~::·~ás;hor el metano! que se encuentra 
-. -;· - :;_~·._-:: . ;._,_;·. _, _ _._,_,_. . ' ,_'.6.'.; ·. ;/~-~ • 

absOrbido~eric;laéfa~ses;Ólic:Ía~ sE3 filtran afros 5 mL de jugo diluido y se recolecta . 
. . - ··;. __ º: .. :~ -,;.::·,~--·._ '·;- ""~:-::_,."·:::.>.: . 

5. Registr~ri~1·~~·¿·t~tr6::d~ 'absorción al UV con Segunda Derivada (SD) del jugo 

filtrado·~t~ld~~~h··~~~o blanco el H2S04 0.1 M burbujeado con N2, medir la 
. ,. ' . " ,.;; "-~ ' - ,' '· -~-

absorba;@~·k·¿n~ Amax de 244 nm en el espectro UV con Segunda Derivada 
·- ':. /;.-: 

(SD) 

6. Calcular el contenido de ácido ascórbico en el jugo. 

Esquema 2.- Néctar de fruta procesado 

Agitar y abrir el jugo ¡ 
Diluir el néctar 5/50 ml con H2S04 0.1 M previamente burbujeado con N2 

durante 1 O minutos 

Filtrar por el Cartucho de C1a previamente 
activado •No recolectar · 

Calcular el contenido de acido ascórbicol240 mL de 
. · ·· . . riéétar .· · · ·· ~·;..:~ \>c. . 
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Procedimiento: 

1. Agitar el néetary abrirlo. 

2. Tomar el néctar con una pipeta volumétrica de 5 mL y transferirlo a un matraz 

aforado éiE; SO ml. 

3. Llevar,cal aforo con H2S04 0.1 M previamente burbujeado con N2 durante 1 O 

min.ut()S y mezclar. 

4. Filtraruna parte del néctar diluido por papel Whatman #50 y recolectar en un 

matraz aforado de 25 mL. 

5. Filtrar por el cartucho de C1a previamente activado. Introducir 

aproximadamente 3 mL del néctar diluido y filtrado en el cartucho de C1a y con 

una jeringa de 5 mL ayudar a que el líquido se filtre, recolectar el filtrado en un 

vaso de desechos, este filtrado no es recolectado para evitar que el jugo se 

diluya más por el metano! que se encuentra absorbido en la fase sólida, se 

filtran otros 5 mL de néctar diluido y se recolecta. 

6. Registrar el espectro de absorción al UV con Segunda Derivada (SO) del 

néctarfiltrado utilizando como blanco el H2S04 0.1 M burbujeado con N2. Medir 

la absorbancia ·a· una Amax de 244 nm en el espectro uv con Segunda 

Derivada'(so),;,,. _. 

7. Calcular el contenido de ácido ascórbico en el néctar. 
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CAPITULO 3. 

.. . '-:~,,-;e::,:: 

P~ra :~ª ~om'probación del método propuesto se preparó lé~{8iírV'~'patrón de 
-2·:~.-.,_·~~- -~- ~·'.~-, ,:_~\·'' 

trabajo siglliendo la metodología propuesta en la página 60 del CapítlJl6 2 (Desarrollo 

del Método Analítico), se registraron sus espectros de UV y UV con Segunda 

Derivada a 244 nm. Los resultados de la curva patrón se muestran en la tabla 14. 

Tabla 14. Resultados de la Curva patrón de ácido ascórbico en H2S04 0.1 
M a 244 nm por UV filtrada por C1a 

Concentración mg/ml de ácido A de UV a 244 nm 
A de UV con segunda derivada 

ascórbico lSD\ a 244 nm 
0.0008 0.0740 -0.0012 
0.002 0.1341 -0.0034 
0.006 0.3390 -0.0092 
0.010 0.5421 -0.0143 
0.014 0.7650 -0.0201 
0.018 0.9531 -0.0263 
0.022 1.1853 -0.0324 
0.026 1.3830 -0.0360 
0.030 1.5810 -0.0470 
0.034 1.8031 -0.0501 

Espectro 20. Curva patrón de ácido ascórbico en H2S04 0.1 M a 244 nm por UV 
filtrada por C1a 

Sean Graph 

1.9149 
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CAPITULO 3 COMPROBACIÓN DEL MÉTODO 

Gráfica 7. Curva patrón de ácido ascórbico en H2S04 0.1 M a 244 nm por UV 
filtrada por C1s 

2 
ro 
'ü 1.5 e: 
ro .o 
o 
rJ) 

0.5 .o 
<( 

Datos de la regresión lineal: 

A= 0.2877 
B= 52.0367 
r= 0.9999 

0.04 

Concentración (mg/mL) 

¡··-·· ... ···-·· ·--·---;----. ----.. ---·-. .. .. . 
• Absorbanc1a -- Lineal (Absorbancia) · 

L _____ -·---·--------------------··-··-- --· ! 

Espectro21. Curva patrón de ácido ascórbico en H2S04 0.1 M a 244 nm con UV 
por Segunda Derivada filtrada por C1s 
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Gráfica 8. Curva patrón de ácido ascórbico en H2S04 0.1 M a 244 nm con 
Segunda Derivada filtrada por C1s 
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Datos de la regresión lineal: 
r= 0.9985 
A= -4.4760X10 ' 4

. 

B= 1.5034 

0.04 

Para trazar la gráfica de la segunda derivada se tomó el valor absoluto de las 

absorbancias. 

Para _comprobar la linealidad y la respuesta de la curva patrón se prepararon 

diferentesJ~~isol~?iones de ácido ascórbico estándar de concentraciones 4x10-3 

mg/mL, ó.Ü12rng/mL, 0.020 mg/mL y 0.028 mg/ml y se registró su espectro UV y su 
. ;1 ·· __ '~~;~-. ,; ,'·:::~··. ;·.r::, ·~ : -

espectro; ,Ü\/·:~'on Segunda Derivada a 244nm. Obteniéndose los siguientes 

resultad<Js:; -•.• -. 
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Espectro 22. Adiciones patrón de ácido ascórbico para comprobar el método 
propuesto por UV 

Sean Graph 
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Espectro 23. Adiciones patrón de ácido ascórbico para comprobar el método 
propuesto por UV con segunda derivada 
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Tabla 15. Resultados de la solución estándar de ácido ascórbico 4x1 O ·3 mg/mL 
en H2S04 0.1 M a 244 nm por UV 

Número de repetición A de UV a 244 nm 
Concentración mg/mL de ácido 

ascórbico 
1 0.2439 4. 1 341 X 1 0-" 
2 0.2428 4.1130x10-.i 
3 0.2432 4.1207 x10-.i 
4 0.2400 4.0600 x1 O-" 
5 0.2400 4.0600 x1 O-" 
6 0.2437 4.1303 x1 o-.i 
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7 0 .2419 4.0960 x1 o-" 
8 .. 0 .2440 4 .1360 x1 O-" 
9 0.2435 4 . 1264 x1 O-" 

10 0.2439 4 .1341 x1 o-" 
Promedio 4.1211x10_,, 

Tabla 16. Resultados de la solución estándar de ácido ascórbico 4x10 ·3 mg/mL 
en H2S04 0.1 M a 244 nm por UV con segunda derivada 

Número de repetición A de UV con segunda derivada Concentración mg/mL de ácido 
íSDl a 244 nm ascórbico 

1 0 .0061 4 .1779 x1 O-" 
2 0 .0060 4 . 1113 x1 O-" 
3 0.0061 4 .1779 x1 O-" 
4 0.0059 4.0448 x1 o-" 
5 0 .0059 4.0448 x1 O-" 
6 0 .0061 4. 1779 x1 O-" 
7 0.0058 3.9790 x10-" 
8 ; .• 0.0061 4.1779 x1 O-" 

' . 9 0 .0061 4 .1779 x1 O-" .. ' 10 0 .0060 4 . 1113 x1 o-" .·• 

Promedio 4.1181x10-3 

. 

Tabla 17. Resultados de la solución estándar de ácido ascórbico 0.012 mg/mL 
en H2S04 0.1 M a 244 nm por UV. 

Número de repetición A de UV a 244 nm Concentración mg/mL de ácido 
ascórbico 

1 0 .6539 0.01201 
2 0 .6590 0.01211 
3 0.6580 0.01209 
4 0 .6560 0.01206 
5 0 .6550 0.01203 
6 0 .6550 0.01203 
7 0 .6570 0.01199 
8 0.6540 0.01201 
9 0 .6533 0 .01206 
10 0 .6520 0 .01197 

Promedio 0.01203 
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Tabla 18. Resultados de la solución estándar de ácido ascórbico 0.012 mg/mL 
en H2S04 0.1 M a 244 nm por UV con segunda derivada 

Número de repetición A de UV con segunda derivada Concentración mg/ml de ácido 
(SO) a 244 nm ascórbico 

1 0.0178 0.11970 
2 0.0180 0.01210 
3 0.0181 0.01217 
4 0.0179 0.01203 
5 0.0179 0.01203 
6 0.0179 0.01203 
7 0.0178 0.01197 
8 0.0179 0.01203 
9 0.0178 0.01197 
10 0.0178 0.01197 

Promedio 0.01202 

Tabla 19 . Resultados de la solución estándar de ácido ascórbico 0.020 mg/mL 
en H2S04 0.1 M a 244 nm por UV 

Número de repetición A de UV a 244 nm Concentración mg/ml de ácido 
ascórbico 

1 1.0761 0.02012 
2 1.0759 0.02012 
3 1.0721 0.02004 
4 1.0742 0.02019 
5 1.0741 0.02018 
6 1.0728 0.02006 
7 1.0788 0.02017 
8 1.0725 0.02005 
9 1.0788 0.02071 
10 1.0792 0.02018 

Promedio 0.02013 
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Tabla 20. Resultados de la solución estándar de ácido ascórbico 0.020 mg/mL 
en H2504 0.1 M a 244 nm por UV con segunda derivada 

Número de repetición A de UV con segunda derivada Concentración mg/ml de ácido 
<SD) a 244 nm ascórbico 

1 0.0301 0.02016 
2 0.0301 0.02016 
3 0.0299 0.02003 
4 0.0302 0.02023 
5 0.0301 0.02016 
6 0.0300 0.02009 
7 0.0301 0.02016 
8 0.0300 0.02009 
9 0.0301 0.02016 
10 0.0301 0.02016 

Promedio 0.02014 

Tabla 21. Resultados de la solución estándar de ácido ascórbico 0.028 mg/mL 
en H2504 0.1 M a 244 nm por UV. 

Número de repetición A de UV a 244 nm Concentración mg/ml de ácido 
ascórbico 

1 1.4951 0.02817 
2 1.4952 0.02818 
3 1.4874 0.02803 
4 1.4925 0.02812 
5 1.4947 0.02817 
6 1.4939 0.02815 
7 1.4356 0.02803 
8 1.4741 0.02777 
9 1.4932 0.02814 

10 1.4785 0.02786 
Promedio 0.02796 
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T abla 22. Resultados de la solución estándar de ácido ascórbico 0.028 mg/mL 
en H2S04 0.1 M a 244 nm por UV con segunda derivada 

Número de repetición 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
Promedio 

A de UV con segunda derivada 
SO a 244 nm 

0.0421 
0.0422 
0.0419 
0.0420 
0.0421 
0.0420 
0.0415 
0.0416 
0.0422 
0.0417 

Concentración mg/ml de ácido 
ascórbico 
0.02815 
0.02822 
0.02802 
0.02809 
0.02815 
0.02809 
0.02775 
0.02785 
0.02822 
0.02789 
0.02804 

Los resultados de la concentración de ácido ascórbico de las soluciones 

es tándares calculadas por UV y •. u.V. por segunda derivada se presentan en la tabla 

23 

co 

de 

cá 

. : "', ':.~:-;~-.. '>~~· 
. ·,. _ \·.·:~: ·:·.:/ .. ;',_;::: '·': 

. " " . . . . :;.: :;;:.: :·: {.;.~· ' ' ~,·. 

Con ~l;·fc~?]~~~~\~'J~\\~~~~~.?ión estándar de los resultado~7 ;ibtenidos del 

ntenido de ácidcúú(corbico pará cada jugo por el método de UV y uv con segunda 
:-.:: -· ·"-:>:;::·· .. :~·::r'.~ >;.>:": ;r.' .. ~:._;:~:_:;.:· --~<~,.~·~'.>{:).·)~i:-~ · - · · · ~ · - '-.. -, -· 

rivada se 2aÍculÓ'el:~intervalo:d,e; confianza con una probabilidad del 99.99%. El 

lculo del límite d~ cÓ~fiariza se muestra en la página 101 del Apéndice A. 
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Tabla 23. Concentración de ácido ascórbico en soluciones estándar calculadas 
por los métodos UV y UV con segunda derivada (SO). 

Concentración de la solución 
Concentración de ácido Concentración de ácido 

estándar mg/ml ascórbico mg/ml por UV a ascórbico mg/ml por UV con 
244nm SO a 244 nm 

4x1 O_,, 4.1211x10-->± 3.4952x10-" 4.1181 x10-,) ± 6.222x1 o·::> 
0.012 0.01203 ± 3 .9678x10·0 0.01202 ± 5.8611x 10·0 

0.020 0 .02013 ± 5.2666x1 O-" 0.02014 ± 4.9407x10-" 
0.028 0 .02796 ± 3 .1844x10·4 0 .02804 ± 1.4471x10·4 

Análisis estadístico de los datos obtenidos por las metodologías UV y UV con 
Segunda Derivada (SO) 

Se comparó el contenido de ácido ascórbico cuantificado por el método UV y 

UV con segunda derivada (SO) para cada concentración de disolución estándar de 

ácido ascórbico. ·para . hacer esta comparación se realizó el análisis estadístico de 
:_:_:-:·-:" ·,~\:~; ,: ::}~~~~-,;· ,~:~:;~1~;~{1~~:~~}~~~~~:~~i;:(::.-;- -.~:~;::>. 

compára6i6n'de:·m ediás de dos muestras mediante una prueba t-Student. 
:··.:;·:'..:; _~,.);:r,_,, .. ~::::t_.-:>~~-~~:;r·::._:j~i-t.;t~~f i~::~f~f:!'.E·:- :;:~~'.'.· -:·: : _ · 
· ••... :· se\~7~1i.zé>\láfcórri.paración de desviaciones estándar mediante la prueba F de 

dos cbliJ'.i~J~~jig~nocei. l()s errores aleatorios de estos dos conjuntos de datos. 
· -----__ · --:;< :; -,_~;~: .<::~;s~~~;~~~~~w~~~11:~~t~f#~~)::3;~~~~~ 

. : 4as/pfi:Jeba~''.de hipótesis y los cálculos de prueba t-Student y F de dos colas 
;; ~- .'.-·~;:· ~-:·,'~'::.;:;-':.:·- ·· ,· ;...:-·~ , - . . ~-_ , . ·~ ; ":\. ,.: . 

teóric~s ~~ rr1G~str~n en las páginas 102 y 105 del Apéndice A. 

Los resultados obtenidos para ambas pruebas se muestran en la tabla 24. 

Tabla 24. Resumen de pruebas estadísticas. Estadísticas calculadas y 
teóricas para la prueba t-Student y prueba F. 

Concentración t teórica con 18 F teórica con 9,9 
de la solución t calculada F calculada 

estándar rnQ/mL 
grados de libertad grados de libertad 

4x10 _,, 0.1359 2 .5524 0.2874 5.351 y 0 .1869 
0 .012 0.3986 2.5524 0.4582 5 .351 V 0.1869 
0 .020 0.3907 2 .5524 1.1362 5 .351y0.1869 
0 .028 -0.6452 2 .5524 4 .8374 5 .351 y 0 .1869 
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De l~s ~~suit~~~~ bbt~nidos de las pruebas estadísticas se tiene que las 
•• -~ " - 1 ' •• - .. :; -_ ;.,_ ~: 

,: -_:__f·i~:".;::~-t~~;'.'~;:_,~\~~;~·-· .. :: ·., ' 

medias de' los ªOs\riietódos probados son iguales con una probabilidad del 99.99%. 

Con e'staihfJf~~b~~n concluimos que la media del método UV es igual que la media '., ·. ,, ·" ' 

del método\.Jv c~n segunda derivada por lo que el contenido de ácido ascórbico 

cuantificado por el método UV es el mismo que el contenido de ácido ascórbico 

cuantificado con segunda derivada para las soluciones estándar 4x1 o-3
, 0.012, 

0.020, 0.028 mg/ml de ácido ascórbico con un nivel de significancia de a= 0.01. 

Con los resultados de la prueba F concluimos que la precisión del método UV 

con segunda derivada propuesto es igual que la del método UV con un nivel de 

signifi6ancia de. a=0.01 para cada una de las soluciones estándar de ácido ascórbico 
'· . ·., 

analizadas; por lo que se concluye que el método UV con segunda derivada tiene la 

misma precisión que el método de UV. 

Comparación del método AOAC por titulación directa con 2,6-
diclorofenolindofenol y el método de UV con segunda derivada para la 

cuantificación de ácido ascórbico 

Para comparar el método establecido por la AOAC con el método propuesto 

de UV con segunda derivada se preparó una solución estándar de ácido ascórbico 

0.25 mg/mL, y'se. diluyó. para tener una concentración 0.025 mg/ml, ambas 

disolucion~s-~~~fü~I~~~~--~on el indicador 2,6-diclorofenolindofenol preparado como lo 

indica ~I j~~J¡~~iJ~iitk ~n la página 1.5 del Capítulo1 Fundamentos teóricos, a 

cada una/de;estas;disoluciones se les registró su espectro de absorción al UV con 
- -, :;-, .' ,!' _,_ ~· ''• ,' " -. 

segunda, de~ivcida -.y se cuantifico el contenido de ácido ascórbico con el m.étodo 

des~rrolla~~-(;•' ' 
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Tabla 25. Resultados de la concentración de ácido ascórbico estándar 0.25 
mg/mL determinada por la titulación con 2,6-diclorofenolindofenol y por el 

método propuesto por UV con segunda derivada 

Número de repetición Titulación con 2,6- UV con segunda derivada 
diclorofenolindofenol 

1 0.2559 0.2572 
2 0.2559 0.2565 
3 0.2608 0 .2565 
4 0 .2559 0.2565 
5 0.2559 0.2559 
6 0.2608 0.2559 
7 0.2559 0.2552 
8 0.2559 0.2552 
9 0.2559 0.2552 

10 0.2608 0.2559 
Promedio 0.2573 0.2560 

Tabla 26. Resultados de la concentración de ácido ascórbico estándar 0.025 
mg/mL determinada por la titulación con 2,6-diclorofenolindofenol y por el 

método propuesto de UV con segunda derivada 

Número de repetición 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

Promedio 

, ____ , .. _ .. __ ,;·· ..• :.. .. ; ·.,.; . .:.., __ ,:-.. ,_ . ··· ·-

Titulación con 2,6-
diclorofenolindofenol 

0 .02461 
0 .02461 
0 .02461 
0 .02953 
0 .02953 
0.02953 
0 .02461 
0.02953 
0.02953 
0.02953 
0.02657 

UV con segunda derivada 

0 .02585 
0.02579 
0 .02565 
0 .02565 
0 .02585 
0 .02585 
0.02565 
0.02565 
0 .02579 
0.02565 
0.02574 
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Tabla. 27. Resumen de resultados del contenido de ácido ascórbico calculado a 
partir de soluciones estándares por el método AOAC y el método propuesto de 

UV con segunda derivada 

Concentración de la solución Titulación con 2,6- UV con segunda 
estándar de ácido ascórbico diclorofenolindofenol derivada 

0.25 mg/ml 
0.2573± 2.1117x10-~ 0.2560±6.0941 x1 O .... 

mg/ml mg/ml 

0.025 mg/ml 
O. 02657 ±2.2722x1 a-~ 0.02574±8.1625x10-" 

mg/ml mg/ml 

Análisis estadístico de los datos obtenidos por las metodología propuesta por 
la AOAC titulación con 2,6- diclorofenolindofenol y UV con Segunda Derivada 

(SO) 

Se comparó el contenido de ácido ascórbico cuantificado por el método 

propuesto por la AOAC titulación con 2,6- diclorofenolindofenol y UV con segunda 

derivada (SD) para cada concentración de la solución estándar de ácido ascórbico. 

Para hacer esta comparación se realizó el análisis estadístico de comparación de 

medias de dos muestras mediante una prueba t-Student. 

Se realizó la comparación de desviaciones estándar mediante la prueba F 

para conocer los errores aleatorios de estos dos conjuntos de datos. 

Los resultados obtenidos para ambas pruebas se muestran en la tabla 28. 

Tabla 28. Resumen de pruebas estadísticas. Estadísticas calculadas y 
teóricas para la prueba t-Student y prueba F para la concentración de ácido 

ascórbico 

Concentración t teórica con 18 F teórica con 9,9 

mg/ml t calculada grados de F calculada grados de 
libertad libertad 

0.25 1.6696 2.5524 12.1789 5.352 
0.025 1.0323 2.5524 710 5.352 

De los resultados obtenidos de las pruebas estadísticas se tiene que las 

medias de los dos métodos probados son iguales con una probabilidad del 99.99%. 
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Con esta información concluimos que la media del método establecido por la 

AOAC por titulación con 2,6-diclorofenolindofenol es igual que la media del método 

UV con segunda derivada por lo que el contenido de ácido ascórbico cuantificado por 

el método establecido por la AOAC es el mismo que el contenido de ácido ascórbico 

cuantificado con segunda derivada para las soluciones 0.25 mg/mL y 0.025 mg/mL 

de ácido ascórbico estándar con un nivel de significancia de a= 0 .01. 

Con los resultados de la prueba F concluimos que la varianza del método 

establecido por la AOAC por titulación con 2,6-diclorofenolindofenol es mayor que la 

varianza del método UV con segunda derivada propuesto con un nivel de 

significancia de a=0.01 para cada una de las soluciones estándar de ácido ascórbico 

analizadas. También se puede concluir que mientras las disoluciones de ácido 

ascórbico sean de una concentración menor de 0.025 mg/mL el método establecido 

por las AOAC es menos preciso que el método UV con segunda derivada 

desarrollado. 

Por lo que se concluye que el método UV con segunda derivada tiene mayor 

precisión que la titulación con 2,6-diclorofenolindofenol. 

Comprobación de la repetibilidad de absorbancias obtenidas. Determinación 
de ordenada al origen, pendiente y coeficiente de correlación del método UV 

con segunda derivada. 

Para comparar la reproducibilidad de resultados se preparó la cUrva patrón 

varias veces con el método propuesto, se registraron los espectros de cada curva 

patrón en UV con segunda derivada a 244 nm. Los resultados se presentan en la 

tabla 29. 
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e; , ,,•.·; 

- /é~/6 '.t[~~1it~~.;i~.'9.:.:_~.-~8T~-~~~~#'.:. 2~'gb~~i!~~:b'i~';f?-~"/~8i6rb~·ncia obtenida se calculó el 
... .. f.:'.'·;,:.,.,,.,.,,.·,~-- <.'.·."_,,;,. ., ' - - -- - . , -

coefi¿¡~rit~ -ª~'c66Fi!~'i~6i6ri, - la 6 tdenada al origen (A) y la pendiente (B), para estos 

do~··~¡~'¡:~.~---~.~cs_;~--- -~_-_-_i.·:_L .• _h.~~f ~~f~::giiflterva lo de confianza. 
-t". -:;\: ·-.: ~."-

tóS';ci~¡'Jfü¿~ :para determinar el intervalo de confianza de la ordenada al origen 
' ·., ... ' : \' '.' .· ,. ,, --·::.-.. ~- ..... '. :., '> '. '' . '" 

·¡_ · . . _.,, ._, -. _·. 

y lap~~di~r1t'e _se muestran en la página 106, 107 Y 108 del Apéndice A. 

ESTA TESIS l~>J O §.!,}LE 

79 



CAPÍTUL03 COMPROBACIÓN DEL MÉTODO 

Tabla 29. Resultados experimentales obtenidos de las curvas patrón de ácido ascórbico 
: 

Con c. 
Curva Curva Curva Curva Curva Curva Curva Curva Curva mg/ml de 

ácido patrón 1 patrón 2 Patrón 3 patrón 4 patrón 5 patrón 6 patrón 7 patrón 8 ¡ patrón 9 

ascórbico 
8x10 ·'I 0.0018 0.0019 0.0017 0.0018 0.0016 0.0018 0.0020 0.0021 0.0019 
2x10 -.l 0.0028 0.0029 0.0030 0.0029 0.0027 0.0031 0.0032 0.0031 0.0032 
6x10-;i 0.0091 0.0093 0.0094 0.0092 0.0089 0.0094 0.0098 0.0099 0.0094 
0.010 0.0145 0.0147 0.0150 0.0151 0.0143 0.0153 0.0155 0.0160 0.0154 
0.014 0.0205 0.0211 0.0214 0.0213 0.0204 0.0217 0.0220 0.0226 0.0216 
0.018 0.0268 0.0267 0.0275 0.0274 0.0265 0.0273 0.0277 0.0283 0.0276 
0.022 0.0325 0.0324 0.0336 0.0338 0.0319 0.0337 0.0334 0.0345 0.0319 
0.026 0.0389 0.0390 0.0393 0.0399 0.0392 0.0398 0.0400 0.0401 0.0389 
0.030 0.0442 0.0452 0.0461 0.0463 0.0447 0.0464 0.0468 0.0466 0.0453 
0.034 0.0509 0.0510 0.0524 0.0519 0.0512 0.0521 0.0524 0.0524 0.0519 

Coeficiente 
de 

0.99986 0.99988 0.099986 0.99988 0.99960 0.99990 0.99980 0.99983 0.99940 
correlación .· 

r - .. _:;' . . • -- .. -- ,_ .. 

Ordenada 4~11x10~5± 
•.· <• .···.~-- '>::.~ .·:·· .:·. . . . . 

4.69x10 5± 1.6x10-4± 6.4x10-4±· 
. ·.·· . :'· -4 

. 4:1x10-4± 6.87x10-4± 3.94x10-4± 
al origen 

:-2.68x10,± . 2.06x1 O •. ± 
1.87x10-3 1.85x10·3 1.67x10·3 : . 3: . .. . ·- .· . 3:. · .. J.3~Jo4 .. ···1.98x10·3 1.8x10·3 t9x1ff3 

A 
-· 1.5x10- _ 2.6x1p:, .. 

Pendiente 1.4836± 1.4901± 1.5280± 1.5295± . 1.4992± 1 t5267±' '1.5276± 1.5282± 1.4936± 
B 0.03007 0.02981 0.02679 0.0241 0.0409 0.02025 . 0.03162 0.02923 0.03198 
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.•...•. ;r±~~~iili!iill~~~f~~1¡1~il\i!i~¡~;·~['"'~~,,~~~~1¡~~;IF 
un análisis.·de···va-r'ianza':(ANOVA) para démosfráC" üe 1 erenc1a :.s1giiificátiva 

e~tr~~~~!n.~~,J~~~;!~~~~~~·;~P~¡~~~';<,t• . r,~i\i~\C: ·. 

·· ;;(tJá ! t1ípótesl~ ;~ l~nteada y ·e1 desarr611J':~·¡~~dl~ii'¿~'.~'~ '.:~1.festrah'Eir1' las páginas 
:,_ ,.;.". ·. !( :{' 

. 11 O, 1j 1 y 11 Z en el Apéndice A. Los resultados del análisis de varianza se muestran 
-- ·- ..... -. ··~-· ···- -,··;r', ;;·-··· 

en ;latabla 30. 

Tabla 30. Resumen de resultados del Análisis de Varianza realizado a los 
resultados de absorbancia de las curvas patrón 

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Fo F teórica con 

variación libertad cuadrados medio 9, 70 grados de 
libertad 

Tratamientos 9 0.06725 7.4722x10-,, -0.5.5259 2.672 
Bloques 8 0 .05540 -1.3522x10_,, 

Error 72 -0.09736 
Total 89 0.02528 

Puesto que F calculada es menor que la teórica la conclusión es que con un 

nivel de significan'ciá a= 0.01 los resultados de las nueve curvas patrón elaboradas 
_;-- ·: -_· ·. · <'. 

no presentan · diferencia significativa entre ellos, por lo que concluimos que los 

resultados del método propuesto son repetibles. 

Establecimiento del limite de detección y límite de cuantificación del método 
UV con segunda derivada propuesto para la determinación de ácido ascórbico 

en jugos procesados 

Para determinar la sensibilidad del método propuesto se estableció el límite de 

detección o concentración del analito que proporciona una señal igual a la señal del 

blanco y el límite .de cuantificación o . la concentración más baja para realizar 
' . ' ~ .: ' :·. . ' . . .... -- ·. --· ... '-... ' .. ·• .... ,:-, ' . · .. ~ _, ,., -')· ' ·:. ,_, ' -

mediciagk~ @j'~'~tit~ti·J~mente precisas del método propuesto se utilizaron los 
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-·-;.:;•<''.::: ·"':· \--:·~,':,_ .. >'>··., ·;"- '.··_ :·_ 

CAPí!l.J~§t35·:?. ),~{; ;~, \> .•.·.·' 

resu1t~db~{·~~/~:~~~ri~:ci~~;~1 J~ii~~n . <A> :Y pendien;~ r~·> ':~bt~hid6~· .'.~~F~:~,d~~·~~:citrva 
patróh ~1~~8~1~~f0.'C~i'tYcJt¡6G~6s···.· realizados de límite<-de· d~t~ccié>rr~;~,;~r¡í:~~~1 -de 

. -· ,:- ~~;;;~:~: -~~:;~:~'.'.~~~;_. ~~~::;·~:~:~I~ ~- -~:. . :_:; <·-.: .~;~ ~/~- i_·~ =:~;·:~~-/-~ -

cuantificación se m°üesfrán en la página 109 del Apéndice A. 

Se'.c~t~Jl¿·.~f~fa~eclio de los resultados obtenidos de absorband~; 6aeftciente 
-- <.,.,,.,:.1·'-.,,,.;:·-··. .. .• -

de · correlaciÓri';\-;~~d~l1~da al origen, pendiente, límite de deteccióQ, límite de 
··oo-··:--=:--c;-~.:,.µ;.{: -}..~'-'<-'-;\~2-- -"-'·--- -' 

cuantificaC::iÓrl'>;'~ara. :determinar cada uno de estos parámetros del método 
.. . . . 

desarrollado. de UV con segunda derivada. 

Los resultados de las absorbancias promedio se muestran en la tabla 31. 

Tabla 31. Resultados promedio de las curvas patrón realizadas 

Concentración mg/mL de ácido Promedio 
ascórbico de las 9 curvas patrón 

8x1 O_,. 0.00184 
2x1 O_,, 0.00298 
6x10 _,, 0.00937 
0.010 0.01508 
0.014 0.02140 
0.018 0.02731 
0.022 0.03307 
0.026 0.03945 
0.030 0.04573 
0.034 0.05180 

Los resultados de concentración y at¡sorbancia se graficaron para obtener la 

recta de regresión lineal del método des~rrollado (Gráfica 9). 
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Gráfica 9. Curva patrón del método desarrollado por espectrofotometría UV con 
segunda derivada para la determinación de ácido ascórbico en jugo de fruta 

procesado 

0.06 

0.05 
ro 
·g 0.04 
ro -e o en ..e 
<( 

0.03 ¡l 
i 

0.02 1 
1 

0.01 ,. 

o _i ----.-------.------ -----· 

Datos de la regresión lineal: 
r= 0.9999 
A= 1.8838 
B= 1.5119 

o 0.01 0.02 0.03 

Concentración ( mg/ml) 

0.04 

Los resultados límite de detección y límite de cuantificación del método 

propuesto por espectrofotometría UV con segunda derivada para la determinación de 

ácido ascórbico en jugos de fruta procesados se muestran en la tabla 32. 

Tabla 32. Parámetros del método establecido para la determinación de ácido 
ascórbico por Ultravioleta con segunda derivada en jugos procesados. 

r= 0.9999 

A= 1.8838 ± 0.001347 

B= 1.5119 ± 0.0217 

Límite de detección_ (LOO): 5.2155x1 O -4 mg/mL 

Límite de cuantificación (LDC): 1.7385x1 O - 3 mg/ml 
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El ~~tOab '.•'de'sarr611'~d~ . ~~ Úiliió p~r~· d~terminar, el . c·arii~~ido de ácido 
-·:: ·,'~·:,;~~<~-:.;:¡._~·;.~'_,~~,:.:·I '.:~·.-..;~~""'- ·º·~_;.?;:: __ ,,·-~·1:¡-.-,:::.:.~:_ ·-' ~:: -~~-·- .. ,_ :;··> ·· .... - .. ~.· .. ·-- __ : ... ,,,.-.·.,-'._ 

ascór.6ic6\~~:g~~~~~l?~·-~~~~~~~~J?~!}'~i/~.'.-~~~-??~·.ju~~.s·G-~~·~t'~~ri~~ria y un néctar 
. , .. - .... -.·;;: .. :··-·,-- ... ,.- .. --.. ----·.---.. ,- ... _.,,.- .. ¡,·.· ·-;--·· .--·;-.;·---.- '"----.-·-·- -~;-_···~';,-·"·' '''·\',;.~·;-,· "'' ·-·· -

: :::: 
. . ' . - . . 

-- - - ~ --- - -~--- - - - - _._ - -

Método). Cada jugo se analizó siguiendo la metodología propuesta en las páginas 62 

y 63 del Capítulo 2, Desarrollo del Método Analítico. 

Tabla 33. Resultados experimentales obtenidos para el Jugo de uva marca Del 
Valle por UV 

#Jugo A de UV a 244 nm 
mg ascórbico/ 240 ml 

de iuqo de uva 
1 1.5465 35.0000 
2 1.5240 34.4819 
3 1.5523 35.1346 
4 1.5549 35.1945 
5 1.5571 35.2453 
6 1.4951 33.8155 
7 1.4919 33.7417 
8 1.5683 35.5036 
9 1.5547 35.1899 

10 1.5517 35.1207 
Promedio 34.8428 

Tabla 34. Resultados experimentales obtenidos para el Jugo de uva marca Del 
Valle por UV con Segunda Derivada 

#Jugo A de UV con segunda derivada mg ascórbico/240 ml 
(SO) a 244 nm de iuqo de uva 

1 0.0216 17.8338 
-----

2 0.0221 18.2425 
3 0.0231 19.0600 
4 0.0234 19.3053 
5 0.0223 18.4060 
6 0.0217 17.9155 
7 0.0226 18.6513 
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8 0.0221 18.2425 
9 0.0221 18.2425 

10 0.0223 18.4060 
Promedio 18.4305 

Tabla 35. Resultados experimentales obtenidos para el Jugo de manzana marca 
Del Valle por UV. 

#Jugo A de UV a 244 nm mg ascórbico/ 240 mL 
de juQo de manzana 

1 1.5461 34.9916 
2 1.5146 34.2652 
3 1.5213 34.4197 
4 1.5137 34.2444 
5 1.4842 33.5641 
6 1.3673 30.8682 
7 1.3668 30.8567 
8 1.3599 30.6976 
9 1.3993 31.6062 
10 1.3491 30.4485 

Promedio 32.5962 

Tabla 36. Resultados experimentales obtenidos para el Jugo de manzana marca 
Del Valle por UV con Segunda Derivada 

#Jugo A de UV con segunda derivada mg ascórbico/240 ml de jugo de 
íSDl a 244 nm manzana 

1 0.0230 18.9783 
2 0.0225 18.5695 
3 0.0239 19.7141 
4 0.0233 19.2235 
5 0.0230 18.9783 
6 0.0220 18.1608 
7 0.0219 18.0790 
8 0.0217 17.9155 
9 0.0241 19.8776 

10 0.0242 19.9593 
Promedio 18.9456 
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+a~la 37. Resultados experimentales obtenidos para el Néctar de manzana 
··· marca Del Valle por UV 

#Jugo A de UV a 244 nm 
mg ascórbico/ 240 ml de néctar 

de manzana 
1 1.5560 69.4398 
2 1.4886 67.3312 
3 1.4733 66.6256 
4 1 .5152 68.5580 
5 1.5254 69.0285 
6 1.7173 69.8791 
7 1 .7462 70.2123 
8 1 .7071 70.4090 
9 1.7640 68.0333 

10 1.7800 72 .7716 
Promedio 69.2289 

Tabla 38. Resultados experimentales obtenidos para el Néctar de manzana 
marca Del Valle por UV con Segunda Derivada 

#Jugo A de UV con segunda derivada mg ascórbico/240 ml de néctar 
(SD) a 244 nm de manzana 

1 0 .0239 38 .9760 
2 0 .0237 38.5920 
3 0 .0237 38.5920 
4 0 .0238 38.7360 
5 0 .0235 38 .2560 
6 0 .0242 39 .3840 
7 0 .0245 38.2560 
8 0.0245 38,2560 
9 0 .0237 38 .5920 
10 0.0241 39.2160 

Promedio 38.6856 
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. - ._. -~ . , ·., ,:.-.: '.'.:: ;.-":· :< .;:.: .- · .... ~, -. ·::r; ::':: :~ ~;:~:·-,.~:· :_ .:.s;'~-::~:-)}?<~tYf~ ·gt'.,:;:: )?~::s\:\~~:~:):~J?·~~:.~?Pt::.:.(~t:f (;:~~~,¡~;:.:;~~<;~--~r;~:~-;:1.;~f_;;~,~~t:~;~:·~-~¡~~-~:Y~r;~~Ff?~:,~~-~~:{~it\~· '~:,:''. ·} .: -
Con_ .•.• e1_ •. · ...• promedi~·:_y·.1a·,;desv_iación····estándar-. de!,los·;{resulta_d()s·~.ob_ten_i~os_·'del 

cont~nido;ci,~·é~\;~~~I~~lfi~gfa~::~~~2~~~~]'ugo. ~ar ··e1·--~~fa~·g~8~ti~~~~Jtig~~f~~~:Jri:(ja'·. 
derivada-se~ca16u1ó'el~inteirv~lo de confianza con una probabilidad del 99.99-%. -

El cálculo de desviación estándar y límite de confianza se muestran en la 

página 101 en el Apéndice A. 

Tabla 39. Contenido de ácido ascórbico en 240 mL de jugo por los métodos UV 
y UV con segunda derivada 

mg de ácido ascórbico/240 ml mg de ácido ascórbico/240 ml 
Nombre de jugo de jugo por UV a 244 nm de jugo por UV con SD a 244 

nm 
Uva 34.3428 ± 1.4309 18.4305 ± 0.1054 

Manzana 32.5962 ± 1.1681 18.9456 ± 0.67331 
Néctar de manzana 69.2289±2.7436 38.6856 ± 0.3564 

Análisis estadístico de los datos obtenidos por las metodologías UV y UV con 
Segunda Derivada (SD) 

Se comparó el contenido de ácido ascórbico cuantificado por el método UV y 

UV con segunda derivada (SD) para cada jugo y néctar analizados. Para realizar 

esta comparación ~e realizó el análisis estadístico de comparación de medias de dos 
~· • ¡ - ·.· :·;·. 

muestra~~·Qcii~~·t·~·'~r1~.-pt~eba t-Student. 
:~·;_ ~~)~:: -:. · <~~~i:-~á: ~~r-;: , ·:'.~~ ,: : 

Se' r~ali#ó'~\1a.~{q~ .. fu'~-Ciración de desviaciones. estánd_a{,1Tiediante la prueba F 

para c~§~5!¿l1Jj&7~~~~~·t+~jt°,~ dj'.'f ¡.¡3¡~~~g~~~~z%~\~j'ºs Las pruebas de 

hipótesis_y.¡,os;~cá":lcu_IO~;'d_e'.;l,cisprlj~ba;st7~tude,ñt.yF'de:ljna;cóla.se·muestran en las 

página~1 J~ ~;,¡~¡~i:~~¡~~R~~~r~if.'):J.~&J;~~? ' .... ···· · .· · 
Los resultados obtenidos~pata·:ambas pruebas se muestran .en la tabla 40. 
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Tabla 40. Resumen de pruebas estadísticas. Estadísticas calculadas y 
teóricas para la prueba t-Student y prueba F. 

Jugo/néctar t calculada t teórica con 18 F calculada F teórica con 1 O 
arados de libertad orados de libertad 

Uva 67.2084 2.5524 1.7683 5.351 
Manzana 21.6298 2.5524 5.9802 5.351 
Néctar de 53.7072 2.5524 19.2796 5.351 manzana 

De los resultados obtenidos de las pruebas estadísticas se tiene que las 

medias de los dos métodos_ probados son diferentes significativamente con una 

probabilidad del 99.99%. Con esta información también concluimos que la media del 

:_·.: .--

uva, manzaría;ynécta(derhanzana'con un nivel de significancia de a= 0.01. · ·.··· ,.>·;· -.::.,~~·t~::~~t;···;,~~0_:~ r-·<..-·'-<~,:~- .. :3:,:.·;·.-'> .. :: · ; .. _ ,,, 
' :.,.i ,•, -- ' ·-;: '·; ._ :,'f,~·, ~ ,l.";:;;-;'.-::·;.::-~;-~.-- ·,. ''. '. 

cór{1~:l&~~~:1¡~~Tu~11~,~~;~~?:b~,!' º;°¡.~,el u irnos que la precisión del método UV 

con següridá'AJ=rivada p~opuesto;,es signifi9ativamente más grande que la del método 

UV con'.ü~~,~6iQ~fl'~:~:.;·~i9:61ti~~~i~i~~~~.a~6.~~;p,~f~-ciad~- uno de los jugos y néctar 

analizados·.:·póf: Ícl -~ru~ ;se 'condÚye que el método uv con segunda derivada es más 
·" - .-, _.,,_,_;._", 

Comparación del método AOAC con el método propuesto UV con 
segunda derivada (SO) para néctar de manzana 

El método establecido por la AOAC (página 15, Capítulo 1. Fundamentos 

teóricos) presenta el problema de no poder aplicarse en muestras coloridas, por lo 
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. :·: · .. ~)~·:.· :~::i/:f;:~«':~7~:·.:: ·:~\:~é:~~;·~;~ ,: }:/:'.'.S::~Y~-· t~}~~;~,~,·f:J~·:i/~~-~;~:r :~:~Uh~::}~~t:'.~\'ji~~i~~;:<r;:!Li;.(:)i~{· .. };::;:~~-~·:,_~!:f:?~~--·::·: :~'.·;"i_').~~-~~1-~~~;;;E:Y~·~~·~:t'.~~j:~,i-~lf.~(~(f !.\:::. = - ; ·; 

que se decidió·. compara[' el: metodo r: propuesto' con·.ef: of1c1almente~establec1do. por. la 

AOAC sólo con.los'resultados:obteriidos•·can'el·néctarde.manzaná;,}\'.:~·~t·i'';;.¡;;··•·• · 

elimina~'.~~1~li~,i~~~~(:~¿~:!:~~1 :::~d::u:::~:!~6t:~~~i::::~ ::: 
de. s61udé>r{i:::;'~~EW~~íf¡)fociión< esta mezcla se tituló eón' §d1UCión de 2,6-

dic.1orot~~:g¡i~"~~~~@1J~~;~¡~~~0nte preparada y estandarizadá'-d~'~t~bcl~u~ci~n de ácido 

ascÓrbicoJ_ E~t¿Í:~i~rrl() ~éctar se analizó mediante la metodología UV con segunda 
. , .. ., -.. .'"-.·)~·~~·-,:·,,._;;-;;~· ._, 

-·- ''• ~ ;-

derivada·. propU'esta, los resultados obtenidos para la titulación y el método por 

segunda derivada se muestran en la tabla 41. 

Tabla 41. Resultados obtenidos con Néctar de manzana con el método 
establecido por la AOAC y el método UV por segunda derivada propuesto. 

mg ascórbico/240 ml de néctar mg ascórbico/240 ml de néctar 
#Jugo de manzana por el método de manzana por el método UV 

AOAC con Se~rnnda Derivada (SD) 
1 41.0786 38.9760 
2 41.2448 38.5920 
3 41.6216 38.5920 
4 41.7008 38.7360 
5 41.0768 38.2560 
6 41.7776 39.3840 
7 41.7008 38.2560 
8 41.6216 38,2560 
9 41.7008 38.5920 
10 41.6216 39.2160 

Promedio 41.5145 38.6856 

Con el promedio y la desviación estándar de los resultados obtenidos del 

contenido de ácido ascórbico para cada jugo por el método de AOAC y UV con 

segunda derivada seóa_l~LJló el límite de confianza con una probabilidad del 99.99%. 
. ·,.,- .-

Los resultados se muestran en la tabla 42. 
:_:··" 
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Tabla 42. Contenido de ácido ascórbico en 240 ml de néctar por los método 
AOAC y con el método propuesto UV con segunda derivada 

Método AOAC Método propuesto UV/SD 
Nombre de jugo mg de ácido ascórbico/240 mL mg de ácido ascórbico/240 mL 

de iuao de iuao 
Néctar de manzana 41.5145 ± 0.2420 38.6856 ± 0.3564 

Se realizó Ja comparación estadística de las medias del contenido de ácido 

ascórbico calculádo~pb~'elmétodo establecido por la AÓÁCmediante la titulación con 

2,6-diclorof~n¿ligdi~~!~~1fpa'ra la determinación de áCicrb,ascórbico y por el método 
- .· , ·,.:,;'.~:'.:.·:/?~;~j:ié~.~Bf.17:/.;:~,>.-._::~\·;.'_'_; ·:.:_. _ . ·. -.,-L--~.'-·_ ,:·~··' '_:·:·:_·-· _ _._-·· ~.-· --~ ·. 

propuesto po~\j\( ~6~''/~~·gunda derivada. También se realizó la ~omparación de la 

varianza: d~)~~~~i~~~~§I&~,~~onjuntos de datos para comparar que método es más 
- ;_•·. '.~;:,~;:.:_~ :e:-~·.~· "' '~··· ~ ·_;_'::.~·.:. !~ ~' 

-,···- :.:·_~-f- ~t~:_;·.-preciso:· .. 

Los resultados obtenidos de estas pruebas estadísticas se muestran en la 

tabla 43. 

Tabla 43. Resumen de pruebas estadísticas. Estadísticas teóricas y 
calculadas para la prueba t-Student y prueba F para la comparación de los 

métodos AOAC y UV/50. 

Nombre del 
t calculada t teórica con 18 F calculada F teórica con 9,9 

néctar grados de libertad grados de libertad 

Néctar de 13.0064 manzana 2.5524 0.1840 5.351 

De los resultados obtenidos .de las pruebas estadísticas,:se tiene que las 
- ~-:,' ·-:-,,:· 

··,'·· 

medias de los dos mét9dos probados son diferentes significativamente con una 

probabilidad del 99.99°!a.fcoHesta información también concluimos que la media del 
__ .,,_: --~\!· '~2 , ·)_-.. : ::~s 

método AOACpÓr,.tHu1.áéíórfcon 2,6-diclorofenolindofenol es mayor que la media del 
.-_ . -.~y.~,.\ _:~~~:~~:.51~t1).Sl~i~::i~~~~~T~~~1~~~í4~·'f L~, ;·;-. J:~ ::~--

método. uy con.':'.segUnda'.,derivada por lo que el contenido de ácido ascórbico 

cuantifica~r~~¡;·,~;·~·ln~~8~6',:~6Ac es mayor que el contenido de ácido ascórbico 
. ji ' " . - .--,_. 'i : :' ·-.:' ~ 
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cuantifi~~~?'.:,::.~~./~h:~~t~g~j~·~g~~,~~{~J'~y·,¿~·~;/~;~§B~~~ derivada para el néctar de 

manz~?~.f~~.ij"]l~~l~~it~:~~~lti~~h~iá de a= ·a.ci1_ .. ·· 

cb~'i'b¿·;í~iú1t~d'b~' 1c:Je:1a prueba F concluimos que la precisión del método 
.: :. _ -.:: ·<.:~ :~~ ;¿·.r: .. ~_::~~:¡_)~);;¡:~~~~1~-:(:~~tr~,·~~:~--;- ·- ·- .. . · 

AOAC poí'ºiit~l~ci~·;;~.~6·ry·~i.6-diclorofenolindofenol es significativamente más grande 
' • '·- -•/-'v.:·.:·'<'-;<'•• ;.,'.'¿ »"o• 

. '>. ~ -.}::·.~,:-.: \:;::_i:~-~\2'.)':/:-.>,;:·~{}::;'.{-:,; ;· :;-::: , . _, . 
que la delmétodo;U%con segunda derivada con un nivel de significancia de a=0.01 

para el ~é~~tir;~~i~}¡ª:~'~g~ ·~or lo que se concluye que el método UV con segunda 
' .' . i• _;."· . -

derivad~ es menos preciso para el análisis de néctar de manzana que el método por 

titulación con 2,6-diclorofenolindofenol. 

Comparación del contenido de ácido ascórbico obtenido por el método 
propuesto UV con Segunda Derivada y las Normas Oficiales Mexicanas 

El contenido de ácido ascórbico cuantificado por el método propuesto para 

cada jugo y néctar se comparó con el límite máximo de ácido ascórbico permitido de 

acuerdo a las normas mexicanas para alimentos -frutas y derivados-: Jugo de uva 

NMX-F..,044~.~ 9~3,jugo de manzana NMX-F-045-1982 y néctar de manzana NMX-F-

073-1980.Lbs ;esultados obtenidas se muestran en la tabla 44. 
. . . 

Tabla 44. Contenido de ácido ascórbico en jugos y límite máximo 
permitido en las norma Oficial Mexicana para jugos 

mg de ácido ascórbico/ Kg 

Nombre del jugo Limite máximo de acuerdo a calculado por el método UVNIS 
la Norma Oficial Mexicana por segunda derivada 

Uva 150 mg/kg 76.6235 ± 1.7120 
Manzana 150 mq/kg 78.9864 ± 2.8452 

Néctar de manzana 150 mq/kg 153.1831±1.4116 

Con los resultados obtenidos se demuestra que el contenido de ácido 

ascórbico calculado por el método espectrofotometrico por UV con segunda derivada 
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P~~~sul~do 
se encuentra dentro'delhm1te m.áximó deácido/ascórbico;,;que:püede'éstar presente 

:::,~ . _ . __ -:--- .'.-. \·.6~;. :-~~g;>.; :.~.:i~~~::~->~i,Jí f~:~;~~}·;~\~:R~~fu1l:~:-~~~3\é~~;i~~::.:~-~~~i=·:i~~~~~--~~t~~~1¡~;-'.~~;:1,~:~t~i1t~~t~~S,~¿~~~~~-~~~1;~,:l~~f}.:.~-~~~'.~~-· 
en un júga~·procesaao~de-acüerdoTaJa Norma·Ofibiál,Mexiqana para cada jugo. Para 

.-:-'? .. <)-~. : .. ¿;~ _.,, . ·-.'.:~•-.o·':'<' . .;:.~./ ~';r,-_-·.-:: :'~· ·., .. ,._·"·"_:·>':'. 

el néctar d~'m?~'z~:~~ ~l. d6~t~nido''de'á6ició·~5.éo'fbi68-e~ ~·a~or al límite máximo. 
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CONCLUSIONES 

CONCLUSIONES: 

• Se desarrolló un método por espectrofotometría UV con segunda derivada para la 

determinación de ácido ascórbico en jugos de fruta procesados. 

• Se puede cuantificar el contenido de ácido ascórbico en cualquier jugo de fruta 

procesado sin que el color que poseen interfiera en el análisis. 

• El método UV con segunda derivada es más preciso para el análisis de ácido 

ascórbico en jugos de fruta procesados que el método de UV. 

El método AOAC por titulación con 2,6-diclorofenolindofenol es más preciso que 

el método propuesto UV con segunda derivada para el análisis de néctar de 

manzana. 

• El método UV con segunda derivada es más exacto que el método AOAC por 

titulación con 2,6-diclorofenolindofenol. 

• El método AOAC utiliza una cantidad de reactivos menor que el método 

desarrollado: para el método AOAC titulación se utiliza el indicador 2,6-

diclorofenolindofenol y ácidos tricloroacético, acético y sulfúrico. Para el método 

por UV con segunda derivada para determinar el contenido de ácido ascórbico 

utiliza cartuchos de extracción, nitrógeno y ácido sulfúrico. 

• La inestabilidad del ácido ascórbico en agua se debe al pH de la solución y a la 

presencia de oxígeno. 

Las condiciones para estabilizar la absorbancia del ácido ascórbico estándar en 

solución son: prepararlo en ácido sulfúrico concentrado o un medio fuertemente 

ácido y ausencia de oxígeno, el tiempo de análisis es de 1 O minutos manteniendo 

la misma absorbancia y de 1 .5 horas manteniéndolo estable para evitar su 

degradación. 
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• El contenido de ácido ascórbico cuantificado en los jugos analizados con el 

método por espectrofotometría UV con Segunda Derivada es mayor que el 

reportado en la etiqueta. Para los jugos de uva y manzana el contenido reportado 

es de 8.4 mg/240 mL y el cuantificado por UV (SO) para el jugo de uva es 18.4305 

mg/240 mL y para el jugo de manzana es 18.9456 mg/240 mL de jugo. Para el 

néctar de manzana el contenido reportado en la etiqueta es de 29.4 mg/240 mL y 

el calculado por el método desarrollado es de 38.6856 mg/240 mL de néctar. 

• Las interferencias del color del jugo son eliminadas por un cartucho de C18, otro 

tipo de interferencias como pueden ser los aditivos adicionados a estos productos 

no son eliminados por este cartucho y pueden producir interferencias en la 

absorción como en el caso de los néctares. 

• Los parámetros de cuantificación del método desarrollado son: 

o r= 0.9999 

o A= 1.8838 ± 0.001347 

o B= 1.5119 ± 0.0217 

o Límite de detección (LOO): 5.2155x10-4 mg/ml 

o Límite de cuantificación (LOC): 1. 7385x1 O -3 mg/mL 

• Las concentraciones de ácido ascórbico que se pueden cuantificar en un jugo de 

fruta de forma cuantitativa es de acuerdo al Límite de cuantificación (LDC) 

1. 7385x1 O -3 mg/mL de acuerdo a los parámetros establecidos para el método 

desarrollado. 
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DEFINICIONES Y PRUEBAS. ESTADISTICAS APENDICEA 

DEFINICIONES: 

Análisis de varianza: el análisis de.varianza es una técnica estadístlba qUe se utiliza 
< e -~;-- -~· -··--:,.¡- --=-.-.--·" 

para separar y estimar las diferentes causas de \fi:lr,iación. · .. ··. 

En un diseño experimental en bloques modelo 

lineal supuesto es: 

Análisisde'\fa~Ia~za para el diseño de bloques aleatorizados completos 
" ,.. ·, . ' ". ~::. :· . ' ·. ' . . 

Pruebas de.hipótesis: 
. ' . . ;.: ' . ' ~· ' , . 

' . . : . . 

Ha: al menos un tratamiento es diferente. 

Tabla 1. Tabla de cálculo de Análisis de Varianza 

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Fo 

variación libertad cuadrados medio 
.· 

Tratamientos t-1 t 2 S.C. Trat. C .lvl. Trat. :2: Yi. _Y.. 
1=1 b bl t-1 C .lv1. Error 

.Bloques b-1 IO 2 2 ¿Ji_Y.. 
i=1 t bt 

Error (t-1 )(b-1) t IO 2 t 2 S.C. Error ~ ¿Y.-¿ Y1.. 
1=1 1=1 1) i=1 b (t-1 )(b-1) 

IO 2 2 
-2: 11+Y.. 

1=1 t bl 

Total bt-1 t t:l 2 2 ¿¿y __ Y.. 
i=1 1=1 IJ bt 

.· 

. . 

Errores aleatorios: son los errores que ;pwvo¿c~n ~ue)os resultados individuales 

caigan a ambos lados del valorm~di~.~ l~~·e~rórEis'·8"1~~tOriC>s ca.tectañ la precisión o 

reproducibilidad de un e~p.~riménio. • .: · . >: .. 
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~':,),) .~' /·:,<. ·.~.:-:·;,_.,.,,,\_·· ... ·e/,:__,.·' ... :, .-,.,::: ... >'·.:.'·:~\ ·,:!~z-::· ;'.~<., ··; ··:, \ .i. 

DEFI N1ctb~~~'}'.1~~~~w~:~~~;,\~~~~lJ1gf16~~ ' ' 
ºi'~:·~-~i',~::/ .~:~,;+,-;,. -'-·):-::,;:.:«:-'::'.~f.\~:··)'_:-.:::-:~·'~~~],'.':;.:::;·-_;'''.·:· ., 

Errores sistemáticos: l~s· cª~1~W;i~~Jr~~.~u~~tcíªº"'.lo~J~s~\'~~?!1~,~~~t;g~.~o~ 
en el mismo sentido. Los e~ror~~}'~i.~t~~átiéo~·, ~fe'C:t~ll\ I~ exáCtitUd·,~~;es'idecir la 

proximidad a1 valor veroadero. . ., •••• I,;:~i;.~it~;;r J!:.~~;~f $~~~1;::~;·;:··'"'. 
Intervalo de confianza: es el inte'l/alp d~ntt_o,t,d~Hcüal·(p()derb(?~·:si:Jponer con una 

:i· ·:._ · ~ · · - ·- -.. · _>f ~·~·;</?f~;~:·:,·::,:~:{;::::·~rr;~;,~:~.]~~~}:li~~;;¡_~f:.1?<~~:0:1~i.~:>_;:~::~~/:_· -:::r~< .. __ :·: · · 
cierta probabilidad que se encuentra·, e1 ~,~a1orc,verda,~~.r.~,fS.c:~fn~~stro. resultado 

-/r~~L)~--<~-:-:;: .. ~ . -; ~ -. _,¡:<:)-.(~~~--J·f;~~~-:~~r:;:-:~~: 
experimenta I. 

···-': -· ... -·. 

Grados de libertad: es el número de desviaciones estándar independientes. 

Límite de confianza: son los valores extremos del intervalo de confianza. 

Para calcularlo se necesita conocer la media de la población de datos, la desviación 

estándar y el valor adecuado de t que depende de (n-1 ), que se conoce como grados 

de libertad. 

µ= x±t{s/vn) 

Límite de cuantificación: es la concentración o límite más bajo para realizar 

mediciones cuantitativamente precisas, en oposición a la detección cualitativa. 

y= yB + 10Ss 

Límite de detección de un analito: es la de concentración de analito que 

proporciona una señal igual a la señal del blanco o "señal de fondo". 

Y-Ys =3Ss. 

Prueba de dos colas: se utiliza para comprobar si dos métodos A y B difieren en su 

precisión. 

Prueba de una cola: se utiliza para probar si el método A es más preciso que el 

método B. 
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'·' ·~ '.-·· , "(;-• . . ';··.::'..~ _ ¡:<." .. ··, ,,-

' Prüel>a :é·~~:;·;9cVi.s.~d~era · .. 1a;r~~~H'~~~~:Cª~~;~varianzas muestra les ( la razón de los 

cuadradd~ de la desviación está~cj~'f}. Ei ~stadístico de prueba es: 
- ,'; '· - ··- --- - '-------- -.,C0.7--"-,~~_-o:~~-_.:,\ ----

' 2 2 
· F= 8x ¡8v 

Los valores de F teórica están registrados en tablas de acuerdo a la 

probabilidad o al nivel de sigilificancia al que se trabaja, se busca de acuerdo al 

grado del libertad que hay en el numerador y en el denominador. 

Fm-1 
n-1 

Prueba t: considera la comparación de la media de dos poblaciones. 

1) Planteamos un juego de hipótesis de acuerdo a lo que se quiere comprobar 

estadísticamente, dependiendo si es una prueba de dos colas o de una. 

2) Se calculan las estadísticas siguientes: media, desviación estándar y varianza. 

3) Se obtiene el estimador ponderado de la varianza común a ambas 

poblaciones. 

82 = (n-1)8~ + (m-1)8~ 
P---~----

n+m-2 

donde n y mes el número de repeticiones del experimento de cada población. 

4) Se calcula la estadística de prueba t experimental, se utiliza el estadístico: 

t= x-y 
o-;::==== rv t (n+rn-2) 

\/8f +~ 
5) Se busca la t teórica de acuerdo a t(m+n-2). 

6) De acuerdo a la regla de decisión se rechaza o se acepta la hipótesis 

planteada. 
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Pruebas de significación comparando desviación estándar: se utiliza para 

determinar los errores aleatorios de dos conjuntos de datos. 

Pruebas de significación de comparación de medias: se utilizan para detectar 

errores sistemáticos. 

Repetitividad: es la precisión dentro de un conjunto de datos. 

Reproducibilidad: La precisión entre diferentes conjuntos de datos es la 

reproducibilidad. 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO: 

Límite de confianza: 

Se muestra el cálculo realizado con los resultados del contenido de ácido 

ascórbico en disoluciones estándar de ácido ascórbico para comprobar el método. 

Pág. 69, Capítulo 3. Comprobación del método. 

Tabla 2.- Resultados de la solución estándar de ácido ascórbico 4x10 -3 mg/mL 
en H2S04 0.1 M a 244 nm por UV 

Número de repetición A de UV a 244 nm Concentración mg/mL de ácido 
ascórbico 

1 0.2439 4.1341 x1 o--:> 
2 0.2428 4.1130 x10-3 

3 0.2432 4.1207 x10-3 

4 0.2400 4.0600 x10-3 

5 0.2400 4.0600 x10-3 

6 0.2437 4.1303 x10-3 

7 0.2419 4.0960 x10.::> 
8 0.2440 4.1360 x10-3 

9 0.2435 4.1264 x10-3 

10 0.2439 4.1341 x10-3 

Promedio 4.1211x10-3 

Desviación estándar (S) 3.9175x10-5 

El promedio y la desviación estándar se calcularon en Excel. 
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.• Pa'ra~k1bJ1~~r el límite de confianza al 99.99% se necesitan las estadísticas: . . . 

·.: ·.-.'.;> ·.:·f>·-·,: : .. ,... 3 
Promedi():~4~/211 x1 o- , 

Desvi~bió~~~;~t~ndar (S): 3.9175x10-5 y el 

VaÍor de nei'é>'ri~~ don 9 grados de libertad con una a=0.01: 2.82141 
. ·>:--' -. , 

i.8';ti~ÓH~~~se busca de acuerdo a n-1 grados de libertad y con el nivel de 
'. ,- .. º-'-~ ·- • ·'. -

.'\. ,L·._·.·;: _.:;:_ .::._ -._ 

significarida 6 probabilidad elegida. 

Cal~uÍ:~os el límite de confianza: 

Prueba t: 

µ.= X± t(s/vn) 

µ.= 4.1211x10-3 ± 2.8214 (3.9175x10-5 /\/10) 
µ.= 4.1211x10-3 ± 3.4952x10-5 

Para hacer más representativa la explicación se como se realizó la prueba t se 

muestran los cálculos realizados para el contenido de ácido ascórbico en el jugo de 

uva con los resultados de las páginas 85 y 86 del Capítulo 4, Aplicación del Método. 

Tabla 3. Concentración de ácido ascórbico en el Jugo de uva calculado por el 
espectro UV y por segunda derivada 

#Jugo Espectrofotometría UV Espectrofotometría 
mg ascórbico/ 240 ml UV/SD 

de jugo mg ascórbico/240 ml 
deiuQo 

1 35.0000 17.8338 
2 34.4819 18.2425 
3 35.1346 19.0600 
4 35.1945 19.3053 
5 35.2453 18.4060 
6 33.8155 17.9155 
7 33.7417 18.6513 
8 35.5036 18.2425 
9 35.1899 18.2425 
10 32.1207 18.4060 

1 Infante G. S., Métodos estadfsticos, Un enfoque interdisciplinario. Pág. 619. 
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Promedio 34.3428 18.4305 
Desviación 1.6038 0.4641 

estándar ( S) 

Varianza ( S2
) 

0.25721 0.2154 

La hipótesis que se quiere comprobar es que las medias de estos dos 

métodos . dan resultados cuyas medias difieren significativamente. Por lo que la 

hipótesis nula adoptada es que la media de los resultados proporcionada por ambos 

métodos es la misma. 

Ho: µx = µy en oposición a Ha: µx :f. µy 

las estadísticas necesarias son: 

Xuv= 34.3428, · Yso = 18.4305 

2 
Sv =0.2154 

_, ' .. ; _: :'.::: __ . 

Estimador. pánderado de la varianza: 

s2 = (n-1) sª + (m-1) s~ 
P---~----

n+m-2 

Estimadorponderado de la varianza es: (9)(2.5721) + (9)(0.2154)/ 18= 1.3938 

Enseguida se calcula to 

t= x- y 
o ~ t(n+m-2) 

V s~ + s~ 
n m 

t 0= (34.3428- 18.4305) = 
29

.
6098 

\ ! 1 .3938 + 1 .3938 
10 10 
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. te6!i~!il::~~=;1~i~~l~il~!~~~11!f 1~1Jf: ,::h~::~:: ~~ t~ 
-2-.iús~úi ;'o'rtó$(ii{:2'.."5_524XF> ;Ie-st~ que to= -67.2084 la conclusión es que se rechaza Ho 

... ·.:,:' '->~ ~. ;: ~:_:_ .. :_:: .. :-) ~ - ',.;'.,: -_: ·~'>'/ ·.: :' 

con &g _!ó.ó)?.ffEÍl - ;e~lidad el valor de to es tan extremo que se rechaza Ho con 

·cualquier \ a ¡>irazOnablemente grande. La conclusión es que la media de los dos 
. _ ... ' ..... ·-· ,:.,.,: ....... , ~~: 1·-\,,"< -·-~- _ _,;_·;}-c'L::,~:~ - < 

métod,85,': ~ff~füitosson diferentes con una probabilidad del 99.99%. 

Puesto que X>Y , hay suficiente información estadística por lo que también 

concluimos que Jl x>Jiy . 

Pruebas F: 

PRUEBA DE UNA COLA 

Prueba F para determinar que método UV o UV con segunda derivada es más 
preciso en el análisis de jugo de uva. 

La hipótesis que se quiere comprobar: Es la precisión del método propuesto 

por UV con segunda derivada significativamente mayor que la del método por UV. 

En este caso se quiere saber que método es más preciso por lo que se realiza 

una prueba F de una sola cola 

La prueba F está dada por la razón de las varianzas, es decir, el cociente del 

cuadrado de las desviaciones estándar de los resultados de cada método: . . - . - - . 

. "".: - _,·_ -- . --

s~ =~-~-i2T 2 
Sv =0.2154 

Fo=.• __ - ~1rs~:: 
.• '' :· ~ ._ -· ' .: . <-· 

Fo:; - 2.6i21/o.21s4~ - t~.9410 

1 Infante G : S ., Op. Cit. Pág. 619. 
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~.~~¿;stt~1kl)~~1~fs~-v~.;;~:~~:~-.: ; __ --:_ 
... , ··" · ·'"haFse busca el valor de F con 9 grados de libertad 

'-~ .. '"'i - ' • .• 

s ; e :Wbertad en el denominador con una probabilidad de 

~:cti~lf !i~rran . . .e ~f¿~g~~~~1:0::Y:~3:.~: ,:ª~:~:::o:a~o~:o c::lc::::~: 
. , .. ? .. : ·~ ·>~f>;'.~\~:~y ::=~,~<',::_:t/:t'.r:::;:.1·:!}t\~1~~f-;~~:-::g::w -::·: :;· :<> _ , ·_.,_ , .. _ .. ·.- .... _ .... _, · ·- . ·_·:. ·. :·· .. _ , ___ , _ _. -: 

deriyada-Con ,unnive1 :9e ·significancia de a= . 0 ~0_ 1. _._ 
~ ·- . . . . , " - . -. -· . . --· ;- ~" 

Por lo que concluimos que el método : propu~sto UV por segunda derivada es 

más preciso. 

PRUEBA F DE DOS COLAS 

Prueba F para determinar si los métodos UV y UV con segunda derivada tienen 
la misma precisión al trabajar con soluciones estándar 

Para comprobar que los métodos UV y UV con segunda derivada tienen la 

misma precisión al trabajar con solución estándar de ácido ascórbico se realizo una 

prueba F de dos colas, ya que en este caso no tenemos ninguna razón para esperar 

que la varianza del método UV y UV con segunda derivada deba ser mayor que la 

del c*oal .t~abajar con soluciones estándar de ácido ascórbico 

~a hipótesis que se plantea es que la varianza de los dos métodos no difieren 

significativaaj«3nte, por lo que es necesario probar que: 

2 cr 2 
Ho=ª~= ·l en oposición a Ha:-f#'l 

O"y O"y 

necesarias son: 

2 
. Sv = 5.4308x10-9 
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Óe' las tablas para la prl1ebl3 F con 9 grados de libertad den el numerador y 9 

gradosd~ libertad en el den~~i~ado~ con una probabilidad de 99.99% la F teórica es 

de 5.3524
• 

Como la prueba F realizada es de dos colas los valores críticos de F 9,9 (a= 

· 0.01) son: 5.352 y 0.1869. 

F 9,9(a= o:o1)=~5)52,y 

F 9,9 (a; o.b~)~';1/~,;~,9(a= 0.01 )= 
, .- _,,_.~)':.~·:tt~t. .. ,,~::.~r·.:./t/.: 

1/ 5.351 = 0.018 

'La 'regla cié'decisión consiste en rechazar HO si Fo ;::: 5.351 o si Fo~ 0.01869, 
'. ·<,'.·_.•:\!''•''' "' e 

puestoque'e(valor de Fo= 0.1788, la conclusión es que con una a= 0.01 

No hay razón para rechazar la hipótesis Ho. Por lo excede las varianzas de ambos 

métodos son iguales. 

Por lo que método UV tiene la misma precisión que el método UV con 

segunda derivada con un nivel de significancia de a= 0.01. 

Intervalo de confianza (Desviaciones estándar) de la ordenada al origen y de la 
pendiente -Límite de cuantificación y Límite de detección-. 

Para calcular el límite de detección de un compuesto a partir de la curva 

patrón elaborada se necesitan conocer primero la ordenada en el origen y la 

pendiente de la curva de regresión, los intervalos de confianza de la ordenada al 

origen (A) y pendiente (B) así como el estadístico Sytx. De los valores de 

4 Infante G. S., Op. Cit.. Pág. 626 
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concentración (xi) y absorbancia (yi) obtenidos se utilizan para completar la siguiente 

tabla y calcular las estadísticas requeridas5
. 

Tabla 4. Cálculo de estadísticos necesarios para establecer el intervalo de 
confianza de la pendiente y ordenada en el origen 

xi xi-xi (xi-xi )2 
xi 2 yi 

A. 

IY-Yil (yi- yi)2 y1 

8x1 O -4 -0.01548 2.39x10-4 6.4x10-7 0.0018 0.0012 5.67x10-4 3.33x10-7 

2x10 -3 -0.01424 2.03x10-4 4x10-6 0.0028 0.0030 2.14x10-4 4.58x1Q-B 

6x10 _,, -0.01082 1.05x10-5 3.6x10-5 0.0091 0.0089 2x10-4 4x1o-s . 

0.010 -6.28x10·3 3.94x10-5 1x10-4 0.0145 0.0148 3x10:4 9x10-8 

0.014 -2.28x10-3 5.19x10-s 1.96x10-4. 0.0205 0.0208 3x10-4 9x10-8 •, . 
. ' 

0.018 1.72x10-3 2.95x10-s 3.24x10-4 
.,· 

0.0268 0.0267 .. ' 1x10-4 1x10"8 

.0.022 5.72x10-3 3.27x10-5 4.84x1Q-4. 0.0325 1 0:0326 1x10-4 1x10-8
· 

.. ···.( . .. 1· 

0.026 9.72x10-3 9.44x10-5 6.76x10-4 0.0389 ·' 0.0386<' 2.8x10-~ . 7.8X1Q-B ' 
.. ; .. ·. ·e·.'. '. . .· . ,, .. ·: ..... ·:.:·, 

0.030 0.01372 1.88x10-4 9x10-4 0.0442 0.0445. 3.5x10-4 
1 

..• _1;23x10-1 
· .. ·:··, ·, -· 

0.034 0.01772 3.13x10-4 1.15x10-3 0.0509 .0.0504· 5x10-4. 2.7x10-7 

De los resultados anteriores tenemos: 

xi= 0.01628 

2::( xi-xi )
2 

= 1.2273 x10-3 

2::Xi 2 =3.8767X10-3 

¿(yi- yi)
2 

=1.0581x10-6 

Intervalo de confianza de la ordenada al origen y de la pendiente 

Para calcular los intervalos de confianza de la ordenada al origen y de la 

pendiente tenemos que calcular el dato estadístico Sytx que esta dado por: 

5 Miller J. C., Miller J. N., Estadistica para Qufmica Ana/ftica. Pág. 96-98. 
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.. h."._,'.;'+.:.'" . -.~.::· 

¿: (yi-yi) 2 

n-2 

Sy1x¿ ¿: (yi-yi)2= \j1 .0581x10-3 = 3.6369x10-4 
. n-2 · 8 . 

Después de calcular el valor de Sy/x podemos calcular . Sb y Sa, las 

desviaciones estánda(d~l1i'pénaiente (b) y de la ordenada al origen (a). Los valores 
' ',-_' ,.~,.. :.; . . . ' ' - ; ·, ·, ~' ~ 

de Sb y Sa se pueden'fü:f;¡~~-~p~ra estimar límites de confianza para I~ pendiente y la 
' . ~ .:.(. -·-"' :1\· ,. ':· . ' 2 •. 

ordenada en el Óri~;~~~;:':)g§~lrriiit~s de confianza en la pendiente son b ± tSb donde el 

valor de t se obtiene para un nivel de confianza deseado y (n-2) grados de libertad. 

Los límites de confianza para la ordenada en el origen están dados por a ± tSa. 

El valor de t con un 99.99% probabilidad y 8 grados de libertad es de 2.8965. 

Intervalo de confianza de la ordenada al origen: 

Sa= 

nx ¿ (xi-xi)2 

Sy1x 
S~- xtn-2= 

-:- - 2: x2 

Vnx2: (xi-xi) 2 

3 .6369x10-
4 

x 2 .8965= 1 .87 44x1 0-3 

3 .8767x10-3 

1 Ox ( 1 .2273x1 o-3) 

a= 4.6904x1 o-5± 1.8744x10-3 

Intervalo de confianza de la pendiente: 

Sb= Sy1x t ;::::::::::;:::;:::::::::::;:;:;;X n-2 V¿ (xi-xi)2 

S b= S y/x X t n-2 = 3 .6369x10-
4 

X2 .8965= 0 .03007 
V¿ (xi-xi)2 V1 .2273x10-3 ·• 

b= 1.4836± 0.03007 
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Límite de cuantificación de una muestra a partir de la recta de regresión de una 
curva patrón: 

Para calcular el límite de cuantificación o límite más bajo para determinaciones 

cuantitativas se utiliza la ecuación y= yB+10Ss donde los valores de Ys (=A) y Ss 

(=Sy/x) calculados previamentepara determinar el intervalo de confianza de la 

ordenada 'al· oi-igen y la pendiente. El valor de y para el límite de detección esta dado 

por: 

y=ys+ 10Ss donde: Ss=Sy1x v Ys =A 

y= 4 .6904x1 o-5 + ( 1 Ox3 .6369x1 O -4 )= 3 .6838x1 0-3 

El res.Llltado de y obtenido es el valor de absorbancia, esta absorbancia se 

interpola a la curva patrón y se obtiene la concentración correspondiente a la 

absorbancia calculada, el límite de Cuantificación (L.D.C.) es de 2.4514x10-3 mg/mL 

de ácido ascórbico. 

Límite de detección de una muestra a partir de la recta de regresión de una 
curva patrón: 

Se utiliza la ecuación y-y8 =3s8 con los valores de y8 (=A) y Ss (=Sy/x) 

calculados previamente. El valor de y para el límite de detección esta dado por 

y= Ys+3Ss , don.de: ·~s.~,~y1x y Ys =A 

~1= 4.6904x1Ó-5 '~(á~3:6369x10-4 )= 1.1379x10-3 

el resultado de y obtenido e~·~1''t~'1ór de absorbancia, esta absorbancia se interpola a 

la curva patrón y se obtiene la concentración correspondiente a la absorbancia 

calculada, el límite de detección (L.D.) es de 7.3536x10-4 mg/mL de ácido ascórbico. 
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Análisis de varianza (ANOVA) de los resultados de absorbancias obtenidos en 
las nueve curvas patrón de ácido ascórbico preparadas: 

Para probar que no existe diferencia entre los resultados de absorbancias 

obtenidos al registrar los espectros de absorción de cada una de las disoluciones de 

ácido ascórbico estándar se realizó un análisis de varianza para ·comprobar que 
, .,,. 

-0::---co.-coo=' 

todos los.r~s;yltados son iguales. 
-· ,-, .. -:--

menos los resultados de una curva patrón es diferente. 

En la tabla 4 se presentan los resultados y cálculos parciales necesarios para 

obtener la S.C. 
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Tabla 5. Resultados obtenidos de las curvas patrón de ácido ascórbico realizadas para calcular los estadísticos 
del Análisis de Varianza 

Concentración Curva Curva Curva Curva Curva Curva Curva Curva Curva y¡ Yi. y;"L 1. 

mg/ml de patrón patrón patrón patrón patrón patrón patrón patrón patrón 
ácido 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

ascórbico · ... :·::,, ·. ·, ,, 

8x10 -4 0.0018 0.0019 0.0017 0.0018 0.0016 0.0018 0.0020 0.0021 0.00~9, 0.016_6/ 1 '.8~1,0-~ 2.7x10-4 - '> '.,.' .. , '""' ::·: - " - -.. ',,,- :.. ' -, 

2x10 ·J 0.0028 0.0029 0.0030 0.0029 0.0027 0.0031 0.0032 0.0031 0.0032, 0.0269 2.9x10-j 7.2x10-4 
' ' -

6x10 -j 0.0091 0.0093 0.0094 0.0092 0.0089 0.0094 0.0098 0.0099 0.0094' 0.844' 9.'4x1ff;i 7.1x1Q'.0 
· 

0.010 0.0145 0.0147 0.0150 0.0151 0.0143 0.0153 0.0155 0.0160 0.0154 0.1358 0.0.1508 0:01844 1 
:, 

0.014 0.0205 0.0211 0.0214 0.0213 0.0204 0.0217 0.0220 0.0226 0.0216 0.1926 0.0214-. 0.03709
1 

0.018 0.0268 0.0267 0.0275 0.0274 0.0265 0.0273 0.0277 0.0283 0.0276 0.2458 0.02731 0.06041 

0.022 0.0325 0.0324 0.0336 0.0338 0.0319 0.0337 0.0334 0.0345 0.0319 0.2782 0.03313 0.08892 

0.026 0.0389 0.0390 0.0393 0.0399 0.0392 0.0398 0.0400 0.0401 0.0389 0.3551 0.03946 0.12609 

0.030 0.0442 0.0452 0.0461 0.0463 0.0447 0.0464 0.0468 0.0466 0.0453 0.4116 0.4573 0.16941 

0.034 0.0509 0.0510 0.0524 0.0519 0.0512 0.0521 0.0524 0.0524 0.0519 0.4662 0.0519 0.21734 -- : - ' ·.:::,~ ;::~::..·~:·::·::·:/:·«. 

;i\)o Y.j 0.2420 0.2442 0.2494 0.2496 0.2414 0.2506 0.2528 0.2556 0.02471 2.233 ., :. 0.60522 
>·'..::· . ..-:,",,;\;:.e::; 

Yj 0.0242 0.02442 0.02494 0.02496 0.02414 0.02506 0.02528 0.02556 0.02471 ,,,.,, ··'.:'.:''''.'': ;::~' ,,,,,>,;;;,, .',' 
y"L· . J 0.05856 0.05963 0.06220 0.06230 0.05827 0.06280 0.0639 0.6533 0.6105 0.05540 ' 

' "' 
.-. ''), 
',, '··' - -

yt¡j 8.5x10·-> 8.7x10·3 9.1x10-;i 9.1x10·3 8.6x10·3 9.1x10·3 9.3x10·3 9.4x10-.i 8.9x10·-> t b 
2: 2: y.2. ·-

i=1 i=1 IJ ,' 

0.08065 
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:,' .. '. 

s.c. Error= 0.02528-0.06724-0.05540= -0.09736 

En seguida se presenta la tabla de análisis de varianza 

Tabla 6. Resumen de resultados del Análisis de Varianza realizado a los 
resultados de absorbancia de las curvas patrón 

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Fo F teórica con 

variación libertad cuadrados medio 9, 70 grados de 
libertad 

Tratamientos 9 0.06725 7.4722x1 O-" -0.5.5259 2.672 
Bloques 8 0.05540 -1.3522x1 o·" 

Error 72 -0.09736 
Total 89 0.02528 

"',· . -

los resultados de absorbancia de una curva patrón es diferente con a= 0.01, 

compara"1o$1'\~i~esg calculada con F9,,, '·\~~~O~~';e1'9~1~i de 70 ya que era el 

más cercané)':afgrado'de libertad de trabajo. pU~st3,que Fo -:-5.5259< 2.672 F teórica, 
;:>~<.~ ::i~?~:~.)j~/.· ·:.'.;f:~.~ .:. <. . .:·:·' ·. ':·;::._,-. ::-:?~-\Y:.t>: ·:--.. ~.:'< '':·, -. ' · :. 

la conclusióiiies~c:fue con un nivel de signlficiiÚÍbií:i'"de 0.01 todas las curvas patrón 
.. : .. - · .. -· ·-~-~\~,~ ~i(< : ·. ·. . .: '• ,:.<:?>~:~~"_.~;:,~·.;:'. :~· 

tienen los''mismós valores de absorbanci~:·'~s;cfeci?;no existe diferencia significativa 
. '·--· - . - \ ·, -,,,-_ •.• ,., «.:"..",' r. ·' . 

entre los \/alares de absorbancia r~!;í\~,tf~d.Ó:~,~~ra cada curva patrón. 
~ .:;.·:~;/:.'·.,-; --

Por lo que también .podemos concluir que para el método propuesto los 

resultados son repetibles y n6'existe fuente de variación significativa entre ellos. 

6 Infante G. S., Op. Cit.. Pág. 626. 
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