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| RESUMEN

El presente trabajo propone el método de polarografia clasica para la
determinacion de vitamina “C” en tres tipos de muestras como son: limon, naranja dulce y
naranja agria. Para lo cual se llevé a cabo la validacién de este método polarografico, para
ésto primero se realizaron varios barridos de potencial variando tanto el potencial inicial
como el final para encontrar el rango éptimo en el cual se debe trabajar, quedando

establecido: potencial inicial (E;) = +0.10 Volts y potencial final (Ef) = -0.30 Volts.

Se realizé el calculo del potencial de media onda a partir del polarograma de un
estdndar de &cido ascorbico de 1000 ppm. Luego se estudiaron los parametros de
validacion los cuales definen el desempefio del método tales como: repetibilidad,
linealidad, porcentaje de recobro, limite de deteccién (LD y limite de cuantificacién (LC).
Los valores de LD y LC son 3.82 ppm y 16.82 ppm respectivamente, siendo éstos los

mismos para los diferentes tipos de muestras estudiadas.

Se efectud el estudio de repetibilidad de la curva de calibracién normal (curva de
calibraciéon con estandares puros) a través de una carta de control tomando en cuenta
simultdneamente los parametros de regresion intercepto (b0) y pendiente (b1) durante 10

dias.

Finalmente se efectud el calculo de la incertidumbre de la concentracion de acido

ascorbico en las muestras citricas.

Validacion del método de polarografia clisica para la determinacion de vitamina 1
C en diferentes citricos



UNAN-Le6n. Departamento de Quimica Ma. Cecilia Moreno Garcia

Il. INTRODUCCION

Las vitaminas son unos compuestos necesarios en pequefias cantidades para el
mantenimiento de la actividad biol6gica normal, no son producidas por el organismo y éste
en condiciones normales las toma de los alimentos que la contienen. La vitamina C o &cido
ascorbico se le asocia principalmente con el acido L (+) ascorbico por ser el de mayor
actividad vitaminica dentro de este grupo. El acido ascorbico no interviene en la

composicion de ninguna coenzima ni se encuentra combinado en forma estable o resistente.

La vitamina C es un polvo blanco que se disuelve con facilidad en el agua, se le
conoce mejor por su capacidad para prevenir resfriados y desempefia un papel fundamental
en muchas funciones corporales. La vitamina C constituye el antioxidante mas poderoso
soluble en el agua del cuerpo, porque protege las celulas del dafio por oxidacion. La
funcién que desempefia en el cuerpo es indispensable para que se elabore el tejido
conjuntivo o coldgeno, que se encuentra en todo el organismo y contribuye al
mantenimiento de la estructura de los tejidos en la piel, musculos, encias, vasos sanguineos

y huesos.

En la clésica enfermedad carencial del escorbuto, la falta de vitamina C conduce a
que se abran pequefios vasos sanguineos, al enrojecimiento y hemorragias subcutaneas,
gingiviales y de las encias, aflojamiento y pérdida de los dientes, pérdida del cabello, piel
seca pruriginosa, alteraciones neur6ticas, deficiencia en la cicatrizacion de heridas,

debilidad general y muerte.

Al ser una vitamina que se destruye por oxidacion facilmente y mas aun en
presencia de alcalis y calor, es muy facil que disminuya el contenido de la misma en los
alimentos si se cocinan en un medio acuoso, la perdida de la vitamina es mayor por ser

hidrosoluble.

Validacion del método de polarografia clisica para la determinacion de vitamina 2
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La vitamina C llamada también &cido ascorbico, acido cevitaminico, acido
ascorbutirico, antiguamente se le llamaba &cido Hexurdnico, antiescorbutina, vitamina
aniescorbutica y escorbutamina. La relacion entre el escorbuto y el consumo de criticos
(ricos en vitamina C )se descubrié en el siglo XX, en los largos viajes en barco que se
realizaban a comienzos del siglo, los marineros ingleses (Ilamados limoneros) sabian que

debian consumir limones a diario para no padecer de esta enfermedad.

En el afio de 1923 Zilva aisl6 una sustancia muy activa que prevenia el escorbuto
del jugo de limon, mas tarde Szents-Gyorgyi en 1928 la estudid, logrando purificarla y
aislarla del tejido suprarrenal, naranjas y col, denominandola acido hexurénico y fue
obtenida mediante sintesis por Heichstein.

En 1989 y basandose en investigaciones que demostraron que el humo del tabaco
disipa la vitamina C del cuerpo, se fijo una dosis diaria de 100 mg para fumadores, en lugar
de 60 mg diarios que es la dosis recomendada, esto se debi6 a que se considero a este grupo
como un colectivo con necesidades especiales. Otros estudios han revelado que se requiere
cantidades superiores a la racion dietética recomendada para proporcionar una proteccion
Optica dela vitamina C contra el dafio celular, provocado por las radicales libres que son
particulas moleculares desequilibradas generadas durante reacciones en las que invierte el

oxigeno.

Actualmente la vitamina C es obtenida por sintesis, en lugar de ser extraida de los
frutos que la contienen debido a que no se usa para curar el escorbuto (enfermedad poco
frecuente ) sino que se consume anualmente muchas cantidades para tratar estados de

deficiencia de esta vitamina producida por una mala alimentacion.

Validacion del método de polarografia clisica para la determinacion de vitamina 3
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1. OBJETIVOS

Objetivo General:
% Validar el método de polarografia clésica para la determinacion de vitamina C en

diferentes citricos ( limon, naranja dulce y naranja agria ).

Objetivos especificos:

«+ Establecer el rango del barrido de potencial para la cuantificacion de vitamina C.

«+ Calcular el Potencial de media onda.

¢+ Evaluar los parametros que definen el desempefio del método: precision, exactitud,

limite de deteccion, limite de cuantificacion y linealidad.

«» Realizar el control de calidad de las curvas de calibracién normal.

«» Evaluar la incertidumbre en el calculo de la concentracién de acido ascérbico en las

muestras de citricos.

Validacion del método de polarografia clasica para la determinacion de vitamina 4
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IV. MARCO TEORICO

Validacion del método de polarografia clasica para la determinacion de vitamina 5
C en diferentes citricos



UNAN-Le6n. Departamento de Quimica Ma. Cecilia Moreno Garcia

IV.1 GENERALIDADES SOBRE EL ACIDO ASCORBICO

La vitamina C es una sustancia de color blanco ligeramente amarillo, estable en su
forma seca, pero en solucion en presencia del aire se altera rdpidamente oxidandose con
facilidad y més aun si se expone al calor, un PH alcalino (mayor a 7), si existe presencia de
iones Cu*™ y Fe™ que actCian como catalizadores no enzimaticos, también aceleran su
oxidacion, siendo esta la propiedad quimica mas importante del acido ascérbico por la
transferencia de uno o dos electrones, debido a esto, ayuda a prevenir la oxidacién de las
moléculas solubles en agua, también, indirectamente protege a las vitaminas A y E de la
oxidacion, asi como a algunas vitaminas del grupo B, tales como la riboflavina, tiamina,

acido folico y acido pantoténico.
La formula molecular de la vitamina C o acido ascorbico es CgHgOg teniendo un

peso molecular de 176,13, su punto de fusion es 189° - 192°C, su estructura quimica

corresponde a:

HOH2 O

Validacion del método de polarografia clasica para la determinacion de vitamina 6
C en diferentes citricos



UNAN-Le6n. Departamento de Quimica Ma. Cecilia Moreno Garcia

La vitamina C corresponde al grupo de las vitaminas hidrosolubles y como la gran

mayoria de ellas no se almacena en el cuerpo por un largo periodo de tiempo y se elimina

en pequefias cantidades a través de la orina. Por esto es importante su administracion diaria,

ya que es mas facil que se agoten sus reservas que las de otras vitaminas.

El &cido ascorbico actia como un desintoxicante y puede reducir los efectos

colaterales de drogas como la cortisona, aspirina e insulina y puede reducir la oxicidad de

metales pesados como el plomo, mercurio y arsénico.

La vitamina C es soluble en agua, alcoholes y glicerina, siendo insoluble en

bencina, cloroformo, éter y grasas. Al estar en solucidn acuosa se oxida convirtiéndose en

acido dehidroascorbico.

‘O

C

—~0H

| 0O

C—oOH
H—C—
H—C—H

CH20OH

Acido ascorbico

forma reducida o endlica

O
C

-Ho C=—0

h O

Ho + 2e- =0
C

H—C—H

CH20H

Acido dehidroascérbico

forma oxidada
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El &cido ascorbico interviene en la formacion del coldgeno (constituyente principal
del tejido conjuntivo, del cartilago y del hueso), en la sintesis de hormonas esteroideas, en
el metabolismo del lipido y de algunos farmacos, aumentando la absorcion del hierro
cuando se ingieren juntos. Tiene influencia sobre la actividad de los leucocitos,

macrofagos, la respuesta inmune, la cicatrizacion de heridas y las reacciones alérgicas.

Se absorbe facilmente en el intestino delgado, precisamente en el duodeno, pasa a
la sangre por transporte activo y a veces también por difusion. Parece ser que el mecanismo
de absorcion es saturable, debido a que cuando se ingieren cantidades muy grandes el

porcentaje que se absorbe es mucho menor.

La concentracion de vitamina C en los leucocitos estd en relacion con la
concentracion de la vitamina en los tejidos, por lo que midiendo la concentracion de la
vitamina C en los leucocitos, sabemos el nivel real de la vitamina en los tejidos. El pool de
vitamina C que el ser humano posee en condiciones normales es aproximadamente 1500g.
Cuando éste pool esté lleno, la vitamina C se elimina en un alto porcentaje por orina, bajo
la forma de acido oxalico (catabolico) o si se ingiere en dosis muy elevadas como acido
ascorbico; si hay deficiencias, la absorcion es muy alta y no hay eliminacion por orina. El
acido ascorbico se encuentra en altas concentraciones en varios tejidos, como: el tejido
suprarrenal, higado, bazo y rifiones, y tiene una vida media de aproximadamente 16 dias en

el organismo.

Validacion del método de polarografia clasica para la determinacion de vitamina 8
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IV.1.1 Funciones de la vitamina C:

La funciones de la vitamina C son diversas, pero todavia no se sabe si actia como
coenzima o como cofactor. Al tener gran capacidad de captar y liberar hidrogeno (oxido-
reduccidn), su papel en el metabolismo es de gran importancia. Es importante su funcion

como reductora del Fe " a Fe '

lo que permite una mayor absorcién a nivel del intestino,
facilita a la vez la liberacion del hierro de la transferencia ( proteina que transporta el hierro
en sangre ) y también de la ferritina (una de las principales formas de almacenamiento del

hierro).

Mediante su participacion en la formacion del coldgeno y muco polisacaridos es
necesaria junto con el O, y el Fe*? para formar hidroxiprolina e hidroxilisina (componentes
del colageno). El colageno es una sustancia de la cual depende la integridad de todos los
tejidos fibrosos, como son la piel, el tejido conjuntivo, la dentina, matriz 6sea, cartilago y
los tendones; en la formacion de esta proteina radica su importancia como cicatrizante de

heridas y fracturas.

Ademés participa en la formacién de ciertos neurotransmisores como la
serotonina, en la conversion de dopamina a moradrenalina y en otras reacciones de
hidroxilacion que incluyen a los aminoacidos aromaticos y a los corticoides. Su
concentracion disminuye bajo situaciones de stress cuando hay mucha actividad de las

hormonas de la corteza suprarrenal.

Validacion del método de polarografia clasica para la determinacion de vitamina 9
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La vitamina C cumple una funcion importante en el sistema inmunoldgico, al

ayudarlo a luchar contra las infecciones y contra las células cancerosas, esto es por la

actividad de los leucocitos, estimulacion de anticuerpos, neutrofilos y fagocitos, la

produccion de interferén, el proceso de la reaccién inflamatoria o la integridad de las

mucosas. En el ser humano la vitamina C no puede ser sintetizada, por lo cual debemos

ingerirla a diario, esto es debido a la ausencia de la enzima

1- gulonolactona oxidasa que participa en la via del acido uronico.

IV.1.2 Dosis diarias recomendadas en el ser humano:

Lactante:

0-6 meses — 40 mg.

7-12 meses — 50 mg.

Ninos:

1-3 Afos -
4 -8 Afos -
9-13 Afos -

Varones:

14 - 18 Anos
19 -30 Afos
31-50 Afos
51 -70 Afos
+ 70 Afos

15 mg.
25 mg.
45 mg.

- 75mg.
- 90 mg.
- 90 mg.
- 90 mg.
- 90 mg.

Validacion del método de polarografia clasica para la determinacion de vitamina 10
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Mujeres:

14 - 18 Afios - 65 mg.

19 - 30 Afios - 75 mg.

31 -50 Afios - 75 mg.

51-70 Afos - 75 mg.
+ 70 Afos - 75 mg.

Embarazo:

Menores 18 Afios - 80 mg.
19 a 50 Afos - 85mg.

Lactancia:
Menores de 18 Afios - 115 mg.
19 a 50 Afios - 120 mg.

Validacion del método de polarografia clisica para la determinacion de vitamina 11
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IV.1.3 Alimentos fuentes de Vitamina C:

Frutas:

Vegetales:

Jugo de manzanas

Esparragos

Kiwi Repollito de Bruselas
Mango Coliflor

Papaya Pimientos dulces y picantes
Meldn Brocoli

Frutas citricas ( naranjas, limén, mandarina, etc ) Papa ( patata )

Sandia Tomates

Fresas Espinacas

La vitamina C se utiliza en estados carenciales como: escorbuto, quemadura

graves, Ulcera péptica, diarrea crénica, hipertiroidismo,

estados de malnutricion,

tabaquismo y uso de anticonceptivos orales. También es utilizada como coadyuvante en

tratamientos con suplemento nutricional de hierro.

El acido ascorbico debe administrarse con especial precaucion en caso de padecer

de antecedentes de alguna de las siguientes enfermedades: Célculos renales de oxalato,

hiperoxaluria y oxalosis, deficiencia en la enzima glucosa — 6 - fosfato deshidrogenasa,

hemocromatosis, anemia sideroblastica, anemia drepanocitica o diarrea. En algunos casos

puede producir acidificacién urinaria en nifios.

Validacion del método de polarografia clisica para la determinacion de vitamina 12
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IV.1.4 Nombres comerciales de la Vitamina C:

Cebién ®, Citrolider ®, Citrovit ¥, Ledovit® , Redoxon ® , Upsa C® Vitamina C Roche*.

IV.1.5Caracterizacion Botanica de la familia Rutaceas

Reino : Vegetal
Division : Spermatophita.

Subdivision : Angiospermas.

Clase : Dicotileddneas.
Orden : Corolianos.
Suborden : Geraniales.
Familia : Rutaceas.
Género : Citrus.

Los citrus se determinan por sus nombres cientificos, los cuales son conocidos por

nombres comunes tales como:

Limon agrio: Citrus Limon.
Naranja Dulce: Citrus Sinensis.
Naranja Agria: Citrus Aurantiun.

Validacion del método de polarografia clisica para la determinacion de vitamina 13
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IV.2 POLAROGRAFIA CLASICA.

La polarografia fue inventada por Jaroslav Heyrovsky y sus alumnos de la Charles
University en Praga, con sus publicaciones en 1925, desde entonces se ha mejorado
ampliamente. La polarografia es un método por el cual se pueden reducir y en algunos
casos oxida, pequefias cantidades de sustancias en el electrodo de gota de mercurio 0
alambre de platino.

La corriente que circula en la celda se mide en funcion del potencial del electrodo
de trabajo. Esta corriente suele ser proporcional a la concentracion del analito. Las técnicas
polarograficas més sensibles tienen un limite de deteccion préximo a 10° M, y una
precision cercana a 5% . Los métodos polarograficos menos sensibles que se aplican
cuando la concentracién del analito es del orden de 10 M, pueden tener precisiones de

algunos décimos de unidad porcentual, aunque lo comun es que sea a 2-3%.

En la polarografia clasica, el electrodo de trabajo es una gota de mercurio que
gotea del extremo de un tubo capilar de vidrio, la corriente circula en un electrodo auxiliar
constituido por un alambre de platino y como referencia se utiliza un electrodo de Ag -
AQClI, las curvas corriente - voltaje reciben el nombre de polarogramas y al estudiar sus
caracteristicas se pueden determinar la clase y concentracion de los iones existentes en la

disolucion. (1)
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La polarografia también encuentra numerosas aplicaciones en analisis organicos y
en el estudio de ciertas reacciones, asi como en la posibilidad de determinar el nimero de
coordinacion y valores aproximadas de la constante de estabilidad de algunas
combinaciones complejas, para que sea utilizable el método sblo es necesario que la
disolucion contenga alguna sustancia electro reducible o electro oxidable y se ha empleado

en las determinaciones de vitaminas, hormonas y otros compuestos. ( 2)

El método polarografico se comprende considerando la electrdlisis de una
disoluciéon en una celda polarogréfica, al obtenerse una onda polarografica que puede
interpretarse a corrientes muy bajas, la corriente que circula a través de la celda es muy

débil y se le designa con el nombre de corriente residual.

Cada io6n esta caracterizado por un potencial de descarga dado o potencial de
descomposicion, por debajo del cual no puede ser reducido sobre el electrodo y cuyo valor
también marca el limite de existencia de la corriente residual, ya que a partir de este
potencial de descomposicion, variaciones muy pequefias de potencial determinan notables
incrementos de la intensidad de la corriente hasta que alcanza un valor maximo, la corriente
ya no varia practicamente aunque se aumente mas la diferencia de potencial. Esta corriente,
cuya intensidad ya no depende del potencial aplicado recibe el nombre de corriente limite y

es una caracteristica de la concentracién de cada i6n o sustancia.
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La corriente limite es el resultado de una restriccion en la velocidad con la que el
participante en la electrodica puede alcanzar la superficie del micro electrodo, controlando
adecuadamente las condiciones experimentales esta velocidad esta determinada casi
exclusivamente por la velocidad a la que se difundan las reaccionantes. En estas
circunstancias la corriente limite recibe el nombre de corriente de difusion y es

proporcional a la concentracion del reaccionante.

La polarografia cualitativa identifica a un ién por el potencial de semi onda del
polarograma, el andlisis cualitativo esta basado en que la altura del salto de la curva
corriente / potencial es proporcional a la concentracion del i6n considerado, la polarografia
cualitativa y cuantitativa de una mezcla de varios elementos solo es posible cuando los

respectivos potenciales de semi onda tienen valores suficientemente distintos.
La forma de la onda polarografica se explica porque mientras no se alcanza el
potencial de descomposicion, no se deposita sobre la gota de mercurio pendiente del catodo

ningun ién metalico.

Cuando el potencial aplicado sobrepasa al potencial de descomposicion, entonces

comienza a depositarse sobre el catodo iones metalicos que pierden su carga .

Me™ +ne=Me® (3)
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Al desaparecer todos los iones metalicos del entorno de la gota de mercurio, se
produce en esta zona una disminucion de la concentracion de los iones metélicos, que sera
tanto mayor, cuando mas elevado sea el potencial aplicado, esto da lugar a un estado de
equilibrio inestable, se produce en el interior de la disolucion una corriente de difusion de
los iones metalicos hacia el entorno del electrodo para compensar las diferentes
concentraciones producidas por la deposicion y la velocidad de esta difusién sera
proporcional a la diferencia de concentracion existentes entre el liquido que rodea al

electrodo de gota y el resto de la disolucién.

Esta difusion de los iones causa un aumento en la intensidad de la corriente que
atraviesa la celda aumento que recibe el nombre de corriente limite cuya magnitud viene
determinada por el salto que se observa en los polarogramas y alcanza su valor maximo
cuando el nimero de iones metalicos que se descargan sobre la misma, a partir de este
momento un nuevo aumento de potencial no tiene apenas efecto sobre la misma intensidad

de la corriente, por lo que desde ese punto no hay variacion de la intensidad de la corriente.

Los métodos polarograficos son menos seguros que los métodos gravimétricos o
volumétricos ordinarios, pero son particularmente Utiles para la determinacion de
cantidades muy pequefias de elementos en el caso de que los métodos anteriores estén
también sujetos a grandes errores relativos y no son aplicables a composiciones bajas de
10° M.

Otra ventaja de los métodos polarograficos es que al concluir la determinacion
permanece inalterable la concentracion inicial del elemento determinado, debido a que la
electrolisis se mantiene durante un tiempo muy pequefio, esto hace que se puedan realizar
un buen nimero de determinaciones sobre la misma composicién sin alteracién practica de

su composicion. (2)
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IV.2.1 Electrodo de gota de Mercurio.

El electrodo de gota de mercurio se utiliza por tener una superficie perfectamente

pulida que favorece el establecimiento rapido de un sistema oxido reductor de la solucion.

IV.2.1.1 Propiedades Quimicas del Mercurio:

o Permanece inalterable en los medios &cidos y basicos.
o De todos los metales nobles es el que tiene el sobre potencial de reduccion de H*
mas alto, la reduccion (H* + e = % H, ) tiene lugar a un potencial mas negativo que

sobre el electrodo de platino ( Pt).

2H" + 2" = H, E°=0 (1)

El mercurio tiene la posibilidad de un electrodo polarizable de superficie pequefia
con corrientes muy débiles, se consumen cantidades de materia muy pequefia por lo

que puede hacer un gran nimero de mediadas con una misma solucion.

La soluciones neutras o basicas, aun los cationes alcalinos pueden reducirse mas
facil que el H* a pesar que su potencial de reduccion es mas bajo, esto se debe en
parte a que el potencial de reduccion de un metal que forma amalgama es mas

positivo que su potencial de reduccion al estado soélido.
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K'+e =K E°=-2936 v (4)
K*+e +Hg=K (en Hg) E0=-1.975 v

El electrodo de mercurio permite obtener corriente reproducible en funcion del
potencial, esta reproducibilidad puede atribuirse a la renovacién continua de la
superficie de gota durante su crecimiento. (1)

IV.2.2 Corriente de Difusion.

El area del mercurio es muy pequefia , los iones cercanos a la superficie reaccionan
rapidamente para que la reaccion continle se necesita una alimentacion continua de

iones en la superficie del electrodo. (4)

Cuando el potencial del electrodo de trabajo es suficientemente negativo el
régimen de reduccion de los iones del analito + ne” = analito ( en Hg ) depende de la

velocidad con que el analito puede alcanzar el electrodo.
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IV.2.3 Corriente residual

La corriente que circula entre los dos limites de electro actividad del medio en

ausencia de especies electro activas se llama corriente residual.

La corriente residual contiene dos componentes el primero es la corriente
requerida para carga y descarga en el condensador constituido por la interfase mercurio
solucién esta llamada corriente capacitiva I, y una segunda, cuando cada gota de mercurio
se desprende, que se lleva la carga hasta el fondo de la celda polarogréafica. La gota que
sigue requiere una mayor cantidad de corriente para cargarse. La segunda corriente es la
que proviene de la oxidacion o reduccion de trazas de impurezas en el electrolito soporte a

esta se le llama corriente faradaica If.

les+If+1c  (5)
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IV.3VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS

La validacion del método es necesario en el analisis quimico. La validacion de un
método analitico es el proceso de establecer las caracteristicas del desempefio de un método
y la identificacion de los aspectos que influyen que puedan cambiar estas caracteristicas ,

asi como hasta que punto se puedan cambiar.

La validacion de un método es un proceso basado en la confirmacién de su
desempefio y de que el mismo es consistente con los requerimientos de su aplicacién. El
laboratorio de servicio y su personal tienen una clara responsabilidad de justificar la
confianza del cliente , proporcionando la respuesta correcta a la parte analitica del
problema, en otras palabras debe demostrarse que los resultados son adecuados para el
proposito , para esto serd suficiente que cualquier decision que se tome basada en él sea
confiable. De manera que, el desempefio del método debe ser vélido y de igual manera

debera estimarse la incertidumbre del resultado y analizar las muestras adecuadas. ( 6 )
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IV.3.1 Jerarquia de la metodologia

Técnica ———» Método —— Procedimiento ——— Protocolo

e Técnica:
Es un principio cientifico que ha encontrado utilidad para proporcionar

informacidn composicional.

e Meétodo:

Es una adaptacion distinta de una técnica para un proposito de medicion

seleccionado.

e Procedimiento:

Consiste en una guia escrita necesaria para utilizar un metodo.

e Protocolo:

Es un conjunto de guias definitivas que deben ser seguidas sin excepcion si los
resultados analiticos son aceptados para un proposito dado, pueden consistir de
procedimientos 0 métodos ya existentes o bien modificaciones de los mismos

que pueden ser desarrollados para propdsitos especificos.
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IV.3.2 Objetivo de la validacion

La validacion es el proceso de determinacion de la adaptabilidad de la metodologia
para proporcionar datos analiticos Utiles. Este es un valor de opinién en el cual los
parametros de resolucion del método son comparados con los requerimientos para los datos
analiticos, obviamente un método que es valido en una situacion podria ser invalido en otra.
Por lo que el requerimiento de datos estable es un prerrequisito de datos para realizar la

seleccion del método y la validacion.

IV.3.3 Validacion de un método

Cuando es necesario puede verificarse las caracteristicas del desempefio de la
validacion de un método y saber si son las adecuadas para su uso en la resolucién de un

problema analitico en particular. La validacion de un método es importante en lo siguiente:

Desarrollo de un método nuevo para resolver un problema.

Revision de un método establecido para incorporar mejoras o ampliar su

aplicacion a un nuevo problema.

= Cuando el control de calidad indica que un método establecido estd cambiando a

través del tiempo.

= Un método establecido usado por primera vez en un laboratorio ( diferente ) o con

diferentes analistas o instrumentos de laboratorio.

= Para demostrar la equivalencia entre dos 0 mas métodos ( el nuevo y el normal o

revalidacién ). (6)
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IV.3.4 Proceso de validacion

El proceso de validacion verifica que la metodologia esté basada sobre principios
técnicos firmes y que han sido reducidos a la practica para propésito de medicion practicas.
Tanto la necesidad de validar la metodologia como el procedimiento a seguir son materia

de juicio profesional. La validacion puede ser general o especificada. (7)

IV.3.5 Validacion general

La validacion de las técnicas de medicion dependen de la elucidacion de los
primeros cientificos sobre los cuales ellos estdn basados, tales resultados de validacion para
la investigacion de la comunidad cientifica y su solidez es evaluada por revision, la mejor
comprension de los principios de medicion pueden extender su alcance y mejorar la calidad

de su uso.

Los métodos surgen como resultado de una investigacion aplicada, tipicamente por
individuos que conocen muy bien de las técnicas de medicion. La comprobacion de los
métodos en situaciones practicas tipicas juega un papel clave, tanto en el proceso de

desarrollo como en el de la validacién.

Los procedimientos son desarrollados para el uso final de los métodos en
situaciones analiticas practicas. El usuario del laboratorio necesita mas detalles
experimentales que estan contenidos en reportes de investigacion publicados de un método,
para utilizarlos en aplicaciones practicas. Cuando un método gana un uso extensivo el

usuario puede decidir que éste necesite ser estandarizado.

Validacion del método de polarografia clasica para la determinacion de vitamina 24
C en diferentes citricos



UNAN-Le6n. Departamento de Quimica

Ma. Cecilia Moreno Garcia

Un proceso de revisién completo incluye ensayos colaborativos en los cuales los

materiales de prueba estable tipicos son analizados para verificar la utilidad del

procedimiento y para identificar tanto la debilidad técnica como editoriales.

Método
candidato

Muestra de referencia
Homogéneamente estable

Composicion
desconocida

Composicion
conocida

Precision de la
evaluacion

Muestra de referencia de
exactitud conocida

Precision e inclinacion
de la evaluacién

Figura 1. Proceso de Prueba colaborativa
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Si la composicion de la muestra de referencia es conocida, su precisién y su
desviacion tanto a nivel intra o inter laboratorio pueden ser evaluadas, si un método de
exactitud conocida estad disponible, el ensayo colaborativo puede consistir de su
comparacion con el método propuesto en cualquier caso tanto la precision como la
desviacion pueden ser evaluadas. Un protocolo es preescrito por Fiat de una organizacion
que requiere un tipo especifico de medicion. Presumiblemente resulta de una decisidn
inteligente basado en el proceso de validacion de la organizacion o de otros. Esto puede
consistir de un ensayo colaborativo extenso o la publicacion de protocolo propuesto para

comentario publico.

Desafortunadamente el juicio cientifico ha estado invalidado ante la ausencia de
protocolos defectuosos e invalidados. Los protocolos que han sido especificados en un
arreglo contractual pueden escoger arbitrariamente a través de un proceso de seleccion
bien concebido. La verificacién de su validez para su uso especifico debe ser de primera
consideracion. (7))

IV.3.6 Validacion para uso especifico

El uso final de la metodologia analitica es producir informacién sobre la
composicion de las muestras especificas necesarias para la solucién de un problema en
particular desde una investigacion exoética hasta una profana. El proceso de validacion
clésica se ilustra en la Figura 2.
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Fortificada —»| SPike/ | | sustituta
surrogate

Método
independiente

Control de Mediciones o MRE _ Método
Calidad |~ replicadas Precision Bias }— Evaluado
validado
Metodct> Método de
propuesto exactitud
conneida
Ensayo

colaborativo

Figura 2. Proceso general para la metodologia
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Cuando se dispone de muestras de referencia y que es similar en todos los
aspectos a las muestras de prueba, el proceso es muy simple: consiste en el analisis de
un numero significativo de muestras de referencia y comparando los resultados que se
esperan o valores certificados. Antes o durante la practica, el analista debe demostrar la
habilidad del estado del control estadistico del sistema de medicién para que los
resultados puedan ser realizados sobre otros, representativos a aquellos esperados

cuando se utiliza en la metodologia de un sistema de medicion.

Cuando no se dispone de un material de referencia apropiado, se pueden utilizar
otras técnicas, una de ellas consiste en la comparacion de los resultados del método
propuesto con aquellos otros métodos conocidos sean aplicables y confiables pero no
atil en la situacion real debido al costo indisponibilidad del personal, equipo u otras

razones.

Las muestras llamadas “spiked” (fortificada con el analito) y “sugorrated” pueden
ser usadas como muestras de referencia. Esta técnica es menos deseable y menos
satisfactoria debido a la dificultad en la preparacion confiable de las muestras y debido
a la artificialidad afiadida de materiales tales como “spiked” y “sugorrated” que pueden

exhibir diferentes efectos de matrices a aquellas de las muestras naturales.

La division de las muestras reales de ensayos pueden ser utilizadas para evaluar la
precision de un método o procedimiento, pero ellas no proporcionan informacién acerca

de la presencia o magnitud de la exactitud (sesgo) de la medicion.
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Otra técnica consiste en hacer mediciones de materiales de referencia analogos
pero de diferentes origenes. Se necesita un analisis critico del analista para decidir la

validez de la interferencia.

En todos los casos pruebas suficientes pueden hacerse para evaluar la metodologia
de una variedad de matrices y rangos de composicion esperada dentro del proceso de
medicion. Comunmente deberia incluir tres niveles de concentracion, es decir, los
extremos Y el rango medio de composicidn esperada. Las consideraciones estadisticas
sugieren que al menos seis grados de libertad ( ordinariamente siete mediciones)

deberian de estar involucrados en cada punto decision. (7)

IV.3.7 Desarrollo del método

Puede tomarse diferentes formas:

e en un extremo, puede significar adaptar un método existente, realizando

cambios menores, de tal manera que sea adecuado para la nueva aplicacion.

e en el otro extremo el quimico analista podrd comenzar desde unas ideas en
borrador y aplicar la experiencia para establecer un método adecuado, al punto

de que podria involucrar una innovacion significativa. (6)
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IV.4 Parametros de desempefio del método y su significado

IV.4.1 El método de adicion patron

Uno de los principales problemas en las determinaciones de los analitos en las
muestras es el efecto de matriz, la cual se define como las interferencias de los diferentes
componentes de la muestra en la determinacion del componente principal. Esto significa
que la sefial detectada serd una respuesta no solamente del componente principal (o

analito) sino debido a otros componentes de la matriz.

El efecto matriz puede aumentar o disminuir la sefial verdadera, lo que trae como
consecuencia un error sistematico en la determinacion analitica. Para minimizar las

interferencias de la matriz, se ha implementado la curva de calibracion por adicion patrén.

(8)

IV.4.2 Adicion Patron

Para ganar seguridad en la utilizacion de las rectas de calibrado, o sea, de la
correcta similitud en el comportamiento de patrones y problemas, es aconsejable el método

de la adicién estandar.

Las dudas suelen plantearse en los problemas analiticos complejos o para las
muestras con matrices dificilmente reproducibles en los patrones , cual es el caso de
alimentos, muestras bioldgicas o del medio ambiente y evidentemente cuando concurren las
dos circunstancias. La duda surge al no disponer de muestras de la misma matriz pero sin

contaminacion del metal, para utilizarla en la preparacién de los patrones de calibracion.
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Una solucién es preparar los patrones con la misma muestra. Para ello se toman
varios volimenes iguales de la disolucion a analizar , afadiendo a algunas de ellas
cantidades perfectamente conocidas de la especie quimica a determinar y todas las alicuotas
se enrazan al mismo volumen. Con ello se dispone de una serie de preparaciones que
contienen, ademas de la cantidad problema (no conocida) , las cantidades adicionadas,
incluyendo la adicion cero y valores que cubren el margen de la linealidad. EI método de
las adiciones se apoya en dos premisas no siempre validas; una es suponer que en el sistema
analitico los patrones adicionados se comportan de la misma forma que lo hace la sustancia
contenida en la muestra, pues no podemos asegurar que correspondan a la misma especie o
combinacion quimica (estado de oxidacion o de complejacion, etc.). otra suposicion es que
la relacion sefial — concentracion mantiene la misma funcién lineal (concretamente la
misma pendiente) fuera del margen calibrado, pues se deduce la concentracion por
extrapolacion. Si con el método de la adicidn patron se detecta interferencia, se recomienda
modificar las condiciones experimentales o utilizar modificaciones de matriz para eliminar

o reducir al minimo la interferencia. (9)

IV.4.3 Criterios de eficiencia

Los criterios de eficiencia pueden clasificarse en primarios y secundarios.
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IV.4.3.1 Criterios primarios

1V.4.3.1.1 Precision

Es un medida de que tan cerca estan los resultados entre si y usualmente se expresa
por medio del valor de la desviacion estandar, que describe la dispersion, o sea, describe el

tamanio de los errores aleatorios.

1V.4.3.1.2 Exactitud o Bias ( sesgo )

Mide la magnitud de los errores sistematicos

1V.4.3.1.3 Limite de Deteccion

Mide la cantidad minima que puede diferenciarse de la sefial del ruido de fondo.
Es la concentracion del analito que produce una sefial que es tres desviaciones estandar

mayor que la del blanco.

LD = ( 3.29Sb0- b() ) / b1
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Uno de los puntos caracteristicos de la recta de calibrado es la sefial para la
concentracion cero, que puede tener diferentes significados si corresponde a la medida
realizada sobre los reactivos sin la muestra (prueba en blanco de los reactivos). O bien, se
realiza sobre la muestra sin alguno de los reactivos esenciales (prueba en blanco de la
matriz de la muestra). Las explicaciones que pueden darse a la desviacion desde cero hacia
valores positivos 0 negativos de la sefial para las pruebas en blanco, constituyen un buen

indice del grado de conocimiento que el cientifico posee del procedimiento analitico.

Ambas sefales e las pruebas en blanco suelen acumularse sobre las de la muestra,
aunque de manera diferente a las sefiales de los patrones, por o que es mas prudente
mantener estos valores en la representacion de la recta de calibrado y sustraer el resultado
de concentracion del correspondiente a la prueba del blanco. La sefial de la prueba en
blanco también presenta errores experimentales y por lo tanto una dispersion de valores que

afectan al limite de deteccidn del procedimiento.

Asi como la pendiente de la recta de calibrado es un indice de la sensibilidad del
procedimiento analitico, la precisién de esta pendiente y la de la ordenada en le origen
establecen el limite de deteccion, o sea la cantidad minima de sustancia detectable
cuantitativamente. EI valor del limite de deteccion se establece con criterios de
probabilidad de cometer error por asignar un valor a la sefial de un blanco, o bien por
asignar el valor del blanco (no detectable) cuando en realidad la muestra contiene cantidad
significativa de sustancia. También aqui la estadistica proporciona diversos modelos para
establecer estos limites, segun el grado de seguridad que desee alcanzar. En algunas
técnicas instrumentales se llama “ruido de fondo” a la dispersion de la sefial del blanco,
estableciéndose como limite de deteccion la concentracion que da una sefial doble o triple

respecto a la sefial de fondo.
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Es incorrecto utilizar expresiones como “no detectable” , “ausencia” o “0”, como
resultado correspondiente a sefiales iguales a la prueba en blanco, siendo correcto decir que
el resultado de una sefial no diferenciable de la prueba en blanco es “inferior al limite de

deteccion” cuyo valor se ha determinado previamente.

IV.4.3.2 Criterios secundarios

Los criterios secundarios son los que tienen influencia en los primarios.

1V.4.3.2.1 Linealidad

Describe el comportamiento entre la respuesta y la concentracion a través del

modelo de calibracién (una desviacion del modelo representa un Bias).

IV.4.3.2.2 Rango

Representa el intervalo ( niveles inferior y superior del analito ) en le cual la

relacion lineal u otro modelo de calibracion utilizado es correcto.
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1V.4.3.2.3 Limite de Cuantificacion

Es la méas baja concentracion del analito que puede ser cuantificada con suficiente
precision y exactitud. También es definido , convencionalmente, como la concentracion de
analito que corresponde al blanco de la muestra, mas 5, 6 6 10 desvios estandar de la media

(del blanco), también se le conoce como “limite de determinacion” .

1V.4.3.2.4 Selectividad

Este pardmetro asegura que la sefial medida no es influenciada por otras sustancias
presentes en la muestra y en caso contrario, garantiza la remocién de las mismas, otro
aspecto importante de la selectividad es si el analito puede existir en la muestra de una
forma, tal como enlazado o libre, inorganico u 6rgano - metélico, o en diferentes estados de

oxidacion.

IV.4.3.2.5 Sensibilidad

Es el parametro que mide la magnitud del cambio en la funcion de respuesta (o
sefial) con la concentracion y corresponde a la pendiente de la curva de respuesta.
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IVV.5 Evaluacién de la incertidumbre

En la “Guia para la expresion de la incertidumbre de las mediciones” (GEUM, por
sus siglas en inglés) de la Organizacion internacional para la normalizacién
(ISO)[15].Se dan métodos practicos para determinar, calcular y reportar la

incertidumbre de las mediciones de una manera clara.

Es importante notar que hasta el presente, cualquier medicion realizada por un
cientifico ha tenido un error y lo serd asi en el futuro. Se hace necesario tener un método
normalizado para describir y reportar la calidad de los datos procedentes de las mediciones.

Esta técnica esta basada en dos principios:

Primero: La contribucion a la incertidumbre puede ser estimada ya sea por
observacion del experimento repetido o por otros medios : por ejemplo usando datos tales

como la incertidumbre de los materiales de referencias publicados o el juicio profesional.

Segundo: Separar la contribucién no obstante evaluada, son expresadas en forma

de varianzas y cuando es necesario combinadas como tales.

La implementacién de estos principios desarrollados en el GEUM real en un
modelo cuantitativo del sistema de medicion, tipicamente acuerpado en una ecuacion
matematica que influyen todos los factores de entradas relevantes (factores de influencia).
La incertidumbre general luego es estimada via la propagacion de la incertidumbre. La ley
referida es para usar los principios de propagacion del error usualmente. La expresion

general es:
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Ub([X.xj...xn]]: > é‘yu(xi) + 5y5ys(xiik)

i—Ln 5Xi i k=Ln—izk 5Xi 5Xk

Donde el resultado Y ( Xj...) es una funcion de n pardmetros X;, X;..., u ( Y...) su
incertidumbre estandar, U ( X;) la incertidumbre asociada con X; 8y/dx; es la diferencia
parcial con respecto a X;y S (X, ik ) es la covarianza entre X;y Xy. El termino de la
covarianza no se aplica cuando los efectos son independientes esto es, S (X, ik)=0. Es
por consiguiente esencial y eficaz estudiar todos los efectos relevantes individuales sobre
los resultados esta técnica sera referida en este informe como ley de propagacion de
incertidumbre. (10)

IV.5.1 Incertidumbre de medicion

Es el parametro asociado al resultado de una medicion que caracteriza la

dispersion de los valores que pudieran ser razonablemente atribuidos a la magnitud a medir.

IV.5.2 Incertidumbre estandar

Es la incertidumbre del resultado de una medicion expresado como una desviacion

estandar.
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IV.5.3 Incertidumbre estandar combinada

Es la incertidumbre estandar del resultado de una medicion cuando este es
obtenido de una combinacion de valores de otras cantidades y es igual a la raiz cuadrada
positiva de una suma de términos; estos términos son las varianzas o covarianzas de las
otras cantidades, ponderadas de acuerdo a la variacion del resultado de la medicion con el

cambio de estas cantidades.

IV.5.4 Incertidumbre expandida

Es la cantidad que define un intervalo para el resultado de una medicién, en el cual
puede esperarse que se encuentre una fraccion grande de la distribucién de los valores que
podrian ser razonablemente atribuidos al objeto mesurable. Esta se denota por U y se
obtiene multiplicando la incertidumbre combinada(U.;) por un factor de covertura ( K ).
(11)

U= KU,
El factor de cobertura (K) se escoge con base en el nivel deseado de confianza a

ser asociado con el intervalo. En general K estara en el ambito 2-3 correspondientes al nivel

de confianza entre el 99%.
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IV.5.5. Incertidumbre estandar relativa

Se denota por IER y se obtiene dividiendo la media de la incertidumbre combinada con

respecto a la media poblacional de los factores multiplicado por cien.( 11)

%IERzS(xlOO
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IV.6 METODO POLAROGRAFICO DEL ACIDO ASCORBICO

El mejor intervalo de pH para el andlisis polarografico del acido ascorbico es el
comprendido entre 3 y 6 , a mayores valores de pH del acido ascorbico se oxida muy
rapidamente; por otra parte, en soluciones de mayor acidez presenta una curva poco aguda
y por tanto no puede determinarse con exactitud; la adicién de oxalato sédico protege la

oxidacion. (12)
I1V.6.1 Interferencias en el método.

El &cido ascorbico al estar en contacto con el oxigeno del aire se oxida rapidamente
y se convierte en acido dehidroascorbico el cual no se determina por polarografia, debido a
que interfieren otras reductonas, pero las ondas correspondientes pueden ser eliminadas por
adicion de formaldehido. Los haluros afectan notablemente la medida, especialmente
cuando se trabaja a valores bajos de pH, sin duda el analisis polarogréafico es menos exacto
que la valoracion oxidimétrica; sin embargo para el analisis de &cido ascérbico en férmulas
farmacéuticas complejas y en productos naturales la menor exactitud se contrarresta por su
mayor especificidad; ademas la polarografia tiene la ventaja de una mayor sencillez de
realizacion que los métodos fotométricos. (1 12)
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1V.6.2 Otros métodos utilizados en la determinacion de acido ascorbico

Los métodos clasicos par el anlisis de vitamina C se basa en su fuerte poder de
oxidacion, que permite su determinacion por volumetria oxidimétrica. EI método de J.
Tillmans, en el cual la vitamina se valora con 2,6-diclorofenol-indofenol, es el mas

utilizado desde hace muchos afios para la valoracion de la vitamina C. (12)

Los siguientes métodos son de gran aplicacion practica para la valoracion de

vitamina C:

1. Valoracion con cloramina-T 0.1N (solo para preparados farmaceuticos que no

contengan otras sustancias oxidables). ( 12)

2. Valoracién con solucion de 2,6-diclorofenol-indofenol preparad a partir de
comprimidos de este producto (apropiada para determinaciones aproximadas en la
preparacion de zumos vegetales; aplicable al control de produccion de zumos,

siempre que no se requiera una gran exactitud). (12)

3. Valoracion con solucion de 2,6-diclorofenol-indofenol previo aislamiento del acido
ascorbico por cromatografia sobre papel, segin Strohecker, Heimann y Matt (por

ejemplo en alimentos). (12)

4. Valoracion del acido ascorbico en presencia de &cido sulfuroso, en vinos, con

solucion de yodo (Kielhdfer y Aumann). (12)
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5. Determinacion fotométrica con 2-nitroanilina dioazoada, segun Mohr (en alimentos

y muestras biolégicas). (12)

6. Determinacion fotométrica del acido ascérbico total (&cido ascorbico + acido
dehidroascorbico) por el método de la dinitrofenilhidrazina (aplicable a alimentos y

muestras bioldgicas). (12)

7. Anadlisis de la vitamina C total por purificacion de la 2,4-dinitrofenilhidrazona del
acido dehidroascorbico por cromatografia en capa fina (en el caso de alimentos con
gran contenido azucarado). ( 12)

8. Método microfluorométrico en la determinacion de vitamina C total. ( 13)

9. Meétodo fluorométrico semiautomatizado en la determinacion de vitamina C total

en alimentos. ( 14)

10. Titulacion voltamétrica — iodométrica de acido ascorbico en frutas y vegetales

frescos con deteccidn del punto muerto y final de la titulacion.( 15)
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V PARTE EXPERIMENTAL
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V.1 Determinacion de Vitamina C por Polarografia Clasica

V.1.1 Equipo y materiales

= Analizador polarografico
Modular EG & G Princeton Applied Research ( PARC ) Model 264 A

Polarografic Analyzer / Stripping Voltammeter.

= Electrodo de Mercurio
Perkin EImer PAR 303 A SMDE

= Registrador / ABB Goerz / ABB Metrawatt SE 120
ABB / Asea Brown Boveri
4-SBS®A-01

= Magneto Agitador ( Magnetic Stirrer — Agitateur Magnetique)
Vidra Foc, badajoz, 50/t.3093750.3093566,barcelona.5.

= Balanza Analitica Electrénica, Sartourius
H110 Handy serie 10301663
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= pH - metro Tacussel LPH230T

= Micro pipeta Finnpipette, volumen fijo 100pl

= Cilindro y regulador de gas de Nitrogeno

= 2 Balones aforados 100 ml, pyrex clase A

= Baldn aforado 50 ml, pyrex clase A

= Balo6n aforado 10 ml, pyrex clase A

= Beaker 50 ml, pyrex clase A

= Beaker 250 ml, pyrex clase A

=  Embudo de vidrio

= Papel filtro Whatman N.5

= Pipeta aforada 1 ml, KEBOLab, qualicolor

= Pipeta volumétrica 5ml, virology, BELLCO VIP

= Pipeta aforada 10 ml, KIMAX clase A
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V.1.2 Reactivos

= Acido Ascorbico ( CeHgOs )

= Acido Acético glacial

= Acetato Sodico G.R.

= Solucién de Formaldehido al 35 por 100, en peso, G.R.

=  Oxalato Sédico G.R.

= Hidréxido de Sodio (NaOH)
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V.1.3 Procedimientos.

V.1.3.1 Preparacion de Soluciones

V.1.3.1.1 Solucién de Acido Ascérbico estandar (10000 ppm):

En una balanza analitica pesar 0.1 gr. de &cido ascérbico, agregarlos a un balon

aforado de 10 ml, diluir con agua destilada hasta la sefial de aforo.

V.1.3.1.2 Solucién de Acido Acético 2 N:

Medir 6.25 ml. de acido acético glacial, agregarlos a un balén aforado de 50 ml y

diluirlo con agua destilada hasta la sefial de aforo.

V.1.3.1.3 Solucion de acetato Sodico 2 N:

En una balanza analitica pesar 27.22 gr. de acetato sodico G.R , agregarlos a un

bal6n aforado de 100 ml, diluir con agua destilada hasta la sefial de aforo.

V.1.3.1.4 Solucion de Hidroxido de Sodio 0.1 N:

Pesar en una balanza analitica 0.4 gr. de NaOH, agregarlos a un balon aforado de

100 ml y diluir con agua destilada hasta la sefial de aforo.
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V.1.3.1.5 Electrolito Soporte:

En un baldn aforado de 100 ml, mezclar 15 ml de la solucién de Acido acético 2N
con 75 ml de la solucion de acetato sodico 2N y 1 ml de la solucion de formaldehido, la
mezcla resultante se diluye hasta la sefial de aforo con agua destilada. La solucion obtenida
se satura con oxalato sédico y se filtra. El filtrado se emplea como electrolito de soporte y
tiene un pH alrededor de 5.5.

V.1.3.1.6 Preparacion de la muestra citrica:

Se toman 5 ml del jugo citrico a analizar (limoén, naranja dulce o naranja agria) se
diluyen con 5 ml del electrolito soporte, si el pH de la mezcla es inferior a 5.5 se ajusta a
este valor mediante la adicion gota a gota de una solucién de NaOH 0.1 N.

V.1.3.1.7 Preparacion del Blanco:

Se toman 5 ml de agua desionizada se diluyen con 5 ml del electrolito soporte, si el
pH de la mezcla es inferior a 5.5 se ajusta a este valor mediante la adicion gota a gota de
una solucion de NaOH 0.1 N.
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V.1.3.1.8 Curva de Calibracion Normal:

Se prepararon seis blancos como en el procedimiento V.1.3.1.7 se realizaron
adiciones de estandar de acido ascorbico de 0, 200, 400, 600, 800 y 1000 ppm, se

transfirieron a la celda electroquimica y se registraron los polarogramas.

V.1.3.1.9 Curva de Calibracion por Adicion Patron:

Se prepararon seis muestras citricas como en el procedimiento V.1.3.1.6 se
realizaron adiciones de estandar de &cido ascorbico de 0, 200, 400, 600, 800 y 1000 ppm, se

transfirieron a la celda electroquimica y se registraron los polarogramas.
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VI RESULTADOS Y DISCUSION
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V1.1 Seleccién del barrido de potencial en un rango éptimo para

la determinacién de vitamina C en diferentes citricos

Primero se realizé un barrido de potenciales Unicamente utilizando electrolito
soporte para observar si existen interferencias en el rango de analisis, este se seleccioné de
tal manera que cubra el potencial de media onda del acido ascorbico, luego se agregd un
estandar de acido ascorbico de 200 ppm y se realizaron lecturas de la corriente de difusion
variando tanto el potencial inicial como el final, luego se seleccioné el potencial inicial y el
final para el cual se obtuvo la mayor corriente de difusion del acido ascérbico. Quedando
establecido como rango éptimo para el andlisis un potencial inicial (E;) = +0.10 Volts y un
potencial final (Ef) = -0.30 Volts.
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V1.2 Calculo del Potencial de media onda.

Para esto se registré la onda polarografica de un estandar de 1000 ppm la cual se
muestra en la siguiente figura, luego se toman valores de potenciales cercanos al potencial
de media onda y se mide la corriente correspondiente a cada uno de estos potenciales, y la

corriente de difusion tal y como se muestra a continuacion

l4 = corriente de difusion

T

- ™
| | |

potenciales -0.03V -0.04 V -0.05V -0.06 V -0.07V

Corrient 0.088 nA 0.125 pA 0.163 pA 0.208 nA 0.246 pA
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Corriente de difusién (ig)= 0.302 pA.
La ecuacion que describe la forma de la onda polarografica es :

Donde:

Eqe = potencial del electrodo de gota de mercurio.

E;/» = potencial de media onda en Volts.

n = numero de electrones involucrados con la reduccion del ion.
i = la corriente en un punto de la curva, en pA.

ig = Corriente limite de difusion en pA.

Esta ecuacion corresponde a una linea recta ( Y = a + bX ), asi una gréfica de E
contra Log i / (ig— i) producira una linea recta de esta manera el potencial de media onda
puede ser determinado experimentalmente. Cuando el valor del término logaritmico se hace
cero, la ecuacion de anterior se hace Eq = E+, Yy el potencial de media onda es obtenido de
la gréfica del punto en que la linea recta atraviesa la abscisa, tal y como se muestra en la

figura 3.
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Tabla 1. Datos para el célculo de potencial de media onda

Eee | [i/(ia—1)] | Log [i/(ia—1i)]
-0.03 | 0.088/0.215 -0.38796
-0.04 | 0.125/0.177 -0.13106
-0.05 | 0.163/0.140 0.066059
-0.06 | 0.208 / 0.094 0.344935
-0.07 | 0.246/0.056 0.642747
Ey,
0.8 -
0.6 —
044 T
024 |Z
r T T T 0 =~
-0.08 -0.06 %4\’ 0.02 0.2 ( %
041 |8
-0.6 -

Ede

Figura 3. Potencial de media onda

=-0.048 Volts
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V1.3 Estudio de los parametros de validacion en la determinacion

de vitamina C (4cido ascdérbico) en citricos.

V1.3.1 Estudio de la repetibilidad del estandar de acido ascorbico
(1000 ppm)

Para estudiar la repetibilidad del método se realizo la lectura de un estandar de
acido ascorbico de 1000 ppm, durante 10 dias consecutivos. Se observé que es necesario
preparar el estandar diariamente, debido a que se oxida rapidamente al estar en contacto
con el oxigeno del aire y no es posible obtener una buena repetibilidad, esto se puede
observar en los resultados de la tabla 1 del anexo.

Tabla 2. Datos de estandares preparados diariamente, Repetibilidad durante 10 dias

consecutivos. ( corriente en pA)

Dias

Réplicas| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 0.361 | 0.36 | 0.354 | 0.353 | 0.362 | 0.353 | 0.358 | 0.361 | 0.353 | 0.358

0.361 | 0.357 | 0.360 | 0.355 | 0.358 | 0.355 | 0.357 | 0.358 | 0.355 | 0.359

0.358 | 0.356 | 0.352 | 0.359 | 0.36 | 0.357 | 0.360 | 0.36 | 0.360 | 0.360

0.358 | 0.356 | 0.360 | 0.36 | 0.361 | 0.352 | 0.357 | 0.358 | 0.359 | 0.353

2
3
4 0.36 | 0.352 | 0.361 | 0.356 | 0.353 | 0.356 | 0.358 | 0.36 | 0.354 | 0.360
5
6

0.357 | 0.358 | 0.358 | 0.361 | 0.358 | 0.356 | 0.36 | 0.359 | 0.358 | 0.357
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Se calcul6 el valor de M = 8.97 < X% a un 95% de confianza igual a 67.50, como
vemos el valor del pardmetro M es menor que el valor de tabla de X?, por tanto se puede

concluir que no hay diferencias entre las varianzas es decir las varianzas son homogéneas.

Para comprobar si no hay diferencia entre las medias se realizé el analisis de
varianza ANOVA de un factor, los resultados se muestran en la siguiente Tabla :

Tabla 3. Analisis de varianza ANOVA de un factor

Variacion | Suma de cuadrados | GL| Cuadratica media
Modelo 0.000101531 9 1.13 E -05
Regresion 0.000308015 50 6.16 E -06

Fc=1.83 > F de tabla (F0_95) =2.04

Obteniéndose un Fc = 1.83, el cual resulta de dividir el valor de la cuadratica
media del modelo entre el valor dela cuadratica media de la regresion, como este es menor
que el valor de F de tabla (Fo.g5) = 2.04, por tanto se puede concluir que no hay diferencias

entre las medias.
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Con los datos que se presentan en la Tabla 2, se realiz6 una carta de control para
verificar la repetibilidad de la corriente de difusion de dicho estandar durante 10 dias
consecutivos, la cual se realizd tomando en cuenta la repetibilidad y la precision
intermedia. Los valores obtenidos son 0.00034467 y 0.00164506 respectivamente, los

limites estan dados por la formulas siguientes:

Limite Central (LC) %OXI = 0.3264

Limite superior (LC +39) =0.3314
Limite superior (LC +29) =0.3297
Limite inferior (LC-2S) =0.3229
Limite inferior (LC -3S) =0.3213

Donde: S=-/S°+S2

El valor de S es igual a 0.00168078

La Carta de control de calidad para el estandar de acido ascorbico (1000 ppm), se puede
observar en la Figura 4:
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Lc+3S: 0.33138857

Lc+2S: 0.32970779

Lc: 0.326346

Lc-2S: 0.32298467

Lc-3S: 0.32130389

Dias

Figura 4: Carta de Control de calidad para el &cido ascérbico estandar (10000 ppm ). Los

resultados obtenidos estan dentro de los limites de la carta de control.
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V1.3.2 Linealidad

La linealidad del modelo esta determinado por el coeficiente de determinacion (r%)
el cual describe la fraccion de la suma de cuadrados debido a los factores (del modelo) en
relacion a la suma de cuadrados de la media corregida. Para comprobar la linealidad se
efectué una curva de calibracion normal durante 7 dias consecutivos utilizando un estandar
con un intervalo de concentraciones entre 0 y 1000 ppm de acido ascérbico. Los datos se

muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Datos del promedio de las curvas de calibracion normal durante 7 dias

consecutivos.

Concentracion de estandar de acido ascorbico en ppm Ip en pA
0 0
200 0.07394286
400 0.13184286
600 0.19102857
800 0.25102857
1000 0.31797143
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Para construir la curva de calibracidn se tomaron los promedios de valores de los Ip
de cada dia correspondiente a la concentracion fijada. El valor del coeficiente de
determinacién (r’) obtenido fue: 0.99872271, una linealidad ideal indica un valor de
coeficiente de determinacién igual al 100% (r* = 1), como el valor de r* obtenido
experimentalmente es cercano a la unidad y se puede decir que existe una buena linealidad.

La gréafica se muestra en la figura 5.

0.35

0-30p r’=0.99872271
0.25}
0.20}

0.15}

0.10}

corriente en microampere

0.05f

0.00f

-0.05
-200 0 200 400 600 800 1000 1200

concentraciéon en ppm

Figura 5. Grafica del promedio de las curvas de calibracion normal, durante 7 dias

consecutivos.
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Para verificar la validez del modelo de regresion se realizo un ANOVA de un
factor tomandose como criterio si el Fc > F tabla 95% de confianza, el modelo se ajusta a

una linea recta. Obteniendose los siguientes resultados:

Tabla 5. Resultados de ANOVA, control de calidad del modelo lineal.

Cuadrética

Variacion Suma de cuadrados GL media
Modelo 0.067910116 1 0.067910116
Regresion 8.68519E-05 4 2.1713E-05

El valor de Fc se obtiene de dividir el valor de la cuadratica media del modelo
entre el valor de cuadratica media de la regresion, obteniéndose:

Fc=3127.63 > F tabla = 7.71; 95%

Por tanto se puede concluir que el modelo se ajusta a una linea recta.
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Ademas de estudiar la linealidad de el promedio de las curvas de calibracion
normal durante 7 dias consecutivos, se realizd un estudio a las curvas por adicion patron

para cada citrico, y asi comprobar la linealidad de cada una de ellas.

En las figuras 6, 7 y 8, se presenta la linealidad de cada citrico: limén, naranja
dulce y naranja agria respectivamente, en cada una de las figuras se puede observar que

existe muy buena linealidad para cada curva.

cap L
0.45

o0.4a0f r’=0.99928064

micro ampere
@]
N
[6)]

-200 o 200 400 600 800 1000 1200 e caplL

concentracion

Figura 6. Grafica de linealidad del Limon
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Naranja Dulce
curva por adicion patréon
0.75

r’=0.9975117
0.65}

0.55}

0.45}

micro ampere

0.35}

0.25}

O.ll: i i i i i i
-200 0 200 400 600 800 1000 1200 "W ndl

concentracion

Figura 7. Grafica de linealidad de Naranja Dulce

Naranja Agria
0.31

r? =0.99902347
0.29}

0.27}

0.25}

micro ampere

0.23}

021 i i i i i i
-200 0 200 400 600 800 1000 1200 A\ na

concentracion

Figura 8. Grafica de linealidad de Naranja Agria
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VI1.3.3 Estudio de la repetibilidad de la curva de calibracion normal

Para estudiar la repetibilidad de la curva de calibracion normal se realizaron curvas
de calibracion normal durante 7 dias consecutivos, los resultados obtenidos se encuentran

en la Tabla siguiente. ( corriente en HA )

Tabla 6. Datos de la repetibilidad de la curva de calibracion normal durante 7 dias

consecutivos.

Dias

Ppm 1 2 3 4 5 6 7

0 0 0 0 0 0 0 0
200 0.0729 0.0732 0.0733 0.0738 0.0755 0.0754 0.0735

400 0.1338 0.1328 0.1329 0.1345 0.1292 0.1287 0.131

600 0.195 0.1879 0.1972 0.187 0.188 0.1946 0.1875
800 0.2528 0.2467 0.2475 0.2529 0.2567 0.2475 0.2531
1000 0.32 0.315 0.321 0.3186 0.315 0.323 0.3132

Con los resultados obtenidos en la Tabla 6, se elaboré una carta de control donde

se presentan los limites de tolerancia de los parametros de regresién de las diferentes curvas

de calibracién . Los valores de los pardmetros se encuentran en la Tabla 7.
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Tabla 7. Parametros de Regresion de las curvas de calibracion normal.

Dias
Parametros 1 2 3 4 5 6 7
PENDIENTE 0.0003144 | 0.0003072 | 0.0003113 | 0.0003118 | 0.0003110 | 0.0003138 | 0.0003088
INTERCEPTO | 0.0052095 | 0.0056524 | 0.0054191 | 0.0052191 | 0.0052048 | 0.0045905 | 0.005338
Coef. r2 0.9989144 | 0.9982085 | 0.997793 | 0.9982341 | 0.9982907 | 0.9974230 | 0.998725

Si tomamos en cuenta que los parametros by y by estan correlacionados, el modelo
de correlacion es una elipse por lo que se puede afirmar que el modelo de calibracion
mantiene sus parametros siempre y cuando lo puntos estén en los limites establecidos
dentro de la carta de control. La carta de control de calidad de la curva de calibracion

normal se encuentra en la Figura 9.

Grafico de control b1, b0

0.028 -

0.006 -

intercepto (b0)

0.028
-0.016 -

0.034

pendiente (b1)

Figura 9. Carta de control de calidad de la curva de calibracién normal. Como se puede
observar todos los puntos estan dentro de la elipse lo que significa que existe muy buena

repetibilidad en la curva de calibracién normal al realizarlas en los 7 dias consecutivos.
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V1.3.4 Estudio de la Exactitud del método

Efecto Matriz y Porcentaje de Recuperacion

Las interferencias de los componentes de la matriz en las determinaciones
analiticas constituyen uno de las principales causas que afectan la exactitud de los métodos,
en la mayoria de los farmacos se conocen los componentes de la matriz y en estos patrones
se preparan con todos estos componentes para minimizar los errores sistematicos. En las
muestras ambientales, en general presentan matrices complejas y el analista no puede
determinar la contribucién de cada uno de los constituyentes de la matriz en la respuesta del

analito.

Cuando no es posible preparar los patrones con los componentes de la matriz, el
método de adicion es una buena técnica para minimizar el efecto matriz. EI modelo clasico
para evaluar este efecto es de comparar las pendientes de las curvas de calibracion por
adicion patron y las de calibracién normal.

Para confirmar la exactitud del método se calculd el porcentaje de recuperacion
comparando las pendientes de una curva de calibracion por adicion patron (AP) y la
obtenida con estandares puros. Para el célculo del porcentaje de recuperacion se utilizé la

expresion siguiente:

b, AP

R=| —~ —|*

b,CCNN
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Donde:

b, AP: Es la pendiente del modelo de regresion de la curva por adicion patron.

b; CCN: Es la pendiente del modelo de regresion de la curva de calibracion con estandares

puros ( calibracién normal ).

En las Figuras 10, 11 y 12 se puede observar el porcentaje de recuperacion

obtenido y el efecto matriz de cada citrico analizado. Los datos utilizados de cada citrico se

encuentran en la tabla 8.

Tabla 8. Datos de cada citrico para la elaboracion de las curvas de calibracion normal y

curvas de adicion patron. Corriente en micro ampere.

Curva de calibracion normal

Curva de adicion patrén

Concentracion 1 2 6 Limon Naranja | Naranja
( ppm) Dulce Agria
0 0 0 0 0.0775 0.2283 0.2188
200 0.0729 0.0732 0.0754 0.1442 0.3092 0.2342
400 0.1338 0.1328 0.1287 0.2121 0.41 0.2483
600 0.195 0.1879 0.1946 0.2704 0.4771 0.2663
800 0.2528 0.2467 0.2475 0.3321 0.5608 0.2825
1000 0.32 0.315 0.323 0.3925 0.6342 0.2992

Pendiente | 0.0003144 |0.0003072| 0.0003138 | 0.00031387|0.0004073 | 8.071E-05
Intercepto | 0.0052095 | 0.0056524 | 0.0045905 | 0.0812 0.2329 0.2178

Coef.r’ 0.9989144 10.9982085 | 0.9974230 [ 0.99928064 | 0.9975117 | 0.99902347
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Figura 10. Gréfica del Porcentaje de Recuperacion del Limon.

En la Figura 10, se puede observar que en la grafica del porcentaje de recuperacion
de Limdn no existe efecto matriz, % Rc del Limén es del 100% ( 99.8.28 % ) con una

incertidumbre de + 4.24 %
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Figura 11. Gréfica del Porcentaje de Recuperacion de Naranja Dulce

La Figura 11, corresponde a la gréfica de el porcentaje de recuperacion de la

Naranja Dulce, se puede observar que existe efecto matriz, en este caso el efecto

intensificador, el valor de el porcentaje de recuperacion se pasa del 100 %, teniendo un

valor de 132.578 % con una incertidumbre de + 8.68 %
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Figura 12. Gréfica del Porcentaje de Recuperacion de Naranja Agria

Se puede observar en la Figura 12, que en el porcentaje de recuperacion de la
naranja agria existe un efecto de matriz correspondiente a un efecto depresor con un valor
de 25.714 % y una incertidumbre del + 1.53 %
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VI1.3.5 Limite de Deteccion y Cuantificacion:

El limite de deteccion y cuantificacion se determind a partir del modelo de
calibracion a concentraciones diluidas cerca del blanco. Los datos para este modelo se

encuentran en la Tabla 9.

Tabla 9. Datos de curva de calibracion normal, Limite de deteccion y de cuantificacion.

Ppm Ip

0 0
50 0.0225
100 0.0433
150 0.0650
200 0.0858
250 0.1046

Se realiz6 un andlisis de regresion lineal simple encontrdndose el valor del
intercepto (b ) = 0.00107143 y la desviacion estandar de éste (S by) = 0.00081318; a
demas se encontro la pendiente ('by) = 0.00041976.

LD = (3298b0- bo ) / bl

LC:(lOSbo-bo)/b1

Valores obtenidos:
LD =3.82 ppm y LC =16.82 ppm
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V1.4 Aplicaciones del método. Calculo de la incertidumbre

Se llevd a cabo el analisis de los citricos estudiados ( Limon, Naranja Dulce y
Naranja Agria ) siguiéndose el procedimiento V.1.3.1.9, obteniéndose los resultados

siguientes:
Limoén 48 mg / 100 ml £ 0.02 mg /100 ml
Naranja Dulce 55 mg/ 100 ml £ 0.01 mg /100 ml

Naranja Agria 39 mg/ 100 ml £ 0.03 mg /100 ml

El valor de la concentracion se calcula a partir del modelo de regresion lineal

simple y = a + bx,

si hacemos y = 0; y despejamos x obtenemos:
X=-alb;

donde x equivale a la concentracién del analito. Por tanto la concentracion sera :

aplicando los factores de dilucion a la formula anterior se obtiene:
a

b

vV,

C, =
A v,

Ec (1)Ecuacion para el calculo de la concentracion ( 16 )
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Can = U +U}

Donde:
2 21 12 2 2
~ Ubo +CXUbl —ZCXUbOUblr(bo,bl) le UVz
U, = , + +
§ b1 Vi Vv,
- N ¥
S, —\2
U =S, = 7A 1—|— (y) >
M T X = 2 —\2
bl n b1 Z(Xi o X)

"
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VII CONCLUSIONES

De los resultados anteriores se puede afirmar que en el método de polarografia
clasica para la determinacion de vitamina C en diferentes citricos se han validado todos los

parametros propuestos.

Se encontré el rango de potenciales dptimos para la determinacién de vitamina C
en diferentes citricos obteniéndose los valores de potencial inicial ( E; ) = + 0.10 Volts y

potencial final ( Es) = - 0.30 Volts y el potencial de media onda —0.048 Volts.

Se evaluaron los diferentes parametros que caracterizan el desempefio del método
encontrandose buena exactitud y linealidad en un buen rango de aplicacion. La linealidad
fue repetible durante siete dias consecutivos, siguiendo la carta de control bidimensional
intercepto — pendiente. Ademas se pudo comprobar que existe efecto matriz en los tres
citricos analizados. El limite de deteccion y de cuantificacién encontrados fueron de 3.82 y

16.81 respectivamente. Se realizo el control de calidad de las curvas de calibracién normal.

Se aplicd el método en el andlisis de las muestras citricas ( Limdn, Naranja Dulce
y Naranja Agria ), obteniéndose los valores de la concentracion de éacido ascorbico
(vitamina C) en mg/100 ml y ademas se calculd la incertidumbre para cada muestra,

obteniendo valores aceptables en comparacion con estudios previos.
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VIIl. RECOMENDACIONES

v" Realizar el estudio de la Robustez del método.

v" Aplicar el método de analisis a un mayor nimero de muestras de frutas citricas y

vegetales.
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X ANEXOS
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Tabla 1. Datos de repetibilidad de el estandar de acido ascorbico ( 1000 ppm ), preparado

para varios dias.

Dias

Réplicas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 0.3421(0.3475|0.3675|0.2871 | 0.4063 | 0.33 |0.3158 | 0.32 |0.32420.4021

0.3283(0.3563 | 0.325 |0.2479|0.3563 | 0.3229|0.2938 | 0.3146| 0.33 |0.4092

0.2975(0.3575|0.3229 | 0.2633 | 0.3413 | 0.3313 | 0.3021 | 0.3092 | 0.3175 | 0.4133

0.3033| 0.37 [0.3433|0.2592|0.3521|0.3121 | 0.3033 | 0.3142 | 0.3283 | 0.4216

2
3
4 0.32 |0.3604 | 0.3145|0.2508 | 0.3646 | 0.3396 | 0.3092 | 0.3229 | 0.3367 | 0.4075
5
6

0.305 | 0.2883 | 0.3425|0.2533|0.3408 | 0.33 [0.3158|0.3104|0.3241|0.4021

Para comprobar si no hay diferencia entre las medias se realizd el analisis de

varianza ANOVA de un factor, los resultados se muestran en la siguiente Tabla :

Tabla 2. Andlisis de varianza ANOVA de un factor

Variacion | Suma de cuadrados | GL | Cuadratica media
Modelo 0.060365 9 0.006707
Regresion 0.023004 45 0.000511

Fc =13.1205 > F de tabla (Fy.s5) = 2.04
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Podemos concluir que existe un efecto significativo entre las medias es decir que

las medias son heterogéneas.

Ademés se realizd el Test de Barttlet para verificar si existian diferencias
significativas entre las varianzas, el valor de M = 65.16528, X* = 16.92 ; 95% , como el
pardmetro M es mayor que el valor de X? podemos concluir que existen diferencias entre

las varianzas.
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Curvas de calibracion normal.
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Figura 1. Curva de Calibracion Normal 1
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Figura 2. Curva de Calibracion Normal 2
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Figura 3. Curva de Calibracion Normal 3
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Figura 4. Curva de Calibracion Normal 4
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Figura 5. Curva de Calibracion Normal 5
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Figura 6. Curva de Calibracion Normal 6
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Figura 7. Curva de Calibracion Normal 7
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Curvas de calibracion por adicion patron para los diferentes citricos

na2
0.36

034 r?=0.998488

0.32}

0.30}

alt

0.28}

0.26}

0.24}

0.22
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Figura 8. Curva de Calibracion por Adicion Patron de la Naranja Agria
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Figura 9. Curva de Calibracion por Adicién Patron de Naranja Dulce 2
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Figura 10. Curva de Calibracion por Adicion Patrén de Naranja Dulce 3
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Figura 11. Curva de Calibracién por Adicion Patrén de Naranja Dulce 4
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Figura 12. Curva de Calibracion por Adicion Patron de Naranja Dulce 5
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%: . /é

HaTun
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Figura 13. Polarograma del estandar de acido ascérbico ( 1000 ppm)

Potencial inicial (E;) =+ 0.10 Volts.
Potencial final (E;) = - 0.30 Volts.
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Deduccion de ecuacion para la incertidumbre en el calculo de la

concentracion a partir de la curva de adicion patron

Modelo de regresion : ix=b,+b; Cx ; Sihacemos ix=0
c, =
b,

Dado que el contenido de acido ascorbico en la muestra se obtiene a partir de Cx y los

efectos de dilucion :

V.
C.=C 2
Ag\é @)

Si introducimos aqui la ecuacion (1) obtenemos:

C _ bOVZ
A =
blvl
bO
De (1) tenemos que : AC, = A b,
1
AC = Ab, B b,ADb,
" bl bl2
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Dado que el intercepto y la pendiente estdn correlacionados se introduce el

coeficiente de correlacion (r(bo,bl)) en el termino covarianza.

5 2
ACC _varCy-u? - U | (B | _Mfem(B] g
X C, 2" 2
S| . @) b

Y
Covarianza

by _ o
Como b, X', Sustituyendo en (3) tenemos :
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2 2

U, Coep B 2U U b, My ) C e

Aplicando la ley de propagacion del error a la ecuacion (2) tenemos que:

2 21 12 2 2
yr _Ua+CUL-20 U Ur, (U,) (U
o b12 Vi Vv,
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Por tanto la incertidumbre sera:

2 2112
U, +CU, —2CU U, 1, N U, n U, (5)

b12 Vi Vv,

Uc, =

La cual corresponde a la incertidumbre de la concentracion de plomo en la muestra
de orina. Dado a que ésta se calcula a partir de una curva de adicion patron tendremos una
incertidumbre debida al modelo de regresién lineal la cual se calcula con la expresion

siguiente:

o |0 B (k[ ©

~

S -
Uy =S,= )1 )

Py

Por tanto la incertidumbre real de la concentracion de acido ascérbico sera:

Can = UZ +U; @
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Inicio

y

Tomar 5 ml del

DISENO METODOLOGICO

Electrolito Soporte (ES)
15 ml de ac. Acético 2 N, 75 ml de acetato sédico 2 N
1 ml de formaldehido al 35 %
Diluir a 100 ml con agua destilada
Saturar con oxalato sodico v filtrar.

jugo citrico a
analizar

Diluir a 10 ml
con ES

ESTANDAR

Solucién estandar de acido ascorbico ( 10000 ppm )
Pesar 0.1 g de &c. ascdrbico y aforar a 10 ml.

Agregar gota
a gota NaOH

(pH 5.5)

Tomar 200 pl
(200 ppm)

Tomar 400 pl
(1400 ppm)

Tomar
(600 p

600 pl
pm)

Tomar 800 pl
(800 ppm)

Tomar 1000 pl
(1000 ppm))

q

Colocar la mezclaen la
celda electroquimica

Trazar los
voltamperogramas
conforme?

IE

Medir los
voltamperogramas

v

Célculo de la
concentracion

v

Fin

A
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