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INTRODUCCION

INTRODUCCION:

El acido ascoérbico, mejor conocido como vitamina C, es un compuesto con

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

aplicacion en la industria farmacéutica y alimentaria; por o que su determinacion

analitica es de gran interés.

Existen numerosos métodos para la determinacion del acido ascérbico en

alimentos pero ningun procedimiento es totalmente satisfactorio, debido a Ia falta de

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

cuantificaciéon’.

Los métodos de mayor aplicacion son los siguientes?:

Yodo: Método estandar en farmacopeas, de amplio intervalo analitico, no
especifico.

Cloramina-T: Utiliza Kl y almidén, se emplea en el analisis de mezclas con
sulfitos, glutation, cistina y preparados farmacéuticos que no contengan otras
sustancias oxidables.

2,6-Diclorofenoclindofenol: Reactivo estandar redox poco especifico, 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 clinico,
determinacién de acido Ascérbico y acido Dehidroascorbico.
2,4-Dinitrofenilhidrazina: Determinacién del acido ascorbico total, clasico
meétodo colorimétrico, la reaccion se ve afectada por otras sustancias

oxidantes, se utiliza principalmente en analisis clinicos.

! Fennema O., Quimica de alimentos. Pags. 555.
2 Elvers B., Hawkins S., Ullmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry. Pags. 550.
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e 2-nitroanilina diazoada: Aplicable en muestras biolégicas (orina, por ejemplo),
alimentos, estudios farmacoldégicos, necesita un blanco de correccién.

e o-Fenilendiamina: Meétodo oficial para el analisis de alimentos, método
fluorimétrico.

e Acido ascérbico oxidasa: Método enzimatico que cuantifica el contenido de
acido ascoérbico utilizando enzima aislada, aumenta la especificidad, se utiliza
en analisis clinicos y en alimentos.

e Meétodos electroquimicos: Miden la oxidacion especifica del acido ascérbico en
un electrodo, procedimiento automatizado.

e HPLC con detector Ultravioleta (UV): se determina el acido ascorbico total.

e HPLC, derivatizacion con DNPH: Deteccion electroquimica, utilizada para el
analisis de fluidos bioldgicos, determina acido isoascorbico y acido ascorbico.
El método oficial para la determinacién de vitamina C en jugos es el método

propuesto por la AOAC por titulacion directa con el indicador redox 2,6-
diclorofenolindofenol, donde se aprovechan las propiedades oxido reductoras del
acido ascdrbico. Este método presenta el problema que en jugos coloridos el cambio
de color de este indicador es dificil de observar.

Los métodos espectrofotométricos por Ultravioleta (UV) son una buena
alternativa para la cuantificacién 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 cromoforos que
absorben en las mismas longitudes de onda que el acido ascérbico y alteran los

resultados.
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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 informacion de espectros donde la absorcion de la radiacién de dos o
mas cromoforos se sobreponen.

En este trabajo se propone un método analitico cuantitativo para la
determinacion de acido ascoérbico en jugos procesados basados en la técnica de

Espectrofotometria UV con derivadas.



OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES:

e Desarrollar un método para la determinacion de acido ascoérbico (vitamina C)
en jugos de fruta procesados por Espectrofotometria UV con segunda
derivada.

e Utilizar la Espectrofotometria UV con segunda derivada para minimizar errores
de cuantificacion por la presencia de otros croméforos en la muestra.

s Utilizar extraccion en fase soélida para eliminar el color de un jugo procesado.

e Comparar los resultados obtenidos del contenido de acido ascorbico por el
método desarrollado y los obtenidos con el método establecido por la AOAC.

e Comparar los resultados obtenidos del contenido de acido ascérbico en un
jugo por el método desarrollado con los limites maximos establecidos en las

Normas Oficiales Mexicanas para estos productos.
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"CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS

ACIDO ASCORBICO
l.-Estructura:

Figura 1. Estructura del acido ascdrbico (vitamina C)

2
Hd \OI-I

El a’cfdb ascérbico posee propiedades acidas y fuertemente reductoras,
debidas a su estructura de lactona provista de un grupo enodiol conjugado con el
grupo carbonilo de la lactona.
Il.-Propiedades fisicas y quimicas":
Apariencia: cristales incoloros o polvo de color blanco, inodoros y con gusto acido.
Formula: CsHgOs.
Peso molecular: 176.3 g/mol
Forma cristalina: monociclica, usualmente planos, algunas veces agujas.
Temperatura de fusion: 190-192 °C.
Densidad: 1.65 g/cm?®.
Rotacion éptica: [a]p?® en agua: +20.5° a +21° (c=1).

[oc]Dzoen etanol: +52° (e=0. 5)

[edlo 2°‘e metanol: +49'5° (c= 0 5)

pH: 3 (5 glL); 2 (50 g/L

! Los libros consultados para recopilar esta informacion fueron:

Budabari, S., O'Neil M., Smith A. and Heckelman. (eds.): The Merck Index. Pag 105
Belitz, H. D., Grosch, W Quimica de alimentos. Pag. 445,

Elvers, B. Hawklns S., Op Cit. Pag. 548.
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| pK;‘-; 4.17 ( C3-OH).

pKz: 11.57 (C2-OH).

Potencial 6xido reduccién: E'y= +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.

Absorcion UV del acido ascdrbico a diversos valores de pH

pH A max
2 245 nm
6-10 265 nm
>10 294 nm

ll.1.-Acidez

El acido ascoérbico es un acido débil, dibasico y con propiedades fuertemente
reductoras. Los grupos hidroxilo del C2 y C3 son acidos, la acidez del acido ascérbico
en solucién es debida al monoanién formado por la disociacion de un proton del
o hidroxilo del C3 que se ioniza con rapidez (pKi= 4.1). La pérdida de un protén del
hidrbkilo del C2 da un monoanion sin estabilizacidn por resonancia por lo que la

segunda- disociacién es‘,menos favorable al formarse una molécula negativamente

cargadaj(AH :

~ionizacion:¢
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Figura 2. Monoanion formado por la disociacion del grupo hidroxiio del

c2?
H Hé?,” H H20H H HoOH H H2OH
7 “OH \/_oj//o"».._’ - \/17/0- ———>\ \/OJ//O""-.
B, H H i H i
HE  OH oo o " 40/ O
()] (AH ")
acido ascorbico Monoanién

I.2.-Radical intermediario:
La formacion de una radical intermediario en la oxidacion del acido ascorbico a

acido dehidroascorbico es la propiedad mas singular del ascorbato (figura 3).

Figura 3. Estructura del iéon ascorbato

réacc;io en cadena or radicales libres. El acido ascérbico forma sales monobasicas

con bases,

* Wong D;W.”S’L.Quih?i‘c‘a de‘/ds a‘limehtovs‘, ‘mecanismos y teoria. Pag. 405,



o p‘ofsicmn:del C3. La carga negativa del monoanién del ascorbato es deslocalizada en
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unsustema n-enlace, el cual explica su estabilidad®.
"'fwlll.'iFuentes de Vitamina C:

Las frutas y las verduras son las principales fuentes de vitamina C* La
vitamina C se encuentra casi exclusivamente en alimentos de origen vegetal, las
fuentes normales son los vegetales de hojas y los frutos citricos, aunque se
encuentra también en cantidades apreciables en las guayabas, grosellas negras y
rojas, fréséé, berejil, pimientos verdes, tomates y en distintas clases de coles de la
familia Brassica . La leche humana contiene cuatro veces mas vitamina C que la
’lvech‘ek de ivaca?.

Tabla 1. Contenido de vitamina C en algunos alimentos

Contenido de Vitamina C en algunos alimentos
mg/100g de muestra®.
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 limén 50 | Camote 25
Naranjas 50 [ Pifa, enlatada en jugo 20-40
Meldn 50| Tomates 20

- El 4cido ascorbico que se encuentra en el mercado se produce por sintesis. La

materia prima parala produccion del acido ascorbico es el sorbitol, una hexosa

’ Crawford, T. C., S.A. Crawford, Synthesis of L-Ascorbic Acid. Pag. 105.

4 Robinson, D., Bioquimica y valor nutritivo de los alimentos. Pag.352.

% Lloyd, L.E.-Mc Donald, Fundamentos de Nutricién. Pag. 208..

% Los libros consultados para recopilar esta informacion fueron:

Kirk, R., Composicién y analisis de los alimentos de Pearson. Pag. 755-762.
Elvers, B.-Hawkins, S., Op. Cit. Pag. 551
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; p‘reée’nte en diversas frutas que se obtiene industrialmente por hidrogenacién de la

glucosa.
IV.-Metabolismo, funciones fisiologicas y requerimientos diarios de Vitamina C:
El acido ascérbico 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

metabdlica..

- oxidada). Estas sustancias se oxidan y se reducen con facilidad en forma reversible,
" pero si el acido dehidroascorbico se contintia oxidando hasta acido dicetogulénico,
reaccion que no es reversible, el compuesto pierde su actividad vitaminica.

Figura 4. Estructuras del acido ascorbico, acido dehidroascoérbico, acido
dicetogulénico y su actividad biologica

Ho>OH H20OH COOH
H OH H OH —O0
=0

Z AL —> y——oH

HO——H
Hd “OH & % TJHzOH

- acido ascorbico  acido dehidroascoérbico acido dicetoguldnico
.. biclégicamente biolégicamente biologicamente

- activo activo inactivo

'La propiedad quimica mas importante de la vitamina C es su capacidad para

oxidarse y redt , por lo tanto es muy probable que actie como transportador de
hidrc')_géinoien‘jla'“re‘spi"l"'aéién celular. El acido ascérbico en su forma oxidada es capaz

o de c‘apuit:arfhidroéehos del glutatiéon y pasarlos al oxigeno molecular. Sin embargo, una

10



 CAPITULO 1

pefia muchas funciones importantes en el organismo.
rro, contribuye a la formacion de los huesos, dientes y
byié’n de las heridas, ayuda a mantener la elasticidad de la

roduccion de hormonas y mejora la resistencia a infecciones,

ej’er‘ﬁ‘pfld’,"Iosl‘__c‘:ljirhas muy calidos o muy frios, el humo y la pildora anticonce;_p’t’i\/a10
"’,’La,:dé‘fic'iéncia de vitamina C en el hombre produce escorbuto, los sintomas

son:; hemoffagias debido al aumento de la fragilidad capilar, tumefaccién de las

encia‘s,;y anemia. En los estados crénicos se observa una disminucion de peso, dolor

de las articulaciones y mala cicatrizacion de las heridas.

V.-Usos industriales de la vitamina C:

Las propiedades quimicas del acido ascoérbico permiten una variedad

importante de aplicaciones industriales. Cerca de un tercio, de:;lafprfo'dUc:cién total es

usado para preparaciones vitaminicas en la industria vfafnﬁ ca. El resto es

prmcupalmente aphcado como adltlvo en los allmentos par Jﬁd‘rar, la calidad y

establhdad de Ios productos alumentucnos

7 Lloyd, L.E., Mc Donald. Op. Cit. Pag. 2086.

# Tolonen, M Vitaminas y minerales en la salud y la nutricion. Pag. 152

? Ingesta Dlana Recomendada por el Instituto Nacional de la Nutncnon Salvador Zubiran.
1° Tolonen M., Op. Cit. Pag. 151 P



=Proteccion enzimatica en frutas y vegetales procesados.

o Féftificéiciyohzr_i‘l"J‘tArlc_:rional de alimentos y bebidas
d) Mejoran'ﬁél;;foy enla calidad de los sabores
e) Antioxidanté para evitar la descompqSic;‘irck'v)”n‘Qe"acebit‘eis’, vinos, cerveza, Iéche y
productos lacteos. L |
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 expresidon
de fruta madura, sana, limpia y libre de cascara y semillas, finamente dividida y

tamizada en:caliente, sin diluir, ni fermentar, adicionado de edulcorantes nutritivos y

mitidos, envasados herméticamente cerrados y sometidos a
un proceso de cién que asegure su conservacion, los jugos de fruta no

v debén"‘lyl"eyvar‘ pulpa del frito en suspension.

Los j ulgos:

jugo es Cdl‘e‘azdo‘.: pasteurizado (al instante) y envasado en botellas que son selladas.
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[.-Néctares de frutas:

Los néctares de fruta se obtienen por homogeneizacion de la pulpa de fruta, o
bien de frutas enteras, con adicién de azucar y agua, en algunos casos acido citrico y
ascoérbico. La proporcién de fruta en el producto final es del 25 al 50%.

Las frutas ‘a partir de las cuales se elaboran se someten a lavado,

ntamlento con objeto de inactivar las enzimas. La pasta asi

: 'productos posean una alta viscosidad y una buena estabilidad de la turbidez. Por
ultlmo estos productos se someten a tamizado en caliente, se mezclan con los
aditivos necesarios, se homogeneizan y se pasteurizan'?

1l.-Analisis de jugos de fruta:

Los anadlisis de jugos de fruta pueden incluir la determinacion de soélidos
totales, acidez, cenizas, alcalinidad de las cenizas, fosfato, potasio, nitrégeno,
azlcares, vitamina C, metales traza y conservadores.

Il.1.- Determinacién de vitamina C:
Los métodos clasicos para el analisis de vitamina C se basan en su fuerte

poder reductor, que permite su determinaciénv p,or‘f vOIUmét’riafo’xidimétrica.

El metodo ofIC|a| para la determmamon de ‘a' c'o> en jugos es el

método propuesto por J. TlIlmans y establemdo por a AOAC é'l" cual la vitamina C

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

’Belitz, H. D., Grosch, W. Op. Cit. Pag. 915.

13
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color azul en estado sélido y en solucion neutra o alcalina, la solucién en medio acido *
tiene una coloracion rosada y se reduce a un derivado incoloro. El acido ascérbico
se reduce a acido dehidroascdrbico.

Figura 5. Reaccion en la titulacién con 2,6-diclorofenolindofenol:

0
oi
fo) C Cl Cl Cl
1l
—OH
C—OH + + I
H—F
HO—E—H
H ., OH
2 OH
OH
acido ascorbico 2,6-DFI acido dehidroascoérbico

Este método de analisis por volumetria oxidimétrica es sélo especifico cuando
se emplean soluciones de acido ascoérbico puro, si existen otras sustancias

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

formarse durant

vitamina

convierte previamente a acido ascorbico.

14
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Método Oficial AOAC 967.21"
Determinacion de Acido Ascérbico en preparados vitaminicos y jugos de fruta
Titulacion volumétrica directa con 2,6-diclorofenolindofenol
a).-Fundamento:
El acido ascorbico reduce al indicador 2,6-diclorofenolindofenol una solucién

de color azul y se oxida a acido dehidroascérbico el color de la solucion cambia a -

b).-Reactivos:

Solucién de extraccién: Dlsolver 15 g de acido fosforlco en 40 mL de acudo acético y

200 mL de agua destllada Ilevar a 500 mL con agua destilada y ﬂltrar la solucién.

Solucién estandar: disolver 0.05 g de acido ascorbico estandar en 45 mL de solucion

de extraccién y llevar a 50 mL.

Solucién_estandar de_indofenol: disolver 0.05 g de 2,6-diclorofenolindofenol (sal

sodica) en 50 mL de agua con 42 mg de bicarbonato de sodio, llevar 3.200 mL con

agua destilada y filtrar. Estandarizar con una fitulacion de 2 mL de " disolucion

estandar de aCIdO ascorbico anadldo 2 5 mL de la solucién de extraccmn

Indlcador Dlsolver 0.1 g de azul de tlmol en 10 75 mL en solucién de hxdroxxdo de

‘sovdloQ;OZ'N,vllevar la soluciéon a 200 va con_agua destilada.
“c).- Prueba preliminar:
Moler una cantidad representéfiVa’de muestra y afadir 25 mL de solucién de

extraccion.

3 Cunniff, P. (ed.): Official Methods ofAhalysis of AOAC International, Charper 45. Pag. 1058.
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Determlnar el pH de la solucién utilizando una gota del indicador dé azﬁl:d tir
el pH > 1.2 indica la presencia apreciable de sustancias basicas. "
d).- Procedimiento para jugos de frutas y vegetales:

Agitar perfectamente el jugo o moler una muestra representatlva del fruto o
vegetal con una cantidad adecuada de agua, filtrar en algodon o en papel flltl'O de
filtracion rapida. A 50 —100 mL de muestra preparada agregar el mismo volumen de
solucion de extraccion. Designar el volumen total de la dilucién como V expresado en
mL. |
e).-Determinacion:

Titular una alicuota que contenga aproximadamente 2 mg de acido ascorbico
con solucidon de indofenol, hacer cada determinacién por triplicado. Corregir el
volumen de titulante gastado con un blanco de correccion, titulando un volumen
equivalente a Ia alicuota de solucion de extraccién. |

La cantldad de acido ascérbico se calcula:

B mg de acido ascoérbico: (X-B) x (F/E) x (V/Y)
donde:
X= vo'lrl.Jmer'l’ en mL gastado en muestra titulada
B=.volumen en mL gastado en el blanco ‘
F= mg .de ascérbico equivalentes a 10 mL de solucién de indofenol.
E= volumen en mL de muestra
V= volumen inicial de la solucion expresado en mL.
Y='volumen de la alicuota titulada expresado en mL.

ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE (UV/VIS)

l.-Espectroscopia Ultravioleta:

La radiacion 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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: yqungit‘u'd de onda.en:la‘region UV. e’stan‘genéra)lme‘hte expresadas en nanémetros nm

(A=

10° m).’La parte del espectro UV comprendida

(1 ,,nkr'n, 10 m) o angstroms A
’ entre 200 ‘ar 400 nm se le conoce como ultravioleta cercano y a la regién
comprendlda entre 4 y 200 nm se le conoce como ultravioleta lejano.

Figura 6. Region Espectroscépica UV/VIS y algunas energias asociadas’

UV lejano UV cercano Visible
A, NM 100 200 300 400 800
E, kcal mol ~* 286 145 95 72 36

I.2.-Interaccion de la radiacion UV con la energia electréonica de la materia:

Los electrones de un atomo ocupan un nivel discreto de energia de acuerdo al
orbital en que se encuentran, un orbital es la funcion de onda de un electrén, un
orbital atdbmico es la funcion que define la distribucién de la densidad electrénica en
el espacio que ro'ydueba él nucleo atémico, cuando los atomos se enlazan interaccionan
sus orbitales vatc'i‘mico’s y se unen, formando un orbital molecular. La energia
electronica es Ia‘enérgia que utilizan los orbitales atémicos para formar un orbital
molecular.

Figura 7. Unién de dos hidrégenos

. Interaccion Orbital molecular
- Molegula destructiva sigma de antienlace
a1s
OO — oD
Atomo ,"D"\ Atomo
% 1 7 v 1s
& s 1
w I Interaccién Orbital molecular
constructiva sigma de enlace
“E_Ll“ OO — D

" { ambert J., Shurvell H., Organic Structural Analysis. Pag. 319.
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La sobreposicidn de los orbitales 1s de dos atomos de hidrogeno, conduce a
la formacioén de dos orbitales moleculares, un orbital molecular de enlace y un orbital
molecular de antienlace. Un orbital molecular de enlace tiene menor energia y mayor
estabilidad que Iqs_ Qrbitales atémicos que lo formaron, un orbital molecular de

antienlace tiene mvéy,o“r energia y menor estabilidad que los orbitales atomicos que lo

crearon'®.
',‘»“Lé;vr*e‘gqcvcién de la energia que resulta del traslape de los orbitales atomicos

péré‘f&méfﬁn orbital molecular, depende de qué tanto se sobrepongan los orbitales

ét'ér‘niycds,es decir, del tipo de unidn quimica formada sigma (o) o pi (7).

Los compuestos organicos con dobles ligaduras tienen dos tipos de orbitales
moleculares: un orbital molecular sigma (s) y un orbital molecular pi (w), un orbital
atémicvo‘ de cAadva c;arbén se traslapa por los extremos y la densidad electrénica se
conc»er]’t_ré“;ebrj\{réz oé dos nucleos de los atomos que se unen formando un enlace

itales moleculares asociados con los enlaces sencillos se

d:érn.qmlna o_rb;tales;”sigma (o) y los electrones correspondientes son los electrones
q_._‘L-c“J_sjqu_bait’a_lés' pi (1ir)‘ se forman por el traslape paralelo de los orbitales atéomicos p y
' Ia'«déri"slidad electronica forma una nube electronica arriba y abajo del plano que
conﬁene los nucleos de los atomos enlazados, a esta tipo unién se le conoce como
v enlace pi (n).

Los orbitales atomicos que forman los enlaces n en los compuestos organicos
que tiefnei‘r‘lv d_grblgs ligaduras conjugadas estan deslocalizados, se considera que se

encuentra ’mO\:/iTeh“'do a través de las uniones quimicas, por o que interaccionan

' Chang R., Quimica. Pag. 417.
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radiacion UV, s

absorberan esta

antiunién efectua sicion electrénica entre los distinto niveles de energia.

Lasmoleculas gah”i‘gé\“s'tienen en su estructura pares de electrones libres o
no enlazaﬁtés, k"afdémgrs ,.Qniohes c Yy =m, que no intervienen en los orbitales
moleculares, estos ieledfbﬁéé no participan en ningln enlace y se les conoce como
electrones “n”. o

En tqdqs. qus"-;k‘vcc‘thipuestos organicos, los electrones pueden experimentar
varias posnblestr héiéidhes energéticas al contacto con la radiacién UV algunas de
las mas ir'ﬁ;)‘vérféntes son: N—7*, N—c*, T—»n*, 6 — ¢*
Errst'a‘s”‘"tkr’ahsic‘iones son ilustradas en la figura 8.

Figura 8. Niveles de energia y transiciones electronicas

o% —x — Antienlazante

 od y Antienlazante
Energia n T Ho enlazante

x Enlazante

o Enlazante

‘Para que se lleve a cabo una transicién c—c* se necesita energia del
ultravioleta lejano. Los sistemas con electrones n o sistemas conjugados son
gener‘almyehte de menor energia y absorben a mayores longitudes de onda al
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inérérﬁéﬁia’réa la iconjl;rlg’a_‘cié’n A medldaqueaumenta[a conjugacmnen uh‘
. con"i’biu.ieist@',{lé"}d_iferenci‘a:“c’ié“ éﬁér'gia"vcier los niveles n’ y n* se hace cada vez menor
'poi'(quué:ﬂl:(;‘s eléctrbnes estan mas deslocalizados, las presencia de un grupo que
impida la deslocalizacion de los electrones, es decir, que rompa la planaridad de la
molécula, hace mas grande la diferencia de energia entre estos orbitales.

Las transiciones n—c* ¥y n—»n las presentan los compuestos saturados e
insaturados que contienen pares de electrones no compartidos, incluye la excitacion
de un electron de un orbital no enlazante a un orbital antienlazante, la mayoria de
picos aparecen por debajo de 200 nm.
1.3.-Definicién de términos utilizados en espectroscopia UV:'®
Croméforo: todo grupo covalente e insaturado que absorbe al UV (C-C).
Auxoécromo: es un grupo funcional saturado que no absorbe radiacion arriba de 200
nm, pero al estar presente en el compuesto modifica la absorciéon de los croméforos
presentes (OH, NH, y ClI).

Efecto batocromico o al rojo: cuando el auxécromo desplaza la absorcidon a
longitudes de onda mas grandes.

Efecto hipsocrémico o al azul: cuando el auxécromo desplaza la absorcién a
longitudes de onda menores.

Efecto hipercromico: cuando el auxécromo aumenta la intensidad de la absorcién.

Efecto hipocréomico: cuando el auxécromo disminuye la absorcion.

' Los libros consultados para obtener esta informacion fueron:
Pavia D., Lampman G., Kriz G., A guide for students of Organic Chemistry. Pag. 191. ',
Silverstain R. M., Clayton B. C., Spectrometric identification of organic compounds. Pags. 292,

20



CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS

Figura 9. Efecto de los sustituyentes en las bandas de absorcion

Hipercrémico

I

—p Batocrémico

HIpS0Cromico qmm | ! v
Cambio 3 140

Cambio a azu!

Hipocrémico

106 200 300 400 500 600 700 800 nm

AZUL ~ T RO
1.4.-Seleccion y efecto del disolvente:
La eleccidn del disolvente utilizado en espectroscopia UV es de gran
importancia, existen varios criterios que deben tomarse en cuenta para realizar la
eleccion del disolvente.

El primj’erdes que el disolvente debe ser transparente en la region espectral

ecir,- no debe absorber la radiacién ultravioleta en la misma regién

mpuesto a analizar, generalmente los disolventes que no contienen

sistemas conjugados son los mas adecuados, en la tabla 2 se muestran los
'di_é_olvehte37~més usados, cada uno de ellos es transparente en las regiones del
‘espectro - ultravioleta donde la absorcién de las moléculas en los compuestos

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

Disolvente A de absorcién al UV nm
Acetonitrilo 190 :

Cloroformo 240
Ciclohexano 195
1,4-Dioxano 215
Etanol al 95% 205
n-Hexano 201
Metanol 205
Iso-octano 195
Agua 190
Trimetil fosfato 210

'El segundo criterio es que debe considerarse el efecto del disolvente en la
forma del espectro de absorcion. Con un disolvente polar el soluto puede formar
puentes de hidrégeno, por lo que se forma un complejo soluto-solvente y las bandas
finas del espectro de absorcion pueden desaparecer. En un disolvente no polar no
se forman puentes de hidrégeno con el soluto, las bandas del espectro del soluto
son finas (figura 10)"".

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

Densidad dptica

220 240 260 280 300
Longitud de onda (hm)

f’ Pavia D., Lampman G., Kriz G. Op. Cit. Pag. 188.
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nfluencia del disolvente en la absorcién ‘del

elyvn“‘i}v\}el‘n de antiunién; Umenta-,-.ldique hace que la energia de la radiacién absorbida
para que:se efectue la trans:cnon sea mayor por lo tanto la longitud de la onda sea
meﬁor producuendose un efecto hlpsocromlco Para las transiciones n—7n* hay un
desplazamiento batocrémico (o al rojo) al inc;rementarse la polaridad del disolvente.
I.5.-Ley de Lambert y Beer: : |

La absorcidon de la radi_aciéknﬁpor !aAmateria puede tener aplicaciones analiticas

cualitativas y cuantitativas. Lés“aplicaciones cuantitativas se fundamentan en que si

el nimero de moléculas qUe sufren una transicidén electrénica es grande, la cantidad

de energiaﬁ"‘abs bi‘d_, :‘s'eEé grande y dara como resultado en el espectro de UV una

nidente y o5

atomos, iones o moléculas abso através de las

L]
L2
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fracmon exponencnal ‘de’la conc ntraC|on del soluto y también esta en funCIon de la

Iongltud o espesor de: muestra atravesada por la . radlamon lo anterlor queda

expresado como lo mdlca Ia snguuente ecuacion:

-kcl
I=1ox10
log IMlg = kel-
dogl/ly =A=-log T = kel

donde:

lo'=.Intensidad de energia radiante incidente

| = Intensidad de la energia radiante absorbida

¢ = concentracién molar del soluto

I = longitud interna de la celda con la muestra
k= una constante caracteristica para cada soluto
e = coeficiente de absortividad molar

’ Cuando la concentramon esta expresada en moles por I|tro (M) la constante

es lvlamadva; peflcuenteﬂ "e absortmdad molar (a) y esiuna co’nstante de cada

de Lambert y Bex

A= eci :
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~_Si la concentracion de la solucion esta expresada en gramos por litro (g/L) Ia

- ecuacién es:
A= acl
donde: -

a= absortividad y esta relacionada con la absortividad molar con la ecuacién:
e=aM’

d'onde:

M= es el peso molecular del soluto.'®

Una banda de absorcién al UV queda definida con su valor de lambda

maxima de absorcion.y su g, los/valores de coeficiente de absortividad se reportan

entarse proporcionalmente

e registran- los espectros de un mismo
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bda maxima de absorcion escogida, el

,i'év‘krivtey"de"'eéta el coeficiente de absortividad. Esta grafica es

A
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' por dos longitudes e onda se cumple Ia ley de,Lambert yBeer pero la relacnon entre

la Am y |a concentracuon deja de ser Ilneal cuando Ias absortividades molares

dlfleren ,entre si.

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

I i Banda A
Banda B i Banda A =
4 g
| I 3 -
0! \ 5 Banda B
@
o
\ 2
~
Longitud de onda Concentracién

1.6.-Analisis de mezclas por ultravioleta:

La absorbancia total de una disolucion a una longitud de onda dada es igual a
la suma de las absorbancias de los componentes 'indiyidhféyles presentes. Esta
aditividad hace posible la aplicacién del analisis cuahtiféti\i).c‘;v-bdl‘ ultravioleta para

anahzar mezclas de analitos atin cuando exista el translape de dos cromoforos en un

espectro o sus Iambdas de absorcidon se sobrepongan.
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FUNDAMENTOS TEORICOS

Figura 13. Analisis espectrofotométrico simultaneo de un sistema de dos

Absortividad molar, €

-

componentes
Aq
4 A
=y I

S}

1
400 500 600 700
Longitud de onda (nm)

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

compdéstos a y b, a las dos longitudes de onda A; y A3, 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 A1 =(gaCa) A4 + (EbCb) A4
A Xz = (€4 Ca) A2 + (€bCp) Az

Las concentraciones de los compuestos problema se calculan resolviendo el

sistema - de ecuaciones, donde las absortividades molares (ea y &) de los dos

compuestos a.las dos longitudes de onda se pueden calcular a partir de disoluciones

patré“n",y la

espectro obtenldo :

__sorbahcia a las dos longitudes de onda se determinan directamente del
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kIv.7.-Espectrofotometria UV/VIS con segunda derivada:

La Espectrofotometria Derivada es una técnica analitica dondé Ib,'s"l:é;'spe.c'tros
ée obtienen representando graficamente la primera derivada o de mayor"dfden, de la
absorbancia o de la transmitancia, con respecto a la longitud de onda y en funcién de
la longitud de onda.

Estas rér:pir‘éj_sréﬁ‘taciornes graficas revelan detalles espectrales que se pierden
en un espectré brdinario. estos detalles pueden servir de ayuda en el analisis
cuantitativo y cualitativo de una muestra, esta técnica es de gran utilidad para
obtener informacion de espectros compuestos por diversas bandas de absorcién, en
el analisis cuantitativo a veces se puede realizar la cuantificacién de un analito en
presencia de un interferente que absorbe a una longitud de onda cercana, con mayor
facilidad y precision.

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

Beer:
A:m_:_ozabc

donde A es |la absorbancia, a es el coeficiente de absorcidon como una funcion de la

longitud de onda, b la Ioﬁgitud de la celda, ¢ es la concentracion de la muestra.
Péra;un ,'e‘slpectro simple de un pico la primera deriyada es un trazo del

gradiente dI/dA de. I ‘

z ka sorcion en funcién de la longitud nda()\), el espectro

rtical en medio de la

pljopo‘rcpr‘\élv ala concentracién del analito,
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Figura 14. Intensidad y sus derivadas

Espetro normal

S~ ——

™o A

Espectro con primera derivada

=

dL
dx

NN S

Espectro con segunda derivada

d2
=0 A
d2x Ap

La segunda derivada (SD) de un espectro d?l/d?A en funcion de A, tiene dos
minimos con un maximo entre ellos en la A max .Vdé'la ‘banda de absorcién del
espectro normal. En teoria la altura del pico maximo 'vmedida de d?I/d?A a la Ao es
‘pr‘opo,jrc’:ipvh;;i‘l a laconcentracnon fd‘el analito. |

'Vderi\‘/adas han encontrado aplicacién no solo en la

_ espectroscopie

espectrometria’ de ' absorcién atémica y emision de flama y fluorometria. La
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las anfetaminas. Han: sido

fluidos biolégicos y aminoacidos aromaticos en proteinas

~'I.81ﬁ-'lnstrumentaci6n UV-VIS/ Derivadas:

Los instrumentos para medir la absorcion de la radyiac,ién‘ ultravioleta y visible

estan compuestos por los siguientes componentes‘:‘
Lamparas o fuentes:
Los equipos de UV ut|llzan dos fuente -"r'adia'cién. Una lampara de

tungsteno que provee lar dlaC|on VISIble y-una lampara de deuterio que provee la

radiacion ultravnoleta 'Cerca de donde estan sntuadas las lamparas existe un sistema
de aire que remueve el exceso de calor y ozono para mantener estable el
funcionamiento de las [amparas.

Sistema optico:

El sistema optlco esta basado en un. monocromador compuesto por una

rendija de entrada,que o] orcuona una |ma”'en optlca rectan ular un espejo que

conduce un haz par aglon en sus

diferentes',I_’d‘rrzjigltukdesde onda individiales y. Ut smer alizac que forma de
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y la- enfoca en una superficie plana

My a'la Iampara elegida bajo el control del sofware
qué5~c6 mlento del equipo. Las lamparas emiten radiacion, el haz

pas‘é‘a,través 'dél"moho”cromador,‘después la radiacion pasa a través de la referencia

y_d"ei I.é ﬁﬁuérétré‘, en éeguida la radiacion pasa a un modulador que permite ver al
detector la radia‘cic'm absorbida por los croméforos 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 unién polarizada inversamente
montada en ‘un chip de silicio, cuando la radiacién incide sobre el detector de

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

‘proporc »la potencia radiante.

etector fotomultiplicador los fotones pasan al fotocatodo el cual emite

un hﬁme gleéirones por cada fotéon, estos electrones son dirigidos al anodo y
ampllﬂcadosen Aun pre-amplificador. Los fotomultiplicadores son muy sensibles a la
radia.’cikc"ih ﬁltfévioleta y visible, ademas tienen tiempos de respuesta muy rapida.
Tipos de instrumentos:

Existen cuatro principales tipos de instrumentos espectroscopicos: haz
sencillo, doble haz espacial, doble haz temporal y multicanal.

La flgura 15 muestra los detalles de la construccion de un equnpo ‘de doble

haz. En este lnstrumento la radiacion se dispersa en una red céncava que enfoca al

haz sobre u‘ T.espejo de sectores rotatorio.
o . 32



CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS

Figura 15. Diagrama del sistema 6ptico del equipo UV/VIS de doble haz'®

M= espejos
B:/S= blanco ¥ muestra
T= lampara de Tunasteno
D= lampara de Deuterio

Para obtener espectros derivados se utilizé un espectrofotémetro con

diferenciador digital donde las derivadas de un espectr

Las sefales deI

-numerlcamente por computadoras.

de los espectrofotometros.

EXTRACCION EN FASE SOLIDA Y COLUMNAS DE EXTRACCION:
La extraccidon en fase sélida es un proceso de extraccion fisica que incluye un
liquido y una fase soélida. La muestra en solucién pasa a través del sorbente

empacado en la columna de extraccion, el analito es retemdo o alslado mlentras que

el resto de la solumon ‘pasa a través del sorbente segmdo por sién en un

mlnlmo de volumen de‘dlsolvente En la extraccnon de ase solida:el: sorbente posee

® Manual Thermo Spectromc Un/cam UV Series Insta//at/on and Malntenance Chapter 9. Getting the
best. .
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_una mayor_atraccién por el analito que por el. disolvente,

disuslto.

" Los.mecanismos de separacién ocurren’ por interacciones intermoleculares

ulas del analito y los grupos funcionales del sorbente, estas fuerzas

te sﬁbrb',énte no retiene moléculas muy polares como los hidratos de

“eluir de C1i
,ca:rbi'):‘v‘r'ipr._?E‘s',’cgnistide‘rado el sorbente menos selectivo y no retiene nada de matrices
‘acuoﬂsés.b EI sorbente C18 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 C18 que con otro
sorbente porkeAI efegto d_e_la larga cadena de hidrocarburos que posee.

La figufa -1A:6:'rhuést'ré la estructura de una columna desechable pre-empacada

infrodUclda,a a columna por-ur epoé’itQ deSechable.
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Figura 16. Columna desechable con depdsito de sorbente

Depésito 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 especifica por la masa defini‘da‘dé sorbente se
le llama capacidad de la columna. La capacidad de la columna ha sido estimada de
10-20 mg de analito/cartuého. En analisis ambientales, farmacéuticos y en alimentos
se ha estimado una capacidad de 3-12 mg, la capacidad de la columna es especifica

para cada analito como se muestra en la tabla 3.

Tabla 3 . Capacidad de columna para varios analitos

Analito Columna 200 mg Adsorcion mg/200 mg Disolvente
Hidrocortisona Octadecyl-silica 8.0 Agua (pH 7.0)
Colesterol Octadecyl 6.0 Metanol/cloroformo (9/1)
Palmitato Octadecy! ~5.0 Metanol/cloroformo (9/1

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

continuacion descrito:

vatar los grupos funcionales del sorbente:

i: la solucién o matriz que contiene la-muestra

se.pone_en:contacto con el sorbente colocando la-muestra:dentro de la

_columna. -
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: uh'sﬂovlyente lo suficientemente fuerte que desplace al analito del sorbente.
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CAPITULO 2 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO

DETERMINACION DE ACIDO’ASC(’)RBICO EN JUGO DE UVA PROCESADO
APLICANDO EL METODO PROPUESTO POR LA AOAC

Titulacion volumétrica directa con 2,6-Diclorofenolindofenol
Se aplicd el método oficial AOAC (Pag. 15 del Capitulo 1, Fundamentos
tedricos) en jugo de uva procesado marca Del Valle, la muestra preparada tenia una
coloracién muy intensa por lo que al comenzar a titular, el color del jugo de uva de la

muestra |nt rferia' conel del tltulante y no fue posible reallzar Ia ity lamon

~ Con:los'resultado 'dbtenldos conclunmos que debldo al-color
~jugos ;,procesados no.’'es posnble utilizar esta metodologia para cuantlflcar el

: contenldo de aCldO ascorbico.
DETERMINACION DEL ACIDO ASCORBICO POR ESPECTROFOTOMETRIA UV

Se utilizd el equipo Unicam UV/VIS de Thermo Spectronic, este equipo de
UV/VIS es de doble haz y utiliza el programa de computadora Vision 32 Sofware

V1.23.

Absorciéon al UV del acido ascoérbico en agua

Se prepard una disolucion estandar de acido ascoérbico 5*1 O"3fng/mL en agua
destilada protegiendo la solucién del contacto con la qu se mldIO el pH de la
disolucion de acido ascérbico, el pH de la solucién fue de 4 5 Se reglstro el espectro

de absorcion UV de 200-350 nm, utilizando como blanco agua destilada.
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CAPITULO2 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO

Espectro 1 Acndo ascorbico preparado en agua destilada agua

Scan Graph
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Se encontré una absorcidn a una lambda maxima (Amax) de 264 . nm y una

absorbancia de 0.5520 (espectro 1).

Absorcion del jugo de uva al UV

Para evitar la interferencia del color se utilizd un cartucho esechable de C1s
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Espectro 2. Espectro del jugo de uva recién abierto

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

de C18

Scan Graph
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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 gbs'orban_al uv.
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CAPITULO 2 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO

Interaccion del acido ascoérbico con el cartucho de C1s.

Para demostrar que el acido ascérbico no se retiene en el cartucho de C18, se
filtré una porcion de la disolucion estandar de ascérbico empleada para registrar el
espectro UV (espectro 1) en un cartucho y se registré su espectro.

Espectro 4. Acido ascoérbico preparado en agua y filtrado por el cartucho de
C18

Scan Graph
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Comparando los espectros 1 y 4 se observa que el acido ascérbico no se
retiene'enr- la columna C18. La absorbancia obtenida en el espectro de la disolucién

estandar de‘*acudo ascorblco sin filtrar es de 0.5520 y la absorbancia obtenida en el

espectro reglstrado de la disolucién estandar filtrada por el cartucho de C18 es de

0. 5442 por lo que la absorbancia obtenida para ambos casos es similar.
ESPECTROFOTOMETRIA UV CON SEGUNDA DERIVADA

Se preparé una disolucion estandar de acido ascorbico 5x1072 mg/mL; se

registraron sus espectros UV y UV con segunda derivada (SD).
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Espectro 5. Acido ascérbico preparado en agua. Espectro UV y por Segunda
derivada (SD)
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En el grafico anterior se muestran los espectros UV del acido ascérbico en
color negro y el espectro UV con Segunda Derivada (SD) de color rojo para la
disolucién estandar de acido ascoérbico, el valor minimo de absorbancia obtenido en
el espectro SD se encuentra a una Amax de 264 nm igual que el maximo obtenido en
su espectro UV con una absorbancia de —0.0048.

Determinacién cuantitativa de acido ascoérbico por espectrofotometria UV

Se prepararon estandares de acido ascorbico de diferentes concentraciones
para realizar una curva patrén y comprobar si el acido ascérbico tiene un
comportamiento de acuerdo a la ley de Lambert-Beer. i

Se preparé una disolucién de acido ascorbico 0.05 mg/mL. La solucion
estandar de acido ascérbico en cada uno de los matraces se protegio de la luz

forrando cada uno de los matraces con papel aluminio.

La curva patrén se preparo con las siguientes diluciones:
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Tabla 4. Curva patron de acido ascorbico en agua

Niimers:di.matraz mL de s:;?;éé;\sggii?og/mL de Afo(;c;sctﬁgdaagua Conce:qt;?rﬂﬁn final
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 patron se filtré por un cartucho de C18. Se

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

(SD) de cada disolucion preparada. Las lecturas se realizaron a una A de 264 nm.

Tabla 5. Curva Patron de acido ascérbico en agua a 264 nm

Numero de

P A 264 nm A 2D 264 nm
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 patrén de acido ascoérbico en agua a 264 nm filtrada por C18

Scan Graph
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Grafica 1. Curva Patrén de acido ascérbico en agua a 264 nm
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Espectro 7. Curva patrén de acido ascérbico en agua a 264 nm con Segunda

Grafica 2. Curva Patréon de acido ascérbico en agua a 264 nm por Segunda
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Datos de regresién lineal: -

=:2.5714x10 "¢
B=1.1375

r=0.9987

Para trazar la grafica de la segunda derivada se tomé el valor absoluto de las

absorbancias.

ggre;jﬁiéir{;,lziﬁeal se
’c‘:omprjot‘)véfc"qruie'f\la ébsdrb'afhréi‘a y la cvoncentllfacri‘;'mfsidh 'proﬁbréiohaléé, bo} lo que el
'éckirdrko ;caws.t:(:rbic‘o en agua sigue la ley de Lambért-Beér. |
Comprobacion de la reproducibilidad de resultados y estabilidad del acido
ascorbico

Para comprobar la reproducibilidad de los resultados se probd la estabilidad
del acido ascoérbico en las mismas concentraciones en las que se habia trabajado, se
realizaron lecturas de todas las disoluciones patron cada cinco minutos durante
media hora. Se registro el espectro de la curva patréon al término de este tiempo. Los
resultados se muestran en la tabla 6.

Espectro 8. Curva patrén de acido ascorbico en agua a 264 nm, registrada de
30 minutos después de su preparacion.

Scan Graph
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Tabla 6. Lecturas de absorbancia realizadas a la curva patrén de acido
ascorbico en agua a 264 nm durante 30 minutos

Numero
Namero | 4 2 3 4 5 6 7
C. . Conc. : Conc. Conc.
Tiempo | SO0 3%"03 0.006 g.c&ca Conc. 0011 g qq3 0.014
(minutos) | poymL | momt | momi | mgmi | ™™ | momL | momL
0 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

Grafica 3. Lecturas realizadas para cada concentracién de la curva patrén de
acido ascérbico en agua a 264 nm

12 o oo T o
T3 = © T iy
~ i S
- o0s P e G e S, sttt LY h* PR Y
-g ’ et OSSN Y S W -
g 06 L—— = . e -
2 g s T S
§ 3 = TmeAToem o @
. Lt 2 =k
02 % s -
[+]

o

1]
-‘-
=}

15

m.
8.

20

Tiempo (minutos)

~¥--Conc. 0.01 mg/mL

—&— Conc. 0.002 mg/mL. —ii— Conc. 0.004 mg/mL —a&— Conc. 0.0068 mg/ml —-&-— Conc. 0.008 mg/mL.
~=%-- Conc. 0.012 mg/mL —c— Conc. 0.014 mg/mL

En las graficas 1 y 2 se observa que el acido ascorbico en agua sigue la ley de

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

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

registradas disminuian en funcién del tiempo, lo que indica que las absorciones del

acido ascoérbico bajo estas condiciones de trabajo no son constantes, el tiempo de

trabajo en el que se mantiene estable el acido ascorbico es de 5 minutos (grafica 3).
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CAPiTuLO 2. DESARROLLO DEL METODO ANALITICO

Condiciones de trabajo
Parsrc_;! T e
'Y‘VParé;’r_n‘én‘itener sin variacion la absorcion al UV de las disoluciones de acido
aSééEbiéb : se probaron diferentes medios de disolucién para establecer las
'vcbndi’éi‘djneﬂs e rabéjo‘del método.

6"que se probd fue la solucion de extraccidon empleada en el

~ soluéiérn:fs_e;‘preparé una disolucién estandar de acido ascorbico 5x10™° mg/mL y se
registré también su espectro.
Espectro 9. Solucién de extraccién

Scan Graph
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Espectro 10. Acido ascorbico preparado con solucion de extraccion

Scan Graph
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En el els'pectro 9 se observa que la solucion de extraccién presenta absorcién

de 200-240n Elé;n la region de UV, en la zona en donde se esperaria la absorciéon

del &cido ‘ascérbico en medio &cido (245 nm reportado en la bibliografia®). En el

espectro.10'se observa que la solucién estandar del acido ascoérbico sélo presenta la

‘ absorcion: ~solucion de extraccion, no se observa la absorcion del acido

o que este medio no es el adecuado para realizar la determinacion

‘de acido ascorbico.

Seprobo FUn buffer de acetatos pH 4.6 con una concentracién de 2 M y se
; regist,féfsd;ési_éé tro se preparé una disolucion de acido ascérbico estandar 5x10~2

mg'/mL‘ ekkn esteb ffer y se registré su espectro.

*® Belitz, H. D., Grosch, W., Op..Cit. Pag. 445, 1997.
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Espectro 11. Buffer de acetatos

Scan Graph
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Espectro 12. Acido ascérbico preparado en buffer de acetatos
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En,el espectro 11 se observa que el buffer de acetatos presenta absorcién en
la regiérk\‘;dvély__l)\/. En el espectro 12 del acido ascdrbico preparado en buffer de

acetatos se encontré una absorcion a una lambda maxima (Amax) de 268 nm y una

absorbancia de 0.5072.

i{dd ascorbico preparado en buffer de acetatos se retiene

en el cartucho de:C18 por:lo:que se filtré esta misma disolucién estandar por un

cartucho a o mente'y se registroé su espectro.
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Espectro 13 Acido ascérbico en buffer de acetatos filtrado por el cartucho de

C18
Scan Graph
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Del ésbectro del acido ascorbico preparado en buffer de acetatos y filtrado por

el cartqic;h;) de C18 la absorbancia a 268 nm disminuye a 0.2639, por lo que se

; d‘edtljc;e";c-qu'e el acido ascérbico preparado en buffer de acetatos se retiene el cartucho
de Cia.

R "‘Por lo tanto este medio de estabilizacién no es adecuado para realizar el

analisis cuantitativo del acido ascoérbico en jugo.

Paso lll:
I%urféo‘_i;qmo medio estabilizador del acido ascorbico, se
le HzSQQV-V;O.T M y se registré6 su espectro. Se prepard
id blco 5x10~2 mg/mL en H2S04 0.1M, se registré su

espectro ‘u'tll‘uzan_d,o"c;om,oA:bl,anco_" HZS_O4 0.1 M.
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Espectro 14. Acido sulfarico

©  Scan Graph
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Espectro 15. Acido ascérbico preparado en H2S04 0.1M

Scan Graph
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bsorbancia.de ;65'4‘0>U(e\spVec’;t_ro 1 5). La lambda maxima de absorcion de

;‘;é}"onda menor en H2S04 0.1M comparada

‘hipsocrémico en medio acido de -los sustituyentes del anillo lactonico del acido
ascorbico.
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1 "'._Se'pfdbé que el ééido ascorbico preparadok éh HZSO401 Mno se yret‘u-;\i)ie':.rvé en
el cartucho de C18 por lo que se filtroé esta misma disolucion estandar por un cartucho
activado previamente y se registré su espectro.

Espectro 16. Acido ascérbico preparado en H2S04 0.1M filtrado por el cartucho

de C 18

Scan Graph

0.6689 244, 0.6432

Absorbance

0.0708
200 220 240 260 280 300 320 348 352

Wavelength (nm)

Del espectro 16 del acido ascérbico preparado en H2SO4 0.1M vy filtrado por el
cartucho de C18 la absorbancia registrada a 244 nm es de 0.6432, como las
absorbancias registradas son similares se deduce que el acido ascérbico preparado
en H2S04 0.1M no se retiene el cartucho de C1s.

Por lo tanto este medio de estabilizacion es adecuado para realizar el analisis
cuantitativo del acido ascaérbico en jugo.

Estabilidad de acido ascérbico en diferentes medios de disolucion

Se comprobd la estabilidad del acido ascérbico en el nuevo medio de
disolucién, se realizaron lecturas de esta misma disolucién 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 disolucion de acido ascorbico en H2S04

0.1M

Tiempo Absorbancia

{minutos) (244 nm)
0 0.6370
5 0.6045
10 0.5730
15 0.5474
20 0.5089
25 0.4674
30 0.4495

Grafica 4. Lecturas realizadas para la disoluciéon de acido ascérbico en H2S04
0.1M

Absorbancia

0 10 20 30 40
Tiempo (minutos)
| ‘Dufahtg_ el tlempode analisis las absorbancias registradas para el acido
ascorbico preparaden HzSQ4 0.1M disminuian, lo que indica que la absorbancia del
acido a-s"cé‘rb‘iézdz"?lzi'L}JVJr'Liiay és constante, lo que prueba que el acido ascdérbico se
degrada bajo estascondwnones de trabajo.
Se dedudeffq'(]eila’ae"s‘composicién del acido ascorbico en solucién no sélo se

debe al pH sino: presencia de oxigeno disuelto, por esta razéon se comenzo a

trabajar combinando un medio fuertemente acido y elimi el oxigeno presente

burbujeando N a las disoluciones de écido;ascéfbich.:;.
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ron estandares de acido ascérbico 8x10™ mg/mL en agua
n;‘diférehtves 'cvion'dicidn‘é::si de trabajo en presencia y

U"e_ltc_i",‘iks‘e burbujed nitrégeno para eliminarlo (tabla 8), el

nvifrérg‘e{nc>f"‘ru’rtili'z’a'd‘ esdea a pureza (99.997% min.) de la marca INFRA

Las absobanciésfsé registraron a una Amax de 244 nm para las disoluciones
preparadas en H2S504 0.1M y a 264 nm para las preparadas en agua. Los resultados
se presentan la tabla 9.

Tabla 8. Diferentes condiciones de preparacion de acido ascérbico para probar
su estabilidad

Acido ascérbico preparado en Tiempo de Burbujeo con N»
Agua destilada sin burbujeo de N
Agua destilada 15 minutos
H2S04 0.1M sin burbujeo de N,
H2S04 0.1M 5 minutos
H2804 0.1M 10 minutos
H2804 0.1M 15 minutos

Tabla 9. Lecturas de absorbancia del acido ascorbico en Agua destilada a 264
nm y en H2SO4 0.1M a 244 nm con diferentes condiciones de preparacion

) . Aguay 15 H2804 0.1M | H2S04 0.1M | H2S04 0.1M
Tl:eorrnap;o égrlﬁjjség rgnin.)éie zﬁsﬁr‘b?;,yg con 5 min. 10 min. de 15 min. de
burbujeo de burbujeo burbujeo burbujeo
0 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 0.3561 0.693 0.685 0.700
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Grafica 5. Estabilidad del &cido ascérbico en diferentes condiciones de
preparacion.
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Con los resultados de la tabla 9 y con la grafica 5 se concluye que las
disoluciones acuosas de acido ascorbico en presencia de oxigeno disuelto son
menos estables que las disoluciones en ausencia de oxigeno disueito. Las
disoluciones mas estables son las preparadas con H2S04 0.1M y burbujeo de N.. Por
esta razon el mejor medio de estabilizacion de la absorbancia del acido ascérbico al
UV es un medio fuertemente acido en ausencia de oxigeno, por lo anterior se eligio
como medio de estabilizacion H2S04 0.1M y burbujeo con Nzdurante un tiempo de 5
a 15 minutos.

Preparacion de la muestra para el anilisis
Se prepararon diferentes diluciones de un jugo de uva recién abierto con

H2S04 0.1M de acuerdo a la tabla 10, filtrandose por el cartucho C18 y se registro su
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“espectro de absorcién al UV y su espectro con SD. Las lecturas se realizaron a una A
de 244 nm.

Tabla 10. Diferentes diluciones de jugo de uva en H2S04 0.1M

Namero de dilucion mL de jugo Volumen de aforo (mL)
con de H2804 0.1M.
1 5 100
2 5 50
3 5 25
4 10 25
5 1 100

Deflas'diIUCiones realizadas se concluye que la dilucion 5/25 mL es la mas

adecuada para reéliéar el analisis cuantitativo de acido ascérbico en el jugo ya que
se'Ot?'se;fV;a:'I'a;bain"dé'de absorcion al UV del acido ascérbico a 244 nm (1.2432) asi

comoelmmlmo bien definido de —0.0081 en la misma Amax en €l espectro SD.

Espectro 17. Jugo de uva diluido 5/25 mL con H2504 0.1M

Scan Graph
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Espectro 18. Jugo de uva diluido 6/256 mL con H2SO4 0.1M filtrado por el
cartucho de C18

‘Scan Graph
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En las soluciones mas diluidas a la elegida la concentracion de acido

ascorbico es tan pequeiia que no se observa en el espectro.

Comportamiento del jugo en H2504 0.1M y burbujeo de N;

Se probd la estabilidad del acido ascorbico en la dilucién elegida para

determinar el tiempo de analisis donde se mantenga el acido ascorbico estable en el

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

Tabla 11. Diferentes condiciones para probar la estabilidad del &cido ascérbico

en ol jugo.

Jugo de uva diluido en:

Tiempo de Burbujeo con N2

H2S04 0.1M

Previo a la dilucion 10 minutos

H2S040.1M

10 minutos después de la dilucién
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Tabla 12. Absorbancias obtenidas para cada condicién durante 30 minutos.

A a 244 nm A a244 nm
Tiempo H2504 0.1 M previa- H2SO4 0.1 My 10
minutos mente burbujeado con min. de burbujeo
N2 10 min. posterior de N,
0 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

Grafica 6. Estabilidad del acido ascérbico en el jugo diluido
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—&-— Burbujeo de 10 min. con nitr6geno antes de la dilucién
—%&— burbujeo de 10 min. con nitrégeno después de la dilucién

Con los resultados de la tabla 12 y la grafica 6 se concluye que el
comportamiento del acido ascoérbico en el jugo diluido presenta la misma estabilidad
burbujeando nitrogeno antes o después de realizar la dilucion. La absorbancia del
acido ascorbico en el jugo diluido con H2S04 0.1M se mantiene estable en un
periodo de 10 minutos después de preparada la muestra, por lo que es el tiempo
optimo para realizar el analisis.

Se decidié trabajar con H2S04 0.1M burbujeado con N> antes de realizar la
dilucion.
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Anidlisis de néctares de fruta

El contenido de acido ascorbico en el néctar de manzana es de 29.64 mg/240
mL de acuerdo a la etiqueta del envase, por lo que la dilucién que se hizo del néctar
es mayor que para el jugo de uva.

Al néctar de manzana se le diluyé 5/50 mL con H2SO4 0.1M burbujeado
previamente con Nzdurante 10 minutos, una porciéon se filtré en papel filtro Whatman
#50 para evitar que el cartucho de C18 se tapara, se filtré una porcién del néctar

diluido por el cartucho de C18 y se registro el espectro de absorcion UV y su espectro

con segunda derivada (SD).

Espectro 19. Néctar de manzana diluido §/60 mL con H2S04 0.1M filtrado por ol
cartucho de C18

Scen Graph
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200 220 240 2680 200 380 328 39 350
Wavelength (nm)

En el espectro del néctar de manzana se observa una absorcion de acido
ascorbico en unaAmax de 244 nm y la absorbancia obtenida es de 1.5560 en el
espectro UV y por SD es de -0.0259, por lo tanto la dilucién que se realiz6 es la

adecuada para el analisis.
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METODOLOGIA PROPUESTA
DETERMINACION DE ACIDO ASCORBICO POR ESPECTROFOTOMETRIA UV
CON SEGUNDA DERIVADA EN JUGO DE FRUTA PROCESADO
l.- Preparacion de reactivos:

Solucién de H2S04 0.1M: 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.

Solucion estandar de acido ascérbico 0.05 mg/mL: en una nave de vidrio
se pesan 5 mg de acido ascoérbico se traspasan a un vaso de precipitados de 100
mL, se adicionan aproximadamente 20 mL de H2S04 0.1M burbujeado N> durante 5
minu_tos y se disuelve agitando con un agitador de vidrio. La disolucion se vierte en
un m}ét?éiéfcirado de 100 mL y se lleva al volumen con H2804 0.1M previamente
burbu;e ,déf‘yc:o'n N2 durante 5 minutos. Se agita y el matraz se forra con papel
| al,ﬁmi’r’v\ié‘. Burbujear.esta disolucion estandar durante 10 minutos con Na.

: 'Aétivacién cartucho de C18: los cartuchos de C18 se colocan en un vaso de
précipitado de 50 mL, a cada cartucho se le adiciona 1 mL de metanol absoluto y con
una jéringa ‘d’e 5 mL se ayuda a que el metanol pase por la fase soélida y salga del
cartulcb:ho'..féyéf‘Utili;a un cartucho para cada concentracién utilizada en la curva patrén

asi como para cada muestra que se va a trabajar.
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Il.- Procedimiento de la preparacion de la curva patron de acido ascérbico en
H2S04 0.1M y filtrada en un cartucho de C18:

La curva patron se prepara realizando las siguientes diluciones:

Tabla 13.-Curva patréon de acido ascorbico en H2S0O4 0.1M burbujeado
previamente con Nz durante 10 minutos y filtrada por el cartucho de C18

Numero de mL de solucién 0.05 mg/mL de Llevar al volumen con Concentracion final

matraz acido ascorbico H,S0, 0.1M mg/mL
1 0.4 25 0.0008

2 1 25 0.002

3 3 . 25 0.006

4 5 S 25 0.010

5 7 cein e 25 0.014

6 9 25 0.018

7 25 0.022

8 - 25 0.026

9 25 0.030
10 25 0.034

Filtrar ung,‘porcién‘ ‘cada dilucion por un cartucho de Ci1s activado

previamente y descartar, filtrar 5 mL mas de la solucion estandar y recolectar en un
}rrado con papel aluminio y rotulado.
ilUcién el espectro de absorcidn al UV con Segunda

Derlvada (SD) Las‘lecturas se realizan a una Amax de 244 nm utilizando como blanco

HZSO4 0 1M burbu;eado con Nz durante 10 mlnutos
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IL.- Trabajo con la muestra:

Esquema 1.- Jugo de fruta procesado sin fruta suspendida

[ Agitar y abrir el jugo |

Diluir el jugo 5 mL /25 mL con H2S04 0.1M previamente burbujeado con Nz
durante 10 minutos

v

Filtrar por el Cartucho de C18 previamente actlvado *No
o : recolectar

I -". ,Filtrar~por.'ei‘Cartucho de C18.* Recdléctar " |

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

[Calcular el contenido de acido ascorbico/ 240 mL de jugo |

Procedimiento:
1. Agitar el jugo y abrirlo.

2. Tomar el jugo "‘cbon"_u'na pipeta volumétrica de 5§ mL y transferirlo a un matraz

aforado de 5mL S

3. Leyar':" 'ovri:’ H2S04 0.1M previamente burbujeado con Nz durante 10

‘"a'»r‘tuchiq ~de C18 previamente activado. Introducir
- ‘aprox 2] m:'l_ﬂ'del jugo diluido en el cartucho de C18 y con una

jerriﬁg;a,/d' ‘5 ar aque el liquido se filtre por la fase sélida, recolectar

é'steflviqtudoqflltrar rern,u"n' vaso de desechos, este filtrado no es recolectado
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B para evitar que ‘el jugo se diluya mas por é'l ‘metanol que se encuentra
’ e‘ flltran otros 5 mL dejugo diluido y se recolecta.

«de absorc:on al UV con Segunda Derivada (SD) del jugo

o omo blanco el H2S04 0.1M burbujeado con Nz, medir la

1 una f):\“max de 244 nm en el espectro UV con Segunda Derivada
6. Calcular el contenido de acido ascérbico en el jugo.

Esquema 2.- Néctar de fruta procesado

[ Agitar y abrir el jugo |

Diluir el néctar 5/50 mL con H2S04 0.1M previamente burbujeado con N,
durante 10 minutos

[ Filtrar con papel filtro |

v

Flltrar por el Cartucho de C18 prevnamente '
== -activado *No recolectar

| Filtrar por el Cartucho de C1s.* Recolectar &

v»_Re istrar el espectro UV con Segunda'denvada
' ‘ 1244 nm

-:-Calcular el contenldo de acndo ascorblco/"-240 mL de ,
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Procedimiento:

1.
2.

Agitar el néctar y abrirlo.

Tomar el hvéctaf’c':on una pipeta volumétrica de 5 mL y transferirlo 'a un matraz

Llevar al foro con H2804 0.1M previamente burbujeado con N2 durante 10

minutos 'y mezclar.

?Filffé'rnﬁné parte del néctar diluido por papel Whatman #50 y recolectar en un
‘matraz aforado de 25 mL.
' Fnltrar 7' por el cartucho de C18 previamente activado. Introducir

“aproximadamente 3 mL del néctar diluido y filtrado en el cartucho de C18y con

una jérihga de 5 mL ayudar a que el liquido se filtre, recolectar el filtrado en un
vaso de desechos, este filtrado no es recolectado para evitar que el jugo se
diluya mas por el metanol que se encuentra absorbido en la fase solida, se
filtran otros 5 mL de néctar diluido y se recolecta.

Registrar el espectro de absorcion al UV con Segunda Derivada (SD) del

néctaﬁr"filtr‘adg utilizando como blanco el H2S04 0.1M burbujeado con Na. Medir

la ,"afb rl np_la;fa'ikuna Amax de 244 nm en el espectro UV con Segunda

Derivada (SD)

Calcular el contenido de acido ascérbico en el néctar.
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a patron de

B trabajo S|gu1endo Ia"metodologla propuesta en la pagina 60 del Caputulo 2 (Desarrollo

del Metodo Analltlco) se registraron sus espectros de UV y UV con Segunda
Derlvada a 244 nm. Los resultados de la curva patron se muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Resultados de la Curva patrén de acido ascérbico en H;SO,4 0.1
M a 244 nm por UV filtrada por C18

ce : A e eri
Con ntrac:ggérrr:)gi;égm de acido A de UV a 244 nm Ade UV ::Sog)sa g::?:nd vada
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 1.56810 -0.0470
0.034 1.8031 -0.0501

Espectro 20. Curva patron de acido ascorbico en H,SO,4 0.1 M a 244 nm por UV
filtrada por C18
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Grafica 7. Curva patron de acido ascorbico en H2S0O4 0.1 M a 244 nm por UV
filtrada por C18
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Datos de la regresion lineal:

A= 0.2877
B= 52.0367
r=0.9999

Espectro21. Curva patrén de acido ascérbico en H2SO4 0.1 M a 244 nm con UV
por Segunda Derivada filtrada por C18
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Grafica 8. Curva patrén de acido ascorbico en H2504 0.1 M a 244 nm con
Segunda Derivada filtrada por C18
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1Paré trazar la grafica de la segunda derivada se tomé el valor absoluto de las

, absorbéﬂr cias.
i Vc‘)mprobar la linealidad y la respuesta de la curva patron se prepararon
: dlferentes dlsolu‘mones de acido ascorbico estandar de concentraciones 4x107
0020 mg/mL y 0.028 mg/mL. y se registro su espectro UV y su

gn;.fSégunda Derivada a 244nm. Obteniéndose los siguientes

resultad
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Espectro 22. Adiciones patron de acido ascorbico para comprobar el método

propuesto por UV
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Espectro 23. Adiciones patron de acido ascérbico para comprobar el método
propuesto por UV con segunda derivada
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Tabla 15. Resultados de la solucién estandar de acido ascérbico 4x10 * mg/mL

en H2S04 0.1 M a 244 nm por UV

Numero de repeticion A de UV a 244 nm Concentrac:ggérpb%rgL de acido
1 0.2439 41341 x107°
2 0.2428 41130 x10°7°
3 0.2432 4,1207 x107°
4 0.2400 4,0600 x107°
5 0.2400 4.0600 x107°
6 0.2437 4.1303 x107°
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7 0.2419 4.0960 x10°°
8 0.2440 4.1360 x10°
9 0.2435 4.1264 x107°
10 0.2439 4.1341 x107°
Promedio 4.1211x107°

Tabla 16. Resultados de la solucién estandar de acido ascérbico 4x10 ° mg/mL
en H2S04 0.1 M a 244 nm por UV con segunda derivada

Numero de repeticién A de Uv(g%n) Zeg::?‘arlnderlvada Concentrac;ggéTbg?ér:L de acido

1 0.0061 4.1779 x107°

2 0.0060 4.1113 x10°°

3 0.0061 4.1779 x10°

4 0.0059 4.0448 x107

5 0.0059 4.0448 x10°

6 0.0061 4.1779 x107°

2k 0.0058 3.9790 x10°°

. 8 0.0061 41779 x107°
9 0.0061 4.1779 x10°
10 0.0060 4.1113 x10°
Promedio 4.1181x107°

Tabla 17. Resultados de la solucion estandar de acido ascérbico 0.012 mg/mL
en H2S04 0.1 M a 244 nm por UV.

Numero de repeticién A de UV a 244 nm C°"°e“"a°;gg éTb% r:" de acido
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 solucién estandar de acido ascoérbico 0.012 mg/mL
en H2504 0.1 M a 244 nm por UV con segunda derivada

Numero de repeticién A de Uv(g%n) Zezg:‘;\?‘?nderlvada Concentragggﬁrpb%r;w de acido
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 soluciéon estandar de acido ascoéorbico 0.020 mg/mL
en H2804 0.1 M a 244 nm por UV

Concentracion mg/mL de acido

Numero de repeticidn Ade UV a244 nm asCorbico
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 solucion estandar de acido ascorbico 0.020 mg/mL
en H2S04 0.1 M a 244 nm por UV con segunda derivada

Ntmero de repeticion A de Uv(g%n) Zeg:gis:ndenvada Concentracgggér:\b%rgL de acido
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 solucion estandar de acido ascérbico 0.028 mg/mL
en H2S04 0.1 M a 244 nm por UV.

Numero de repeticion A de UV a 244 nm C°”°e”tra‘:ggérr"bgié ';“' de &cido
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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Tabla 22. Resultados de la solucion estandar de acido ascorbico 0.028 mg/mL
en H2S04 0.1 M a 244 nm por UV con segunda derivada

NGmero de repetici()n A de Uv(g%r} Zeg::i?ndenvada Concentrac::géTbgk/:r:L de acido
1 0.0421 0.02815
2 0.0422 0.02822
3 0.0419 0.02802
4 0.0420 0.02809
5 0.0421 0.02815
| 6 0.0420 0.02809
7 0.0415 0.02775
8 0.0416 0.02785
9 0.0422 0.02822
10 0.0417 0.02789
Promedio 0.02804

Los resultados de la concentramon de acndo ascorbico de las solumones'

estandares calculadas por UV.y U\/ por segunda derivada se presentan en la tabla

aéié‘h estandar de los resUité"c':!O; ‘obténido‘s del

ada Jugo por el método de UV y ‘U con segunda

de: conflanza con una probabllldad del 99.99%. El

: calculo del Ilmlte de conﬁanza se muestra en la pagina 101 del Apéndice A.
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Tabla 23. Concentracién de acido ascérbico en soluciones estandar calculadas
por los métodos UV y UV con segunda derivada (SD).

Concentracion de la solucion
estandar mg/mL

Concentracion de acido
ascoérbico mg/mL por UV a
244 nm

Concentracion de acido
ascérbico mg/mL por UV con
SD a 244 nm

4x10 3 4.1211x10° + 3.4952x10™ | 4.1181x10™ + 6.222x10™>
0.012 0.01203 + 3.9678x10™° 0.01202 + 5.8611x 10™
0.020 0.02013 + 5.2666x10™° 0.02014 + 4.9407x10°
0.028 0.02796 + 3.1844x10% 0.02804 + 1.4471x10™

Analisis estadistico de los datos obtenidos por las metodologias UV y UV con

Segunda Derivada (SD)

Se comparé el contenido de acido ascorbico cuantificado por el método UV y

UV con segunda derivada (SD) para cada concentracion de disolucién estandar de

acido ascorbico. Para hacer esta comparacion se realizd el analisis estadistico de

comparacio

dos colas p

medias de dos muestras mediante una prueba t-Student.
ymparacion de desviaciones estandar mediante la prueba F de
ocer l‘o's' errores aleatorios de estos dos conjuntos de datos.

as de hipotesis y los calculos de prueba t-Student y F de dos colas

‘teérvica's" sé muest‘rén en las paginas 102 y 105 del Apéndice A.

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

Tabla 24. Resumen de pruebas estadisticas. Estadisticas calculadas y
tedricas para la prueba t-Student y prueba F.

Concentraciéon
de la solucién
estandar mg/mL

t calculada

t tedrica con 18
grados de libertad

F calculada

F teérica con 9,9
grados de libertad

4x10

0.1359 2.5524 0.2874 5.351 y 0.1869
0.012 0.3986 2.5524 0.4582 5.351y 0.1869
0.020 0.3907 2.5524 1.1362 5.351y 0.1869
0.028 -0.6452 2.5524 4.8374 5.351y 0.1869
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del metodo;:UVfcon segunda derivada por lo que el contenido de acido ascdrbico

cuantlflcado por el método UV es el mismo que el contenido de acido ascérbico
cuantlflcado con segunda derivada para las soluciones estandar 4x1073 0.012,

0.020, 0.028 mg/mL de acido ascoérbico con un nivel de significancia de o= 0.01.

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

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

sugmﬁcancuaide a 0 01 para cada una de las soluciones estandar de acido ascoérbico
anallzadas por lo que se concluye que el método UV con segunda derivada tiene la
misma premsnon que el método de UV.

Comparacion del método AOAC por titulacion directa con 2,6-

diclorofenolindofenol y el método de UV con segunda derivada para la
cuantificacion de acido ascérbico

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

de UV con segunda derivada se prepard una solucién estandar de acido ascérbico

0.25,;‘mg/r'nl;: se diluyd para tener una concentracién 0.025 mg/mL, ambas

dlsolucmn on el indicador 2,6-diclorofenolindofenol preparado como lo,

desarrollado
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Tabla 25. Resultados de la concentraciéon de acido ascoérbico estandar 0.25
mg/mL determinada por la titulacion con 2,6-diclorofenolindofenol! y por el
método propuesto por UV con segunda derivada

. . Titulacién con 2,6- .
Numero de repeticidon diclorofenolindofenol UV con segunda derivada
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 concentracién de acido ascorbico estandar 0.025
mg/mL determinada por la titulacién con 2,6-diclorofenolindofenol y por el
método propuesto de UV con segunda derivada

. ., Titulacion con 2,6- .
NuUmero de repeticion diclorofenclindofenocl UV con segunda derivada
1 0.02461 0.02585
2 0.02461 0.02579
3 0.02461 0.02565
4 0.02953 0.02565
5 0.02953 0.02585
6 0.02953 0.02585
7 0.02461 0.02565
8 0.02953 0.02565
9 0.02953 0.02579
10 0.02953 0.02565
Promedio 0.02657 0.02574
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Tabla. 27. Resumen de resultados del contenido de acido ascérbico calculado a
partir de soluciones estandares por el método AOAC y el método propuesto de
UV con segunda derivada

Concentracion de la solucién Titulacién con 2,6- UV con segunda
estandar de acido ascorbico | diclorofenolindofenol derivada
0.2573+2.1117x107° 0.25601+6.0941x10~
0.25 mg/mL mg/mL ma/mL
0.02657+2.2722x10 0.02574+8.1625x10™
0.025 mg/mL ma/mL ma/mL

Anilisis estadistico de los datos obtenidos por las metodologia propuesta por
la AOAC titulacién con 2,6- diclorofenolindofenol y UV con Segunda Derivada
(SD)

Se comparé el contenido de acido ascérbico cuantificado por el método
propuesto por la AOAC titulacién con 2,6- diclorofenolindofenol y UV con segunda
derivada (SD) para cada concentracion de la solucion estandar de acido ascorbico.
Para hacer esta comparacion se realizé el analisis estadistico de comparacion de
medias de dos muestras mediante una prueba t-Student.

Se realizdé la comparacién de desviaciones estandar 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 estadisticas. Estadisticas calculadas y

tedricas para la prueba t-Student y prueba F para la concentracion de acido
ascoérbico

Concentracion

t tedrica con 18

F tedrica con 9,9

JmL t calculada grados de F calculada grados de

mg/m 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 estadisticas se tiene que las

medias de los dos métodos probados son iguales con una probabilidad del 99.99%.
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Con esta informacién concluimos que la media del método establecido por la
AOAC por titulacion con 2,6-diclorofenolindofenol es igual que la media del método
UV con segunda derivada por lo que el contenido de acido ascorbico cuantificado por
el método establecido por la AOAC es el mismo que el contenido de acido ascérbico
cuantificado con segunda derivada para las soluciones 0.25 mg/mL y 0.025 mg/mL

de acido ascorbico estandar 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 titulacion 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 estandar de acido ascoérbico
analizadas. También se puede concluir que mientras las disoluciones de acido
ascorbico sean de una concentracion 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
precision que la titulacién con 2,6-diclorofenolindofenol.

Comprobacion de la repetibilidad de absorbancias obtenidas. Determinacion
de ordenada al origen, pendiente y coeficiente de correlacién del método UV
con segunda derivada.

Para comparar la reproducibilidad de resultados se preparo la c'urva'patrén
varias veces con el método propuesto, se registraron los espectros de cada curva
patréon en UV con segunda derivada a 244 nm. Los resultados se presentan en la

tabla 29.
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Los calculos para determinar el intervalo de confianza de la ordenada al origen

yla p'e‘-r;di!elfiﬁé,Se muestran en Ia pagina 106, 107 Y 108 del Apéndice A.

ESTA TESIS NO SALE

N T 5
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© CAPITULO 3 'COMPROBACION DEL METODO
- Tabla 29. Resultados experimentales obtenidos de las curvas patrén de acido ascérbico '

Conc. B E e e e I
mg/mL de Curva Curva Curva Cvaa Curva Curva Curva | Curva | -Curva |
acido patron 1 | patron2 | Patrén3 | patron4 | patronS | patron6 | paton7 | patron8 | patron9-| -
ascorbico ‘ R e

8x10 0.0018 0.0019 0.0017 0.0018 0.0016 0.0018 0.0020 0.0021 | 0.0019
2x10 3 0.0028 0.0029 0.0030 0.0029 0.0027 0.0031 0.0032 0.0031 0.0032 -
6x10 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 .| 009986 | 0.99988 | 0.099986 | 0.99988 | 0.99960 | 0.99990 | 0.99980 | 0.99983 | 0.99940
correlacion IR e e P : _ it g
Ordenada | 4 69x10% | 1.6x10% | 6.4x10+ | 4.11x10°% |-2.6801 | 44107 | 6.87x10% | 3.94x10% |
BLOMEN | 187x10° | 1.85¢10° | 1.67x10° | 1.5x10° | 2.6x10 10* | 1.98x10° | 1.8x10% | 1.9x10°
Pendiente | 1.4836+ | 1.4901+ | 1.5280% | 15295+ |.1.4992% | 1.5267+ | 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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y1 1:2 enel Apéndice A. Los resultados del analisis de varianza se muestran

en la tabla 30.

Tabla 30. Resumen de resultados del Analisis de Varianza realizado a los
resultados de absorbancia de las curvas patron

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Fo F tedrica con
variacion libertad cuadrados medio 9-70“8(;?;%5 de
Tratamientos 9 0.06725 7.4722x107° | -0.5.5259 2.672
Bloques 8 0.05540 [-1.3522x107°
Error 72 -0.09736
Total 89 0.02528

Puesto que F.calculada es menor que la tedrica la conclusion es que con un
nivel de s:gmﬂcanma a= 0.01 los resultados de las nueve curvas patrén elaboradas
‘no pr:esentan rdifrere"ncia significativa entre ellos, por lo que concluimos que los
resultados del método propuesto son repetibles.

Establecimiento del limite de deteccion y limite de cuantificacion del método
UV con segunda derivada propuesto para la determinacion de acido ascoérbico
en jugos procesados

Para determinar la sensibilidad del método propuesto se establecié el limite de
deteccion o concentracion del analito que proporciona una senal igual a la sefial del
blanc":‘g Y. el »I‘im:ite‘ de cuantificacion o .la concentracion mas baja para realizar

mediciones ‘cuantitativamente precisas del método propuesto se utilizaron los
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Ilmlte de: i‘deteccn,

lculos'* reaiiyzados‘ de

,jllmlte de

da al origen, pendiente, llmlte de ;detga_c;crliog,

eterminar cada uno de estos parametros 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 patron realizadas

Concentracion mg/mL de acido Promedio
ascorbico de las 9 curvas patron
8x10 0.00184
2x10 7 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 concentracuon y absorbancua se graficaron para obtener la

' recta de regresion Ilneal del metodo desarrollado (Graflca 9).




CAPITULO 3

COMPROBACION DEL METODO

Grafica 9. Curva patron del método desarrollado por espectrofotometria UV con
segunda derivada para la determinacion de acido ascoérbico en jugo de fruta

Absorbancia

Datos de la regresion lineal:

r=0.9999
A= 1.8838
B=1.5119

Los resultados

procesado
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Concentracion ( mg/mL)

limite de deteccién y limite de cuantificacion del método

propuesto por espectrofotometria UV con segunda derivada para la determinacion de

acido ascdrbico en jugos de fruta procesados se muestran en la tabla 32.

Tabla 32. Parametros del método establecido para la determinacién de acido
ascorbico por Ultravioleta con segunda derivada en jugos procesados.

Limite de deteccion (LDD): 5.2156x10 ~ mg/mL

Limite de cuantificacion (LDC): 1.7385x10 * mg/mL

r= 0.9999
A= 1.8838 + 0.001347

B=1.5119 £ 0.0217
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~ ascorbic iucto 2 y un néctar

~ de manzana ) produccion.

u da Derlvadva utilizada en |la

comprobamon,del»;metodo Pag 66 3»67,y“68 del Capltulo ~3‘ Comprobamon del

Metodo) Cada jugo se anallzo sngwendo la metodologla propuesta en las paginas 62

y 63 del Capitulo 2, Desarrollo del Método Analitico.

Tabla 33. Resultados experimentales obtenidos para el Jugo de uva marca Del

Valle por UV
# Jugo Ade UV a244 nm mg zzciggcge/ i?/g mL
1 1.5465 35.0000
2 1.5240 34.4819
3 1.5523 35.1346
4 1.5549 35.1945
5 1.6571 35.2453
6 1.4951 33.8155
7 1.4919 33.7417
8 1.5683 35.5036
9 1.5547 35.1899
10 1.6617 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 asc_:érbico/240 mL
(SD) a244 nm de jugo 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 Ade UVa244 nm T o e menzana
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 ascorbico/240 mL de jugo de

(SD) 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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" Tabla 37. Resuitados experimentales obtenidos para el Néctar de manzana

marca Del Valle por UV

mg ascorbico/ 240 mL de néctar

# Jugo Ade UVa244 nm He MARZANE
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 727716
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 ascorbico/240 mL de nectar
(SD) 2 244 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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dér'i\'[é'da} se calculd el intervalo de confianza con una probabilidad del 99.99%.
El céléulo de desviacién estandar y limite de confianza se muestran en la
‘pagina 101 en el Apéndice A.

Tabla 39. Contenido de acido ascorbico en 240 mL de jugo por los métodos UV
y UV con segunda derivada

mg de acido ascérbico/240 mL

Nombre de jugo

mg de acido ascoérbico/240 mL
de jugo por UV a 244 nm

de jugo por UV con SD a 244

Uva

34.3428 +1.4309

nm
18.4305 + 0.1054

Manzana

32.5962 + 1.1681

18.9456 + 0.67331

Néctar de manzana

69.2289+2.7436

38.6856 + 0.3564

Analisis estadistico de los datos obtenidos por las metodologias UV y UV con
Segunda Derivada (SD)
Se compard el contenido de acido ascorbico cuantificado por el método UV y
UV con segunda derivada (SD) para cada jugo y néctar analizados. Para realizar
esta comparacion se.realizo el analisis estadistico de comparacion de medias de dos

mueétfé m Veb'a t-Student.

' i’hipété_sns;

paginas 1

LQs 'r'e‘,s“ultaldos“qbtenidos*pa"r am_basv pruebas sevmue»strén ,‘e‘:h,lla tabla 40.
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Tabla 40. Resumen de pruebas estadisticas. Estadisticas calculadas y
tedricas para la prueba t-Student y prueba F.

. t tedrica con 18 F tedrica con 10
Jugo/néctar t calculada grados de libertad F calculada grados de libertad
Uva 67.2084 2.5524 1.7683 5.351
Manzana 21.6298 2.5524 5.9802 5.351

Néctar de
manzana 53.7072 2.5524 19.2796 5.351

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

medias de los. dos metodos probados son diferentes significativamente con una

probablhdad del‘99 99%

‘metod
el contenidt
contenid

uva, man:

ipréci?’s‘o'pgr‘a\elfanélisis que el método de UV.

on un " nivel de significancia de a= 0.01.

Con esta lnformacwn también concluimos que la media del
‘media 'del metodo UV con segunda derivada por lo que
ico- cuantlflcado por el método UV es mayor que el

ntifi gdo‘; qoﬂn_»se‘gun'da derivada para los jugos de

‘Comparacion del método AOAC con el método propuesto UV con

El método establecido por la AOAC (pagina 15, Capitulo 1.

segunda derivada (SD) para néctar de manzana

Fundamentos

tedricos) presenta el problema de no poder aplicarse en muestras coloridas, por lo
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que se dediatiéi

AOAC sblo’

'd‘efiv‘ada__:‘propuesta, los resultados obtenidos para la titulacién y el método por
ségUnda 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 ascorbico/240 mL de néctar | mg ascorbico/240 mL de néctar
# Jugo de manzana por el método de manzana por el método UV
AOAC con Segunda 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 desviacidn estandar de los resultados obtenidos del -

contenido de &cido ascérbiéijfp'a'ra cada jugo por el método de AOAC y UV con

segunda dekri\‘/ad se ulo el li_fnite de confianza con una probabilidad del 99.99%.

Los 'feSUIté‘d;.jrs“:'se"hjuestrari en la tabla 42.
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Tabla 42. Contenido de acido ascérbico en 240 mL de néctar por los método
AOAC y con el método propuesto UV con segunda derivada

Método AOAC
mg de acido ascérbico/240 mL
de jugo

Método propuesto UV/SD
mg de acido ascorbico/240 mL
de jugo

Nombre de jugo

Néctar de manzana 41.5145 1+ 0.2420 38.6856 + 0.3564

Se realizd la comparacion estadistica de las médias del contenido de &acido .

ascorbico c;él‘c':méd por. I'métddo establecido por la AbAC'médiante la titulacion con

2.6-;dicl§lxr _ré_‘la determinacion de ac I‘bICO y por.el método

propuesto:por U gunda derivada. También se realizé la_comparacién de la

njuntos de datos para comparar-que método es mas

,"Lo»sf r'es‘u'ltados obtenidos de estas pruebas estadisticas se muestran en la
tabla 43.

Tabla 43. Resumen de pruebas estadisticas. Estadisticas teéricas y
calculadas para la prueba t-Student y prueba F para la comparacion de los
métodos AOAC y UV/SD.

Nombre del t tedrica con 18 F teorica con 9,9
néctar t caiculada grados de libertad F calculada grados de libertad
Néctar de
manzana 13.0064 2.5524 ’ 01840 5.351

De los resultados obtenidos de.las. pruebas ‘estadistic “tiene que las

medias de los dos m“étqdos,'pirobadbs'son diferentes signpflcatlvafhente con una

sta informacién también conciuimos que la media del
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cuantificad

e a_‘ prueba F concluumos que la precision del método
lcl:orofenollndofenol -es sngmfncatlvamente mas grande
'eg‘unda derlvada con un nivel de significancia de a=0.01
por.lro que se concluye que el método UV con segunda
denvada es menosapreCIso para el analisis de néctar de manzana que el método por
.tltulacxon con 2,6-diclorofenolindofenol.
Comparacion del contenido de acido ascorbico obtenido por el método
propuesto UV con Segunda Derivada y las Normas Oficiales Mexicanas
El contenido de acido ascérbico cuantificado por el método propuesto para
cada jugo y néctar se compardé con el limite maximo de acido ascorbico permitido de

acuerdo a las normas mexicanas para alimentos —frutas y derivados-: Jugo de uva

ugo de manzana NMX-F-045-1982 y néctar de manzana NMX-F-
; 073{1,{98(\.‘) _‘L,"EY:'o's”res:l'.iItados obtenidas se muestran en la tabla 44.

Tabla 44. Contenido de acido ascérbico en jugos y limite maximo
permitido en las norma Oficial Mexicana para jugos

mg de acido ascorbico/ Kg
. Limite maximo de acuerdo a | calculado por el método UV/VIS
Nombre del jugo la Norma Oficial Mexicana por segunda derivada
Uva 150 mg/kg 76.6235 +1.7120
Manzana 150 myg/kg 78.9864 + 2.8452
Néctar de manzana 150 mg/kg 153.1831 £ 1.4116

Con los resultados obtenidos se demuestra que el contenido de acido

ascorbico calculado por el método espectrofotometrico por UV con segunda derivada



STADISTICO)

resultado

le’estar presente

uerdo lorma Ofic le na para cada jugo. Para

el hé"c‘v;tar_q;amanzana;e‘l, contenido.de acido ascorbico’es mayor al limite maximo.
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*

CONCLUSIONES:

Se desarrollé un método por espectrofotometria UV con segunda derivada para la
determinacion de acido ascorbico en jugos de fruta procesados.

Se puede cuantificar el contenido de acido asc6rbico en cualquier jugo de fruta
procesado sin que el color que poseen interfiera en el analisis.

El método UV con segunda derivada es mas preciso para el analisis de acido
ascorbico en jugos de fruta procesados que el método de UV.

El método AOAC por titulacién con 2,6-diclorofenolindofenol es mas preciso que
el método propuesto UV con segunda derivada para el analisis de néctar de
manzana.

El método UV con segunda derivada es mas exacto que el método AOAC por
titulacién con 2,6-diclorofenolindofenol.

El método AOAC utiliza una cantidad de reactivos menor que el método
desarrollado: para el método AOAC titulacion se utiliza el indicador 2,6-
diclorofenolindofenol y acidos tricloroacético, acético y sulfurico. Para el método
por UV con segunda derivada para determinar el contenido de acido ascoérbico
utiliza cartuchos de extraccién, nitrégeno y acido sulfurico.

La inestabilidad del acido ascorbico en agua se debe al pH de la solucidn y a la
presencia de oxigeno.

Las condiciones para estabilizar la absorbancia del acido ascérbico estandar en
solucidn son: prepararlo en acido sulfurico concentrado o un medio fuertemente
acido y ausencia de oxigeno, el tiempo de analisis es de 10 minutos manteniendo
la misma absorbancia y de 1.5 horas manteniéndolo estable para evitar su

degradacion.
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= El contenido de acido ascorbico cuantificado en los jugos analizados con el
método por espectrofotometria 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 (SD) 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
neéctar 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
absorcion como en el caso de los néctares.

« Los parametros de cuantificacion del método desarrollado son:

o r=0.9999

o A= 1.8838 + 0.001347

o B=1.5119 +0.0217

o Limite de deteccion (LDD): 5.2155x10 ~* mg/mL

o Limite de cuantificacion (LDC): 1.7385x10 = mg/mL

= Las concentraciones de acido ascérbico que se pueden cuantificar en un jugo de
fruta de forma cuantitativa es de acuerdo al Limite de cuantificaciéon (LDC)
1.7385x10 ~° mg/mL de acuerdo a los parametros establecidos para el método

desarrollado.
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DEFINICIONES Y PRUEBAS ESTADISTICAS ~ ~ . APENDICEA

DEFINICIONES:

Analisis de varianza: el anélisis‘de'»varianza es Un’a técnica estadistica que se utiliza

para separar y estimar las d|ferentes causas de vanamo

En un disefio expenmental en bloques valeatorlzado completos el modelo,

lineal supuestoes: . -

“a

Ha al me os in tratamlento es diferente.

Tabla 1. Tabla de calculo de Analisis de Varianza

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Fo
,va"fiaciénk , libertad cuadrados medio
Tratamientos t-1 s YEY. S.C. Trat. C.M. Trat.
ST P S = B 1 C.M. Error
‘i,y,BI‘Q’ques b-1 b .‘f-lz_i--z
=T W o
“Error (t-1)(b-1) L 2.2 L2 S.C.Error
= BENTEY | TEnG)
o] 2 2 :
- Y. X-
=
Total bt-1 é %Y"Q_L2
==t J bt

los: resultados individuales
caigan a ambos lados del valor medi s’ aleatorios -afectan la precision o

reproducibilidad de un experimento :



experimental.

Grados de libertad: es el nurrj'er:'c’iide'diésviaci’ones estéhdé'r_ r’id\epehdientes.
Limite de confianza: son los \}éibres extremos del intervaio de{’confianza.
Para calcularlo se necesita conocer la media de la poblacion de datos, la desviacion
estandar y el valor adecuado de t que depende de (n-1), que se conoce como grados
de libertad.

p= XEUS/NT)
Limite de cuantificacion: es la concentracion o limite mas bajo para realizar
mediciones cuantitativamente precisas, en oposicion a la deteccidn cualitativa.

y=yB + 10s8
Limite de deteccion de un analito: es la de concentracion de analito que
proporciona una sefal igual a la sefial del blanco o “sefial de fondo”.
y-yg =3Sg.

Prueba de dos colas: se utiliza para comprobar si dos métodos A y B difieren en su
precision.
Prueba de una cola: se utiliza para pro»bar si el método A es mas preciso que el

método B.
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Los 'valvoreks de F teorlca “estan registrados en tablas de acuerdo a la
"'probab‘ilidad o"alvnivel'def'éiv_'c'jh':ificﬁancia al que se trabaja, se busca de acuérdb él‘
gradyoﬁd‘el libertad que Hay en el numerador y en el denominador.
Ft

Prueba t: considera la comparacién de la media de dos poblaciones.

1) Planteamos un juego de hipdtesis de acuerdo a lo que se quiere comprobar

estadisticamente, dependiendo si es una prueba de dos colas o de una.
2) Se calculan las estadisticas siguientes: media, desviacion estandar y varianza.
3) Se obtiene el estimador ponderado de la varianza comun a ambas

poblaciones.

S2-(n-1)82 + (M-1)S7
n+m-2

donde n y m es el nimero de repeticiones del experimento de cada poblacién.

4) Se calcula la estadistica de prueba t experimental, se utiliza el estadistico:

tf X—=Y
\/_Sﬁ + St
n o m

5) Se busca la t tedrica de acuerdo a t(m+n-2).

~o t{n+m-2)

- 8) De acuerdo a la regla:de decisién se rechaza o se acepta la hipotesis

‘ pklan'téaif,.’j_é: e T
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Pruebas de significacion comparando desviacion estandar: se utiliza para
determinar los errores aleatorios de dos conjuntos de datos.

Pruebas de significacion de comparacion de medias: se utilizan para detectar
errores sistematicos.

Repetitividad: es la precision dentro de un conjunto de datos.

Reproducibilidad: La precisién entre diferentes conjuntos de datos es la

reproducibilidad.

ANALISIS ESTADISTICO:
Limite de confianza:

Se muestra el célculo realizado con los resultados del contenido de acido
ascdérbico en disoluciones estandar de acido ascérbico para comprobar el método.
Pag. 69, Capitulo 3. Comprobacion del método.

Tabla 2.- Resultados de la solucién estandar de acido ascérbico 4x10 ° mg/mL
en H2804 0.1 M a 244 nm por UV

NUmero de repeticion Ade UV a 244 nm C°"°e“t'a‘:22 é%% ’C‘:L de acido

1 0.2439 4.1341 x107°

2 0.2428 4.1130 x107°

3 0.2432 4.1207 x107°

4 0.2400 4.0600 x107

5 0.2400 4.0600 x107°

6 0.2437 4.1303 x107°

7 0.2419 4.0960 x10~°

8 0.2440 4.1360 x10°

9 0.2435 4.1264 x107°

10 0.2439 4.1341 x107°
Promedio 4.1211x1073
Desviacion estandar (S) 3.9175x10°

El promedio y la desviacion estandar se calcularon en Excel.
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‘ 1 ular élrlimite de confianza al 99.99% se necesitan las estadisticas:
* Promedio 12‘.1'1);1,’0'3,

| ” dar r (9): 2. 9175x10°8 y el

| Valor de ttedrica con 9 grados de libertad con una a=0.01: 2.8214"

e ‘busca de acuerdo a n-1 grados de libertad y con el nivel»vde

sugnlflcanma o probabllldad elegida.

Calculamos el limite de confianza:

p= X £ t{s/\m)
#=4.1211x10"% £ 2.8214 (3.9175x10°5 /VT0)
#= 4.1211x103 £ 3.4952x10-5

Prueba t:

Para hacer mas representativa la explicacion se como se realizé la prueba t se
muestran los calculos realizados para el contenido de acido ascérbico en el jugo de
uva con los resultados de las paginas 85 y 86 del Capitulo 4, Aplicacidén del Método.

Tabla 3. Concentracion de acido ascorbico en el Jugo de uva calculado por el
espectro UV y por segunda derivada

# Jugo Espectrofotometria UV Espectrofotometria
mg ascérbico/ 240 mL uv/SD
de jugo mg ascoérbico/240 mL
de jugo
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 33.81565 17.9165
7 33.7417 18.6513
8 35.5036 18.2425
9 35.1899 18.2425
10 32.1207 18.4060

!Infante G. S., Métodos estadisticos, Un enfoque interdisciplinario. Pag. 619.
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Promedio 34.3428 18.4305
Desviacion 1.6038 0.4641
estandar (S)
0.25721 - ce 0.2154
Varianza (S?) '

La hipotesis que se quiere comprobar es que las medlas de estos dos
. metodos dan resultados cuyas medlas difieren sugnlflcatlvamente Por lo que la
hlpote5|s nula adoptada es que la media de los resultados propormonada por ambos
metpd_qs_ es la misma.

| - Ho: px = py en oposicién a Ha: px # py

Ia‘s"es‘ta‘d‘iﬁsticas necesarias son:

YSD = 18.4305

=
SY =0.2154

Estlmad p derado de la varianza:

$2- (-1)S3 + (M- 1)82
n+m-2 :

Estlmador ponderado de la varianza es : (9)(2. 5721) +. (9)(0 2154)/ 18= 1.3938

Ensegwda se calcula to

tg___ XY
Soo+
n m
g (34.3428 - 18.430%)

1.3938,4 1.3938
10 10

M><|

~ t(n+m2)

T
I%fl, <

= 29.6098
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grados de libertad, la t

teorica.es.

“cualquie azonablemente grande. La conclusion es que la media de los dos

cos son diferentes con una probabilidad del 99.99%.

Pues{o'que X>Y, hay suficiente informacion estadistica por lo que también
concluimos que #¥x>#Hy
Pruebas F:
PRUEBA DE UNA COLA
Prueba F para determinar que método UV o UV con segunda derivada es mas
preciso en el analisis de jugo de uva.

La hipodtesis que se quiere comprobar: Es la precision 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 mas preciso por lo que se realiza
una prueba F de una sola cola

La prueba F esta dada por la razén de las varianzas, es decir, el cociente del

cuadrado de las desviaciones estandar de los resultados de cada método:
: 2
Sx —2 5721 Sv =0.2154

Fo= S\ /SY

; ,'4F0—25721/0v2154 _11 9410 ,

2 Infante G. S., Op. Cit. Pag. 619.
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.Fse busca el valor de F con 9 grados de libertad

,y éhj ,é‘l‘ numerador.y. 9.grados:de |bertad en el denominador con una probabilidad de

9'9~(a- 001)— 5.3523. Ya que el valor Fo calculado lo

99.99%, I

arianza de metodo UV es mayor que Ia del método UV con segunda

derlvad _ con u‘n € l de sngmﬂcancna de a= 0 01

Por lo que concluimos que el método p’ropuest'o"UV por segunda derivada es
mas preciso.

PRUEBA F DE DOS COLAS

Prueba F para determinar si los métodos UV y UV con segunda derivada tienen
la misma precision al trabajar con soluciones estandar

Para comprobar que los métodos UV y UV con segunda derivada tienen la
misma precision al trabajar con solucion estandar de acido ascorbico se realizo una
prueba F de dos colas, ya que en este caso no tenemos ninguna razén para esperar
que la varianza del método UV y UV con segunda derivada deba ser mayor que la
del otro al tfabéjar con soluciones estandar de acido ascérbico
| ‘L.a H_ipéte:‘s'is que se plantea es que la varianza de los dos métodos no difieren
sirgniﬁcativahjiante, ‘p‘or lo que es necesario probar que:

2

G2
Ho: 2% =1 en oposicién a Hae 3#’1
Oy Gy

Las eétadisticas necesarias son:

S A1 5347x10 o Sv = 5.4308x10°

Fo= Sy /SY i

3'1nfan'te'fG.1s'.,x0p.f Cit.. Pag. 626
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De Ias tablas para la prueba ‘con 79 grados de libertad den el numeradory 9
‘grados de Ilbertad en el denomlnador1con una probabilidad de 99.99% la F tedrica es
-~ de 5.3524.' |

Como Ia prueba F reallzada es de dos colas los valores criticos de F 9,9 (a=

”‘o 01) son: 5 352 y 0. 1869

’F.é,é’;,‘(q 0. 9(a= 0.01)= 1/5.351=0.018
| : ec"‘:'is‘i:c;a consiste en rechazar HO si Fo = 5.351 o si Fo < 0.01869,
~puestov7 ue el »alor de Fo= 0.1788, la conclusién es que con una a= 0.01
No hay razor{para rechazar la hipétesis Ho. Por lo excede las varianzas de ambos
‘metodos son iguales.

Por lo que método UV tiene la misma precision que el método UV con

segunda derivada con un nivel de significancia de a= 0.01.

Intervalo de confianza (Desviaciones estandar) de la ordenada al origeny de la
pendiente —Limite de cuantificacion y Limite de deteccién-.

Para calcular el limite de deteccién de un compuesto a partir de la curva

patron elaborada se necesitan conocer primero la ordenada en el origen y la

pendiente de la curva de regresion, los intervalos de confianza de la ordenada al

origen (A) y pendiente (B) asi como el estadistico Syix. De los valores de

“ Infante G. S., Op. Cit.. Pag. 626
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~concentracion (xi) y absorbancia (yi) obtenidos se utilizan para completar la siguiente

tabla y calcular las estadisticas requeridas®.

Tabla 4. Calculo de estadisticos necesarios para establecer el intervalo de
confianza de la pendiente y ordenada en el origen

Z(xi% ) = 1.2273 x10°

=xi2=3.8767X1072

s A D
= (- Y1) =1.0581x10

Intervalo de confianza de la ordenada al origen y de la pendiente

xi Xi-¥i (i-xi )2 Xi2 yi i A (vi- §i)?
8x10 ™ | -0.01548 | 2.39x10™" | 6.4x107 | 0.0018 0.0012 | 5.67x10™ | 3.33x107
2x10° [ -0.01424 |[2.03x10“| 4x10® 0.0028 | 0.0030 | 2.14x10* | 4.58x10”° |-
6x10 7 | -0.01082 | 1.05x10° | 3.6x10° | 0.0091 0.0089 | 2x10% | -4x10% |
"0.010 | -6.28x10° | 3.84x10° | 1x10° | 0.0145 | 0.0148 | 3x10° | oxi0® |
0,014 | -2.26x10° | 5.19x10° | 1.66x10 | 0.0205 208 | 3x107 |
0.018 | 1.72x10° | 2.95x10° | 3.24x10" | C Tx10°

[0.022 | 5.72x10° | 3.27x10° | 4.84x107| 0,02
" ,.‘0.6‘26” -9.72x10° | 9.44x10™® 6.76xio44' T0.03
. [70.030 | 0.01372 | 1.88x107 | ox10-4
[ 0.032 | 0.01772 | 3.13x107 | 1.16x103
: De los resultados anteriores tenemos:
Xi=0.01628

Para calcular los intervalos de confianza de la ordenada al origen y de la

pendiente tenemos que calcular el dato estadistico Sy/x que esta dado por:

* Miller J. C., Miller J. N., Estadistica para Quimica Analitica. Pag. 96-98.
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S"”‘z\\}z————(w"w)gﬁ \/%‘ﬁi - 3636Gx104
2y N

Después de calcular el valor de Syix podemos calcular -Sb'y Sa, las

desviaciones eSténdé de '_'r'{d‘ien;te (b) y de la ordenada al Q'/rjg'é'}hi’ﬂ(ay)]' t’os valores

de Sby Sa'se p’u'éd‘ lfa estimar limites de confianza pér : a"pendiente yla

ordenada"ehv”équr&lggnmlor§f‘_l.llmltej‘s;"de confianza en la pendiente son b + tSb donde el
valor de t se obtiberie ;:)Varé‘u/n nivel de confianza deseado y (n-2) grados de libertad.
Los limites de confianza para la ordenada en el origen estan 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:
Saz= \/—S—%‘:th-z
nx = (Xi-Xi)2
Sy 3.6369x107*

Se=\ ooz Xtn2= 0
Nerear \/1 3.8767x10

X 2.8965= 1.8744x107°

Ox (1.2273x1079
a= 4.6904x10°%+ 1.8744x107
Intervalo de confianza de la pendiente:
Sp= __Syx

\/= (6-5)2

- -4 : - :
Su S ypp 2 36300K107 ;) gg65- 003007

V' 0d-x0)2 V1.2273x10°

b= 1.4836+ 0.03007

X1n-2
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Limite de cuantificacion de una muestra a partir de la recta de regresion de una
curva patron:

Para calcular el limite de cuantificacion o limite mas bajo para determinaciones
cuantitativas se utiliza la ecuacién y= yB+10sSs donde los valores de yg (=A) y Sg
(= Sy/x) calculados prewamentepara determinar ‘el intervalo de confianza de la
ordenada al ongen y Ia pendiente. El valor de y para el limite de deteccion esta dado
p>o’rv:>d . g

Y=¥s* 10Sp donde: Sg=Syx y Ya=A
" y=4.6904x105+ (10x3.6369x10 -4 )= 3.6838x103

Ellrkr,evairlytédo’dev y obtenido es el valor de absorbancia, esta absorbancia se

v interpfoklka' a Ia curva patron y se obtiene la concentracion correspondiente a la
absorbancia calculada, el limite de Cuantificacion (L.D.C.) es de 2.4514x10™ mg/mL

de acido ascoérbico.

Limite de deteccion de una muestra a partir de la recta de regresion de una
curva patrén:

Se utiliza la ecuacion y-yg =3sg con los valores de yg (=A) y Sg (=Sy/x)

calculados previamente. El valorde y para el limite de deteccién esta dado por

Y= Yot SSB

y= 4.6.9,04)(1 0 (3)(3 _6369)(1 0-4)=1.1379x10"3

el resultado de y obtenido es alor de absorbancia, esta absorbancia se interpola a
la curva patron y se ob{tie'ne la concentracion correspondiente a la absorbancia

calculada,""el'limite de deteccion (L.D.) es de 7.3536x10™ mg/mL de acido ascérbico.
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Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados de absorbancias obtenidos en
las nueve curvas patron de acido ascérbico preparadas:

Para probar que no existe diferencia entre los resultados de absorbancias
obtenidos al registrar los espectros de absorcion de cada una de las disoluciones de

acido ascorbico estandar. se realiz6 un analisis de varianza para comprobar que

~'Se planted la hipétesis: Ho: 71 =72 =73 =7 =% =75 =77 =73 =73 en oposicion a Ha: al
menos los resultados de una curva patrén es diferente.
En la tabla 4 se presentan los resultados y calculos parciales necesarios para

obtenerla S.C.
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Tabla 5. Resultados obtenidos de las curvas patron de acido ascdrbico realizadas para calcular los estadisticos
del Analisis de Varianza

Concentracion| Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva Yi Yi. YF.
mg/mLde | patrén | patrén | patron | patron | patron | patron | patron | patron | patron |
acido 1 2 3 4 5 6 7 8 1 9 1
ascorbico '

8107 | 00018 | 0.0019 | 0.0017 | 0.0078 | 0.0076 | 0.0078 | 0.0020 | 0.0021 | 0.0079.| 0,096 |1 8x10°|27%10%| -
2107 | 0.0028 | 0.0029 | 0.0030 | 0.0029 | 0.0027 | 0.0031 | 0.0032 | 0.0031 | 0.0032 | 0,0269 |2.6x16°|7.2x10%|
6x10~ [ 0.0097 | 0.0093 | 0.0094 | 0.0082 | 0.0089 | 0.0094 | 0.0098 | 0.0009 | 0.0084 | 0.844 [94x10°|7.1x10°|

0010 | 0.0145 | 0.0147 | 00150 | 0.0157 | 0.0143 | 0.0153 | 0.0155 | 0.0160 | 0.0154 | 0.1358 [0.01508
0.014  [0.0205 | 0.0211 | 0.0214 | 0.0213 | 0.0204 |.0.0217 | 0.0220 | 0.0226 | 0.0216 | 0.1926 00214 0.03709} -
0018 | 0.0268 | 00267 | 0.0275 | 0.0274 | 0.0265 | 0.0273 | 0.0277 | 0.0283 | 0.0276 | 0.2458 0.02731/0.06041| -
[T 0022 | 00325 00324 | 0.0336 | 0.0338 | 0.0319 | 0.0337 | 0.0334 | 0.0345 | 0.0319 | 0.2782 [0.03313]0.08892|
[ 002 | 0.0389 | 0.0390 | 0.0393 | 0.0399 | 0.0392 | 0.0398 | 0.0400 | 0.0401 | 0.0389 | 0.3551 |0.030460.12609
0030 | 00442 | 0.0452 | 0.0461 | 0.0463 | 0.0447 | 0.0464 | 0.0468 | 0.0466 | 0.0453 | 0.4116 | 0.4573 |0.16941|
70034 | 0.0500 | 0.0570 | 0.0524 | 0.0519 | 0.0512 | 0.0521 | 0.0524 | 0.0524 | 0.0510 | 0.4662 | 0.0510 |0217-
Yi 02420 | 0.2442 | 0.2494 | 02496 | 02414 | 0.2506 | 0.2528 | 0.2556 [0.02471] 2233 | [0

Y] 0.0242 |0.02442|0.02494 |0.02496 | 0.024140.02506 | 0.02528 | 0.02556 | 0.02471|

YZ  |0.05856{0.05963|0.06220|0.06230|0.05827|0.06280 0.0639 | 0.6533 | 0.6105 |0.05540| f
Y 8.5x107]8.7x10°]9.1x10°]9.1x10™ | 8.6x107|9.1x10°[9.3x10°| 9.4x10°[8.9x10° | L ©

>5Y2|

0.08065
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8.C. Error _‘o 02528-0.06724-0.05540= -0.09736
‘En seguida se presenta la tabla de analisis de varianza

Tabla 6. Resumen de resultados del Analisis de Varianza realizado a los
resultados de absorbancia de las curvas patron

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Fo F tedrica con
variacion libertad cuadrados medio 9-70”8;125 de
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

Para probar que HO: 71 =72 =73~ =% “"s=7'7=7 “7a en oposncuon Ha al menos

los resul,tados.‘-dm‘absorbanCIa de una curva patronves 'ﬁdlferen : = 0.01,

co‘mpgraiﬁq ‘2__5,9 calculada con Fg]g valor de '70.ya que era el

mas Vc'éir:céh" de libertad de trabajo. P F0-5.5259< 2.672 F tedrica,

la concl que on un nivel de sug e:O.Q1,todas las curvas patron

tlenen Ios mlsmos valores de absorbanc écif no existe diferencia significativa

entre Ios valores de absorbanma ' -para cada curva patron.

: Por lo que tamblen,;podemd U:on,_c.lu'i'r qUe para el método propuesto los

resultados son ‘repetibles’y,‘rbl“oﬁex;s, e fuente de variacion significativa entre ellos.

®Infante G. S., Op. Cit.. Pag. 626.
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