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RESUMEN

Este articulo tiene como objetivo comparar cual de las dos frutas, guayaba o naranja posee mayor
concentracion de vitamina C (&cido ascorbico); segun la literatura, ademas de las frutas citricas existen
otras frutas que poseen una muy buena concentracion de dicha vitamina, como es el caso de la
guayaba. Los antioxidantes que contienen vitamina C permiten que las células se regeneren aportando
asi mayor frescura a la piel de las personas.

Las frutas constituyen una parte necesaria de nuestra dieta diaria, por ello la importancia de
consumirlas en las porciones indicadas por los médicos, nutricionistas y gastronomos; la vitamina C
pertenece al grupo de las vitaminas hidrosolubles y suele degradarse en forma muy facil y rapida por
variacion de la temperatura, presencia de luz solar y oxigeno existente en el ambiente.

La variedad de naranja utilizada en la investigacion se denomina “valencia” y la variedad de guayaba
se designa “pera”, se realizé la determinacion cualitativa y cuantitativa de la vitamina C presente tanto
en la guayaba como en la naranja, para lo cual se procedio a preparar las muestras y determinar la
presencia de vitamina C mediante la técnica de titulacion con yoduro de potasio 0,1N, posteriormente
la cuantificacion se realizd por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC), para lo cual se
utilizé como fase movil acido fosforico 0,5M.
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ABSTRACT

This article aims to compare which of the two fruits, guava or orange has a higher concentration of
vitamin C (ascorbic acid); According to the literature, in addition to citrus fruits there are other fruits
that have a very good concentration of this vitamin, as is the case of guava. The antioxidants that
contain vitamin C allow the cells to regenerate thus giving greater freshness to the skin of the people.
Fruits are a necessary part of our daily diet, therefore the importance of consuming them in the portions
indicated by doctors, nutritionists and gastronomes; Vitamin C belongs to the group of water-soluble
vitamins and is usually very easily and rapidly degraded by changes in temperature, presence of
sunlight and oxygen in the environment.

The orange variety used in the research is called "valencia™ and the variety of guava is designated
"pear”, the qualitative and quantitative determination of the vitamin C present in both guava and orange
was carried out. To prepare the samples and to determine the presence of vitamin C by means of the
titration technique with potassium iodide 0,1N, later the quantification was realized by Liquid
Chromatography of High Efficiency (HPLC), for which was used as mobile phase phosphoric acid 0
,5M.

Keywords: Vitamin C, Titration, High Performance Liquid Chromatography, antioxidants.

1. INTRODUCCION

El término vitamina se lo debe al bioquimico polaco Kasimir Funk quien lo plante6é en 1912,
consideraba que era necesaria para la vida (vita) y la terminacién Amina es porque creia que todas estas
sustancias poseian la funcion amina (—-NH). Las vitaminas son esenciales en el metabolismo y
necesarias para el crecimiento y buen funcionamiento del cuerpo; solo la vitamina D es producida por
el organismo, el resto es obtenida a partir de los alimentos. (Bosco., sf).

En las ultimas décadas las sustancias antioxidantes (vitaminas y otras) han adquirido una relevancia
notoria ya que, en muchos casos, ha sido demostrada su participacion en la prevencion de
enfermedades degenerativas tales como las cardiovasculares y neuroldgicas, diferentes tipos de
canceres Yy otras disfunciones relacionadas con el estrés oxidativo (Laso, 2002). Las frutas y hortalizas
son la principal fuente de este compuesto bioactivo y se destaca el jugo de naranja como una de las
fuentes mas relevantes de este antioxidante con 138mg por cada cien gramos de jugo. (USDA, 2012).

La vitamina C o acido ascorbico (2,3-enediol-L-gulona-1,4-lactona) (Rebollo, Hernandez, Carrier, &
Viera, 2005) es un micronutriente esencial en la alimentacion del hombre al estar asociada a la sintesis
de diferentes moléculas de importancia en la salud humana, y a su efecto antioxidante relacionado con
la reduccion del riesgo de contraer diferentes tipos de cancer, como lo evidencian diferentes estudios
epidemioldgicos. Su concentracion final es considerada como indicador de calidad nutricional durante
el procesamiento y almacenamiento de los alimentos (Suntornsuk, 2002), también protege al organismo
del dafio causado por los radicales libres. Los humanos no podemos sintetizar acido ascorbico al
carecer de una enzima denominada gulonolactonaoxidasa (Lehninger, 1995). Las concentraciones en el



plasma y leucocitos reflejan los niveles de la dieta y los depdsitos corporales respectivamente de dicha
vitamina.

La vitamina C es poco estable, por eso su contenido en alimentos disminuye con el almacenamiento de
larga duracion, resulta inestable en soluciones neutras y alcalinas cuando se expone al aire, la luz y el
calor. (CS, 2003).

El jugo de 1 o 2 naranjas contienen aproximadamente 80 mg de &cido ascorbico suficiente para
satisfacer las necesidades de 60 mg diarios en los adultos. Los fumadores, los alcoholicos, los nifios y
las mujeres lactantes requieren de un mayor consumo, su absorcion ocurre en el intestino delgado
mediante un mecanismo dependiente de Na* a una velocidad de 1.2 g/dia, por lo que los excesos de las
megadosis se eliminan en la orina. (Badui, 2006).

En diversas frutas como en los citricos (naranja y limon), entre un 50-60% de &cido ascorbico esta
presente en el albedo y flavedo, partes de la corteza que generalmente no se consumen, el contenido
vitaminicio varia de acuerdo con la localizacién del fruto en el arbol, los mas externos contienen una
mayor proporcion que los internos, por la incidencia solar. (Badui, 2006).

La naranja es el fruto del naranjo dulce, arbol que pertenece al género Citrus de la familia de la
Rutaceas que comprende mas de 1600 especies; el género botanico Citrus es el mas importante de la
familia y consta de entre 20 especies con frutos comestibles, todos ellos muy abundantes en vitamina
C, flavonoides y aceies esenciales. Los frutos llamados hesperides, tienen la particularidad de que su
pulpa esta formada por numerosas vesiculas llenas de jugo.

Dentro de las variedades comerciales se encuentra la naranja dulce que es una fruta citrica que ha
alcanzado mayor popularidad, tanto para el consumo fresco como para la industrializacion de su jugo,
se conocen tres grandes grupos: comunes, sin acidez, de ombligo y pigmentadas. (Anzaldua, 1994).
Dentro de esta variedad, la principal naranja cultivada en el Ecuador y la méas comln se denomina
“Valencia”, la cual tiene mayor demanda a nivel mundial (Comercio, 2011); da frutos de tamafio
mediano, corteza un tanto gruesa, dura y coriacea, superficie lisa, ligeramente aspera, jugo abundante y
menos de seis semillas por fruto; de todas las variedades es la que posee mayor rango de adaptacion
climatica.

Del estudio de la composicion de la naranja se desprende que, al ser un fruto carnoso, tiene un elevado
contenido en agua, en este sentido mas del 85% de su parte comestible es agua; del 15% restante
correspondiente a la materia seca, aproximadamente el 10% esta constituido por azucares
(principalmente sacarosa y azUcares reductores directos), 1% por &cidos organicos, 1% por sustancias
nitrogenadas, 0.3% por lipidos y 0,35% por cenizas. (Guardiola, 1995).

La Comatografia Liquida de Alata Eficiencia HPLC es una técnica rapida, reproducible y cuantificable,
sensible para el andlisis de carotenos y vitaminas en alimentos compuestos por matrices sencillas como
jugos de frutas y de algunas matrices a base de almidén como los alimentos infantiles. (Gartner, 1997).
Si se tiene en cuenta que tanto el &cido L-ascorbico como el acido L-dehidroascorbico tienen actividad
biolégica como vitamina C, la técnica de HPLC es adecuada para cuantificar ambas formas
vitaminicas. (Rojas, 2009).

En general, una cromatografia es un compendio de técnicas utilizadas para separar el compuesto de
interes del liquido, se realiza permitiendo que la mezcla de moléculas que se desea separar (muestra)
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interaccione con un medio o matriz de soporte que se denomina fase estacionaria. Un segundo medio
(fase movil) que es inmiscible con la fase estacionaria se hace fluir a través de ésta para lavar (eluir) las
moléculas en la muestra, la cual no necesita ser vaporizada para su andlisis; cualquier sustancia puede
ser potencialmente analizada por esta técnica que actualmente se hace referencia como High
Performance Liquid Chromatography (Fernandez, s/f).

2. MATERIALES Y EQUIPOS

La Tabla 1 muestra los materiales y equipos utilizados en la investigacion.

Tabla 1. Materiales y Equipos

ITEM MATERIALES REACTIVOS
Determinacion Pipeta de 10mL + 0,1mL Acido acético diluido al 5%
cualitativa de Tubos de ensayo 2-6-diclorofenol-indofenol

Vitamina C Pera para pipeta

Erlenmeyer de 250mL + | Agua destilada

0,03mL Solucioén indicadora de almidén
Pipeta de 1mL £ 0,001mL Yoduro de potasio 0,1N
Bureta de 25mL + 0,02mL Acido clorhidrico concentrado.
Determinacién por | Probeta de 100mL
Titulacion Pinza para bureta

Pera para pipeta
Soporte Universal
Balanza analitica + 0,019

Equipo para HPLC Agua destilada

Membrana de filtracion Vitamina C (estandar Puro)
Viales (frascos para equipo Acido fosférico 0,5M
HPLC)

Determinacion por

HPLC Jeringa de 10mL

Balanza analitica + 0,01g
Balones aforados de 10mL

Fuente: Gavilanez, M.

3. METODOLOGIA EMPLEADA

En la investigacion se utilizaron naranjas comerciales obtenidas en un mercado de la localidad del tipo
valencia y guayabas del tipo pera (Rojas, 2009), para preparar las muestras, el jugo de naranja fue
utilizado al natural (recién exprimidas), de color amarillo intenso, en cambio para la extraccion del
zumo de guayaba de color un tanto rosado, se procedié a extraer la pulpa en un mortero para luego
triturarla y poder filtrarla a través de un gorro para microcirugia.

Una vez obtenidas las muestras se procedio a realizar la determinacién cualitativa de la vitamina C,
para lo cual en dos tubos de ensayo se colocaron pequefias cantidades de muestras, se afiadié unos
pocos mL de &cido acético diluido al 5% y a continuacion 3 gotas de 2-6diclorofenol-indofenol; luego
de lo cual las muestras sufrieron disminucion en su coloracion confirmando asi la presencia de acido
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ascorbico (en forma cualitativa). Es necesario registrar que se produjo mayor decoloracion en el zumo
naranja.

Posteriormente se realizo una titulacion volumétrica para determinar la concentracion de vitamina C en
el zumo tanto de naranja como de guayaba; para lo cual se pesaron 15g de zumo fresco en la balanza
digital y se colocaron en erlenmeyer de 250mL, luego se adicionaron 100mL de agua destilada 'y 1 mL
de &cido clorhidrico concentrado, dichas preparaciones fueron tituladas inmediatamente con yoduro de
potasio 0,1N en presencia de solucién indicadora de almiddn soluble hasta obtener una coloracion azul,
este procedimiento se determind por 2 ocasiones para tener mas confiabilidad.

Para corroborar los resultados obtenidos se realiz6 una determinacion cuantitativa a las muestras
mediante HPLC y finalmente determinar la concentracion de vitamina C que posee cada fruta.

La Tabla 2, muestra la composicion quimica tanto de la guayaba como de la naranja obtenida mediante
la revision bibliografia.

Tabla 2. Composicién Quimica de Guayaba y Naranja

COMPOSICION GUAYABA NARANJA
QUIMICA

Energia (Kcal) 33,23 36,57
Proteinas (Kcal) 0,90 0,80
Lipidos (Kcal) 0,5 -

Glucidos (Kcal) 6,70 8,90
Fibra (Kcal) 3,70 2,30

Vitaminas

B1 (mg) 0,03 0,08
B2 (mg) 0,04 0,04
B3 (mg) 1,10 0,35
B6 (mg) 0,14 0,06
A(mcg) 72,50 49,00
C(mg) 273 50,6
E(mg) -- 0,21
Acido Félico(mcg) - 38,70

Fuente: (INEN, 2005)

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Para la determinacion cuantitativa (titulacion de vitamina C) se utilizaron 1,1 mL de yoduro de potasio
para la muestra de guayaba y 1,3mL para la muestra de naranja.

El contenido de acido ascorbico por cada mL gastado de yoduro de potasio corresponde a 8,806mg, por
lo tanto, para determinar los mg de vitamina C presente en el zumo de guayaba y naranja luego de la
titulacion utilizamos las siguientes relaciones:

11 mL KI «(2,806mg vitC)
1mL KI

GUAYABA:

= 9,686mg vit C



1,3 mL KI #(8.806mg vitC) __
1mL KI

NARANJA: 11,447 mgvit C

En la férmula que referencia la Reaccion de acido ascérbico con solucién de yoduro de potasio, se
muestra como el yodo es capaz de oxidar al &cido ascérbico en &cido dehidroascorbico (Rebollo,
Hernandez, Carrier, & Viera, 2005)

Ly (aq) T CeHgOflag) = CeHeOprogy + 2H{Gy + 21

acido ascoérbico acido dehidroascorbico

Si establecemos una relacion entre los resultados obtenidos de vitamina C en la guayaba y en la naranja
podemos determinar que la naranja contiene mayor concentracion de vitamina C:

Naranja 11,447 mgwvitC

= : = 1,182 veces mas concentrada
Guayaba 9,686 mg vitC

Acto seguido, se realiz6 una dosificacion por HPLC, la misma que proporcioné mayor veracidad en los
resultados, para lo cual se utiliz6 como fase movil al acido fosforico 0,5M; las soluciones estandar
fueron preparadas en (partes por millon) ppm, el tratamiento fue realizado de la siguiente manera: se
tom6 1mL de zumo fresco de guayaba aforandolo a 10ml con la fase movil (diluciéon 1-10); para la
naranja se tomaron 2ml aforando de igual manera 10ml (dilucion 1-5). Para la solucion estandar de
acido ascorbico se prepard en primer lugar una solucion madre de 100ppm en 10ml de fase mavil, se
procedio a realizar el calculo de la siguiente manera:

Soluciéon madre:
1000mL —+ 100mg .

10mL —- =x

1,0mg = 0,001g

Se pesd 0,001g de acido ascorbico puro y se aforo con la fase movil a 10mL, una vez obtenida la
solucion madre, se tomo6 una alicuota de 0,5mL y nuevamente se la aforo a 10mL, consiguiendo
preparar una solucion estandar de 10ppm para que se facilite el trabajo en el equipo para HPLC, el
mismo que poseia las siguientes caracteristicas:

- Flujo de ImL/min;
- Caracteristicas de la columna o fase estacionaria fueron RP18I = 20cm.

De estas tres muestras preparadas se tomaron alicuotas con una membrana de filtracion para colocarla
en los viales e insertarlos en el equipo de HPLC, la determinacion para cada muestra se realiz por
duplicado para tener una mayor confiabilidad en los resultados, los cuales se muestran a continuacion:

a) Solucion de vitamina C estandar
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Figura 1. Area (a) solucion estandar de Vitamina C
Fuente: Gavilanez, M.
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Figura 2. Area (b) solucion estandar de Vitamina C
Fuente: Gavilanez, M.

b) Solucion de vitamina ¢ - zumo de guayaba
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Figura 3. Area (a) solucién Zumo de guayaba Figura 4. Area (b) solucién Zumo de guayaba
Fuente: Gavilanez, M. Fuente: Gavilanez, M.

c) Solucién de vitamina ¢ - zumo de naranja
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En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos en el equipo de cromatografia por HPLC
correspondientes a la solucion estandar (Fig. 1 y Fig. 2), zumo de guayaba (Fig. 3 y Fig. 4) y zumo de
naranja (Fig. 5 y Fig. 6), donde se muestran los tiempos de retencion, areas y promedios de las areas de

las determinaciones en los tres tipos de muestras.

Tabla 3. Resultados obtenidos en el equipo de HPLC

TIEMPO DE AREAS PROMEDIO
MUESTRA . ;
RETENCION (por duplicado) AREAS
Figura 5. Area (a) solucion Zumo de naranja Figura 6. Area (b) solucion Zumo de naranja
Fuente: Gavilanez, M Fuente: Gavilanez, M
» ) o 482,0235
Solucion estandar Vitamina C 3,383 479,9517
477,4400
. 755,9420
Solucion zumo de guayaba 3,383 755,6700
755,3980
., . 2125,9310
Solucion zumo de naranja 3,416 2148,9365
2171,9420

Fuente: Gavilanez, M

El peso de vitamina C estandar utilizado fue de 0,0017g, con lo cual se obtuvo una solucién estandar de
8,5ppm, mediante el siguiente procedimiento:

0,0017g * 1000mg
1g

= 1,7mg

1,7mg = 1000mL _ 170mg/L = 0,5
10mL B 10

= &,5ppm
Con los resultados obtenidos mediante la técnica de HPLC (Tabla 3) se procedi6 a determinar la
concentracion de vitamina C de cada una de las muestras, haciendo uso de la siguiente ecuacion:

Ast*Cm = Cst* Am

Donde:



Ast = Area estandar de vitamina C

Cst = Concentracién estandar de vitamina C
Cm = Concentracion de la muestra.

Am = Area de la muestra

Para determinar la concentracion de la muestra entonces:

Cst = Am
Cm = ——
Ast

Se calcula la Concentracion de la muestra:

Guayaba:
_ 755.,6700 + B50ppm _
Cm = 755517 =13,38ppm
Naranja
Cm = 2148,9365 = B.50ppm - 38,06ppm

479,9517

Recordemos que para la guayaba se utilizé una dilucion 1-10, en tanto que para la naranja se utilizé una
dilucion 1-5 por lo que se procede de la siguiente manera para la determinacion de la concentracion
verdadera de la naranja:

_ 38.0eppm _

Cm 19,03ppm

-
=

Al relacionar las concentraciones de naranja con la de guayaba, se tiene que:

Naerenje _ 19.03ppm

Cuayaba  13.38ppm 1,422 veces mas concentrada (naranja)

5. CONCLUSIONES

- Los resultados obtenidos en la determinacion de vitamina C por titulacion con yoduro de potasio
0,1N fueron para la naranja 11,447 mg vit C y para la guayaba 9,686mg vit C.

- Segun los resultados se determina que la vitamina C se encuentra presente tanto en la guayaba
como en la naranja, se determind que existe una mayor concentracion de vitamina C en la naranja
que en la guayaba en una relacién de 1,422 veces.

- La determinacién cromatografica por HPLC genera en el caso de la naranja una concentracion de
19,03ppm y en la guayaba 13,38ppm.
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Los resultados obtenidos difieren de los referidos segun la bibliografia de acuerdo al INEN, ello
posiblemente se debe al tipo de guayaba utilizada, ya que ésta resulta tener menor concentracion de
vitamina C que la naranja como lo demuestran estudios realizados segun Dayana Rojas en su
publicacién de determinacion de vitamina C.
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