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Introduccion

La complejidad de las matrices alimentarias y la inestabilidad de los compuestos bioactivos
presentes en frutas y verduras como la vitamina C, proponen un trabajo arduo en cuanto a su
estudio preciso y su cuantificacion, dada su rapida oxidacion y degradacion en el procesamiento
y almacenamiento dada su naturaleza labil, esto pone en evidencia la necesidad de un manejo
especial durante su andlisis en el laboratorio para la extraccion y cuantificacion correcta de sus
niveles que son indicadores de la calidad de productos, fuente de este micronutriente en la dieta
(Bussines Bliss Consultants FZE, 2018).

Es relevante para el estudio de la vitamina C una cuantificacion correcta, que sea
confiable y efectiva sin perder su compuesto bioactivo, para lo cual se ha descrito en la literatura
la técnica de espectrofotometria UV-VIS como método de cuantificacion. Es ampliamente
aplicada en investigacion, produccion y control de calidad para el estudio de sustancias
fundamentadas en la absorcién de luz por una muestra, obteniendo informacion clave como es la
cantidad y la pureza de la muestra misma (Luftmann, 2018), asi como la identificacion de
compuestos especificos, lo que hace de ella una herramienta atil en la medicién de un compuesto
tan importante y labil como es la vitamina C. Adicionalmente, permite obtener altas cantidades
de acido ascorbico (AA) a través de un proceso de medicion simple y rapido, estableciéndose
como un método accesible y sensible en este tipo de andlisis. (Bussines Bliss Consultants FZE,
2018)

La técnica de espectrofotometria UV-VIS también cuenta con una serie de ventajas y
desventajas para su uso, por lo que se requiere una revision bibliografica detallada y en fuentes
confiables que permitan determinar los parametros y condiciones para la correcta extraccion y

cuantificacion de este compuesto bioactivo en diferentes muestras de frutas similares a la de la
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Matriz alimentaria en estudio. Por lo tanto, se genera la siguiente pregunta para el desarrollo de
esta Monografia. ¢ Cuéles son los pardmetros y condiciones de la espectrofotometria UV-VIS
para la extraccion y cuantificacion de Vitamina C en guayaba roja (Psidium guajava)? Por lo
cual esta revision se centra en la técnica de espectrofotometria UV-VIS en la cuantificacion de la

Vitamina C.
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Justificacion
La Vitamina C o acido ascorbico (AA) es una vitamina hidrosoluble que tiene funcion
antioxidante, a nivel general anti inflamatoria. Es un compuesto de facil oxidacion, sensible,
especialmente en presencia de calor, alcalinidad y por su gran solubilidad en agua, suele
eliminarse en el agua de cocimiento, en exposicion al aire y en los procesamientos de alimentos.
En el ser humano cumple multiples funciones frente a su crecimiento de celulas, el desarrollo y
crecimiento normal del cuerpo. Por lo tanto, se requiere cuantificarla para evitar la mayor
pérdida de este micronutriente, aplicar un método adaptado de reaccion de acoplamiento para la
extraccion de la Vitamina C y método de cuantificacion. (Luna et al., 2016)

Para darle una mejor utilidad a las frutas como alimento humano, es importante conocer
su valor nutricional, asi como también su contenido de Vitamina C (Rahman et al., 2007).
Diversos estudios como el de Ledn (2014), confirman el alto valor nutricional de la guayaba roja
(Psidium guajava) porque es un fruto rico en vitamina C; para establecer el contenido de
vitamina C, existen diferentes técnicas de extraccién y cuantificacion, por lo que es necesario
determinar los parametros y condiciones que eviten que se presenten alteraciones en este
compuesto bioactivo en la matriz alimentaria a analizar.

Lo que se pretende con esta monografia, es que a través de una vigilancia tecnolégica se
presenten las metodologias mas adecuadas para la extraccion y cuantificacion mediante el
método de espectrometria UV-VIS en la Vitamina C en guayaba Roja (Psidium guajava), que
corresponde a una técnica apta que permite conservar las caracteristicas de la Vitamina C, asu
vez, aportara informacion a las industrias como una base para la fabricacion de alimentos
funcionales enriquecidos con Vitamina C y asi como la aplicacion de este método en

investigacion en el area cientifica, porque garantiza confiabilidad, y uso frente a otros métodos.
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Respecto a la medicion en frutas, se encuentra en la literatura que la espectrofotometria
es el resultado de la técnica de modernizacidn de procesos en laboratorio para determinar los
diferentes contenidos dentro de un producto, teniendo como ventaja, en primera instancia, que
son metodos no destructivos que permiten la adquisicion de parametros de calidad interna de
frutos, sin dafiar su superficie, y en segundo lugar, permite procesos de medicion simple y rapida
al no requerir pretratamientos complejos ni reacciones quimicas en las muestras de frutas
(Bussines Bliss Consultants FZE, 2018)

A su vez, Marin (2020), afirma que la espectrofotometria es una de las técnicas analiticas
mas extendidas por su robustez, sencillez, fiabilidad e instrumentacion de bajo costo, tanto para
medidas directas como acopladas a otras técnicas o procesos como cromatografia y electroforesis
(p. 23). Ademas, es una herramienta importante para determinar parametros fisico-quimicos,
como las constantes de equilibrio y velocidad de reaccion. De igual forma, Quito (2016),
sostiene que esta técnica es un método selectivo simple y ofrece la ventaja de la sensibilidad sin
necesidad de extraccién o calentamiento. Segin, Mohammed et al. (2019) los métodos de ensayo
de la espectrofotometria la cual no implica condiciones de reaccion estrictas con sustancias
asociadas en las formas en como se dosifican y se muestran resultados reales; la confiabilidad de
este método se evidencia por el calculo del porcentaje de la desviacion estandar y se encontrd
que variaba dentro del rango de 0,29 a 1,98% y se confirman a partir de la consideracion de la
interferencia esperada siendo todos estos datos citados por este autor como componentes bases

para la fundamentacion de este documento.
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Objetivos
Objetivo General

Identificar los pardmetros y condiciones para la extraccion y cuantificacion de Vitamina

C de guayaba roja (Psidium guajava) por espectrofotometria UV-VIS.
Objetivos Especificos.

Indagar sobre espectrofotometria UV-VIS aplicada para la extraccion y cuantificacion de
Vitamina C en frutas.

Analizar los parametros y condiciones para la extraccion y cuantificacion de Vitamina C
por espectrofotometria UV-VIS en guayaba roja (Psidium guajava).

Describir las ventajas y desventajas de la espectrofotometria UV -VIS en la extraccion

y cuantificacion de Vitamina C de guayaba roja (Psidium guajava).



Recoleccién de la Informacién

El desarrollo de esta monografia estd basado en una investigacion mixta por su
integracién del enfoque cuantitativo y cualitativo , ubicada en el enfoque descriptivo y
documental, debido a que se analizaran estudios realizados por otros investigadores y las
metodologias utilizadas por ellos para describir los resultados obtenidos sobre la Extraccion
y cuantificacion de la Vitamina C. (Sampieri, 2016)

Se realiz6 una revision bibliogréfica sobre la extraccion y cuantificacion de Vitamina
C, en un periodo principal del (2010 a 2021) a nivel nacional e internacional. Dicha consulta
se llevé a cabo en su mayoria por medio de la revision de bases de datos, revistas cientificas
y herramientas electronicas como: ELSEVIER, Scientific Electronic Library Online
SCIELO, Red de Revistas Cientificas de América Latina y el Caribe, Espafia y Portugal
REDALYC, Google Académico, Dialnet, PUBMED, SCOPUS, EMBASE, Red
Iberoamericana de Innovacion y Conocimiento Cientifico REDIB y La Red Federada de
Repositorios Institucionales de Publicaciones Cientificas.

Esta busqueda respondié a preguntas enfocadas en: ¢ Qué es la extraccion y
cuantificacion de Vitamina C en guayaba roja (Psidium guajava)?, ;Qué tipo de estudios se
han realizado en este tema?, ;Cual es la mejor técnica de extraccion y cuantificacion de
Vitamina C en guayaba roja?, ;Es la espectrofotometria UV-VIS la mejor forma de
extraccion y cuantificacion de Vitamina C en guayaba roja. La ecuacion de busqueda
implementada fue: ("Cuantificacion vitamina C Espectrofotometria®) and (“Extraccion
guayaba roja “or “Extraccion vitamina ¢” or “Determinacion vitamina ¢”) and (“Vitamin
extraction parameters” or “Vitamin C extraction conditions’) and (” spectrophotometry or

Spectrophotometry method”) and (” analytical methods vitamin c¢*) and (*“ Analysis

14
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quantification methods”)

Con relacion a los documentos estudiados, prevalecen para el desarrollo de esta
monografia, el estudio de los autores Anal P- y Shuchi, (2019). Este estudio se enfocé en el
método espectroscopico ultravioleta para la determinacion de la Vitamina C, a través del método
2,4 dinitrofenilhidrazina, en diferentes frutas de la region del sur de Gujarat, incluyendo la
guayaba roja (Psidium guajava), en la que se cuantificaron 181,79 mg/100 g de Vitamina C, los

investigadores, los autores demostraron que es un método simple y confiable.

En la investigacion realizada por Hermaj et al. (2019), determinaron un analisis
comparativo de la concentracion de Vitamina C en zumos de frutas comerciales y frutos frescos
de Nepal, junto con la determinacion de la mejor temperatura de almacenamiento. La
investigacion fue dirigida, a través del método de extraccion de acoplamiento 2,4
dinitrofenililhidrazina, para la cuantificacion de vitamina C por espectrofotometria UV-VIS y
realiz6 comparacion con métodos trimétricos, donde concluyé que el método
espectrofotométrico es un método rapido de analizar y de facil interpretacién. Asi mismo, el
estudio de Hasbi et al. (2017) demostr6 por medio del analisis de los niveles de Vitamina C (AA)
en la fruta de Mangostan, con la técnica de extraccion 2,6 diclorofenol indifenol, y confirmaron
una vez mas que la espectrofotometria UV-VIS es un método seguro, eficaz, para la
cuantificacion de la Vitamina C.

En la investigacion realizada por Riscachyani et al. (2019) aplicaron pruebas similares a
las implementadas en los estudios mencionados anteriormente, aqui, identificaron el
contenido de AA en carica papaya L. por medio de la Yodimetria y espectrofotometria UV-
VIS: dentro de la investigacion se efectuaron comparaciones de estas dos técnicas,

enfocandose en determinar los niveles de Vitamina C, en el método de titulacion a una
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muestra de papaya, afladieron el filtrado de la muestra con indicadores de almidén y
titulacion, luego, mediante la aplicacion del método de espectrofotometria UV-VIS, llevaron
a cabo la curva de calibracion de AA, y dieron resultados mayores en la determinacién de los
niveles de Vitamina C con una desviacion estandar del 0,1313%, concluyeron y demostraron,
que el uso del método de espectrofotometria UV-VIS , es un método efectivo y seguro. De
igual forma se resalta el articulo de Mussa, S, B . y Shara, Y, E. (2014). La investigacion se
enfocd en determinar la Vitamina C total (AA+ &cido deshidroascorbico) por
Espectrofotometria UV-VIS y el método redox y titulacion por retroceso yodimétrica, en
varios jugos de frutas, utilizaron el mismo método de extraccion en la reaccion de
acoplamiento de 2,4 di-nitrofenilhidrazina por la técnica aplicada, para comparar los valores
del contenido de Vitamina C con el etiquetado en los jugos de frutas envasados, mostraron los
resultados, las diferencias significativas del contenido de Vitamina C en los jugos y asi
afirmaron la efectividad de este método de extraccion y cuantificacion.

El compuesto bioactivo, su importancia y las principales caracteristicas se especifican en
una revision del estudio de Fang. (2017). En donde se analizaron los métodos analiticos para la
determinacion de la vitamina C en alimentos, de la inestabilidad del compuesto y la aplicacion de
una técnica confiable para conservarla en los diferentes métodos analiticos, la importancia que
tiene esta para el ser humano y la eleccion de un método idoneo para su cuantificacién con el
método espectrofotometria, para hacer una adecuada extraccién y obtener 6ptimos resultados al
momento de utilizarla. Asi se concluye que los articulos cientificos suministrados en todo el

desarrollo de la monografia y dar cumplimiento a la informacion analizada en los articulos.
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Resultados Esperados

Se espera a partir del desarrollo de esta monografia presentar claridad respecto a los
pardmetros de la espectrofotometria UV-VIS que hace de esta técnica la mas usada para la
extraccion y cuantificacion de la Vitamina C, por lo que se requiri6 de una revision
bibliografica detallada y en fuentes confiables que permitieron determinar los pardmetros y
condiciones para la correcta extraccion y cuantificacion de este compuesto bioactivo en
diferentes muestras de frutas similares a la de la matriz alimentaria en el estudio guayaba
Roja ((Psidium guajava).

A partir de la revision bibliografica realizada en los estudios plasmados en los articulos
cientificos consultados, se identificaron las ventajas y desventajas de la espectrofotometria UV-
VIS como técnica para la cuantificacion de Vitamina C con el fin de tener claridad y asi evitar
perdida de este compuesto bioactivo.

Por Gltimo, es importante resaltar que la espectrofotometria UV-VIS, es considerada una
técnica valiosa para la industria alimentaria por cuanto este método resulta especifico para
determinar la concentracion del analito en una muestra alimentaria como es la Vitamina C,

compuesto bioactivo presente en la guayaba roja (Psidium guajava).
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Impacto

El desarrollo de esta monografia sobre los métodos de extraccién y cuantificacion de la Vitamina
C, parte de un analisis conceptual del fruto, revision en estudios realizados y plasmados en
articulos cientificos sobre extraccion de compuestos bioactivos y la aplicacion de la
espectrofotometria UV-VIS como método para llevar a cabo la cuantificacion de diferentes
compuestos bioactivos, presentes principalmente en frutas, con el fin de contribuir a la
disminucion de errores que se puedan cometer al momento de aplicar esta técnica a partir de
protocolos estandarizados y su aplicacion en la cuantificacion de Vitamina C en la guayaba Roja

(Psidium guajava).
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Sintesis
En el capitulo 1: De los estudios de la espectrofotometria UV-VIS para la extraccion y
cuantificacion de Vitamina C en frutas, tiene como finalidad realizar un anélisis de las
condiciones y covariables de los principales resultados esperados, en los articulos seleccionados
para demostrar los resultados de los experimentos y la importancia de la técnica de
espectrofotometria UV-VIS en la industria de los alimentos en algunas comparaciones con otras
técnicas, para la cuantificacion de compuestos bioactivos en frutas.

En el capitulo 2: Se revisan los parametros y condiciones para la extraccion y
cuantificacion de Vitamina C por espectrofotometria UV-VIS en guayaba roja (Psidium
guajava). Se presenta en primer lugar las generalidades de la guayaba roja (Psidium guajava),
posteriormente se reportan los métodos de extraccion y por Gltimo un andlisis del compuesto
bioactivo.

En el capitulo 3: Se presentan las ventajas y desventajas de la técnica espectrofotometria

UV-VIS para cuantificacion de Vitamina C en guayaba roja (Psidium guajava).
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Capitulo 1: Estudios Sobre Espectrofotometria UV- VIS Aplicada Para la Extraccion y

Cuantificacién de Vitamina C en Frutas.

El desarrollo de métodos analiticos, rapidos, simples y econémicos es una de las areas de
crecimiento de interés, especialmente porque se necesita tomar decisiones rapidas en el campo
medioambiental e industrial. Se han desarrollado actualmente diversos métodos analiticos para la
determinacion del AA incluyendo, espectrofotometria, titrimétrica y cromatografia titrimética,
voltamperometria, fluorometria y potenciometria como técnica analitica. Del mismo modo, la
electroforesis capilar por cromatografia y la cromatografia de gases también se usa para la
determinacion de AA de diferentes especies de citricos (Anal P; & Shuchi, D. 2019), de esta
manera, en la presente monografia se estudia la técnica de espectrofotometria UV-VIS, que se
utiliza para determinar el AA en diferentes especies de frutas.En la tabla 1 se representan las
principales caracteristicas de los sumarios de los estudios revisados.

Tabla 1.

Sumario de estudios de cuantificacion de vitamina C

Tipo Metodologia Resultados principales Referencias
Analitica En  este articulo En la determinacién de la Anal P; & Shuchi,
procedieron de Vitamina C por el método de D. 2019 Meétodo

acuerdo con el método la espectrofotometria UV-
de espectrofotometria VIS. EI &cido ascérbico se
UV-VIS para la oxida a acido
determinacion de AA deshidroascorbico, por la
en diferentes frutas. accion de la solucion del
Por medio del bromo. El acido

espectroscopico

ultravioleta para
determinacion de
Vitamina C (AA)
en diferentes frutas
en la region sur

espectrofotometro

UV-Visible. Modelo
Shimadzu 1800, para
la determinacion de la
Vitamina C. Aplicaron
las  reacciones de
acoplamiento de la

dehidroasccorbico reacciona
con 2,4, DNPH
dinitrofenilhidrazina y
produce una osazona que al
tratarse con &cido sulfurico
H,S0, forma una solucion
de color Rojo. ldentificaron

Gujarat.



Analitica

Descriptivo

solucién 2,4, DNPH
dinitrofenilhidrazina,
Con la adicion de la
solucion del agua de
bromo, y le
adicionaron  H,SO0,
acido sulfurico, como
método  simple vy
confiable.

En la investigacion de
este estudio realizaron
comparacion en zumos
de frutas del contenido
de Vitamina C entre

zumos  de  frutas
comerciales y zumos
de frutas frescas,
mediante el uso de la
técnica de
dinitrofenilhidrazina
(DNPH)

espectrofotometria
UV-VIS, en el
espectrofotométrico
UV. Visual de doble
haz LT-2100, con
cubeta de cuarzo de
10mm.

Determinaron los
niveles de Vitamina C
contenidos  en la
papaya, usando
espectrofotometria

UV-VIS y meétodo de
yodimetria, donde el

la solucién de la solucién
coloreada de todos los
estandares, con la siguiente
ecuacion de la curva de
calibracion: y = 0,0067x +
0,0549

R? = 0,9881. En el zumo
de la guayaba (Psidium
guajava) el resultado fue de
181,79(mg/100g).

Se realiz6 comparacion de la
técnica UV-VIS. Con la
técnica de método
Trimétrico donde involucro
la reaccién redox entre el
yodo y la Vitamina C, al
afladir el yodo en la
titulacion, el (AA) se oxido a
acido deshidroascorbico,
mientras que el yodo se
redujo a iones de Yoduro.
Los dos métodos arrojan

resultados  similares  de
contenido de Vitamina C,
aunque el método de
titulacion es simple, la

espectrofotometria UV-VIS,
consume menos tiempo Yy
facil interpretar.

Los investigadores
obtuvieron la  siguiente
ecuacioén lineal de la curva
de calibracion.

Y=0,0005 + 0,128

R?=0,994

Para realizar la
determinacion de los niveles
de la Vitamina C en papaya,
usaron la muestra para el
método de
Espectrofotometria UV-VIS.
La llevaron a cabo haciendo

Hermaj et al

(2019). A
comparative
analysis of
vitamin-c
concentration  in
commercial  fruit
juices and fresh
fruits of Nepal
with  effect of
temperature.
International
Journal of
Pharmacy and

Pharmaceutical
Sciences. 11(8).

Riscachyani et al.,
(2019).
Identification of
Ascorbic Acid
Content in Carica
papaya L. Using
lodimetry and UV-
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método y los
materiales  utilizados
fueron, papaya de
california, aquadest,

solucion de almidodn,
solucion de yodo 0,01
N, solucion de KI,

solucion  de H,SO0,,
tiosulfato, de sodio,
Acido, ascorbico,
acido  oxalico vy

molibdato de amonio.

Descriptivo El articulo es sobre la

Analitico

determinacion de
Vitamina C, en el
Mangostan, utilizaron
espectrofotometria UV
-VIS,

Los investigadores
procedieron de
acuerdo al método de
espectrofotometria

UV-VIS de doble haz
(Modelo Geseys
10UV) con celda de

una curva de calibracion de
AA, luego a la muestra
filtrada le agregaron una
solucién de H,S0, al 5% y
reactivo de molibdato de
amonio para formar color y
ser observadas en el espectro
visible, luego midieron la
absorbancia de la muestra a
una longitud de onda de
494nm. El principio del
método de yodimetria es la
vitamina C (AA ) como un
fuerte agente reductor y
puede ser titulado con
solucion estandar de yodo.
El resultado de los niveles de
Vitamina C, mediante el
método de
espectrofotometria UV-VIS
fueron mayores a 0,1313% y
los de yodimetria fueron
menores de 0,0147%.

Resultados de absorbancia
Y=0,015 + 0,0133

Utilizaron una correccion de
error de R?=0,9615

Se tom6 una muestra de 10g,
tuvo una absorbancia de
0,3190 y 0,0590 mg/g de
vitamina C.

El mangostan, contiene 7,2
mg/ g de vitamina C.

La Vitamina C Total (AA)
fue determinada por
espectrofotometria en varios
zumos de fruta. En este
método una muestra se
homogeniza con un 3% de
acido metafosfdrico- acético

Vis
Spectrophotometry

Hasbi et al, (2017)
Analisis Kadar
vitamin C. Pada
Buah Manggis y
Ang
Diperjualbelikan
di pasar Terong
Kota makassar

Mussa, S, B. &
shara, Y, E.,
(2014). Analysis
of Vitamin C
(ascorbic acid)
Contents packed
fruit juice by UV-

22



1cm, para el analisis
del contenido de
Vitamina C (AA) en
Zumo de fruta
embasada.

al 10% Soluble. Luego, se spectrophotometry
adiciona agua con bromo y and Redox
oxida el AA a 4&cido Titration Methods

deshidroascorbico en
presencia de acido acético y
el exceso de bromo se
elimina con unas gotas del
10% tiourea. Después de
acoplar con 2,4
dinitrofenilhidrazina a 37°C
de temperatura durante tres
horas, la solucion se ha
enfriado en bafio de hielo y
se trata con H,SO0, al
85%enfriado para producir
un complejo de color rojo y
la absorbancia se mide
espectrofotométricamente a
521 nm.
Ecuacion de la recta de la
curva de calibracion:
Y=0,016x
R?=0,995
Hacen uso de la reaccion por
método de redox
Generation I, (Eql)
K1O3(qq) + 6H;q + 51(‘aq)
- 3 1;(aq)
+ 3 H,0(D)
+ K + (aq)
Oxidacion de vitamina C
(Eq.2)
CeHg0s(aq)+12(aq)+l2 CgHe
0s(ag)+21-(aq)+2H+(aq)

Nota: Elaborado por el autor a partir de la revision bibliografica

Segun los estudios reportados en la tabla 1, el periodo de publicacién de los articulos

comprende los periodos entre 2014 — 2019. Las investigaciones reportadas en los articulos
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revisados fueron desarrolladas en distintos paises. En la mayoria de los estudios los investigadores

se enfocaron en la principal técnica de extraccion y cuantificacion de Vitamina C por

espectrofotometria UV-VIS, seleccionada para la presente Monografia, lo que permite inferir que
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es la técnica mas eficiente para la extraccion y cuantificacion de Vitamina C. A continuacion, se
presenta la importancia de la técnica en los estudios analizados que dan soporte a la confiabilidad
y seguridad de los resultados del uso del método de cuantificacion por espectrofotometria UV-
VIS.

En el estudio realizado por Anal P; & Shuchi, D. (2019) se determiné el contenido de
acido ascorbico (AA) en diferentes frutas con la técnica de espectrofotometria UV-VIS. Para la
extraccion de la Vitamina C, se hizo uso de una licuadora en medio &cido en presencia de acido
acético y acido meta fosforico para estabilizar el compuesto de interés y, para determinar el
contenido del &cido ascorbico se aplicd el método espectrofotométrico de 2,4 DNPH. EIl método
consiste en varias reacciones, inicialmente, el &cido ascorbico se oxida a acido deshidroascorbico
por la accion de la solucion de bromo, y finalmente, el acido L-deshidroascorbico reacciona con
2,4dinitrofenilhidrazina y produce una osazona que en el tratamiento con H,SO, forma una
solucién de color rojo. En general, el estudio concluyd que el método espectrofotométrico para la
determinacion de vitamina C es un método simple y confiable y proporciona un excelente
resultado para la determinacion de vitamina C, esta afirmacion es soportada por la investigacion
desarrollada por Hermaj et al. (2019), pues afirman que la espectrofotometria UV-VIS es un
método simple, confiable y requiere menos tiempo por lo que la técnica es facil de interpretar,
aqui, realizaron un analisis para comparar la concentracion de Vitamina C entre zumos de frutas
comerciales y zumos de frutas frescas de manzana, naranja, limén y uvas, mediante el uso de
espectrofotometria UV-VIS y el método titrimétrico.

Para la cuantificacion por tritimetria, a partir de una solucién estandarizada de yoduro de
potasio en presencia de almidén al 0,5% como indicador se realizo la titulacion de la solucién

que contenia la vitamina C extraida de las frutas, en este procedimiento ocurre una reaccion
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oxido — reduccidn, en donde el yodo se reduce y el acido ascorbico se oxida y a través de un
calculo por estequiometria se obtiene la cantidad de vitamina C en la muestra analizada, Mussa,
S, B.y Shara, Y, E., (2014) sefialan que en este proceso el yodo en medio acuoso oxida la
vitamina C y para que esto suceda es requerido estar en una solucién &cida por lo que usualmente
se hace uso de un acido fuerte para facilitar la reaccion, Riscahyani et al. (2019) afirman que este
procedimiento debe realizarse rapidamente ya que el acido ascorbico reaccion facilmente con el
O, del aire y termina convirtiéndose en &cido deshidroascorbico. Para la cuantificacion por
espectrofotometria, en la investigacion hicieron uso de un espectrofotémetro LT-2100 UV-visual
de doble haz en donde se utilizé una cubeta de cuarzo para registrar la absorbancia, al igual que
en el estudio realizado por Anal P; & Shuchi, D. (2019) este método implicé la reaccion de
acoplamiento del 2,4 colorante de dinitrofenilhidrazina (DNPH) con vitamina C seguido de la
determinacion espectrofotométrica. En general, la investigacion arrojo que los dos métodos de
cuantificacién implementados concordaron entre si y con los valores reportados en la literatura,
sin embargo, los autores afirman que la espectrofotometria requiere menos tiempo y es mas facil
de interpretar puesto que en la titulacién con yodo el punto de oxidacion depende de la
experiencia del investigador y puede verse afectada segun quién los realice.

Una metodologia similar fue aplicada por Riscahyani et al. (2019) para la determinacion
de los niveles de vitamina C en la papaya, implementaron el método de tritimetria siguiendo el
un procedimiento parecido al implementado por Hermaj et al. (2019) con la variacion de que se
estandarizo una solucién de tiosulfato de sodio que fue usado para la estandarizacion de la
solucion de yodo y se hizo uso de amilum como indicador. Para la cuantificacion por medio del
espectrofotometro si hubo una mayor variacion en la metodologia utilizada, en esta

investigacion, los autores realizaron la curva de calibracion del equipo en una solucién de acido
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ascorbico de 10 ppm en presencia de H,SO,y molibdato de amonio para establecer la
determinacion de la longitud de onda méxima, esta solucion se preparé varias veces variando el
volumen del &cido ascoérbico, para la extraccion de la Vitamina C, los investigadores limpiaron la
papaya quitdndole la cascara y las semillas y de manera similar a Hermaj et al. (2019) se obtuvo
el extracto de fruta y se filtrd, a esta solucion se afiadio 5% de H,SO, y 5% de molibdato de
amonio para llevarlo al espectrofotometro y obtener la longitud de onda y asi obtener la
concentracion de &cido ascorbico en la muestra problema, adicionalmente agregaron cido
oxalico para mantener estable la vitamina C en la muestra. En esta investigacion se ve una
diferencia importante entre los dos métodos de determinacion utilizados, una diferencia entre los
resultados obtenidos por el estudio realizado por Hermaj et al. (2019), pues en los resultados
encontraron que haciendo uso del método de tritimetria con yodo la concentracion de &cido
ascarbico fue de tan solo de un 0,0147% mientras que por espectrofotometria UV-vis fue de
0,1313% una diferencia de 0,1173%.

El trabajo realizado por Mussa, S, B. y Shara, Y, E., (2014) da soporte a la efectividad de
la determinacion del nivel de acido ascorbico por espectrofotometria, pues en su investigacion
realizaron la comparacion del contenido de vitamina C en zumos de frutas naturales y procesados
por este método y a través de valoracién redox, dado que el acido ascérbico es un agente
reductor debil acepta electrones, oxidandose en una reaccion de oxido-reduccion como ya se ha
mencionado, el proceso sigue el esquema establecido por Riscahyani et al. (2019) se realiza la
estandarizacion del tiosulfato para estandarizar la solucion de la muestra a analizar, respecto a la
implementacion de la técnica de espectrofotometria el proceso también es similar a lo que ya se
ha mencionado con la diferencia de que en la construccion de la curva de calibracion se agreda

bromo para oxidar el acido ascérbico y obtener acido deshidroascérbico, ademas se afiaden gotas
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de tiourea que eliminan el exceso de bromo, a los estdndares se les afiadié 2,4-DNPH vy acido
acético, los autores mencionan que el proceso de analisis por espectofotometria puede verse
afectado por la presencia del &cido dicetogulénico debido a la hidrolisis de oxidacidn destructiva
a un PH maés alto que genera la apertura del anillo de lactona del &cido ascérbico y se pierde la
actividad vitaminica, es por esto que se debe asegurar el medio &cido en la solucion problema y
en las muestras usadas para realizar la curva de calibracion, sefialan también que puede haber
interferencia debida la presencia glucosa debido a la similitud en su estructura con la vitamina C
reaccionando de manera similar con el DNPH, por ello se requiere afiadir a la solucion é&cido
acético y asi asegurar la extraccion de la glucosa. En general, en el estudio se encontr6 una
pequefa diferencia entre el uso de las dos técnicas para la determinacion de los niveles de &cido
ascarbico en las muestras analizadas, sin embargo, los investigadores sefialan la efectividad y
simplicidad de hacer uso de la técnica de espectrofotometria. Hasbi et.al (2017), utilizaron un
espectofotometro para identificar los niveles de vitamina C en mangostén, para la extraccion se
agreg6 acido oxalico a la pulpa del mangostan y para comprobar la existencia de este se realizd
un analisis cualitativo con 2,6 diclorofenol sddico en donde a través de una reaccion de 6xido
reduccion la solucién toma un color rosa que afirma la presencia de acido ascorbico, en el
proceso de espectofotometria se obtuvo que los niveles de Vitamina C fueron de 0,05909 mg/g
una diferencia importante frente a lo que se relaciona en la base de datos de la USDA donde se
reporta un contenido de 7,2 mg/g por lo que se infiere que en el proceso de extraccion la
vitamina tiene margen de mejora para evitar que se descomponga.

En general, las investigaciones revisadas dan soporte al uso de la técnica de
espectrofotometria UV-VIS para determinar el contenido de Vitamina C en frutas, por ser un

método sencillo, eficaz y adecuado en la industria de alimentos dada su precision en la
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determinacion de compuestos bioactivos, y a la rapidez en que se puede aplicar.

Luna et al. (2016) menciona que la Vitamina C es un compuesto de facil oxidacion,
sensible, especialmente en presencia de calor, alcalinidad y por su gran solubilidad en agua, que
se destruye al exponerse a procesos de coccion y en presencia del aire, por lo tanto, se requiere
aplicar un método adaptado de reaccion de acoplamiento para la extraccion de la Vitamina C. Es
asi que en los estudios revisados en donde se hace una comparacion entre la técnica de
espectrofotometria y titulacion o valoracion redox los resultados siempre son mejores al hacer
uso de un espectrofotometro con variacion en las técnicas implementadas, pues en 3 de los 6
estudios que se relacionan en la tabla 1 de esta monografia destacan la adicion de la solucion 2,4
dinitrofenilhidrazina y en 3 de esos mismos estudios la adicion de H,S0, en la solucion para

asegurar complejo coloreado lo que ofrece resultados satisfactorios.
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Capitulo 2: Parametros y Condiciones Para la Extraccion y Cuantificacion de Vitamina

C Por Espectrofotometria UV-VIS en Guayaba Roja. (Psidium Guajava)

La Vitamina C

Aunque desde 1720 se haya observado una relacion entre el escorbuto y la falta de
consumo de alimentos vegetales frescos, la Vitamina C o &cido ascorbico permanecio
desconocida hasta 1927, afio en el que fue descubierta por Albert Szent-Gyoérgyi (Carr &

Maggini, 2017).

Esta compuesta por 6 atomos de carbono de los cuales 4 forman un anillo con estructura
de lactona y es una vitamina hidrosoluble que se sintetiza a partir de la glucosa en la mayoria de
las plantas y animales. El ser humano es incapaz de sintetizar la Vitamina C por la falta de una
enzima llamada L-gluconolactona oxidasa que cataliza el Gltimo paso de la glucosa a la Vitamina

C, esto obliga a incorporar la vitamina a la dieta (Bolet Astoviza, 2004).

Funciones de la Vitamina C en el Organismo

Es un antioxidante muy efectivo por su capacidad de donar electrones, lo que permite la
proteccidon de moléculas importantes que componen nuestro organismo como proteinas, lipidos y
acidos nucleicos. Ademas, protege de la oxidacion a otras vitaminas como la vitamina A, E y
algunas de las vitaminas B, también, mantiene el estado reducido de los iones de hierro y cobre
y potencia la absorcion intestinal de hierro no ligado al grupo hemo. La deficiencia de esta
vitamina se relaciona principalmente con la carencia de tejido conectivo, que en su mayor grado
se refleja con el escorbuto. Los sintomas del escorbuto como el sangrado de la piel, nasal y de
encias, la anemia y la demora en la cicatrizacion de heridas nos demuestra la importancia de la

Vitamina C en el ser humano. Aparte es el cofactor de diversas enzimas como las hidroxilasas
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necesarias para la biosintesis de la carnitina que es una molécula encargada de transportar los
acidos grasos a la mitocondria para su metabolismo, y de la enzima hidroxilasa encargada de la

sintesis de las catecolaminas (Nutricion.org, 2021).

Fuentes de Vitamina C

Debido a la termolabilidad de la Vitamina C se recomienda consumir alimentos crudos o
con métodos de coccion menos intensos como al vapor o microondas unos minutos. Para su
conservacion se recomienda mantenerlos en lugares frescos, secos y oscuros o donde no les
pueda dar la luz de forma directa, ya que el acido ascorbico es sensible a la luz y las radiaciones
ultravioletas. La ingesta recomendada de Vitamina C diaria es de 20 a 60 mg en nifios y de 80 a
100 mg en adultos, aconsejando el aumento en 35 mg en caso de fumadores. En mujeres en
periodo de lactancia esta recomendaciéon aumenta a 120 mg al dia. Ya se sabia mucho antes de
conocer la Vitamina C, que el consumo de alimentos vegetales frescos y frutas evitaba padecer
la enfermedad del escorbuto, por lo que es justamente en esos alimentos donde se encuentra la
mayor cantidad de esta vitamina (Zago G, et al, 2010). Dentro de los alimentos que poseen un
mayor contenido de vitamina C se encuentra la moringa, el escaramujo, la acerola, los chiles y la

guayaba (Heathline, 2022).

Generalidades de la Guayaba (Psidium Guajava)

El arbol de guayaba es nativo de América del Norte, América Central, América del Sury
el Caribe. Se distribuye en el sur de Florida, México. Cuba, Centro América, Puerto Rico,
Guatemala, Brasil, Peru, Las Antillas, Hawai y el Caribe. Este fruto pertenece a la familia de
Mirtaceae, es decir que pertenece a la familia de plantas arboreas o arbustivas, generalmente

perennifolias y aromaticas (Revista Cientifica, 2015, cit. en Ortega & Madrigal, 2018, p. 9). El
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nombre cientifico de la guayaba es, Guayaba Roja, (Psidium guajava). Etimolégicamente viene
del latin "Psidium”, nombre genérico que significa "granada” (Celis, E.S., 2015). La clasificacion
taxondmica a la que obedece la Guayaba se presenta en la tabla 2.

Tabla 2.

Clasificacion Taxonomica de la Guayaba (Psidium guajava)

Clasificacion Taxondmica

Reino Plantae
. Tracheobionta
Subreino
Plantas vasculares
Division Magnoliophyta
Superdivisién Spermatophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Myrtales
Familia Myrtaceae - Mirtaceas
Subfamilia Myrtoideae
Tribu Myrteae
Geénero Psidium
Especie P. guajava

Nota: Fuente Rodrigo Fernandez, G. C., & Yanqui, Y. (2018).

La guayaba es un fruto carnoso, su sabor varia de acido a dulce segun la variedad. Su
pulpa es de textura blanda y carnosa, se puede presentar también en color blanco, amarillo, rojo o
rosado. Cuando el fruto esta maduro, esta listo para ser consumida. Esta puede ser consumida
cruda, en rodajas como postre, con batidos, licuada, cocteles, brochetas de frutas o en ensaladas
de frutas. También puede ser consumida cocinada en mermelada, compotas, salsas, dulces,
tortas, yogurt (Ortega & Madrigal, 2018, p. 24).

Dado el nivel de vitamina C que posee la guayaba, a continuacion, se presentaran algunas
técnicas de extraccion y determinacién de los niveles de este compuesto que puede ser aplicado

en este fruto.
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Métodos de Extraccion de Vitamina C en Guayaba Roja (Psidium guajav)

El método de extraccion de vitamina C en frutas depende de los siguientes criterios: (1) la
informacion analitica requerida; (2) la naturaleza de la matriz alimentaria; (3) la forma en la que
la vitamina se produce de forma natural o se afiade (esto se debe en particular a que algunas
vitaminas estan unidas a otros nutrientes o constituyentes alimentarios, como carbohidratos y
proteinas); (4) la naturaleza y cantidades relativas de sustancias potencialmente interferentes; (5)
la estabilidad de la vitamina frente al calor y los extremos de pH; (6) la naturaleza labil de las
vitaminas (Bussines Bliss Consultants FZE, 2018). Estos criterios deben tenerse en cuenta para
que el analito pueda separarse del alimento sin pérdida o degradacion de su calidad y

rendimiento (Bussines Bliss Consultants FZE, 2018).

A continuacion, se presentan algunas técnicas para llevar a cabo la extraccion de
Vitamina C, que permiten hacer un analisis confiable y seguro al aplicar el método para la

extraccion de Vitamina C de la guayaba roja (Psidium guajava.).

Extraccion en Medio Acido
Consiste en una extraccion sélido-liquido con acido sulfurico o &cido fosférico, que luego
de un tiempo se centrifuga y se realiza la separacion de la fase acuosa y la filtracion

(Chillagana & Veloz, 2019, p. 32).

Extraccién en agua

La Vitamina C es soluble en agua, por lo tanto, es una alternativa posible triturar la fruta
y luego agitarlo con agua. Un método comun es triturar el material con un poco de arena limpia
en un mortero. Luego, el material se puede filtrar o centrifugar para eliminar los residuos. La

Vitamina C quedara en el agua (Turin, 2018, p. 39).
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Criogenizacion
En donde se congela el fruto en nitrogeno liquido y se almacenan a una
temperatura de -80°C para pulverizarlo y realizar una extraccion con acido acético y

Acido oxalico y luego centrifugar para realizar filtracion (Camelini et al., 2014, p. 146).

Métodos Analiticos Para Cuantificar la Vitamina C
Titulacién Con el Indicador Redox 2,6-diclorofenolindofenol

En este método se aprovecha el poder reductor de &cido ascérbico, se hace uso de una
solucién a una concentracion y volumen conocido de un compuesto que se reduce, mientras que
el &cido ascérbico se oxida. Se agrega 2,6 — diclorofenolindofenol a la muestra que cuando llega
al fin de la toma una tonalidad rojiza, por tanto, el método permitirad cuantificar la cantidad de
vitamina C una vez se haya oxidado por completo y el proceso de titulacion lleve al color
sefialado. En la figura 1 se muestra la reaccion generada. (AOAC, 2021)

Figura 1.

Reaccién de la vitamina C con el 2,6-diclorofenolindofenol.

o it i on
i Hp 0
HO. A~ 0 + o OH o 4 o OH
\/\g ©/ ‘ " n
<—
HO  OH N Y 0 o g 0
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Nota: Tomado de Metodos analiticos para la determinacion de vitamina C, Cynthia Campos

2021
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Método Yodométrico

Este método se basa en la reaccion entre yodo y almidon y la interferencia de la vitamina
C. El yodo forma un complejo azul con el almidon, al reaccionar con el &cido ascorbico AA se
observa una disminucion en la intensidad del color en la disolucion, cuando el yodo se disuelve
en una disolucion de yoduro de potasio, se presentan polinucleares que se introducen en la hélice
de amilosa formando un complejo coloreado (azul-negro). Al reaccionar el complejo yodo-
amilosa con AA, la disolucién indicadora pierde el color. Esto se debe a que AA es oxidado por
un oxidante suave como la disolucién de yodo para dar lugar a &cido dehidroascérbico y a iones
yoduro; para cuantificar se preparan patrones de vitamina C teniendo en cuenta lo anterior y se
lee la absorbancia a 521nm (Fang, 2017). En la figura 2 se presenta la reaccion generada.
Figura 2.

Reaccion de la vitamina C con el yodo.

OH O o OH o o
Homy — HOH )
Q / 2H* + 2e
HO OH d 9

Acido ascorbico . . .
Acido dehidroascorbico

I 4 207217
OH (0]
O OH O. o
HO HO\/\(
o T / 2H* I~
HO OH 2 © ©

, Acido dehidroascorbico
Acido ascorbico

Nota: Tomado de Métodos analiticos para la determinacion de vitamina C, Cynthia Campos

2021
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Meétodo Colorimétrico de Mohr

En este método el acido ascorbico, por tratamiento con la 2- nitroanilina diazétada, da
lugar al derivado 2-nitrofenilhidrazida del acido oxalico, el cual, en presencia de un exceso de
NaOH, forma una sal sddica de color violeta cuya absorbancia se mide a 540 nm. La presencia
de otras vitaminas, compuestos sulfhidricos, acido sulfuroso, etc., no influye en la determinacion
de acido ascorbico por este método. El producto de la reaccion entre el acido ascorbico y la 2-
litroanilina se extrae con isobutanol y luego se trata con NaOH para obtener la formacion del
complejo rojizo violeta, la especificidad y sensibilidad se incrementan. Con tal modificacion
pueden analizarse cuantitativamente cantidades tan pequefias como 0,5 mg de &cido ascorbico
por centimetro cubico. Por el contrario, si la reaccion se realiza prescindiendo de la extraccion
con isobutanol, se necesita una concentraciéon minima del orden de los 10 mg/cm de &cido
ascorbico. El método es adecuado para la determinacion del acido ascérbico en frutas, zumos,
alimentos suplementados con la vitamina y en preparaciones farmacéuticas. Aunque el método
de Mohr (extraccion con isobutanol) tiene aplicacion muy amplia, puede seguirse el método
simplificado (sin extraccién) en caso que las soluciones o extractos sean transparentes, incoloros
0 a lo sumo tengan color amarillo débil. Con este método se determina exclusivamente el
contenido de &cido ascorbico (Bernal de Ramirez, 1998).

Método Fluorometrico

Se basan en la medida de la fluorescencia a una longitud de onda a 430 nm tras la
oxidacion de acido ascorbico y su posterior reaccion con un marcador fluorogénico (o-
fenilenediamina (PDA), formando un complejo fluorescente como se presenta en la figura 4.

(Campos 2021.)
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Figura 3.

Reaccién de la vitamina C con o-fenilenediamina
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Nota: Elaboracion propia con moléculas tomadas de Métodos analiticos para la determinacién
de vitamina C, Cynthia Campos 2021.

Meétodo Colorimétrico 2,4-dinitrofenilhidrazina(DNPH)

El método se basa en dos reacciones, inicialmente en la oxidacion del &cido ascorbico a
acido L-dehidroascorbico en presencia de una solucion de bromo, posteriormente el acido L-
dehidroascorbico reacciona con DNPH produciendo una osazona que con acido sulfarico al 85%
forma una disolucion roja. La coloracion depende de la concentracion de Vitamina C presente en
la mezcla (Fang, 2017). En la figura 4 se presenta la reaccion generada.

Figura 4.
Reaccion generada de la espectrofotometria
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Nota: Elaboracién propia indirecta tomadas de Métodos analiticos para la determinacién de

vitamina C (Fango, 2017).
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Cromatografia Liquida de Alta Eficacia en Fase Inversa.

Conocida como HPLC por su nombre en inglés ‘“high performance liquid
chromatography” se basa en la separacion de componentes de una mezcla por diferentes
interacciones tanto quimicas como fisicas entre la mezcla a analizar, la fase movil, y la fase
estacionaria. Para ello se dispone de una fase estacionaria que se coloca en una columna de
cromatografia. Esta se ha de bafiar previamente con la disolucién de la fase mavil. Esto se hace
para que la fase estacionaria se impregne bien con la fase mévil y no con la mezcla a analizar.
Preparada la columna de cromatografia y el método de deteccion, se puede empezar a afiadir la
fase mavil con el analito. Como fase movil se ha de usar una disolucion cuyo pH esté por debajo
del pKa de la vitamina C (4,17) para evitar la forma ionizada de la misma. Para conseguir este
requisito se puede usar el acido trifluoroacético, el acido sulfarico o el acido fosfdrico. Conviene
afiadir un disolvente organico a la fase mdvil para evitar un colapso hidrofébico de la fase
estacionaria. Teniendo en cuenta que el pH &cido acelera la degradacion del silica gel, compuesto
usado frecuentemente en la fase estacionaria, es aconsejable sustituir este por un compuesto
hibrido de zirconia o un polimero de mayor estabilidad quimica. EI método de deteccidn que se
usa con mayor frecuencia es el de la espectrofotometria de UV —VIS con una absorcion méaxima
para la Vitamina C entre 244 y 165 nm de longitud de onda (AOAC, 2021).

Andlisis de los Métodos de Cuantificacion

Existe una gran variedad de técnicas para la determinacion analitica tanto cuantitativa
como cualitativa de la Vitamina C, que abarca métodos tan simples, como puede ser una
titulacion y reacciones de reduccion. En la determinacion del acido ascorbico con técnicas
espectrofotométricas, el principal inconveniente en la pérdida del analito es la presencia de

impurezas, que pueden enmascarar los resultados; en cuanto a métodos de titulacion la
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desventaja es, que la apreciacion del color no es la misma con cada analista y en ambos casos la
gran cantidad de solventes que se utiliza para la extraccion es mayor (Montafio, 2011; p.13).

El AA es muy sensible a la temperatura y gran parte de esta se pierde en el procesamiento
de alimentos a base de calor, es una Vitamina hidrosoluble cuyo contenido de agua es superior,
se degrada facilmente por cambios de temperatura, incidencia de la radiacion y concentracion de
oxigeno, su extraccion de fuentes naturales debe de realizarse en medio &cido y con la minima
cantidad de radiacién (Fernandez Montoya. L. 2016).

Despues de haber realizado un barrido en los resultados de las distintas investigaciones
expuestas, se observa que el método idoneo de interés para la extraccion de Vitamina C es la
maceracion en presencial de alcohol y para la determinacion es el de Espectrofotometria UV-VIS
para determinar el AA, porque es un método simple y la Vitamina C puede absorber los rayos
ultravioletas y no compromete la integridad del AA. Es un método adecuado, para estudios con
Vitamina C, en tabletas zumos de frutas frescas o envasados, frutas solidas y verduras pues

proporciona unos resultados fiables, agiles y de bajo costo. (Anal P; & Shuchi, D. 2019)



39

Capitulo 3: Ventajas y Desventajas de la Espectrofotometria UV-VIS en la

Extraccion y Cuantificacion de Vitamina C de Guayaba Roja. (Psidium guajava)

La espectrofotometria UV-VIS se basa en el principio de absorcion de radiacion
electromagnética a determinada longitud de onda, cuyo efecto sobre la materia orgénica es
producir transiciones electrénicas entre los orbitales atdbmicos o moleculares de la sustancia. La
absorcién molecular en la region ultravioleta y visible del espectro depende de la estructura
electrénica de la molécula. La absorcion de energia excita los electrones y permite el paso de

electrones de niveles menos energéticos a niveles de mayor energia. (Diaz, et al. 2010)

Ventajas Espectrofotometria UV -VIS en la Cuantificacidén de Vitamina C de Guayaba
Roja. (Psidium guajava)

La espectrofotometria se caracteriza por su precision y sensibilidad para identificar la
concentracion de la Vitamina C (AA) presente en la guayaba Roja (Psidium guajava) (Medrano

etal., 2019).
Permite cuantificar el AA por medio de la absorbancia en muestras de concentraciones

desconocidas (Medrano et al., 2019).
La espectrofotometria presenta una sensibilidad de 10—* a 10—> Molar. y se utiliza

como método directo o indirecto en reacciones colorimétricas. (Bernal de Ramirez, 1998).

Otra de las ventajas es que facilita al maximo, la transmision de la informacion y se
adapta con facilidad, a las diferentes funciones y con mucha eficiencia. Aunado a esto, los
espectrofotometros han sido constantemente mejorados para que faciliten los resultados.
Actualmente, estos instrumentos son indispensables en los laboratorios destinados a los estudios
de quimica analitica de todas las areas. (Suchi et al. 2019)

En el caso de las valoraciones o cuantificaciones, se requiere una comparacion con una
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solucién de referencia o un estandar. Se recomienda emplear la longitud de onda méxima
observada realmente en el instrumento utilizado, como se indic6 anteriormente. La referencia se
puede diluir a diferentes concentraciones para obtener una curva de calibracion. (Medrano et al.,

2019).

Desventajas de la Espectrofotometria UV-VIS en la Cuantificacion de Vitamina C de

Guayaba Roja. (Psidium guajava)

Dentro de las desventajas que proporciona el uso del espectrofotometro, se encuentran
factores como el pH, concentracion de la sal y los disolventes que pueden alterar la carga de las
moléculas del compuesto bioactivo Vitamina C (AA) en la guayaba roja (Psidium guajava)
provocando desplazamientos de los espectros UV-VIS(Diaz et al, 2010).

En las reacciones quimicas y en la extraccion del compuesto pueden generarse
interferentes que afectan el resultado al leer la absorbancia en el espectrofotémetro.

Es importante revisar la instrumentacion que se utilizara en el espectrofotometro para la
medicién de la absorbancia de la luz visible y ultravioleta, dado que es posible el compartimiento
donde se aloja el recipiente transparente que contiene la muestra para medir la UV se encuentre
desgastado, esto influira en el resultado. (Diaz et al 2010)

Frente al método de titulacion, este presenta un mayor costo.

En comparacidn con la identificacién mediante cromatografia liquida, es mas lentoy

presenta menor sensibilidad.
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Conclusiones

Se evidencia a partir de la revision bibliografica, de la vigilancia tecnoldgica y del andlisis del
método de espectrofotometria UV-VIS que es una técnica eficiente para la cuantificacion de

Vitamina C, en diferentes especies de frutas.

En los estudios analizados en donde hubo comparacion entre el método de
espectrofotometria UV-VIS con otras técnicas como la titulacion para la cuantificacion de
vitamina C, se obtuvo que hubo grandes diferencias entre ambos métodos y de manera general se

recomendd el uso de espectrofotometria por su precision y facilidad.

Los métodos de cuantificacion colorimétricos con 2,4 dinitrofenililhidrazina, 2,6
diclorofenol indofenol, &cido oxalato y &cido sulfurico aplicados, en la cuantificacion de
vitamina C han demostrado que a pesar que la vitamina C es un compuesto inestable, debido a su
oxidacion y que se hidroliza. Estos métodos suelen ser muy concretos, faciles de utilizar,

sencillos y ayudan a mantener la estabilidad del contenido de vitamina C sin degradarse.

La extraccion de la Vitamina c debe realizarse en medio acido, segun los estudios
revisados se utiliza principalmente la técnica de maceracion en presencia de alcohol sin

modificacion de la temperatura o la presion.
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Recomendaciones

Como técnica alternativa para una deteccion de bajas concentraciones, la técnica HPLC, presenta
una mayor precision frente a otros métodos expuestos, Es un método que demuestra una alta
eficacia, precision y selectividad para la identificacion y cuantificacion de la Vitamina C en
muestras frutales.

Debido a la inestabilidad de la Vitamina C y para evitar la pérdida del analito, es
importante realizar y aplicar los pardmetros establecidos de la extraccion y cuantificacion de
Vitamina C, de una forma cuidadosa e inmediata en el manejo de la técnica de

espectrofotometria UV, para evitar pérdidas significativas en la fruta.
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Apéndice A
Vigilancia Tecnoldgica
Para realizar el analisis y la seleccion de articulos para el desarrollo de la monografia, de
acuerdo al criterio y enfoque en los criterios de inclusion en la busqueda enfocada de la actividad
de extraccion y cuantificacion de Vitamina C en guayaba roja; publicados a partir del afio 2010
hasta 2020, Teniendo en cuenta los descriptores de busqueda.
(Extraction of vitamin C from red guava * OR Quantification of vitamin C) and UV —
VIS spectrophotometry.
(parameters for the extraction and quantification of Vitamin C *) AND (conditions for
the extraction and quantification of Vitamin C).

(advantages of UV-VIS spectrophotometry *) AND (disadvantages of UV-VIS

spectrophotometry).

En las publicaciones seleccionadas electronicamente en las bases de datos en los
criterios de Inclusion como los estudios potencialmente relevantes seleccionados para la
valoracién del resumen, en la evaluacion detallada del texto completo, pero también
teniendo en cuenta el criterio de seleccidn para excluirlos con respecto al titulo o tipo de
disefio metodolégico al no Relacionarse con el objetivo. En los estudios excluidos por el

afio de publicacion, Repeticiones de datos y disefio diferentes al interés.



Tabla 3.

Tabulacion de las referencias segin afio de publicacion

o1

Nombre Publicacién Afo Tipo Autor
Analysis of vitamin c in All answers Itd. 2021 Articulo  All Answers Ltd.
fruits and beveragues ukdiss.com
Metodo espectroscopico International 2019 Articulo  Anal -Parimal, D.,
ultravioleta para Journal of & Shuchi, D
determinacion de vitamina c
. . environmental

(acido ascorbico) en
diferentes frutas en la sciences & natural
region

resources
Determinacion de clorofila ~ Universidad 2021 Articulo  Alvarez- Pérez, J.
a como indicador de técnica de D., & Pérez-
polucidn en los embalses de  Ambato. Facultad

. L , L Aldas, L.V.

las hidroeléctricas agoyany de cienciae
pisayambo por el método Ingenieria en
espectrofotométrico uv Alimentos y
visible (bachelor's thesis) Biotecnologia.

carrera de

Ingenieria

Bioquimica
Concentracién de Revistas. Cientifik 2014 Articulo  Camelini, CM,
poliesacaridas de las universidad Rezzadori, K.,
subrufescensas del hongo Politécnica de Benedetti, S.,
agaricus mediante valencia Proner, M.C,
nanofiltracion Fogaca, L.,

Azambuja, A., &
Petrus, J.C.C
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Efecto de latemperaturay  Core. Revista. 2015 Articulo  Celis, E. S.
tiempo de almacenamiento  Cientifica de la
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Apéndice B
Fuentes de Referencias Empleadas Segun el Afio de Publicacion
En el desarrollo de esta monografia son articulos publicados del (2010 al 2021) y se
utilizaron 2 referencias anteriores, una del afio 2009 y una del 2007. En el siguiente grafico se

muestra el porcentaje de referencias segun el afio de publicacion.

Figura 4.

Porcentaje de referencias seqgun el afo de publicacion.

2007; 4%

2009; 4%
2010; 4%

2020; 4%

2011; 4%

2017; 4%

Nota: Fuente elaboracion propia



