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Resumen

La vitamina C, también conocida como acido ascorbico, es indispensable para la
vida, debido a sus mdltiples funciones en nuestro organismo, por lo que surge la
necesidad de identificar y cuantificar su presencia tanto en alimentos como en

complejos vitaminicos.

Este trabajo es una revision bibliografica de algunos de los métodos utilizados
para la determinacién de la vitamina C, haciendo uso de diversas bases de datos
como el Punto Q o el Google-Scholar. Los métodos revisados en este trabajo de
fin de grado son: el método volumétrico con 2,6-diclorofenolindofenol, la
yodometria, la espectrofotometria indirecta, la cromatografia liquida de alta

eficacia en fase inversa y la polarografia.

Palabras clave: vitamina C, acido ascoérbico, 2,6-diclorofenolindofenol,

yodometria, espectrofotometria, cromatografia, polarografia.

Abstract

Vitamin C, also known as ascorbic acid, is essential for life, due to it's mulitple
functions in our organism, leading to the need to identify and cuantify it's presence

both in food and in vitamin complex.

This writing is a bibliographic review of some of the methods used for the
determination of vitamin C, making use of different databases such as Punto Q
or Google-Scholar. The methods reviewed in this final degree project are: the
volumetric method with 2,6-dichlorophenolindophenol, the iodometry, the indirect
spectrophotometry, the high performance liquid chromatography in reverse

phase and the polarography.

Key words: vitamin C, ascorbic acid, 2,6-dichlorophenolindophenol, iodometry,

spectrophotometry, chromatography, polarography.



Acrénimos:

e Vit C: vitamina C

e DNPH: 2,4-dinitrofenilhidracina

e HPLC: high performance liquid chromatography / cromatografia liquida de
alta resolucion

e UNE-EN : Una Norma Espafiola - European Norm

1. Introduccioén

Para entender la importancia de la determinacién de vitamina C, tanto en
alimentos como en muestras biologicas, es fundamental entender el papel que
desarrollan las vitaminas en nuestro organismo. Me parece adecuada la
explicacion que da José Enrique Campillo en su libro “Comer sano para vivir mas
y mejor”; El concepto de vitamina surgié hace un par de siglos para referirse a
unas sustancias indispensables para la vida, que el organismo humano no puede
fabricar y que si no se ingieren durante meses, se produce una enfermedad

carencial que sélo se alivia ingiriendo alimentos que la contienen.

Hoy en dia estamos rodeados de anuncios de alimentos fortificados con
vitaminas, complejos vitaminicos e incluso cosmética rica en vitaminas, que nos

recuerdan la importancia de estos compuestos en nuestra vida.

Por lo tanto, conocer los métodos de andlisis mas adecuados para cada vitamina
y tipo de muestra es esencial para asegurarnos una medicién lo mas precisa
posible. En este trabajo nos centraremos en los métodos mas utilizados para la

determinacién de Vitamina C.

1.1 Lavitamina C

Aunque desde 1720 se haya observado una relacion entre el escorbuto y la falta
de consumo de alimentos vegetales frescos, la Vit C permanecié desconocida
hasta 1927, afio en el que fue descubierta por Albert Szent-Gyorgyi.



Esta compuesta por 6 atomos de carbono de los cuales 4 forman un anillo con
estructura de lactona. 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 Vit C por la falta de una enzima llamada L-gluconolactona oxidasa
gue cataliza el ultimo paso de la glucosa a la Vit C. Esto obliga a incorporar la

vitamina a la dieta.

La Vit C, también conocida como acido ascorbico, se oxida de forma reversible
a nivel hepético a acido dehidroascorbico. Ambas formas son activas en el
organismo. Parte del acido ascorbico se metaboliza a compuestos inactivos. Su
naturaleza hidrosoluble hace que se excrete con facilidad a través de la orina y
no se pueda acumular, por lo que es necesario incluirla en la dieta de forma
habitual. De esta manera se hace imprescindible contar con métodos analiticos

gue nos permitan medir las cantidades de esta vitamina.
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Figura 1.1 Estructura de la vitamina C (National Library of medicine - NCBI)



1.2 Funciones de la vitamina C en el organismo

Dentro del organismo cumple con mdltiples funciones que lo convierten en un
compuesto esencial para la vida. Es un antioxidante muy efectivo por su
capacidad de donar electrones, esto protege moléculas importantes que
componen nuestro organismo como proteinas, lipidos y acidos nucleicos, pero
ademas protege de la oxidacion a otras vitaminas como la vitamina A, E y
algunas de las vitaminas B. Ademas mantiene el estado reducido de los iones
de hierro y cobre. También potencia la absorcion intestinal de hierro no ligado al

grupo hemao.

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 Vit C en el ser humano. Aparte es el cofactor de diversas enzimas como
las hidroxilasas necesarias para la biosintesis de la carnitina que es una
moléculas encargada de transportar los acidos grasos a la mitocondria para su
metabolismo, y de la enzima hidroxilasa encargada de la sintesis de las
catecolaminas. También sabemos que influye en el sistema inmune de diferentes

formas:

e |Integridad del efecto barrera de la piel y mucosas: La Vit C actia como

cofactor para la enzima prolil y lisil hidroxilasa que estabiliza la estructura
terciaria del colageno. Este es importante para mantener la estructura de
la piel y por lo tanto es fundamental para reparar las heridas que rompen
la barrera que la forman. Aparte, hay estudios que demuestran que la Vit
C influye en el aumento de la expresion del gen del colageno en los
fibroblastos. Esto afecta no solo a la piel sino a estructuras como los vasos
sanguineos, encias y huesos.

Por dltimo, hay estudios que afirman que la ingesta de Vit C mejora la



capacidad antioxidante de la piel lo que la protege no solo del estrés
oxidativo sino de contaminantes ambientales.

e Funcion de los leucocitos: Se cree que la Vit C en los neutréfilos es capaz

de proteger a la célula del dafio que produce el estrés oxidativo. Aparte
es capaz de regenerar antioxidantes importantes como el glutatién y la
vitamina E.

e Quimiotaxis de los neutréfilos: En diferentes estudios, tanto en cobayas

con escorbuto como en pacientes con enfermedad granulomatosa
cronica, se ha visto un aumento de la migracion de los fagocitos al lugar
de infeccion al suplementar la dieta con Vit C.

e Apoptosis _de neutréfilos: Aunque se requieren mas estudios para

confirmar la influencia del acido ascérbico en la apoptosis de los
neutrdéfilos, hay estudios que sugieren que es responsable de evitar la
oxidacion de la enzima caspasa, que esta estrechamente ligada a los
procesos de la apoptosis celular.

e Mediadores proinflamatorios: La Vit C parece tener un efecto modulador

sobre las citoquinas evitando la sintesis de citoquinas proinflamatorias
como TNF (factor de necrosis tumoral), IL-6 (interleucina 6), IL-1lbeta

(interleucina 1 beta)

M Collagen
(barrier integrity)
" Carnitine J, Hypoxia-inducible factor
(metabolic energy) (gene transcription)
M Catecholamines AT P J' DNA methylation

(hormonal regulation) (epigenetic regulation)

I Amidated peptides J Histone methylation
(hormonal regulation) (epigenetic regulation)

As yet undiscovered
cofactor functions?

Esquema 1.2 Resumen de las funciones de la Vitamina C (Vitamin C and Immune Function)



1.3 Fuentes de Vitamina C

Debido a la termolabilidad de la Vit C se recomienda consumir alimentos crudos
0 con métodos de coccidn 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 AA

es sensible a la luz y las radiaciones ultravioletas.

La ingesta recomendada de Vit 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 recomendacion aumenta a 120 mg al dia.

Ya se sabia mucho antes de conocer la Vit C, que el consumo de alimentos
vegetales frescos evitaba padecer la enfermedad del escorbuto, por lo que es
justamente en esos alimentos donde encontraremos la mayor cantidad de esta

vitamina.



Tabla 1.-Contenido de vitamina C en mg por 100g de alimento

Alimento mg Vit C/100 g alimento
Pimiento 120
Col de Bruselas 100
Berro 87
Papaya 82
Kiwi 71
Fresas, lichi 60
Naranja, limén 50
Coliflor 50
Col 49
Caballa 47
Pomelo 40
Tomate 38
Mango 37
Esparragos 33
Mandarina 30
Espinacas 30
Cebolla, habas tiernas 28
Pifha 27
Guisantes 25




2. Objetivos

Conocer la importancia de la vitamina C en nuestro organismo.
Describir las técnicas mas usadas para la determinacion de la vitamina C,
asi como sus ventajas e inconvenientes.

e Conocer el uso de cada técnica segun el tipo de muestra.
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3. Metodologia

Se ha realizado una basqueda bibliografica en diferentes bases de datos como
el PuntoQ, Google-Scholar, Medline, etc. Para ello se han buscado las palabras
clave: determinacion de vitamina C o acido ascoérbico. De los primeros
documentos consultados se sacaron las diferentes técnicas que se volvieron a

buscar por su nombre.

11



4. Métodos de analisis de la vitamina C

4.1 Método volumeétrico/ Método del indofenol

Este método cuantitativo se basa en el poder reductor del acido ascorbico sobre
los reactivos utilizados. Se trata de utilizar una disolucion a una concentracion y
volumen conocida de un compuesto que se reduce, mientras el acido ascoérbico

se oxida.

Al afiadir el colorante (2,6-diclorofenolindofenol) a la muestra, este es reducido
mientras la Vit C es oxidada. Durante este proceso el colorante se vuelve
incoloro. De esta forma, mientras haya Vit C en la muestra, no se vera el color
del indicador. Una vez se haya oxidado toda la Vit C presente en la muestra, el
colorante dejara de verse incoloro y se vera de un color rojizo. Para determinar
el fin de la titulacion el color rojizo debe persistir durante unos segundos. Si
desaparece al agitar la muestra a analizar, significa que aun queda Vit C sin

oxidarse.

INCOLORO
AZUL EN MEDIO BASICO

QM”UKE J@O »®

Acido L-ascorbico 2-6-diclorofenolindofenol 2-6-diclorofenolindofenol Acido L-dehidro-

(Vitamina C (forma oxidada) (forma reducida) asco’rt)ico
reducida) ROJO EN MEDIO ACIDO (Vitamina C
oxidada)

Figura 4.1 Reaccion de la vitamina C con el 2,6-diclorofenolindofenol

Para calcular la concentracion de Vit C primero hay que elaborar una recta de
calibrado con muestras patrén de Vit C. Una vez conocida la recta de calibrado
se valora la muestra de Vit C dejando caer gota a gota el colorante hasta que la
muestra adquiera un color ligeramente rojizo. Para asegurarnos que el medio
sea acido, afiadimos a la muestra antes de la valoracion una mezcla de &cido

acético y metafosforico. Para determinar el fin de la titulacion, el color rojizo debe
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persistir durante unos segundos. Si desaparece al agitar la muestra a analizar
significa que aun queda Vit C sin oxidarse, por lo que hay que seguir afladiendo

el indofenol.

Una vez obtengamos el color rojizo, dejamos de afiadir colorante y calculamos
con el volumen gastado la cantidad de Vit C presente en la muestra con la

siguiente formula:

Ci-Vi=Cc-Vc
Donde Ciy Vi son la concentracion de la disolucién de 2,6-diclorofenolindofenol

y el volumen gastado de dicha disolucién; y Cc y Ve son la concentracion y el

volumen de la muestra que contienen la Vit C.

Para calcular la cantidad de Vit C en la muestra, solo tenemos que despejar Cc
ya que, conocemos el volumen de 2,6-diclorofenolindofenol gastado, su

concentracion y el volumen de la muestra de Vit C a analizar.

Las desventajas del método se relacionan con la necesidad de ver el viraje.
Cualquier disolucién que presente una coloracion fuerte hara imposible la
observacion del punto final de la titulacion. Para poder determinarlo se puede
recurrir al uso de un espectrofotometro, midiendo el cambio de transmitancia de
la muestra a una longitud de onda de 545 nm. Aparte, el 2,6-diclorofenolindofenol
reacciona con varios iones como el hierro o el cobre. Por lo tanto, el método es
ideal para zumos de frutas o muestras débilmente coloreadas que no contengan

€so0s iones.

En esta técnica las ventajas son su simplicidad al realizar el ensayo y el bajo

coste.
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4.2 Método yodomeétrico

Se basa en la reaccion que se produce entre el yodo y el almidén y como la Vit

C interfiere en esta.

OH OH 0
HO O%...0 HO_ \=0
s + H" + 2e
HO OH d o
Acido ascérbico Acido dehidroascorbico

OH OH 0
HO O\.0 HO~_ \-=0 p oo
- -
- |2 —_— / 2H 2
HO OH o 0
Acido ascérbico Acido dehidroascérbico

Figura 4.2.1 Reaccion de la vitamina C con el yodo

En ausencia de Vit C el yodo reacciona con el almidéon dando lugar a un
compuesto azul oscuro, que en este caso se usa como indicador. Los iones de

yodo disueltos se introducen en la hélice de amilosa formando el compuesto

coloreado.

Amylosehelice with the

glucose-monomerunit:
OH

~ 8]
(o]
HO
OH

Figura 4.2.2 Estructura resultante del almidén y el yodo
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En presencia de Vit C el yodo es reducido a iones de yoduro y el acido ascorbico
a acido dehidroascorbico. Hasta que no termine de oxidarse la Vit C presente en
la mezcla no se puede formar el complejo azul oscuro de yodo-almidon como lo

vemos en la Figura 4.2.3.

4.2.3 Colores que se observan al afiadir yodo a una disolucién: a la izquierda una disolucion de

almiddn, a la derecha solo agua

Este método se puede utilizar de forma cualitativa para determinar la presencia
de Vit C en una muestra. Para ello se afiade a la muestra a estudiar, almidén y
se afiade gota a gota solucién de lugol (solucién de yoduro potasico). El viraje es
instantaneo con la primera gota de lugol en ausencia de Vit C. En caso contrario

se confirma la presencia de Vit C.

Para utilizar esta técnica como método cuantitativo hay que realizar una titulacion
de la mezcla de almidén y Vit C con lugol. Sabiendo el volumen gastado de lugol,
se puede calcular la concentracion de Vit C de la muestra.

Este método presenta varios inconvenientes. El hecho de que se base en la
capacidad reductora de la Vit C hace que la presencia de otros agentes
reductores aumenten la cantidad calculada de Vit C. Otro inconveniente es la
facilidad con la que se hidroliza el almidén dando lugar a la presencia de glucosa
gue también tiene poder reductor. Por ultimo, hay que tener en cuenta que la Vit

15



C se oxida con facilidad por el aire, por lo que se aconseja preparar la solucién

de Vit C y almiddn justo antes de realizar la titulacion.

Este método es adecuado para muestras diluidas que no presenten una fuerte
coloracion ya que esta dificultaria la observacion del viraje. Las muestras que se
suelen analizar con este método son: zumos de frutas naturales, zumos
comerciales y complementos vitaminicos (tipo Redoxon). Hay que tener en
cuenta que el rango de Vit C que se puede medir por yodometria es de 10 a 200
mg/L.

4.3 Espectrofotometria indirecta

Este método se basa en dos reacciones. Por una parte, en la oxidaciéon de la Vit
C al acido L-dehidroascorbico por medio de la solucion de bromo, por otra parte,
el acido L-dehidroascérbico reacciona con DNPH produciendo una osazona que
con &cido sulftrico al 85% forma una disolucion roja. La coloracién depende de

la concentracion de Vit C presente en la mezcla.

A=¢c-c-b

Ecuacion de Lambert Beer donde A es la absorbancia; € el coeficiente de
absortividad molar (M—1cm—1); ¢ es la concentracion molar (M) y b es el

ancho de la cubeta que contiene la muestra y que atraviesa el haz de luz (cm).

Para calcular la concentracion de Vit C se mide la absorbancia de la muestra a
una longitud de onda de 521 nm. Previamente se debe realizar una recta de
calibrado que cumpla la ley de Lambert-Beer a partir de disoluciones de vitamina

C a diferentes concentraciones.
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At - e e Recta de cabibrado
Afmmmm E
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A absorbancias; C concentraciones

Figura 4.3 Representacion de una recta de calibrado

Con la medida de la absorbancia de la muestra problemay la recta de calibrado
se puede calcular la concentracion de osazona obtenida que es proporcional a

la concentracion de Vit C.

Este método presenta interferencias por la formacién del &cido dicetogulénico
gue se forma debido a la hidrolisis del &cido dehidroascérbico. El acido
dicetoguldnico presenta una cetona que puede interactuar con el DNPH y formar
la osazona que es el producto a medir. Esto puede producir una sobreestimacién
de la cantidad de Vit C de la muestra. La espectrofotometria pesenta un

sensibilidad de 10—* a 10—° M. Se puede aplicar a todo tipo de muestras

absorbentes o0 muestras que al tratar con un reactivo se conviertan en

absorbentes.

4.4 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
gue se coloca en una columna de cromatografia. Esta se ha de bafar
previamente con la disolucion de la fase movil. Esto se hace para que la fase

estacionaria se impregne bien con la fase mévil y no con la mezcla a analizar.

17



Preparada la columna de cromatografia y el método de deteccion, se puede

empezar a afadir la fase maovil 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 &cido sulfarico o el acido
fosforico. Conviene afiadir un disolvente organico a la fase movil para evitar un
colapso hidrofébico de la fase estacionaria. Teniendo en cuenta que el pH acido
acelera la degradacion del silica gel, compuesto usado frecuentemente en la fase
estacionaria, es aconsejable sustituir este por un compuesto hibrido de zirconia

0 un polimero de mayor estabilidad quimica.

El método de detecciobn que se usa con mayor frecuencia es el de la
espectrofotometria de UV con una absorcidon maxima para la Vit C entre 244 y

165 nm de longitud de onda.

Data System
[ re————r §

Sample A
Injection I

=————\

Column Detector

o [ s
¥l = §
9 J Pump

Waste or Sample Collection
Solvent A& B

Esquema 4.4 de un montaje de una cromatografia liquida de alta eficacia en fase inversa.
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Para el analisis cualitativo se compara el tiempo de retencidon de la muestra
analizada con el de la Vit C. Si queremos hacer un andlisis cuantitativo, hemos

de calcularlo a partir de los valores de absorbancia obtenidos.

Las ventajas de este método son su rapidez, la sensibilidad para detectar el
analito y la alta resolucion. Por otro lado, dentro de sus desventajas estan: la

necesidad de experiencia utilizando el instrumental y el elevado coste del mismo.

4.5 Polarografia

La polarografia es un método analitico dentro de la voltamperometria donde se
utiliza un electrodo de trabajo de gota de mercurio como indicador. La
voltamperometria comprende los métodos basados en la corriente que se mide

al crear un cambio de potencial en presencia del analito.

En este método se utiliza el electrodo de mercurio que consta de un
microelectrodo, que esta formado por un capilar muy fino por el cual fluye el
mercurio lentamente en forma de pequefias gotas. Estas gotas caen sobre una
superficie del mismo elemento que es mas extensa y forma el otro electrodo. La
formacién de estas gotas hace que la superficie del electrodo se renueve cada 6
0 7 segundos, creando asi una condicién perfecta para la reproduccién del
ensayo. Al aplicar el voltaje, el electrodo de superficie extensa queda inalterado,
mientras que el microelectrodo cambia de potencial. Aparte del electrodo de gota

de mercurio, se necesita un electrodo de referencia y una fuente de voltaje.
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Figura 4.5.1 Electrodo de gota de mercurio

Este método se utiliza en medios reductores debido a la oxidabilidad del
mercurio. Al aplicar un voltaje a la celda electroquimica producimos la oxidacion
de la Vit C presente en la disolucion que esta en contacto con la superficie del
electrodo de mercurio. Se mide la corriente que circula en funcién del potencial
del electrodo de gota de mercurio y se representa (corriente vs. potencial),
obteniendo asi un polarograma.

+100,0—

Corriente limite
+80,0— rA+ne =P
+60,0—

<
=
§ 0,01 Y————— i
: B
K- |
+20,0~ X : 02
|
' ]
00 el __ 1 _
|
Epn_ |
200 | 1IN I |
00 -0.2 04 -0.6 08 -10
E,_, (vs. ECS)

apl

Figura 4.5.2 Representacion de un polarograma
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El voltaje necesario para causar un aumento de corriente es caracteristico del
analito, en nuestro caso de la Vit C. De esta forma, la polarografia nos serviria

como método cualitativo.

La corriente limite depende de la velocidad de difusién de la Vit C hasta las gotas
de mercurio del electrodo y su magnitud esta relacionada con la concentracion

de la misma mediante la ecuacién de llkovic:

14 | 1/2
== al)

Figura 4.5.3 Ecuacion de llkovic

Donde D es el coeficiente de difusibn en cm?/seg, m es el flujo masico de
mercurio en mg/s, t es el tiempo de vida de la gota de mercurio en segundosy C

es la concentracién del analito que en nuestro caso es la Vit C.
Esto nos permitiria un analisis cuantitativo de la Vit C.

La polarografia se ha usado para la determinacion de Vit C en muestras de frutas,

verduras, tejidos vegetales y tejidos de origen animal.
Las ventajas de esta técnica para la determinacion de Vit C son: la rapidez con

la que se puede realizar; la sensibilidad al analito, cuyo intervalo de medicion se

encuentra entre el 10—2y 10—° M; y el bajo coste.
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Tabla 2.- Comparacion de los métodos analiticos

Método analitico

Rango de deteccion

del analito

Muestras analizadas

Método del indofenol

Yodometria

10 a 200 mg/L

Zumos de frutas de
coloracion débil,

complemento vitaminico

Zumos de frutas de
coloracion débil,

complemento vitaminico

Espectrofotometria
indirecta

HPLC

10—*a10—°M

Todo tipo de muestras

absorbentes

Frutas, verduras, tejidos

vegetales y animales

Polarografia

10—2 al0—°M

Frutas, verduras, tejidos

vegetales y animales,

En la industria alimentaria se utiliza la cromatografia liquida de alta resolucion

para la determinacion de Vit C, segun dicta la norma europea del comité europeo

de normalizacion UNE-EN14130. Este método es muy sensible y capaz de

separar la Vit C de otros compuestos presentes en la muestra, por lo que es

idéneo para el analisis minucioso de los alimentos.

Los métodos basados en las propiedades redox de la Vit C son métodos muy

econdmicos y aptos para analisis rapidos tanto cualitativos como cuantitativos.

Al no necesitar de instrumentos especificos, son faciles de realizar y un recurso

valioso para aplicarlos con fines didacticos.
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5. Conclusion

Debido a la gran importancia que ejerce en nuestro organismo la Vit C, siendo
esencial en la formacion de colageno y ejerciendo diversos papeles en nuestro
sistema inmunoldgico, se hace imprescindible contar con métodos analiticos que
nos permitan estudiar tanto muestras bioldgicas para una valoracion nutricional,
como muestras de alimentos en la industria alimentaria para asegurar el
contenido de Vit C. A su vez son esenciales en la industria farmacéutica para
asegurar el contenido de Vit C en los complementos alimentarios y

medicamentos que contienen esta vitamina.

La diversidad de muestras a analizar obliga a disponer de diversos métodos para

la determinacion de Vit C.
El método adecuado para cada analisis dependera siempre del tipo de muestra,

el tiempo disponible, los recursos econémicos de los que disponga el laboratorio

y la sensibilidad que se necesite para dicha muestra.
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