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RESUMEN

El &cido sorbico y &cido benzoico son usados como conservantes, con el fin de
evitar la presencia de microorganismos en las bebidas azucaradas. En cambio, la
cafeina actla sobre el sistema nervioso, por lo cual se la usa como un estimulante.
Sin embargo, el uso excesivo de conservantes y cafeina en las bebidas azucaradas
puede ocasionar problemas de salud en los consumidores, por ello es importante
conocer las concentraciones presentes en las muestras de Coca Cola Light, 220V y
Monster, las cuales debe estar dentro de los valores establecidos por las normas
NTE INEN-CODEX 192, INEN 1101 y INEN 2411. Se realiz6 la validacion del
método espectrofotométrico en el laboratorio LACONAL, utilizando el equipo 60S
EVOLUTION, implementando el método de adicion de estandar, elaboracién de
curvas de calibracion y aplicacién de parametros analiticos como la precision,
repetibilidad, reproducibilidad, exactitud, rango lineal, intervalo de trabajo y
sensibilidad detallados en la guia Eurachem. Los pardmetros analiticos tuvieron el
criterio de aceptacion, mediante la aplicacion de la prueba de Fisher y t-Student, el
porcentaje de Error absoluto, de Error relativo y de CV de Horwitz. Finalmente se
aplicd la incertidumbre de: repetibilidad y reproducibilidad, la verificacion del
equipo espectrofotométrico, estos valores de incertidumbre permiten realizar el
calculo de incertidumbre combina, la cual es usada para obtener la incertidumbre
expandida, donde el valor maximo fue de mas menos 2,49 mg por ml. Se obtuvo
un valor maximo del porcentaje de incertidumbre expandida de 5,77 porciento, el

cual es menor al 30 por ciento establecido.

Palabras clave: Quimica analitica, validacion de métodos, métodos analiticos,

gestion de calidad, aditivos alimentarios, cafeina, bebidas azucaradas.
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ABSTRACT

Sorbic acid and benzoic acid are used as preservatives, in order to avoid the
presence of microorganisms in sugary drinks. Instead, caffeine acts on the
nervous system, which is why it is used as a stimulant. However, the excessive
use of preservatives and caffeine in sugary drinks can cause health problems in
consumers, so it is important to know the concentrations present in the samples
of Coca Cola Light, 220V and Monster, which must be within the values
established by the NTE INEN-CODEX 192, INEN 1101 and INEN 2411
standards. The validation of the spectrophotometric method was carried out in
the LACONAL laboratory, using the 60S EVOLUTION equipment,
implementing the standard addition method, preparation of calibration curves
and application of analytical parameters such as precision, repeatability,
reproducibility, accuracy, linear range, working range and sensitivity detailed in
the Eurachem guide. The analytical parameters had the acceptance criteria,
through the application of the Fisher and t-Student test, the percentage Absolute
Error, the Relative Error and the Horwitz CV. Finally, the uncertainty of:
repeatability and reproducibility, the verification of the spectrophotometric
equipment, these uncertainty values allow the combined uncertainty calculation,
which is used to obtain the expanded uncertainty where the maximum value was
more less 2, 49 mg for ml. A maximum value of the percentage of expanded

uncertainty of 5.77, was obtained, which is less than the established 30 percent.

Keywords: Analytical chemistry, method validation, analytical methods, quality

management, food additives, caffeine, sugar-sweetened beverages.
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1.1 Antecedentes Investigativos
1.1.1 Justificacion

En la actualidad es de importancia aplicar la validacion de un método, ya que nos
permite determinar el desempefio adecuado del equipo y de la metodologia aplicada,
permitiendo tener un alto grado de confiabilidad de los datos obtenidos en el
laboratorio (Ruiz & Paizano, 2016). Segun la guia ” Eurachem” para la validacion de
un método, se utiliza parametros analiticos (Morillas et al., 2014). Los pardmetros
analiticos aplicados a los resultados de laboratorio permiten generar fiabilidad y
aceptacion de los resultados (Cafez & Garcia, 2015). En Ecuador el consumo de las
bebidas azucaradas, segun ANFAB representan el 39 % del PIB nacional (Valverde,
2018). La ENSANUT mediante sus encuestas determina que la poblacion Ecuatoriana
presenta un 22,2 % de obesidad y un 40,6 % de sobrepeso debido al consumo de
bebidas azucaradas (Segovia, 2016). Ademas los conservantes acido sorbico (E200) y
acido benzoico (E210) al ser usados en exceso, pueden causar problemas de salud
como cancer, afecciones neuronales y calculos renales (Amaya, 2017). Mientras que
el exceso de cafeina puede ocasionar problemas de salud como taquicardia,
hipertensién y trastornos de comportamiento (Cruz et al., 2020).

Los resultados obtenidos son parte del proyecto de investigacion “Proyecto Politica
Tributaria y el consumo de bebidas azucaradas en el Ecuador” aprobado el 25 de julio
de 2018 mediante la resolucion del Honorable Consejo Universitario (HCU) nimero
1527-CU-P-2018, y prorrogado hasta el 31 de agosto de 2021, mediante la resolucion
de HCU numero 0300-CU-P-2021, de fecha 20 de abril de 2021. En el Laboratorio de
Control y Anélisis de Alimentos “LACONAL” ubicado en la Facultad de Ciencia e
Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato. Se
utilizo6 el espectrofotometro 60S EVOLUTION utilizando el rango ultravioleta, para
la cuantificacion simultanea de acido sérbico, acido benzoico y cafeina, usando el
método de adiccidn de estandar el cual nos permite eliminar el efecto matriz presentes

en las muestras de bebida carbonatada y energizantes. En investigaciones previas la



validacion del método mediante la cuantificacion simultanea de conservantes acido
sorbico, &cido benzoico y de la cafeina en bebidas azucaradas, usando métodos
cromatograficos como HPLC, como también métodos espectrofotométricos como el
usado en la actual investigacion. Permitiendo desarrollar un método rapido y de alta
sensibilidad para la deteccién de analito como lo detalla (Asgi et al., 2016). Otra
investigacion de validacion de un método, permitio la determinacion de las
concentraciones de los conservantes presentes en las bebidas azucaradas, con el fin de
validar el control de calidad de las bebidas (Mazdeh et al., 2016). Por lo que se denota
la importancia de realizar la validacion de un método, el cual permita la cuantificacion
de la concentracion de conservantes y de la cafeina permitiendo saber el consumo
maximo de la ingesta diaria presente en las bebidas azucaradas, con el fin de evitar el
consumo en exceso, lo que pueden llegar a ocasionar problemas de salud en los
consumidores. Mediante el uso del equipo espectrofotométrico se logré determinar la
concentracion de los conservantes y cafeina presentes en las muestras, dichas

concentraciones estan dentro de los valores establecidos por las normas INEN.

Estas investigaciones servirdn como referencia para tomar los parametros analiticos
utilizados en el analisis, es habitual realizar la cuantificacion simultanea usando el
equipo cromatografico HPLC, debido a la confiabilidad de los datos obtenidos, sin
embargo, es un procedimiento costoso, por tal razon el equipo no puede ser adquirido
por los laboratorios que realizan estos andlisis. Por este motivo se busca realizar la
validacién de un método que tenga un menor costo econdmico, para ello se
implemento el uso del equipo espectrofotométrico el cual nos permita mediante la
absorbancia determinar la concentracion de conservantes y cafeina en las muestras de

bebidas azucaras, con el fin de lograr el control de calidad.
1.1.2 Validacion del método

La validacion de un método permite determinar el desempefio adecuado tanto del
equipo como de la metodologia aplicada, para ello se hace uso de parametros
analiticos, los cuales son aplicados a los datos obtenidos de la absorbancia de las
muestras analizadas, esto conlleva a tener un alto grado de confiabilidad de los datos
de laboratorio (Ruiz & Paizano, 2016).



Mediante la validacion de un método se obtiene los datos del andlisis realizado en el
laboratorio, estos deben ser veraces y confiables, para ello se aplica parametros
analiticos los cuales permiten tener un criterio de aceptacion, con el fin de cumplir con
estdndares de calidad (Socarras & Pretelt, 2020). Existen instituciones
internacionales que han desarrollado guias como: Eurachem, 1ISO y GUM, las cuales
cuentan con metodologias detalladas y los parametros analiticos: selectividad,
especificidad, exactitud, veracidad, precision, repetibilidad, reproducibilidad, limite de
deteccion, limite de -cuantificacion, intervalo de trabajo, intervalo lineal e
incertidumbre establecidos para la validacién de un método. Cada andlisis de las
muestras presenta caracteristicas especificas, por tal razon se debe aplicar la guia que
mejor se adapten (Ramos, 2014). En el Ecuador la encargada de la aplicacién de
parametros analiticos utilizados en el laboratorio, es el Servicio de Acreditacion
Ecuatoriana “SAE” quien trabaja con las Norma NTE INEN ISO/IEC 17025:2006,
ademéas mediante los ensayos fisicos y quimicos en alimentos, permite determinar la
concentracion permitida de un analito en los alimentos (SAE, 2019). Hay diferentes
tipos de métodos utilizados para la validacion: métodos normalizados, los cuales estan
en normas nacionales e internacionales y son estandarizados; métodos no
normalizados, los cuales son modificaciones de los estandarizados; métodos propios,

los cuales son disefiados internamente en los laboratorios (Quishpe, 2017).
1.1.3 Método de adicion de estdndar

El método de adicion de estdndar permite realizar una cuantificaciéon de los analitos
presentes en las muestras, agregando cantidades conocidas de analito en la muestra
para posteriormente determinar la concentracion del analito, el método de adicion de
estandar se lo aplica cuando la muestra no puede ser replicada por no conocer todos
los componentes que la conforma a esto se le llama efecto matriz (Gary, 2009). El
efecto matriz presente en las muestra, puede ocasionar interferencias en las
mediciones, por lo cual se deben agregar cantidades conocidas del analito para realizar
una regresion lineal, para luego poder encontrar la concentracion del analito presente

en las muestras iniciales (Espejo, 2016).



1.1.4 Cuantificaciéon simultanea

Se realiza las mediciones de manera simultanea de mas de un analito presente en la
muestra, esto permite que se desarrolle el proceso de cuantificacion de la
concentracion de los analitos en la muestra, de manera sencilla disminuyendo el costo

al utilizar menos reactivos y el tiempo utilizados en las mediciones (Cervantes, 2009).
1.1.5 Curva de calibracién

Mediante la curva de calibracion se obtiene valores que estan directamente
relacionados, entre la sefial dada por el equipo y la concentracion del analito. En los
andlisis la curva de calibracion se representa con una gréfica lineal la cual debe tener
un valor del coeficiente de determinacion (r? > 0,995), ademas se usa el valor de la
pendiente “b” y del intercepto de la regresion lineal “a”, para ello se usa el calculo de
los minimos cuadrados (AGQ Labs Chile S.A, 2017). La grafica de la curva de
calibracién es obtenida usando el equipo espectrofotométrico, donde las muestras son
colocadas en el espectrofotometro para determinar la absorbancia, ya que la
absorbancia es directamente proporcional a la concentracion, de esta forma mediante
uso de la interpolacion de la curva de calibracion, se puede lograr obtener la

concentracion de analito presente en la muestra analizada (Miller & Miller, 2002).
1.1.6 Espectrofotometria

Consiste en la absorcion de energia por parte de las moléculas las cuales estan
presentes en las muestras, donde el rango de longitud de onda de190 nm a 400 nm se
ubica en la regién ultravioleta y de 400 nm a 700 nm en la regidn visible. Mediante la
espectrofotometria se logra determinar la absorbancia presente en los analitos ya que
estos absorben energia a una determinada longitud de onda (Camelino et al., 2018).

La estructura atomica de las moléculas determina cual es la longitud de onda que esta
molécula puede absorber, dando paso a un salto de la energia basal llamado “E1” a un
estado de energia excitado conocido como “E>”. Cada molécula presenta distintos
estados de excitacion propios de cada molécula (Savina, 2017). Para ello se emplea la
constante de Planck “h” = 6,63 x 1034 Js; longitud de onda “A”; velocidad de la luz

“c” = 3x10'° cm.s™! utilizados en la siguiente formula:



E1 _E2 == hC/1

Existen diferentes tipos de energia las cuales provienen de la vibracion y rotacion de
los electrones de las moléculas, estas energias interactian con las radiaciones
electromagnéticas lo que genera que existan diferentes longitudes de ondas. Donde
cada longitud de onda e intensidad inciden de manera perpendicular sobre la sustancia
interactuando con las moléculas presentes en la sustancia y de compuestos cromoforos
los cuales absorberan una parte de la radiacion incidente “I,” dejando pasar la
intensidad trasmitida “I¢”, proveniente de la luz incidente “Io” (Herefia & Melo, 2018).

Donde se representa por la siguiente formula:
I,=1,+1

Ademés, la Transmitancia “T” estd dada por la intensidad de la luz que logra atravesar

13 It”

la muestra que llega al detector y la luz que incidi6 sobre la muestra “I,” donde se

ocupa la siguiente formula:

I
%T = (1—)*100%

o

A tongitud de ondal
—_—
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Incremento longitud de onda

Incremento de energia

10,0001 nm. 0,01 nm. 10 nm. 1000 nm. 0,01 cm. 1cm. 1m. 100 m.
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Figura 1. Longitud de onda en el rango ultravioleta (Meteoclim, 2016).



e Leyde Lambert-Beer

Esta ley es aplicada en la espectrofotometria, indicAndonos que la absorbancia sera
atenuada cuando en la muestra analizada exista una concentracion del analito y una
distancia de recorrido de la luz. Estos factores influyen directamente en la intensidad,
ya que el analito absorbe la luz logrando que se presente una atenuacion de la
intensidad (Fernandez, 2016).

La ley de Lambert-Beer establece que la absorbancia (A) es directamente proporcional
a la concentracion (c) presente del analito en suspension, también esta presente el valor
del coeficiente de absorcion (g), la distancia del trayecto optico de la luz conocido

como longitud (1), lo que da paso a la ecuacion:
A=¢cl

Esta técnica es versétil para poder encontrar la concentracion de manera rapida y con
un alto grado de proximidad (Castafio, 2019).

La ley de Lambert y Beer puede presentar errores al momento de realizar las

mediciones, estos errores son de caracter:

e Quimico los cuales estan ligados al disolvente, impurezas y presencia de
interferencias que se encuentran en la muestra.

e Instrumental, dado por malas lecturas de la muestra y la radiacion
parasitaria.

e Personal, dado por la mala manipulacion de las cubetas usada en la muestra.

Por tal motivo es necesario implementar la verificacién del equipo, lo que permite
tener mediciones adecuadas, ya que el equipo tiende a descuadrase con el paso del
tiempo (Fernandez, 2016).

El espectrofotometro es un equipo que utiliza un haz de luz para la deteccién de la
absorbancia, ademas contiene un espacio llamado porta celdas, la cual sirve para
colocar las celdas que contienen la muestra, se considera un equipo con costos de
analisis bajos ya que no requiere de reactivos adicionales para realizar las lecturas, en

comparacion con los equipos cromatografia los cuales usan diferentes tipos de gases



de altos costos, para poder realizar el funcionamiento de los inyectores que contienen

las muestras (Remache, 2013).

El espectrofotometro esta conformado internamente por una fuente de radiacion
provista por una lampara de filamento de wolframio; un monocromador, que cumple
la funcidn de ajustar la longitud de onda; cubeta, fabricadas de vidrio, plastico o cuarzo
de 1 cm de espesor, permite contener 2 mL de la muestra; sefial eléctrica, convierte a
la energia radiante mediante un detector en una sefial de lectura. El conjunto de estos
componentes nos permite que los datos sean presentados en la pantalla de visualizacién
(Herena & Melo, 2018).

Pantalla de
Cubeta visualizacion
Lampara Monocromador
Detector Datos
ot 0 ey | | ODtERIdOS
E de onda = =
Fuente de radiacion Muestra

Figura 2. Esquema del funcionamiento del espectrofotometro.
Elaborado por: Ojeda S. (2021)
1.1.7 Verificacion del Espectrofotometro

La verificacion del equipo espectrofotométrico consiste en determinar si las lecturas
dadas por el equipo son precisas, se usa kit de calibracion, soluciones estandares
especificas y celdas especiales. La verificacion consiste en la determinaciéon de 3

factores significativos los cuales son:

e Control de longitud de onda sirve para determinar el grado de concordancia
entre la longitud de onda y la absorbancia obtenida.

e Control de la absorbancia permite la comparacion de la sefial obtenida con la
de referencia.

e Limite de dispersion la cual sirve para determinar la dispersion de una serie de

mediciones con la media de referencia (Guzman & Rivera, 2020).



La verificacion del equipo espectrofotométrico se lleva a cabo utilizando un kit de
calibracion y estandares con concentraciones establecidas:

e Celda especial de holmio.
e Soluciones de dicromato de potasio.

e solucidn de cloruro de potasio.

Todas los estdndares deben ser evaluadas a una longitud de onda especifica, para cada
una de ellas lo que permite verificar el correcto funcionamiento del equipo
espectrofotométrico, el criterio de aceptacién para los valores obtenidos, estan
establecidos para cada uno de los estandares utilizando una longitud de onda especifica
(Ruiz, 2014).

1.1.8 Bebidas Azucaradas

En Ecuador el consumo de bebidas azucaradas segin Asociacion Nacional de
Fabricantes de Alimentos y Bebidas (ANFAB) representan el 39 % del PIB nacional,
ademas genera una gran cantidad de empleos a nivel nacional, ya que existen 4.000
empresas en el pais, estas empresas estdn en constante proceso de innovacion para

cumplir los estandares de calidad requeridos (Valverde, 2018).

Las bebidas azucaras pueden ser de tipo: naturales, artificiales, gasificadas, deportivas
y energizantes, las cuales contienen aditamentos: edulcorantes, conservantes,
colorantes y cafeina (Pou, 2019). La presencia de estos aditamentos en las bebidas
azucaradas requiere que se realice andlisis de control de calidad, que permite
determinar si cumplen con el limite establecido de la ingesta diaria. EI consumo de
estas bebidas azucaradas, al contener alto contenido de azucares, provoca que los
procesos fisioldgicos inherente al almacenamiento de energia aumenten, esto conlleva
a que el indice de masa corporal (IMC) y grasa corporal (GC) también lo hagan (D. S.
Cardenas et al., 2019).

La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2011-2013 (ENSANUT) realizo la primera
investigacion sobre la situacion nutricional, mediante sus encuestas se determina que
el 62,8 % de la poblacion adulta mayor a 20 afios presenta obesidad o algun grado de

sobrepeso, mientras que en los datos unificados de la poblacion ecuatoriana



demuestran que un 22,2 % de la poblacion presenta obesidad y un 40,6 % sobrepeso
debido al consumo de bebidas azucaradas (Segovia, 2016).

1.1.9 Conservantes

Son sustancias o0 mezclas distintas a la materia prima utilizada en la elaboracion de un
producto, las cuales son afiadidas con el fin de ayudar al tratamiento y conservacion
de los productos para el envasado y posterior almacenamiento (Villeda, 2010). Los
conservantes suelen ser compuestos quimicos artificiales, los cuales acttan en los
microorganismos impidiendo que estos utilicen las enzimas esenciales en el proceso
metabdlico, ademas estos compuestos pueden actuar sobre la membrana celular de los
microorganismos evitando que estos se desarrollen. Los conservantes a pesar de ser
unos excelentes antimicrobianos, también cumplen funciones como agentes

antipardeamiento y ser unos poderosos antioxidantes (Arias & Claro, 2006).

A continuacidn, se nombra a los principales conservantes utilizados en las industrias
alimentarias y farmacéuticas: acido sorbico, acido benzoico, acido propidnico, acido
acetico, acido lactico, parabenos, sulfitos, nitritos, nitratos y antibioticos. Estos
conservantes son utilizados en los productos con el fin de evitar procesos metabdlicos
desarrollados por los microorganismos como son: fermentacion, putrefaccion,

acidificacion y la presencia de mohos (Vanegas & Lopez, 2018).
e Acido sorbico

Los registros detallan que el &cido sorbico fue obtenido en el afio de 1859 por A.W
Hoffman, mediante un proceso de extraccion de las bayas de azarollo. Pero tuvieron
que pasar muchas décadas para que su estructura quimica sea determinada
completamente en 1890, cabe recalcar que la extraccion del acido sorbico hasta ese
entonces ese afio era de manera natural. Una década después en 1900 mediante trabajos
de laboratorios se logrd la sinterizacion del acido sorbico de manera sintética. En el
afio de 1940 después de realizar estudios microbioldgicos se descubri6 sus propiedades
antimicrobianas inhibiendo el crecimiento de hongos, levaduras y bacterias, ya que era
capaz de afectar el desarrollo celular, generar alteracion de la membrana celular y
provocar cambios en el material genético de los microorganismos. El &cido sorbico y

sus sales se caracterizan por ser solubles en agua, esto es de gran ayuda al agregarlo



en productos liquidos, por esta razon es de gran importancia comercial y sus
aplicaciones son numerosas en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética
(Campos, 1995).

La formula del acido sorbico es CeHsO2, su nombre IUPAC es acido trans-2,4-
hexadienoico, tiene un peso molecular de 150,22 g/mol, otra caracteristica interesante
es que a pesar de tener doble enlace en su estructura es muy estable. Posee aplicaciones
antifangicas ya que puede destruir hongos y levaduras con una eficacia alta, en rangos
de pH &cido desde 4 hasta 6, ademas se ha demostrado que pueden tener aplicaciones
antibacterianas, en la industria se le asignado el namero SIN E200 y se recomienda
que su concentracién en los productos no sobrepase el 0,10 % hasta 0,13 % (Arias &
Claro, 2006).

/\/\/\OH

Figura 3. Estructura del &cido sérbico.
Elaborado por: Ojeda S. (2021)

En Europa el Comité Cientifico para la Alimentacion Humana (SCF) se encarga de la
regulacion de los conservantes alimenticios entre ellos el acido sérbico, el cual esta
avalado por la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién (FAO). Para su utilizacion en productos alimenticios, donde se
recomienda que la ingesta diaria debe ser de 10 mg/Kg del peso de un adulto. El 4cido
sorbico se lo usa habitualmente como conservante en los productos por las empresas
ya que tiene una baja toxicidad en los consumidores, a pesar de ello los estudios han
demostrado que su uso en exceso y al ser consumido por los clientes, pueden causar

problemas de salud como: diarreay la presencia de calculos renales (Morillo, 2016).
e Acido benzoico

El acido benzoico descubierto en el siglo XVI es un &cido carboxilico aromatico, el
cual era extraido de la resina de arboles del géenero Styrax, actualmente se lo obtiene
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en el laboratorio de manera sintética mediante la oxidacién de naftaleno de anhidrido
Ftalico con 6xido de vanadio y mediante hidrdlisis de clorobenzeno. El acido benzoico
es utilizado en la industria como un conservante, el cual ayuda a prevenir la
contaminacion de los productos alimenticos al momento de ser fabricados, ya que estos
pueden contaminarse con la presencia de levaduras, bacterias y hongos (Valdez et al.,
2015).

La formula del acido benzoico es C7HsO2, con peso molecular 122,12 g/mol, en la
industria su uso es aprobado por la FDA, tiene asignado el nimero SIN E210 donde
se lo detalla como conservante alimenticio, su accion esté ligada sobre las bacterias y
levaduras, en ambos microorganismos provoca dafio a la pared celular lo que genera
la lisis celular y destruccion de los microorganismos. Otra de sus aplicaciones estan
relacionadas a la inhibicion de las actividades enzimaticas microbianas, evitando su

proliferacion en los productos (Adarme & Rincones, 2008).

O
OH

Figura 4. Estructura del &cido benzoico
Elaborado por: Ojeda S. (2021)

En la industria en alimentos o bebidas las cuales presentan un pH acido desde 2,5 hasta
4 suelen usar &cido benzoico en sus productos, debido a que este conservante suele
trabajar y tener una accion inhibidora frente a levaduras y bacterias. Sin embargo, debe
ser usado en pequefias cantidades, ya que provoca un sabor astringente el cual pasa
desapercibido en los alimentos, pero en grandes cantidades suele generar un sabor
agrio el cual compromete el sabor de los alimentos. La SCF lo describe con una
toxicidad alta, por lo cual la ingesta diaria recomendada es de 5 mg/Kg por dia, no
debe ser consumido en exceso, ya que puede causar problemas de salud como:

problemas neuroldgicos, tumores cancerigenos a largo plazo (Cabana, 2020).
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1.1.10 Cafeina

La cafeina es descrita como un alcaloide, la cual fue aislada en el afio de 1820 por
Friederich Ferdinand Runge, mediante un proceso de extraccion obtuvo un compuesto
solido cristalino de color blanquecino. La cafeina también es conocida con el nombre
1,3,7 trimetilxantina (E. G. Gonzéles & Neira, 2014). Es la industria alimenticia es
usada en bebidas gaseosas y energizantes, debido a su accion sobre el sistema nervioso
provocando una sensacion de disminucién de la fatiga esto avalado por estudios que
demuestran que la cafeina es capaz de bloquear los receptores de adenosina. También
puede tener una influencia directamente sobre las personas generando un aumento de
la concentracion debido al aumento extracelulares de los neurotransmisores

noradrenalina y dopamina (Romera, 2019).

La formula de la cafeina es CgH1oN4O2, su peso molecular 194,19 g/mol, La
investigacion para determinar su estructura fue llevada a cabo por el Quimico Emil
Fisher en el afio de 1895. Una cualidad de la cafeina es su alta solubilidad donde 25mg
por cada 1mL de liquido, debido a esta capacidad para homogenizarse con facilidad es
utilizada en las bebidas sin ningun aditamento extra. En la industria alimenticia es
usada en las bebidas energizantes, debido a sus aplicaciones estimulante sobre el
sistema nervioso. Ademas sus aplicaciones se las encuentra en productos de belleza,
ya que al entrar en contacto con la piel en conjunto con los productos cosméticos,

favorece la accion de los componentes generando la lipolisis, acciones antioxidantes y

reafirmantes (Pla et al., 2017).
0
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Figura 5. Estructura de la cafeina

Elaborado por: Ojeda S. (2021)
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El consumo de cafeina de acuerdo a la FAO no debe superar los 400 mg/L de
cafeina/dia, ademés se recalca que no debe mezclarse con alcohol, debido a que se
presentan problemas de intoxicacion graves, por tal razon no debe mezclarse bebidas
energizantes con bebidas alcoholicas, ya que en altas dosis puede ocasionar problemas
de salud como: agitacion y palpitacion cardiacas, hipertensién, convulsiones,
trastornos psiquiatricos y neuroldgico, alteraciones del comportamiento (Ravelo et al.,
2012).

1.1.11 Parametros analiticos

De acuerdo a la guia Eurachem los pardmetros analiticos utilizados en los datos de
andlisis de laboratorio, que deben ser tomadas en cuenta para la validacién de un
método habitualmente son: selectividad, limite de deteccion (LOD) y limite de
cuantificacion (LOQ), intervalo de trabajo, sensibilidad analitica, Veracidad (Sesgo y
recuperacion), Precision (Repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad),
incertidumbre de medida, Robustez todos estos parametros analiticos son detallados
en (Morillas et al., 2014).

Sin embargo, los parametros analiticos que se utilizaremos para la “validacion del
método de cuantificacion simultanea de conservantes y cafeina presentes en bebidas
azucaradas por espectroscopia ultravioleta en la provincia de Tungurahua” la son los

siguientes:
a. Precision

Permite determinar si los resultados obtenidos del procedimiento de analisis analitico
el cual se repite varias veces en diferentes dias, para determinar la aceptacion de los
resultados de las mediciones, se usa el coeficiente de variacion esto permite determinar
si los resultados estan en el rango establecido de aceptacion. Cuando se realizan
repeticiones usando el mismo operador, el mismo equipo y el mismo laboratorio se
denomina a estas mediciones repetibilidad, mientras que las repeticiones cambiando

el analista, el equipo o el laboratorio se llama reproducibilidad (Camaro et al., 2014).
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e Repetitividad

Es usada para determinar si los datos obtenidos son semejantes usando el mismo
equipo, el mismo laboratorio y el analista, pero las mediciones se lo hacen en un corto
periodo de tiempo el cual puede ser de horas o dias. Los valores de repetibilidad deben
comprobarse si estan dentro de un rango de aceptacion, por lo cual se usa la ecuacién
de Horwitz, esta ecuacion permite determinar el valor del porcentaje de covarianza (%
CV) el cual depende de la concentracion del analito de la muestra, este valor del % CV
permite compararlo con el valor obtenido de las mediciones y lograr el criterio de
aceptacion. La repetibilidad busca encontrar la concordancia de las mediciones, donde

las condiciones y la metodologia sean las mismas (Portuondo & Portuondo, 2010).
e Reproducibilidad

Es usada para la determinacion de la variacion de las mediciones cuando hay diferentes
analistas realizando las mediciones de las muestras, pero usando el mismo equipo, el
mismo laboratorio y la misma muestra con la misma concentracion de analito. La
reproducibilidad se expresa de manera cuantitativa, para ello se hace uso de la
dispersion de los valores de los resultados obtenidos, para su aceptacion se hace uso
de prueba de Fisher y t-Student (Gonzéles & Poveda, 2014).

b. Exactitud

La exactitud se utiliza para el analisis del valor de referencia de absorbancia, frente a
las mediciones por 6 repeticiones de las cuales se obtiene la media y desviacion
estandar, lo que permite tener el porcentaje de concordancia de la medicion. Para
lograr la aceptacion de este pardmetro analiticos se hace uso del calculo del error
absoluto y relativo en conjunto con una prueba t-Student. A la exactitud también se la

conoce como veracidad (Herrera, 2020).
c. Rango lineal

Se utiliza con el fin de obtener resultados directamente proporcionales entre los valores
de absorbancia y la concentracion del analito presente en la muestra, este parametro
analitico para lograr su aceptacion, debe tener un valor superior al coeficiente de
determinacion establecido el cual es de (r?) 0,995 (Castillo & Gonzélez, 2015).
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d. Intervalo de trabajo

El intervalo de trabajo se usé para determinar el limite de determinacion (LOD) y
limite de cuantificacion (LOQ) del analito que puede ser detectada por el equipo. Para
ello se usa los valores de absorbancia obtenidos de las muestras que no contienen
ninguna concentracion del analito luego se procede a determinar: el promedio, la
desviacion estdndar, la desviacion estandar experimental, estos valores seran
implementados en las férmulas establecida en la guia Eurachem para la determinacion
del LOD y LOQ (Loaiza, 2018).

e. Sensibilidad

Se compara las pendientes de las mediciones obtenidas en los diferentes dias de sus
mediciones, con el fin de comprar si el analito sufrio la interferencia por la presencia
de impurezas. La sensibilidad es un parametro analitico el cual consiste en comprar las
pendientes de una gréafica observando la diferencia entre los valores de sus coeficientes
de determinacion ( r?), donde la aceptacion estara dada mediante una prueba de Fisher
(Hernandez et al., 2015).

1.1.12 Incertidumbre.

Mediante el célculo de la incertidumbre se puede determinar la dispersion de los datos
en las mediciones obtenidas, la cuales pueden ser del mesurando, equipos,
procedimientos, operadores y el ambiente, para ello se hace uso de los valores
obtenidos de los parametros analiticos de acuerdo a la guia GUM (GUM-JCGM,
2008). La guia GUM detalla la diferencia entre la incertidumbre de tipo A y la
incertidumbre de tipo B, ademas de aplicar las reglas generales para para la evaluacion
de la incertidumbre detallada en la norma UNE-EN ISO 14253-1:1999 (J. J. Cardenas
et al., 2018; Pérez, 2012) Ademas, se hace uso de la norma INEN para la estimacién
de incertidumbre de resultado (CPE INEN-CODEX, 2014).

e Incertidumbre tipo A

Aplicada cuando existe mediciones de repeticiones de La muestra que contiene el
analito de interés, las condiciones del andlisis de las muestras deben mantenerse,

utilizando el mismo equipo, el mismo operador y la misma concentracion del analito.
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La desviacion de tipo A representada como Uz, se obtiene al obtener el valor de la
desviacion estandar de todas las mediciones de repetibilidad realizadas, el valor de la
desviacion estandar es dividida por la raiz cuadrada del nimero total de mediciones
(Torres, 2018).

e Incertidumbre tipo B

La incertidumbre tipo B consiste en analizar diferentes factores y esta representada por
Uz y Us, donde el valor de U> se la obtiene de la desviacion estandar provista por el
fabricante del equipo el cual determina que existe una diferencia al realizar las
mediciones de la absorbancia. Mientras que Uses la incertidumbre del observador, la
cual se obtiene del promedio obtenido de la desviacion estandar de los analistas que
realizaron las mediciones, el valor promedio de la desviacion estandar esta dividido

por la raiz cuadrada del niumero totales de las mediciones realizadas (Torres, 2018).
e Incertidumbre combinada

La incertidumbre combinada se representada por Uc, esta incertidumbre es el resultado
de aplicar la raiz cuadrada de la suma de todas las incertidumbres Ui"?, U, A2y U/
elevadas al cuadrado, lo cual permite tener un valor de incertidumbre combinada del
método (Eurachem/CITAC, 2012).

e Incertidumbre expandida

Esta incertidumbre la obtenemos al realizar la multiplicacion de la incertidumbre
combinada Uc por el factor de confianza identificado como “k” el cual representa el
nivel de confianza que requerimos. Los valores de “k” varian de acuerdo al valor dado,
cuando k =1 tiene un valor de nivel de confianza del 68 %, k = 2 un nivel de confianza
del 95 %, y para k = 3 con un nivel de confianza del 99 %. El valor de U sirve para
poder determinar el % U (GUM-JCGM, 2008).

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo general

Validar el método de cuantificacion simultanea de conservantes y cafeina presentes en

bebidas azucaradas por espectroscopia ultravioleta en la provincia de Tungurahua.
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1.2.2 Objetivos especificos

e Aplicar la metodologia para la verificacion del equipo espectrofotométrico,
creacion de curvas de calibracion de E200, E210 y cafeina, pretratamiento
de las muestras y uso del método de adicion de estandar para su
cuantificacion mediante uso de Espectrofotometria ultravioleta.

e Aplicar los parametros analiticos a los datos obtenidos de la cuantificacion
simultanea de conservantes y cafeina para determinar la validez del método.

e Analizar los datos obtenidos de los parametros analiticos de la validacion
del método espectrofotométrico y compararlos con los resultados de
incertidumbre del método cromatogréfico para el control de calidad de

bebidas azucaradas.
1.3 Hipdtesis
1.3.1 Uso del espectrofotémetro para la validacion del método.
Hipotesis nula

Los valores de absorbancia obtenidos mediante el uso del espectrofotometro, para
determinar la concentracién del &cido sorbico, acido benzoico y cafeina presentes en
las bebidas azucaradas carbonatada y energizantes, empleando el método de adicion

de estandar no son significativos para el control de calidad.
Hipotesis alternativa

Los valores de absorbancia obtenidos mediante el uso del espectrofotometro, para
determinar la concentracién del &cido sorbico, acido benzoico y cafeina presentes en
las bebidas azucaradas carbonatada y energizantes, empleando el método de adicion

de estandar son significativos para el control de calidad.
1.4. Sefialamiento de variables de la Hipoétesis
1.4.1. Variable dependiente

Concentracion de los conservantes y cafeina.
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1.4.2. Variable independiente

Las bebidas azucaradas carbonatan y energizantes.
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CAPITULO 11
2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materiales
2.1.1. Material de analisis

2.1.1.1. Estdndares para la determinar la presencia de conservantes y cafeina

en bebidas azucaradas

Reactivos grado analitico marca “Sigma-Aldrich”; &cido sérbico E200 (CsHsOy);
acido benzoico E210 (C7HsO2) y cafeina (CsH1oN4O2).

2.1.1.2. Muestras de bebidas azucaradas gasificada y energizantes

Bebidas recolectadas en diferentes puntos de la provincia de Tungurahua: Coca Cola
Light, 220V y Monster. Para el muestreo se utilizo las tendencias de consumo ya que
son las mas consumidas en la provincia de Tungurahua, debido a que las muestras
tienen la caracteristica estadistica de ser muestras infinitas. Ademas estas bebidas
azucaradas presentan en sus ingredientes los conservantes &cido sorbico, &acido

benzoico y la cafeina (Guano, 2019).
2.1.2. Material de laboratorio

Tabla 1. Materiales utilizados para los analisis del proyecto.

Detalles Cantidad
Balon de aforo de 10 ml 10
Balon de aforo de 100 ml 10
Puntas de micropipeta 5
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Micropipeta de 100 pL

Vaso de precipitacion de 500 mL

Vaso de precipitacion de 100 mL

Matraz de 500 mL

Embudo de vidrio

Embudo de separacion de 250 mL

Probetas 100 mL

Pipeta 10 mL

Pipeta de 5 mL

Celdas de cuarzo de 2 mL

Papel aluminio

Papel filtro

Varillas de agitacion

Papel de pH MACHEREY

Elaborado por: Ojeda S. (2021)
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2.1.3. Equipos

Tabla 2. Equipos utilizados para los analisis del proyecto.

Detalles Cantidad

Espectrofotdémetro  Thermo  Scientific 1
EVOLUTION 60S UV-Vis

Calentador eléctrico 1

Balanza analitica “Boeco Germany” 1

Elaborado por: Ojeda S. (2021)
2.1.4. Reactivos

Tabla 3. Reactivos utilizados para los analisis del proyecto.

Detalle Cantidad
Agua destilada 7.570 mL
Acido benzoico E210 (C7Hs02) 29
Acido clorhidrico 1M (HCI) 12 mL
Acido sérbico E200 (CeHsO2) 24
Acido fosforico (HsPO) 15 mL
Cafeina (CgH10N40>) 290
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Cloruro de potasio (KCI) 19

Cloruro de sodio (NaCl) 60 g
Cloroformo (CHCI5) 360 mL
Dicromato de potasio (H2Cr.07) 1g
Eter etilico (C2Hs)2 500 mL
Hidréxido de amonio (NH4OH) 2 mL
Hidrdxido de sodio (NaOH) 250
Sulfito de sodio anhidrido (NazSOs3) 59
Sulfocianuro de potasio (KCNS) 50

Elaborado por: Ojeda S. (2021)
2.2 Métodos
2.2.1 Lugar donde se analizaron las muestras

La muestra de bebida azucarada carbonatada Coca Cola Light y las bebidas
energizantes 220V y Monster utilizadas para la validacion del método de
determinacion de la concentracion de acido sorbico, acido benzoico y cafeina, fueron

tomadas de diferentes lugares de la provincia de Tungurahua.

El lugar donde se realizd las mediciones y posterior andlisis de los parametros
analiticos, fue el laboratorio LACONAL ubicado en la Facultad de Ciencia e
Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato, el cual
cuenta con acreditacion SAE Norma NTE INEN ISO/IEC 17025:2006.
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Figura 6. Ubicacion de laboratorio LACONAL

Fuente: Google Maps, (2022).
2.2.2 Parametros analiticos de la validacion

Tabla 4. Objetivos planteados para los parametros analiticos.

Parametros Objetivos

Repetibilidad Los valores obtenidos deben < % CVhowitz

Los valores de la prueba de Fisher calculada deben ser

menores a los valores criticos de Fisher.

Reproducibilidad Los valores de las pruebas de Fisher y t-Student calculada
deben ser menores a los valores criticos de Fisher y t-
Student.
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% de concordancia de medicién % CM debe estar entre
el 80 % — 110 %

Exactitud
% Error Absoluto <5 %
% Error relativo <5 %
Rango lineal Regresion lineal donde el coeficiente de determinacion r?

> 0,995

Intervalo de trabajo

LOD <3 mg/mL

LOQ <5 mg/mL

Sensibilidad

del método

Regresion lineal donde el coeficiente de determinacion r?
> 0,995

Los valores de la prueba de Fisher calculada deben ser

menores a los valores criticos de Fisher.

Incertidumbre

Los valores de % U <30 %

2.2.3 Disefio experimental

Tabla 5. Detalles del disefio experimental.

Repetibilidad

Se realizara 10 repeticiones realizadas en 3 dias diferentes

Reproducibilidad

Se usara 6 mediciones en 2 dias diferentes, usando 2

analistas diferentes
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Exactitud

Se usaran 6 mediciones las cuales se compararan con un
valor de referencia para poder obtener el valor del

porcentaje de concordancia de medicion % CM

Rango lineal

Se realizara 3 curvas de calibracion, realizadas en 3 dias
diferentes las cuales servirdn para poder obtener una
curva promedio y obtener el coeficiente de determinacién

de la regresion lineal

Intervalo de trabajo

Se realiza 6 mediciones del blanco, cada una de estas
mediciones realizadas por triplicado de la muestra
pretratada, la cual sirve para poder determinar el valor de
LODy LOQ

Sensibilidad

del método

Se realizard una comparacion de las curvas de calibracion

en una misma gréafica y se aplicé una prueba de Fisher.

Incertidumbre

Se determino la incertidumbre tipo A, incertidumbre tipo
B, incertidumbre combinada, incertidumbre expandida y

el porcentaje de la incertidumbre expandida.

2.2.4 Verificacion del Equipo Espectrofotométrico

Se realizo la verificacion del equipo espectrofotométrico marca “Thermo Scientific
EVOLUTION 60S” con el fin de comprobar que el equipo tiene la capacidad de poder
determinar la absorbancia. Las muestras que contienen los analitos de interés presentan

una absorbancia la cual debe ser semejante al medirse varias veces, esto permite

determinar la exactitud fotométrica (Scientific, 2009).
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Figura 7. Espectrofotometro “Thermo Scientific EVOLUTION 60S” usado para
determinar la absorbancia de las muestras de bebidas azucaradas. Equipo usado en
laboratorio LACONAL.

Se utilizé el kit de calibracién marca “Spectronic Standards 2 SN: SA0996 Calibracion
Data Summary” para equipo espectrofotométrico, el kit contiene celdas especiales de
vidrio montado en bastidores metalicos de 3, 10, 30 y 50 % de Transmitancia (T)
(Thermo Scientific, 2015).

Figura 8. Kit de celdas “spectronic Standards 2 SN: SA0996 Calibration Data
Summary” para calibracion del espectrofotometro en rango visible. Kit usado en

laboratorio LACONAL.

En el mismo sentido que la verificacion del equipo espectrofotométrico, también se
utiliz6 3 factores para la verificacion del espectrofotometro los cuales son: el control
de longitud de onda, el control de la absorbancia y el limite de dispersion (Guzman &
Rivera, 2020). El control de longitud de onda permitio realizar la verificacion,
utilizando una celda especial de holmio, en la cual se agrego 2 mL del blanco la cual
se llevo a la determinacion de la absorbancia con rango de longitud de onda de 241,15
nmy de 536,30 nm.
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El control de absorbancia se us6 una celda de cuarzo, ademas de 2 soluciones estandar
de dicromato de potasio (K2Cr.0O7), donde la solucién estandar A tienen una
concentracion de 600,6 mg/L la cual se elaboré con 10 mL de H2SO4 al 0,01 N 'y 6,006
mg de K2Cr207, se colocd 2mL de la solucion estdndar A en la celda de cuarzo y de
evalud la absorbancia a una longitud de onda de 430 nm. Mientras que la solucion
estandar B con una concentracién de 60,06 mg/L se elaboré 10 mL de H>SO4 al 0,01
Ny 0,6006 mg de K>Cr20y7, de esta solucion estandar B se colocé 2 mL en la celda de

cuarzo y se evalud con un rango de longitud onda de 235 nm hasta 350 nm.

El tercer factor de verificacion fue el limite de dispersion de luz, se us6 una solucion
estandar de cloruro de potasio KCI con una concentracion de 12 g/L la cual se elabor6
con 0,120 g KCl y 10 mL de agua destilada, se coloco 2 mL del estandar en una celda

de cuarzo y se evalu6 con una longitud de onda de 190 nm (Ruiz, 2014).

Figura 9. Celda de holmio, solucién estandar de dicromato de potasio y solucion
estandar de cloruro de potasio para calibracion del espectrofotdmetro. Materiales
usados en laboratorio LACONAL.

2.2.5 Curvas de Calibracion de acido sorbico, acido benzoico y cafeina

La curva de calibracion del acido sérbico se realizo determinando la absorbancia de 9
estandares con diferentes concentraciones 1; 2; 4; 6; 8; 10; 15; 20; 25 mg y el blanco,
cada una de estas concentraciones disueltas en 100 mL de agua bidestilada. Se coloco
2 mL de la muestra inicial la cual contiene 1 mg de acido sorbico en la celda de cuarzo,
y se obtuvo la absorbancia en el rango ultravioleta con una longitud onda de 260 nm,

el proceso se repitio con cada una de las concentraciones descritas.
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La curva de calibracion para el &cido benzoico se obtuvo realizando la absorbancia de
9 estandares con diferentes concentraciones 1; 2; 4; 6; 8; 10; 15; 20; 25 mg y el blanco,
cada una de estas concentraciones disueltas y aforado con agua bidestilada en un balén
de aforo de volumen de 100 mL, se coloco 2 mL de la muestra inicial la cual contenia
1 mg de &cido benzoico en una celda de cuarzo, para determinar la absorbancia en el
espectro ultravioleta con una longitud de onda de 230 nm (Danchana et al., 2021).

Figura 10. Soluciones estandares con las concentraciones establecidas, para elaborar
la curva de calibracion de acido sorbico y acido benzoico. Materiales usados en
LACONAL

La curva de calibracion de cafeina se realizé con 9 concentraciones diferentes 1; 2; 3;
5; 10; 12; 16; 20; 25 mg vy el blanco, las concentraciones se diluyeron y se aforaron
con cloroformo en balones de aforo de volumen de 10 ml, la muestra inicial de 1 mg
se colocé en una celda de cuarzo, para determinar la absorbancia en el rango

ultravioleta con una longitud de onda en 276 nm (INEN, 2013).
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Figura 11. Solucion estandar de concentraciones de cafeina para la elaboracion de la
curva de calibracion. Materiales usados en LACONAL.

Los valores registrados de la absorbancia se realizaron por triplicado para cada
concentracion, al realizar estas mediciones por triplicado existiran valores los cuales
estan cerca entre ellos, pero también existen valores los cuales no se encuentran dentro
de los rangos esperados. Por lo tanto estos valores pueden ocasionar un cambio
significativo al momento de obtener el promedio que se utiliza para realizar la curva
de calibracion, por tal motivo se hace uso del test de Grubbs el cual nos permite
identificar valores atipicos de las mediciones (Diaz, 2015). El test de Grubbs utiliza la

siguiente formula:

| xj— X

, max|yi—y
Gmax = % = Gcal =

Donde:

Xi = medicion realiza

x = promedio de las mediciones realizadas
s = desviacion estandar

n = ndmero de repeticiones realizadas

Geal = valor calculado mediante la formula

Geritico = Valor obtenido de tabla con un o = 0,05 % y el valor de “n” con el cual se

obtiene un valor de 1,1543.
2.2.6 Pretratamiento de bebidas azucaradas para su analisis.
2.2.6.1 Pretratamiento para eliminacion de COs..

Las bebidas azucaras gasificadas y energizantes necesitan tener un pretratamiento,
para poder eliminar la presencia de CO2 que contiene debido a que la presencia de
burbujas podria ocasionar interferencia al realizar las mediciones de absorbancia
mediante espectrofotometria, la absorbancia es utilizada para la determinacion de la

concentracion de conservantes y cafeina presentes en estas bebidas. El pretratamiento
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consistio que mediante la implementacion de calor y agitacion se eliminara la
presencia de COg, para ello se utilizd un vaso de precipitacion de volumen de 500 mL,
en el cual se coloco 300 mL de la muestra, luego se colocé el vaso sobre una plancha
de calentamiento hasta llegar al punto de ebullicion durante un periodo de tiempo de
15 minutos con agitacion constante. Una vez culminado el tiempo de ebullicion, se
procedio a realizar una filtracion usando un embudo y el papel filtro, el pretratamiento
se aplico a las 3 bebidas Coca Cola Light, 220V y Monster (Azuma et al., 2020).

Figura 12. Pretratamiento de la muestra colocada en la plancha de calentamiento, para

la eliminacién del CO.. Materiales y equipos usados en laboratorio LACONAL.
2.2.6.2 Tratamiento para determinacion de acido sérbico y &cido benzoico.

Se utiliz6 como base el tratamiento dispuesto en la Norma técnica NMX-F-309-S-1978
para la determinacion de acido benzoico y acido sérbico, esta norma es muy similar a
las normas INEN 1 089. Se utiliz6 10 mL de muestra desgasificada la cual se agregd
en un embudo de decantacion con un volumen de 250 mL, posteriormente se agrego
10 mL de solucion saturada de NaCl (elaborada con 30 g de NaCl y 150 mL de agua
destilada), 5 mL HCI 1:1000 (elaborada con 1,4 mL de HCI 1M y 138,6 mL de agua
destilada), 5 mL de NH4+OH al 0,1 % (la cual se elabor6 con 10 mL NH4OH 3M y

aforado a 1000 mL con agua destilada).

Se agito para lograr la eliminacién de componentes presentes en la muestra dejando
solo la presencia de los conservantes de interés, luego se realizo un lavado agregando
20 mL de éter, se agita para lograr que entren en contacto la muestra con el éter, luego

de cada agitacion se abre la Ilave para eliminar los excesos de gas que desprende la
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muestra al ser agitado en conjunto con el éter. Se dejé reposar por unos minutos, lo
cual permite que las dos fases acuosa y etérea se separen para realizar la extraccion, la
fase acuosa es utilizada en la adicion de estandar, mientras que la fase etérea es
recolectada para su posterior eliminacion. Cabe mencionar que este tratamiento de las
muestras es aplicable para las muestras que seran utilizadas para determinar la

presencia de los dos conservantes &cido sorbico y benzoico (Asistencia et al., 1978).

Figura 13. Muestra sometida al tratamiento para la determinacién de &cido sérbico y
acido benzoico. Materiales usados en LACONAL.

2.2.6.3 Tratamiento para determinacion de cafeina

La determinacion de cafeina se realiz6 utilizando 10 mL de muestra pretratada
desgasificada, se colocd en un embudo de separacion de volumen de 250 mL, donde
se agreg6 5 mL de solucion de permanganato de potasio (KMnQay) al 1,5 % (elaborado
con 0,750 g de KMnOsy 50 mL de agua destilada), se dejé reposar por 5 minutos
donde la muestra se torna de un color lila intenso, posteriormente se agregé 10 mL
solucidn reductora (elaborada con 5 g de sulfito de sodio anhidrido (Na2SOs) y 5 g de
sulfocianuro de potasio (KCNS) disueltos en 100 mL de agua destilada), 1 mL de
solucion de acido fosférico (elaborada con 3 mL de &cido fosfdrico y 14 mL de agua
destilada), 1 mL de solucién de hidréxido de sodio (NaOH) (elaborada con 5 g NaOH
y 15 mL de agua destilada).

Se realiz6 una homogenizacion de la mezcla mediante agitaciones repetidas, se agrego
20 mL de cloroformo (CHCIs) realizando agitacion para que entre en contacto con la
muestra y abriendo la llave del embudo con el fin de eliminar la presencia de gas que
se gener0 al realizar la agitacion, se dejo reposar por unos minutos esperando que se

formen las dos fases acuosa y la del cloroformo, retiré el cloroformo el cual se presentd
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en la parte baja del embudo, la fase acuosa es recuperada mediante filtracion utilizando
un matraz y un embudo de vidrio con papel filtro (INEN, 2013).

Figura 14. Muestra sometida al tratamiento para la determinacion de cafeina.
Materiales usados en LACONAL.

2.2.7 Método de adiciéon de estandar

Se realiz6 la configuracion del espectrofotometro UV-Vis 60S EVOLUTION, en la
opcidn curva de calibracidn del panel de control del equipo, se aplico la configuracion:
longitud de onda a 260 nm utilizado para acido sérbico, unidades de concentracion se
seleccion6 mg/mL, cantidad de muestras a determinar 6 estandares, modelo de
medicion se utilizo el de 1 celda, luego se guardd la configuracion y se realizé el
registro de las concentraciones utilizadas de los estandares de 2; 3; 5; 7; 9; 10 mg los

cuales nos daran sus respectivas absorbancias en el espectrofotémetro.

El blanco consistié en 10 mL de la muestra, a la cual se le realiz6 previamente el
pretratamiento de eliminacion de CO. y el tratamiento para obtener la concentracion
de acido sorbico. El blanco no contiene ninguna concentracion del acido sorbico, se
agregd 2 mL de la muestra en la celda de cuarzo y se llevd a medicion en el
espectrofotometro para obtener la absorbancia. Luego se agrego al blanco 2 mg &cido
sorbico se homogenizo, siendo este el primer estandar de 2 mg/mL, del cual se coloco
2 mL en la celda de cuarzo, para poder obtener la absorbancia de esta concentracion.
Posteriormente se agreg6é 1 mg de acido sérbico, al estandar de 2 mg/mL, para tener
una concentracion total de 3 mg/mL se homogenizo y se coloca en la celda de cuarzo,
cabe recalcar que después de cada medicion la celda debe ser lavada con la muestra
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inicial con el objetivo eliminar residuos de los estandares anteriores. Estos pasos se

repitieron hasta la medicion del estandar final de 10 mg/mL.

La configuracion de los parametros del espectrofotometro varia la longitud de onda
donde: para el acido benzoico es de 230 nm, para el acido sérbico 260 nm y para la
cafeina de 276 nm. todos los demés pasos descritos previamente para la configuracion
del espectrofotometros, asi como la elaboracion del blanco como de las
concentraciones de los estandares es igual al ya descrito para el acido sérbico (J. R.
Rodriguez et al., 2011).

Figura 15. Balanza analitica usada para el pesado de los reactivos utilizados en el

método de adicion de estandar. Equipo usado en LACONAL.

Luego de que se realizo la lectura de los 6 estandares para obtener las absorbancias, se
elaboré la linea de regresion del método de adicion de estandar, la concentracion de
los conservantes y de la cafeina presentes en las muestras se obtuvo al realizar la
extrapolacion y determinar donde corta la pendiente en el eje de (- x), este método se
implemento debido a que las muestras presentaban el efecto matriz el cual se presenta
cuando la muestra que se va analizar, no se puede replicar por desconocimiento de

todos los componentes que la conforman (Espejo, 2016).
2.2.8 Parametros analiticos para la validacién del método

Los resultados que se obtuvieron de la determinacion de las muestras de bebidas
azucaradas mediante el método de adicion de estandar para la determinacion de la
cafeinay los conservantes &cido sorbico y acido benzoico usando el espectrofotémetro
de marca “Thermo Scientific EVOLUTION 60S” con longitudes de onda ultravioleta

las cuales van desde los 260 nm hasta los 760 nm. Se utilizo los pardmetros analiticos
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como la precision el cual estd dado por la repetibilidad y la reproducibilidad, la
exactitud, rango lineal, intervalo de trabajo y sensibilidad, los cuales son descritos en

la guia “Eurachem” necesarios para la validacion de un método analitico.
a. Aplicacion de Precision

La precision del método se basa en la concordancia de los resultados obtenidos de los
ensayos realizados, la precision estd conformado por la repetibilidad y la
reproducibilidad (Maroto, 2002). La repetibilidad y reproducibilidad se obtienen al
analizar diferentes factores que suelen influir en los datos obtenidos, dichos factores
son: el laboratorio implementado en los andlisis, el equipo utilizado, los reactivos, el
analista encargado de realizar los ensayos y los diferentes dias en que se realiza los
analisis (INEN-1SO 5725-3, 2014). En la validacién del método se uso la precisién
donde se implementd periodos cortos de tiempo dado en dias diferentes para obtener

valores de repetibilidad y distintos analistas para la reproducibilidad.
e Factores utilizados para la repetitividad

Las mediciones de repetibilidad se realiz6 en diferentes dias, usando la concentracion
final del método de adicién estandar de 10 mg/mL, para determinar si los valores
obtenidos tienen concordancia entre si, se aplicd la ecuacion de Horwitz para
laboratorios de ensayos, la cual consiste en obtener el porcentaje de coeficiente de
variacion (CV %), el cual nos establece un CV% de acuerdo a la cantidad de analito
disuelto en la muestra, en base a esos datos se debe obtener un valor < 5,6 CV% de
esta manera las mediciones podran ser aceptadas o rechazadas (Rivera & Rodriguez,
2010).

e Factores utilizados para la reproducibilidad

La reproducibilidad se realizé haciendo mediciones en diferentes dias y con diferentes
analistas, de esta manera mediante 6 repeticiones de la muestra con una concentracion
de 10 mg/mL, mediante anélisis de varianza de un factor se busca encontrar el valor
de Fca y el valor de Feritico, donde el valor de Feritico> Fcal S€ acepta que existe una buena

disposicion de reproducibilidad de las muestras (Torres, 2018).
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b. Factores utilizados para la exactitud

La exactitud nos permite trabajar con el valor de la Absprevista 1a cual es comparada con
la AbSobtenida, Usando estos dos valores nos permitio determinar el valor del % de
concordancia de medicion (% CM) los cuales deben estar dentro del 80 % al 110 %
de acuerdo al criterio de aceptacion descrito por la AOAC, esto se detalla en (Lopez

& Murillo, 2017). Para ello se hizo uso de la formula:

Ab ;
%CM = ( Sobtenlda) + 100
Absprevista

La incertidumbre se obtuvo al obtener el valor absoluto del % CM restado del
promedio % CM de todas las mediciones, de esta forma se obtiene valores positivos,

mediante la siguiente formula.
Incertidumbre = | % CM — Xo,cp |

El error absoluto se obtuvo al obtener el promedio de las mediciones de la
incertidumbre donde los valores que se obtuvieron seran + 1,00 o el valor que se
consiga, el cual es afiadido al valor de % CM, mientras que el error relativo es el
resultado de la divisién de promedio %CM vy el error absoluto, donde él % representa

cuan efectivo es la medicion realizada donde valores < 5 % se consideran aceptables.

error absoluto

Error relativo = —
XoocM

c. Factores utilizados para el rango lineal

La linealidad es la representacion mediante un grafico entre la relacién que presenta la
concentracion del analito y la absorbancia obtenida, mediante mediciones por
triplicado de concentraciones conocidas de 2; 3; 5; 7; 9; 10 mg/mL, se obtiene el
promedio de los valores de absorbancia los cuales serviran para realizar la curva de

calibracion (Marroquin, 2015).

Férmula para hallar b:
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XXy
_ 22Xy T
(X x)?
X x%— —n
Férmula para hallar a:
a_Zy—be
h n

Ecuacion para obtener la absorbancia
y=bx+a
Formula del coeficiente de correlacion

ny_Zny
n
sz—(%PZZyZ—(%?Z

T =

Formula de coeficiente de determinacion

Donde:

y = la Absorbancia obtenida

X = concentracion mg/mL

m = pendiente de la curva de calibracion = b
a = intercepto con el eje y cuando x=0

r = coeficiente de correlacion

r? = coeficiente de determinacion
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d. Factores utilizados para el intervalo de trabajo

El intervalo de trabajo es la determinacion de la capacidad del equipo de medir la
concentracion del analito presente en las muestras de acuerdo a la Norma NP- ISO/
IEC 17025:2018 establecida en (ONA, 2019). para ello se realiz6 mediciones
sucesivas del blanco el cual no contiene ninguna concentracion del analito, los valores
obtenidos del blanco por triplicado se sometieron a calculos donde se determing el
promedio, la desviacion estandar esta se uso para la determinacién de la desviacion
estandar experimental usada para calcular el LOD y LOQ como lo establece la guia
Eurachem (Morillas et al., 2014).

Foérmula para la obtencidon de la desviacion estandar

Donde:
x=Promedio de las mediciones del blanco
n = el nimero de mediciones realizadas
So = Desviacién estandar
So = Desviacion estandar experimental
e Factores utilizados para el limite de deteccién (LOD)

Mediante las mediciones por triplicado del blanco, se obtuvo los valores de so” el
mismo que es utilizado para la determinacion del LOD, para el cual se aplica la
formula, que permitié obtener la concentracion mas baja de analito determinada por el
método analitico (S. G. Rodriguez, 2019).
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Foérmula para la obtencion de limite de deteccion
LOD = x +3*s,
Donde:
LOD = Limite de deteccion
x= Promedio de las mediciones del blanco
So = Desviacion estandar experimental
e Factores utilizados para el limite de cuantificacion (LOQ)

Es la cantidad mas baja que se puede detectar en las mediciones por el método
analitico, pero superior al LOD. El valor de LOQ se obtuvo haciendo uso de la formula
donde se usa el valor de so” y el valor de un factor de multiplicacién ko, detallado en
la guia Eurachem (Morillas et al., 2014). Este parametro se detalla en (S. G.
Rodriguez, 2019).

Férmula para el limite de cuantificacion
LOD = x +10* sy

Donde:
LOQ = Limite de cuantificacion
x = Promedio de las mediciones del blanco
So = Desviacion estandar experimental
ko=10

e. Factores utilizados para la sensibilidad

Mediante las curvas de calibracion de adicion de estandar, se obtuvieron mediciones
por triplicado de cada una de las muestras para determinar los valores de las pendientes
y como se relacionan entre ellas, se usoé el valor de las pendientes para la comparacion

de las pendientes se usa la formula (S. G. Rodriguez, 2019).
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Ecuacion para obtener la pendiente

Donde:

b = pendiente de la curva de adicion de estandar
y = valor de la absorbancia

a =intercepcion con el eje y

X = concentracion del analito

2.2.9 Determinacion de la concentracion de analito presentes en las muestras

Se determino la concentracion de los conservantes acido sorbico (E200), acido

benzoico (E210) y de la cafeina haciendo uso de las curvas de calibracion realizadas

previamente. Los valores obtenidos en Coca Cola Light, 220V y Monster de la

concentracion de los conservantes y de la cafeina, corresponden a la cantidad presente

en los 10 mL iniciales usados para la determinacion de la absorbancia.

2.2.10 Determinacion de la incertidumbre

e Los datos utilizados en el pardmetro de repetibilidad fueron usados para

determinar la desviacion estandar la cual fue utilizada para la determinacion

incertidumbre de tipo A (U1) haciendo uso de la formula:

S
[Jl=\/_ﬁ

Donde:

Uz = Incertidumbre tipo A

s = desviacion estandar de las mediciones realizadas
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n = ndmero de repeticiones realizadas

e Los valores de la desviacion estdndar de la absorbancia dada por el equipo
espectrofotométrico permitieron determinar la incertidumbre del equipo Ua,

para ello se hizo uso de la formula:

Uz = Incertidumbre del equipo

Em = Desviacion estandar de la absorbancia del equipo

/3 = Constante

e Mientras que la incertidumbre del observador Uz se obtuvo de los datos del

parametro de reproducibilidad, utilizando la formula:

od
U3 =

5

Donde

Uz = Incertidumbre del observador

dd = Promedio de la desviacion estandar de los 2 analistas
V12 = Numero de mediciones

e Al tener los valores de incertidumbre tanto tipo A y B, se determina la

incertidumbre combina Uc, mediante la formula:

U = \/Ulz + U,% 4 Us?

e La incertidumbre expandida U se puede determinar mediante la

multiplicacion de la Uc con el factor de nivel de confianza “k”.

U=Uc*k
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Finalmente, el valor x de medicion de la absorbancia seréa dividido por el
valor de U el cual se multiplicara por el 100 % para obtener el porcentaje de

incertidumbre expandida % U.

U
0=

> * 100%
XAbs
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Verificacion del Equipo Espectrofotomeétrico.

La wverificacion del equipo espectrofotométrico marca “Thermo Scientific
EVOLUTION 60S” se realiz6 en el rango visible y ultravioleta, con el fin de tener el
equipo calibrado, lo que nos permitié tener mediciones confiables de las muestras.

En el espectro visible se usaron los estandares de celdas especiales de vidrio montado
en bastidores metalicos, estas celdas son de 3, 10, 30 y 50 % T. El kit de verificacion
nos da valores establecidos dé % Ty Abs, las mediciones de las muestras se realizaron
por triplicado para poder obtener el valor del promedio, el cual se compard con el valor
establecido por el kit de calibracion del equipo. El kit mediante el valor establecido
nos brinda el criterio de “aceptacion” o “rechazo” de las mediciones del equipo
espectrofotométrico, donde los valores ubicados a la izquierda de cada columna del %
T en la Tabla 6, y la Abs en la Tabla 7. Obteniendo resultados de aceptacion para la
verificacion del equipo. Ademas, los datos detallados de la verificacion del equipo se

encuentran detallados desde la figura 14 hasta la figura 17 en la seccién de Anexos 1.

Tabla 6. Criterios de verificacion del equipo mediante el % T en el rango visible.

A (nm) 3% T 10% T 30% T 50% T

400 30,91 > 30,00 50,60 > 50,00 26,92 > 26,90 45,60 > 45,50
acepta acepta acepta acepta

456 2,92>2,90 9,39 >9,30 33,06 > 33,00 51,74 > 50,00
acepta acepta acepta acepta

546 2,89>2.80 9,04 >9,00 34,15 > 30,00 52,51 > 50,00
acepta acepta acepta acepta
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590

653

2,41 >2,40

acepta

2,96 >2,90

acepta

8,10 >8,00

acepta

9,66 > 9,60

acepta

31,37 >30,00

acepta

30,91 > 30,00

acepta

50,32 > 50,00

acepta

50,60 > 50,00

acepta

Nota. Los criterios de aceptacion del kit “spectronic Standards 2 SN: SA0996 Calibration Data

Summary”, son que el Valor obtenido por el equipo > Valor de referencia del Kit.

Tabla 7. Criterios de verificacion del equipo mediante la Absr) en el rango visible.

A (nm) AbszoeT) ADbs10%T) Abs3ovT) ADbS(50%T)
400 1,676 > 1,675 1,142 >1,129 0,573 > 0,570 0,344 > 0,342
acepta acepta acepta acepta
456 1,540 > 1,527 1,043 >1,031 0,481 >0,478 0,286 > 0,285
acepta acepta acepta acepta
546 1,556 > 1,549 1,055 > 1,045 0,467 > 0,466 0,283 > 0,280
acepta acepta acepta acepta
590 1,677 >1,624 1,105 > 1,095 0,503 > 0,503 0,298 > 0,298
acepta acepta acepta acepta
653 1,539>1,510 1,030 >1,019 0,510 > 0,509 0,299 > 0,297
acepta acepta acepta acepta

Nota. Los criterios de aceptacion del kit “spectronic Standards 2 SN: SA0996 Calibration Data

Summary”, son que el Valor obtenido por el equipo > Valor de referencia del kit.
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Los resultados de verificacion del equipo espectrofotométrico se realizaron mediante

el uso de 3 estdndares: celda de holmio, solucion de dicromato de potasio con

concentracion de 600,6 mg/L y 60,06 mg/L, y cloruro de potasio con concentracion de

12 g/L. Los resultados de criterio de aceptacion se establecieron en base (O. M. Ruiz,

2014). Los resultados se “aceptaron” ya que el promedio de las mediciones se

encuentra dentro del rango de longitud de onda de referencia (A referencia) del maximo y

minimo establecido, los valores obtenidos se detallan en la Tabla 8, 9 y 10.

Tabla 8. Resultados del parametro de longitud de onda de espectrofotometro en rango

ultravioleta.
A referencia (NM) Valor obtenido
A (nm) L. L. X mediciones Resultado
maximo Minimo
241.15 242.15 240.15 241,45 acepta
287,15 288,15 286,15 287,38 Acepta
361,50 362,50 360,50 361,90 Acepta
536,30 539,30 533,30 536,65 Acepta

Tabla 9. Resultados del parametro control de absorbancia de espectrofotometro en

rango ultravioleta

A referencia (NM)

A (nm)

Méaximo

Valor obtenido

X mediciones Resultado

Minimo

430,00 16,10

15,7 15,92 Acepta
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350,00 109,00 105,6 108,78 Acepta

313,00 50,30 47,00 49,67 Acepta
257,00 146,20 142,80 143,19 Acepta
235,00 126,20 122,90 125,60 Acepta

Tabla 10. Resultados del parametro control de la dispersion de la luz del

espectrofotdmetro en rango ultravioleta.

A referencia (nm) Valor obtenido
A (nm) Maximo Minimo X mediciones Resultado
198,00 0,999 0 0,389 Acepta

3.2 Curva de Calibracion de acido sérbico.

La curva de calibracién del acido sérbico presento un valor de coeficiente de
determinacion r? = 0,9993, por este motivo se acepté la curva de calibracion, ya que el
valor de referencia para r? > 0,995 para poder ser aceptado, los datos obtenidos se
reportan en la Tabla 11. La curva de calibracion se obtuvo mediante los 9 estandares
con diferentes concentraciones y el blanco 1; 2; 4; 6; 8; 10; 15; 20; 25 mg/mL, se
utiliz6 una longitud de onda de 260 nm para obtener la absorbancia. La absorbancia
obtenida de la concentracion de 1 mg/mL es un valor atipico, ya que al aplicar el test
de Grubbs se determino que el valor de Grubbs calculado (Gca) = 1,1547 este valor es
mayor al de Grubbs de tabla (Geritico ) =1,1543 dicho valor se encuentra en la tabla de
Test de Grubbs. Mediante el tests de Grubss no se puede eliminar valores presentes en

las muestras analizadas, pero al determinar que se encuentra un valor atipico en dicha
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concentracion se procedio a quitar el estindar completo con la concentracion de 1
mg/mL de la curva de calibracion.

Tabla 11. Concentraciones usadas en la curva de calibracion de acido sorbico

eje “x” (mg) eje “y” (Abs) b a r?

0 0

2 0,003
4 0,005
6 0,007

0,0011 0,0003 0,9993

8 0,009
10 0,011
15 0,017
20 0,022
25 0,028

Nota. El valor de b = m, a =intercepto, r? = coeficiente de determinacion el cual debe ser >
0,995.

3.3 Curva de Calibracién de &cido benzoico.

La curva de calibracion para el acido benzoico se obtuvo realizando la absorbancia de
9 estandares con diferentes concentraciones 1; 2; 4; 6; 8; 10; 15; 20; 25 mg y el blanco,
midié a un rango de longitud de onda de 230 nm, se obtuvo un valor de coeficiente de
determinacion r? = 0,9995 detallado en la Tabla 12. Se aplico el test de Grubbs donde
todas las mediciones tuvieron un resultado de aceptacion al no encontrase valores
atipicos, la curva de calibracion cumple con los parametros establecidos, ya que su

valor es superior al establecido que es r?> = 0,995.
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Tabla 12. Concentraciones usadas en la curva de calibracién de acido benzoico.

eje “x” (mg) eje “y” (Abs) b a r?

0 0

1 0,005

2 0,009

4 0,016

6 0,022 0,0035 0,0013 0,9995
8 0,030

10 0,036

15 0,053

20 0,071

25 0,089

Nota. El valor de b = m, a =intercepto, r? = coeficiente de determinacion el cual debe ser >
0,995.

3.4 Curva de Calibracién de cafeina.

La curva de calibracion de cafeina nos dio un valor de coeficiente de determinacion r?
=0,9991 y se realizd con 9 concentraciones de 1; 2; 3; 5; 10; 12; 16; 20; 25 mg/mL y
el blanco, donde la absorbancia se obtuvo a un rango de longitud de onda en 276 nm,
los valores por triplicado se sometieron al test de Grubbs, donde todos los valores de
Geal < Geritico por tal razon tuvieron un criterio de aceptacion cada una de las
absorbancias de las concentraciones utilizadas al no encontrase valores atipicos, los

valores obtenidos se muestran en la Tabla 13.
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Tabla 13. Concentraciones usadas en la curva de calibracién de cafeina.

eje “x” (mg) eje “y” (Abs) b a r?
0 0
1 0,008
2 0,015
3 0,018
5 0,033 0,006 00011 0,9991
10 0,060
12 0,071
16 0,098
20 0,120
25 0,153

Nota. El valor de b = m, a =intercepto, r? = coeficiente de determinacién el cual es > 0,995.
3.5 Utilizacion de los pardmetros analiticos para el andlisis de los datos
a. Analisis de la precision
e Repetitividad

Mediante analisis de varianza de un factor (ANOVA) elaborado en Excel, donde se
realiz6 las mediciones de acido sérbico, acido benzoico y cafeina, donde se determin6
la media, desviacion estandar, % CV vy el valor de prueba de Fisher, los valores se
detallan en las Tablas 14, 15 y 16. Al someter la muestra de concentracion de 10
mg/mL a las cuales se les realizo 10 mediciones en 3 dias diferentes, se identifico que
no existe una diferencia significativa entre las mediciones realizadas en los 3 dias

diferentes todo en base a lo detallado en (Rivera & Rodriguez, 2010).
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Tabla 14. Repetibilidad en muestras con 10 mg/mL, que contienen acido sorbico.

Dia Muestra X S % CVcal < % CVhorwitz Feritico > Feal
1 0,050 0,00200 400<5,6

Coca 3,3541> 0,1890
2 0,051 0,00267 529<5,6

Cola

. 0,050 0,00190 3,76 <5,6

Light

1 0,060 0,00210 3,51<5,6

3,3541 > 1,4152

2 0,059 0,00193 3,26 <5,6

220V
3 0,061 0,00230 3,78<5,6
1 0,075 0,00317 4,26 <5,6

Monster
2 0,073 0,00322 4,41<5,6

3,3541 > 0,8752

3 0,075 0,00363 4,84 <5,6

Nota: No existe diferencias significativas, ya que los valores de % CVca Y Fca SON menores a

los valores de referencia % CVhowitz Y Feritico, POr 10 tanto, se obtuvo un resultado de aceptacion.

Tabla 15. Repetibilidad en muestras con 10 mg/mL, que contienen acido benzoico.

Dia Muestra X S % CVcal < % CVhorwitz Feritico > Feal

1 0,040 0,00170 4,23<5,6
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Coca

2

Cola
3

Light
1
2

220V
3
1

Monster
2
3

0,040

0,040

0,053

0,053

0,052

0,045

0,044

0,044

0,00126

0,00162

0,00210

0,00237

0,00258

0,00317

0,00322

0,00363

3,19<5,6
3,3541 > 0,6037

4,03<5,6

3,94<5,6

4,50<5,6
3,3541 > 0,3777

4,94<5,6

4,14<5,6

5,21<5,6

3,3541 > 0,4741
4,71<5,6

Nota: No existe diferencias significativas, ya que los valores de % CVca Y Fca SON menores a

los valores de referencia % CVhowitz Y Feritico, POT 10 tanto, se obtuvo un resultado de aceptacion.

Tabla 16. Repetibilidad en muestras con 10 mg/mL, que contienen cafeina.

Dia Muestra X S % CVcal < % CVhorwitz Feritico > Feal
1 0,143 0,00469 3,29<5,6

Coca 3,3541 > 0,3078
2 0,144 0,00431 2,99<5,6

Cola
3 . 0,144 0,00352 2,45<5,6

Light
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1 0,082 0,00343 4,17<5,6

3,3541 > 0,1372

2 0,083 0,00353 425<5,6
220V
3 0,083 0,00371 4,48 <5,6
1 0,119 0,00494 4,16 <5,6
Monster 3,3541 > 0,0466
2 0,118 0,00473 400<5,6
3 0,118 0,00551 4,66 <5,6

Nota: No existe diferencias significativas, ya que los valores de % CVca Y Fca SON menores a
los valores de referencia % CVhowitz Y Feritico, POr 10 tanto, se obtuvo un resultado de aceptacion.

e Reproducibilidad

La reproducibilidad se obtuvo el resultado de aprobacién de dos estadisticos, el
primero mediante andlisis de varianza de un factor (ANOVA), para obtener los valores
de la prueba de Fisher (Feritico > Fca) Y la prueba t para dos muestras suponiendo
varianzas desiguales, para determinar los valores para t-Student (tcritico > tca) COMo l0
describe (Torres, 2018). Donde ambas pruebas dieron como resultado se “acepta”, los

valores obtenidos son detallados en las Tablas 17, 18 y 19:

Tabla 17. Reproducibilidad con criterio de aceptacion mediante prueba de Fisher y

t-Student con muestras que contienen acido sérbico con una concentracion de 10

mg/mL.
Dia Muestra Analista Feritico > Fecal teritico > teal
1 Coca Cola 1 4,9646 > 0,1695 2,2281 > 0,6892

Light
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2 Coca Cola 1 49646 > 0,1169 2,2622 > 0,7403

Light

2

1 220 V 1 4,9646 > 1,6234 2,2281 >0,2314
2

2 220V 1 4,9646 > 0,3226 2,2281 > 00,5826
2

1 Monster 1 4,9646 > 0,8345 2,2281 > 0,3825
2

2 Monster 1 4,9646 > 0,6164 2,2281 > 0,4506
2

Nota: Ambos resultados de las pruebas realizadas Fca Y tca SONn menores a los valores de Fertico
Y taitico, POr lo cual se puede concluir que no existe diferencias significativas entre los

resultados de reproducibilidad.

Tabla 18. Reproducibilidad con criterio de aceptacion mediante prueba de Fisher y

t-Student con muestras que contienen acido benzoico con una concentracion de 10

mg/mL.
Dia Muestra Analista Feritico > Feal teritico > teal
1
1 Coca Cola 49646 > 0,2195 2,2281 > 0,6495
Light 2
1
2 Coca Cola 49646 > 0,2041 2,2622 > 0,6621
Light 2
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1 220V 49646 >1,4211 2,3060 > 0,2674
2
1

2 220V 4,9646 > 0,00 2,2622 > 1,00
2
1

1 Monster 49646 > 2,0779 2,4469 > 0,1995
2
1

2 Monster 49646 > 0,2286 2,2281 > 0,6429
2

Nota: Ambos resultados de las pruebas realizadas Fca Y tca SOn menores a los valores de Feritico
Y taitico, POr lo cual se puede concluir que no existe diferencias significativas entre los

resultados de reproducibilidad.

Tabla 19. Reproducibilidad con criterio de aceptacion mediante prueba de Fisher y

t-Student con muestras que contienen cafeina con una concentracion de 10 mg/mL.

Dia Muestra  Analista Feritico > Fcal teritico > teal

Coca Cola 1

Light
1 4,9646 >1,0191 2,3060 > 0,3423

Coca Cola 1

Light
2 4,9646 > 0,1096 2,2281 > 0,7475
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1 220V
2 220V
1 Monster
2
Monster

4,9646 > 0,4545

4,9646 > 0,2332

4,9646 > 0,1020

4,9646 > 1,2162

2,2281 > 0,5155

2,2281 > 0,6396

2,2281 > 0,7560

2,2281 > 0,2959

Nota: Ambos resultados de las pruebas realizadas Fca Y tca SOn menores a los valores de Feritico
Y teitico, POr lo cual se puede concluir que no existe diferencias significativas entre los

resultados de reproducibilidad.
b. Analisis de exactitud

La exactitud nos permite detectar Abs en las muestras, las cuales al ser comparada con
la Absprevista €5tdn dentro del rango de aceptacion que es entre el 80 % al 110 %, de
esta manera los resultados fueron se “acepta” estos criterios fueron tomados de (Lopez
& Murillo, 2017). Los valores del error absoluto son pequefios, con lo cual se puede
decir que no existe diferencias significativas entre las mediciones, mientras que los

valores del error relativo fueron < 5 % establecidos como un buen parametro de

exactitud, los resultados se reportan en las Tablas 20, 21y 22.
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Tabla 20. Parametros para determinar la presencia de acido sérbico en las muestras

mediante la exactitud.

Muestra X(ADbSprevista)  X(ADSobtenida) Y0Errorabsoluto  Y0ErTor relativo

Coca 0,050 0,049 1,56 % 1,58 %
Cola Light

220V 0,060 0,059 1,95 % 1,97 %

Monster 0,075 0,075 2,24 % 2,23 %

Nota. Los valores obtenidos del parametro de exactitud estan dentro de los rangos de

aceptacion.

Tabla 21. Parametros para determinar la presencia de acido benzoico en las muestras

mediante la exactitud.

Muestra x(AbSprevista) X(ADSobtenida) Y0ErT0rabsoiuto  Y0Errorrelativo

Coca 0,040 0,039 2,21 % 2,27 %
Cola Light

220V 0,053 0,052 2,51 % 2,55 %

Monster 0,045 0,045 2,25 % 2,24 %

Nota. Los valores obtenidos del parametro de exactitud estan dentro de los rangos de

aceptacion.
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Tabla 22. Parametros para determinar la presencia de cafeina en las muestras

mediante la exactitud.

Muestra  x(AbSprevista) X(ADSobtenida) YOEITOrabsoluto %ErTrorrelativo

Coca 0,143 0,142 0,70 % 0,70 %
Cola Light

220V 0,082 0,081 1,11 % 1,10 %

Monster 0,119 0,119 1,12 % 1,24 %

Nota. Los valores obtenidos del parametro de exactitud estan dentro de los rangos de

aceptacion.
c. Andlisis del rango lineal

La linealidad mostro factores como la pendiente, el intercepto, la desviacion estandar,
el coeficiente de es la representacion mediante un gréafico entre la relacion que presenta
la concentracion del analito y la absorbancia obtenida (Marroquin, 2015). Mediante
mediciones por triplicado de concentraciones conocidas de 2; 3; 5; 7; 9; 10 mg/mL, se
obtiene el promedio de los valores de absorbancia los cuales serviran para realizar la
curva de calibracion. Los valores obtenidos de este parametro analitico se reportan en
la Tabla 23, 24 y 25

Tabla 23. Parametros de linealidad obtenidos de las muestras con acido sorbico.

Muestra b a r r2
Coca Cola Light 0,0052 0,0001 0,9996 0,9992
220V 0,0056 0,0004 0,9995 0,9991
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Monster 0,0071 0,001 0,9995 0,9991

Nota. Los valores obtenidos del rango lineal, b = pendiente, a = intercepto, r = coeficiente de

correlacion, r?= coeficiente de determinacion.

Tabla 24. Parametros de linealidad obtenidos de las muestras con acido benzoico.

Muestra b a r r?
Coca Cola Light 0,0039 0,0001 0,9995 0,9990
220V 0,0051 0,0005 0,9995 0,9990
Monster 0,0044 0,0007 0,9995 0,9991

Nota. Los valores obtenidos del rango lineal, b = pendiente, a = intercepto, r = coeficiente de

correlacion, r?= coeficiente de determinacion.

Tabla 25. Parametros de linealidad obtenidos de las muestras con cafeina.

Muestra b a r r2
Coca Cola Light 0,0141 0,0025 0,9995 0,9991
220V 0,0078 0,0014 0,9995 0,9991
Monster 0,0112 0,0012 0,9995 0,9991

Nota. Los valores obtenidos del rango lineal, b = pendiente, a = intercepto, r = coeficiente de

correlacion, r? = coeficiente de determinacion.
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d. Anélisis del intervalo de trabajo

Se determino mediante mediciones sucesivas del blanco en repeticiones sucesivas por

triplicado, de las cuales se obtuvo valor del promedio y la desviacion estandar, para

luego obtener la desviacion estandar experimental, la cual es utilizada para determinar

el LOD y el LOQ, de esta forma se determind las cantidades minimas que pueden ser

detectadas por el equipo espectrofotométrico. Los valores obtenidos se muestran en la

Tabla 26, 27 y 28.

Tabla 26. Determinacion del LOD y LOQ mediante espectrofotometria en las

muestras de acido sorbico.

Muestras x So So”

LOD (mg) LOQ (mg)

Coca Cola Light 0,001 0,00044 0,00018

220V 0,002 0,00080 0,00033

Monster 0,005 0,00141 0,00058

0,64 2,45
0,64 2,45
1,55 4,96

Tabla 27. Determinacién del LOD y LOQ mediante espectrofotometria en las

muestras de acido benzoico.

Muestras X So So’

LOD (mg) LOQ (mg)

Coca Cola Light 0,008 0,00247 0,00101

220V 0,005 0,00081 0,00033

Monster 0,010 0,00042 0,00107

0,49 2,49
0,09 0,49
0,09 0,77
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Tabla 28.

muestras de cafeina.

Determinacion del LOD y LOQ mediante espectrofotometria en las

Muestras x So So’ LOD (mg) LOQ (mg)
Coca Cola Light 0,008 0,00191 0,00078 1,11 2,48
220V 0,017 0,00160 0,00065 2,56 3,65
Monster 0,019 0,00075 0,00031 0,02 3,48

e. Andlisis de la sensibilidad

Se utilizo el valor de las pendientes para determinar si existe una igualdad entre las

muestras, donde estas deben tener valores cercanos entre ellos, el criterio de aceptacion

se logro utilizando la prueba de Fisher, donde el valor de Fca debe ser menor al valor

de Feritico (S. G. Rodriguez, 2019). Los datos reportados se muestran en la Tabla 29, 30

y 31.

Tabla 29. Sensibilidad de las pendientes en muestras que contienen acido sorbico.

Muestra Pendiente Desviacién estandar Feal < Feritico
Coca b1 0,0050 S1 0,01843
Cola Light
0,0355 < 3,5546
b2 0,0052 S2 0,01943
b3 0,0052 S3 0,01950
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b1 0,0054 S1 0,02019

220V 0,1696 < 3,5546
b, 0,0049 S2 0,01813
b3 0,0065 S3 0,02417
b1 0,0064 S1 0,02397

Monster 0,0760 < 3,5546
b, 0,0073 S2 0,02727
b3 0,0073 S3 0,02709

Tabla 30. Sensibilidad de las pendientes en muestras que contienen &cido benzoico.

Muestra Pendiente Desviacién estandar Feal < Feritico
Coca b1 0,0037 S1 0,01369
Cola Light

0,0512 < 3,5546
b, 0,0038 S2 0,01402
b3 0,0043 S3 0,01596
b1 0,0050 S1 0,01846

220V 0,0512 < 3,5546
b2 0,0047 S2 0,01754
b3 0,0055 S3 0,02061
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b1 0,0043 S1 0,02397

Monster 0,0258 < 3,5546
b, 0,0045 S2 0,02727

b3 0,0045 S3 0,02709

Tabla 31. Sensibilidad de las pendientes en muestras que contienen cafeina.

Muestra Pendiente Desviacién estandar Feal < Feritico
Coca b1 0,0149 S1 0,05530
Cola Light

0,1005 < 3,5546
b, 0,0136 S2 0,05047
b3 0,0138 S3 0,05133
b1 0,0084 S1 0,03123

220V 0,0249 < 3,5546
b, 0,0072 ) 0,02701
b3 0,0077 S3 0,02880
b1 0,0107 S1 0,03976

Monster 0,0537 < 3,5546
b, 0,0116 ) 0,04320
b3 0,0112 S3 0,04178

61



3.6 Resultados de la determinacion del analito presentes en las muestras.

Se determino la concentracion de los analitos acido sérbico, acido benzoico haciendo
uso de las curvas de calibracion realizadas previamente, lo cual permitio tener los
valores de concentracion de las muestras Coca Cola Light, 220V y Monster. Las
muestras analizadas estan dentro de los valores sugeridos y son detallados en la tabla
32, 33y 34. Se implementa la norma técnica ecuatoriana NTE INEN-CODEX 192, la
cual estipula que en la categoria de alimento 14.1.4 y categoria de alimento 14.2.7,
donde la concentracion de acido sérbico es de 500 mg/L para las bebidas gaseosas y
bebidas energizantes. Mientras que para &cido benzoico es de 1000 mg/L en las
bebidas gaseosas y de 600 mg/L para las bebidas energizantes (NTE INEN-CODEX
192, 2013). Las concentraciones de cafeina de las muestras analizadas deben estar
dentro del rango estipulado para bebidas gaseosas, de acuerdo a la norma INEN 1101
donde se estipula que es de 200 mg/L (INEN 1101, 2017). Mientras que la
concentracion estipulada por la norma INEN 2411 detalla que es de 320 mg/L para
bebidas energizantes (NTE INEN 2411, 2015). Los valores estdn dentro de los
parametros establecidos por las normas INEN, de esta forma se acepta la hipotesis

alternativa ya que los valores son significativos para el control de calidad.

Tabla 32. Concentracion de acido sérbico en las muestras.

Muestra 10 ml (mg/mL) 100 ml (mg/mL) Norma CODEX 192 (mg/L)

Coca Cola 0,64 6,34 500
Light

Muestra 10 ml (mg/mL) 100 ml (mg/mL) Norma CODEX 192 (mg/L)

220V 1,55 15,45 500

Muestra 10 ml (mg/mL) 100 ml (mg/mL) Norma CODEX 192 (mg/L)

Monster 4,27 4273 500

Nota. La norma técnica es obtenida de NTE INEN-CODEX 192, la cual establece los limites

de concentracion de conservantes en la bebida gaseosa y energizantes.
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Tabla 33. Concentracion de acido benzoico en las muestras.

Muestra 10 ml (mg/mL) 100 ml (mg/mL) Norma CODEX 192 (mg/L)

Coca Cola 1,91 19,14 1000
Light

Muestra 10 ml (mg/mL) 100 ml (mg/mL) Norma CODEX 192 (mg/L)

220V 1,06 10,57 600

Muestra 10 ml (mg/mL) 100 ml (mg/mL) Norma CODEX 192 (mg/L)

Monster 2,49 24,86 600

Nota. La norma técnica es obtenida de NTE INEN-CODEX 192, la cual establece los limites
de concentracion de conservantes en la bebida gaseosa y energizantes.

Tabla 34. Concentracién de cafeina en las muestras.

Muestra 10 ml (mg/mL) 100 ml (mg/mL) Norma INEN 1101 (mg/L)

Coca Cola 1,15 11,50 200
Light

Muestra 10 ml (mg/mL) 100 ml (mg/mL) Norma INEN 2411 (mg/L)

220V 2,65 26,50 320

Muestra 10 ml (mg/mL) 100 ml (mg/mL) Norma INEN 2411 (mg/L)

Monster 2,98 29,83 320
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Nota. La norma técnica es obtenida de INEN 1101 y NTE INEN 2411, las cuales establece

los limites de concentracién de cafeina en la bebida gaseosa y energizantes.
3.7 Resultados de la Determinacion de la incertidumbre

Se utilizo las formulas descritas previamente para el calculo de la incertidumbre donde
se aplico la incertidumbre de repetibilidad, de la verificacion del equipo, de
reproducibilidad. Estos valores permiten determinar incertidumbre combinada y la
incertidumbre expandida, mediante estos valores se obtuvo un % U el cual debe ser <
al 30 %. Los valores obtenidos fueron menor al porcentaje establecido, de esta manera
se determino que existe una baja incertidumbre de las mediciones de absorbancia. Los

datos obtenidos se muestran en la Tabla 35, 36 y 37.

Tabla 35. Incertidumbre en las muestras con acido sorbico.

Muestra
Incertidumbre

Coca Cola Light 220V Monster
Uz 0,000393 0,000392 0,000608
U 0,001155 0,001155 0,001155
Us 0,000573 0,000630 0,000940
Uc 0,001348 0,001373 0,001608
U + 1,99 mg + 2,04 mg +2,49 mg

% U 5,36 % 4,58 % 4,33 %




Tabla 36. Incertidumbre en las muestras con acido benzoico.

Muestra
Incertidumbre

Coca Cola Light 220V Monster
U1 0,000277 0,000421 0,000371
U2 0,001155 0,001155 0,001155
Us 0,000443 0,000667 0,000617
Uc 0,001268 0,001398 0,001361
U + 0,29 mg +0,37 mg +0,35mg

% U 6,33 % 5,31 % 6,18 %

Tabla 37. Incertidumbre en las muestras con cafeina.

Muestra
Incertidumbre
Coca Cola Light 220V Monster
U1 0,000749 0,000629 0,000895
Uz 0,001155 0,001155 0,001155
U3 0,001227 0,000990 0,001413
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Uc 0,001844 0,001646 0,002032

U +0,41 mg +0,34 mg +0,47 mg

% U 2,57 % 3,98 % 3,43 %

3.8 Comparacion de los valores espectrofotométricos y cromatogréaficos.

El método cromatogréfico detecta concentraciones pg/L en las muestras analizadas,
las cuales son mas pequefias en comparacion a los mg/L detectados por el método
espectrofotométrico. Por esta razdn al buscar la comparacion de los resultados entre el
método cromatografico y espectrofotométrico, no es posible realizarlo por las
concentraciones obtenidas de las muestras analizadas ya que existe una diferencia.
Pero se puede lograr la comparacion entre estos 2 métodos, al usar el valor del
porcentaje de concordancia de medicién (% CM) el cual se obtiene al aplicar
parametros de repetibilidad, reproducibilidad y veracidad de los valores obtenidos de
los andlisis de las muestras de bebidas azucaradas. Cabe recalcar que en
investigaciones previas para la determinacion de acido sorbico y acido benzoico en
bebidas azucaradas utilizando el método cromatografico, se registraron mediciones del
% CM que se encuentran entre el 80,4 % y el 104,8 % detallados en (Danchana et al.,
2021). Mientras que en el método cromatografico aplicado para la determinacion de
sorbatos y benzoatos presentan valore del % CM entre 91 % al 107 % (Salcedo et al.,
2019). En la investigacion para la determinacion de conservantes y otros aditivos
alimentarios usando el equipo de HPLC se obtuvieron valores de % CM entre 84,97
%y el 122 % (Cabana, 2020). Mientras que para la investigacion de la cuantificacion
de sacarina, benzoatos y cafeina en bebidas energizantes usando HPLC se obtuvo
valores de % CM de 98 % (Torrico, 2020). En cuanto a los valores obtenidos por el
método espectrofotométrico % CM estan entre el 93,98 % hasta el 104,7 %, por tal
motivo al ser comparados con los valores de las investigaciones previas de HPLC,

demuestran que estan dentro del rango registrado por estas investigaciones previas
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
4.1 Conclusiones

La verificacion del equipo espectrofotométrico 60S EVOLUTION, haciendo uso del
kit de verificacion para el rango visible y utilizando celda de holmio y soluciones
estandares especificas para rango ultravioleta, permitieron tener un criterio de
aceptacion del equipo, corroborando que se encuentra calibrado y que su desviacion
estdndar al realizar las mediciones de absorbancia esta dada por + 0,002,
permitiéndonos realizar la lectura de absorbancia de las muestras con alta fidelidad.
La creacion de curvas de calibracion para acido sorbico, &cido benzoico y cafeina
tuvieron un criterio de aceptacion adecuado, ya que al tener valores superiores al
coeficiente de determinacion establecido que fue de r? =0,995, nos permitieron
determinar la concentracion de los analitos mencionados en las muestras de Coca Cola
Light, 220V y Monster, donde los valores obtenidos estan dentro de los rangos
establecidos por la norma INEN. La aplicacion del pretratamiento y tratamiento de las
muestras demostrd ser de utilidad ya que se pudo determinar la absorbancia de manera
rapida y efectiva, ya que al querer realizar las mediciones con muestras sin el
pretratamiento no se logré obtener ningun valor de la absorbancia. La aplicacién del
método de adicién de estandar sirvié para eliminar el efecto matriz de las bebidas
azucaradas usadas como muestras, ademas de poder aplicar los parametros analiticos

a los valores obtenidos de las muestras analizadas.

Mediante la aplicacion de los parametros analiticos: precision (repetibilidad y
reproducibilidad), exactitud, rango lineal, intervalo de trabajo, sensibilidad, y la
incertidumbre, asi como el uso de sus formulas especificas para cada parametro
analitico. Los criterios de aceptacion fueron tomados en base a las pruebas de Fisher,
prueba de t-Students, % CV de Horwitz, % Error absoluto, % Error relativo, % U,
mediante estos se logro determinar que se “acepta” las mediciones para cada una de
los parametros analiticos aplicados a las muestras de bebidas azucaradas. De esta
manera se pudo validar el método de cuantificacion simultanea mediante el método de
adicion de estandar en bebidas azucaradas de conservantes y cafeina mediante el uso

del espectrofotdmetro en rango ultravioleta.
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Al realizar la comparacion de la concentracion obtenida en las muestras de bebida
azucarada carbonatada y energizantes, se logré obtener valores que estan dentro de las
normas INEN establecidas, demostrando que las bebidas tienen las concentraciones de
conservantes y cafeina dentro de la norma técnica, pudiendo aceptar la hipdtesis
alternativa demostrando que los valores son significativos para el control de calidad.
En cuanto a los valores de incertidumbre demuestran que las mediciones no tienen una
gran variabilidad al momento de tener el valor final, ademas se demostré que el

porcentaje de incertidumbre expandida esta dentro de los valores establecidos.

Se comparo los valores del porcentaje de concordancia de las mediciones obtenidas
implementando el método espectrofotométrico y los valores de investigaciones previas
obtenidos usando el método cromatografico. Lo cual permitié determinar que los
valores de la validacion del método tienen concordancia y estan dentro de los rangos

establecidos en base a las investigaciones previas.
4.2 Recomendaciones

Las muestras de Coca Cola Light, 220V y Monster deben ser pretratadas, ya que deben

tener una tonalidad la cual pueda ser medido por el equipo espectrofotométrico.

Las celdas utilizadas para realizar la lectura de las muestras deben ser de cuarzo,
debido a que estas celdas son especiales para las mediciones del rango ultravioleta. Ya
que, al realizar las mediciones con celdas de plastico, no se logré obtener ningan valor

de absorbancia.

Las celdas de cuarzo deben ser lavadas con la muestra después de cada medicién de
los estandares ya que al ser lavadas con agua destilas, agua bidestilada generan
cambios en las lecturas de absorbancia.

Los conservantes acido sérbico, cido benzoico deben ser agregados a los balones de
aforo con una pequefia cantidad del solvente y ser homogenizados para lograr su
dilucion, ya que si no se lo hace es dificil lograrlo al aforar completamente los balones

con todo el solvente.
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ANEXOS

ANEXO 1. Verificacion del espectrofotdmetro en rango visible.

Repeticiones
Longitud de Repeticiones | Promedio de (Abs) Promedio [Abs)
onda(nm) | 3%T | %T obtenidos %T %T sugerida| Resultados | obtenido Abs sugerida | Resultado
2,26 1,676
2,09 1,665
440 3 2,00 2,12 2,10 acepta 1,686 1,676 1,675 acepta
2,92 1,534
2,93 1,538
456 3 2,90 2,92 2,90 acepta 1,549 1,540 1,527 acepta
2,90 1,567
3,07 1,549
546 3 2,70 2,89 2,80 acepta 1,553 1,556 1,549 acepta
2,49 1,666
2,40 1,700
590 3 2,35 2,41 2,40 acepta 1,664 1,677 1,624 acepta
2,92 1,535
3,03 1,565
635 3 2,93 2,96 2,90 acepta 1518 1,539 1,510 acepta

Figura 16. Datos obtenidos de absorbancia y transmitancia al usar celdas al 3% T para

el rango visible.

Elaborado por: Ojeda S. (2021)

Repeticiones
Longitud de Repeticiones | Promedio de (Abs) Promedio (Abs)
onda (nm) |10 % T| %T obtenidos %T %T sugerida| Resultados | obtenido Abs sugerida | Resultado
7,49 1,141
7,20 1,142
440 10 7,55 742 7,40 acepta 1,143 1,142 1,129 acepta
9,36 1,043
9,45 1,043
456 10 9,36 9,39 9,30 acepta 1,043 1,043 1,031 acepta
8,98 1,055
9,18 1,055
546 10 8,97 9,04 9,00 acepta 1,055 1,055 1,045 acepta
8,05 1,106
8,27 1,105
590 10 7,99 8,10 8,00 acepta 1,105 1,105 1,095 acepta
9,67 1,031
9,54 1,030
635 10 9,76 9,66 9,60 acepta 1,029 1,030 1,019 acepta

Figura 17. Datos obtenidos de absorbancia y transmitancia al usar celdas al 10 % T

para el rango visible.

Elaborado por: Ojeda S. (2021)
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Repeticiones
Longitud de Repeticiones | Promedio de (Abs) | Promedio (Abs)
onda (nm) |30 %T| %T obtenidos %T %T sugerida| Resultados | obtenido Abs sugerida | Resultado
26,94 0,573
26,87 0,572
440 30 | 2694 26,92 2690 | acepta 0,573 0573 0570 | acepta
33,01 0,481
33,06 0,481
456 0 | 3312 33,06 3000 | acepta 0,480 0,481 0,478 acepta
34,13 0,467
34,16 0,466
546 30 | 3415 34,15 3000 | acepta 0467 0467 0466 | acepta
31,38 0,503
31,33 0,504
590 30 | 3141 31,37 3000 | acepta 0,503 0,503 0,503 acepta
30,91 0,510
30,93 0,510
635 30 | 3088 30,01 3000 | acepta 0,510 0510 0,509 acepta

Figura 18. Datos obtenidos de absorbancia y transmitancia al usar celdas al 30 % T

para el rango visible.

Elaborado por: Ojeda S. (2021)

Repeticiones
Longitud de Repeticiones | Promedio de (Abs) Promedio (Abs)
onda (nm) 50 % T| %T obtenidos %T %T sugerida| Resultados | obtenido Abs sugerida | Resultado
45,23 0,345
46,32 0,344
440 50 | 4524 45,60 4550 | acepta 0,344 0,344 0,342 acepta
51,78 0,286
51,69 0,287
456 50 [ 5175 51,74 50,00 | acepta 0,286 0,286 0,285 acepta
52,43 0,280
52,60 0,279
546 50 | 5249 52,51 50,00 | acepta 0,290 0,283 0,280 acepta
50,31 0,298
50,35 0,298
590 50 50,29 50,32 50,00 | acepta 0,299 0,298 0,298 acepta
50,62 0,296
50,56 0,296
635 50 | 5062 50,60 50,00 | acepta 0,306 0,299 0,297 acepta

Figura 19. Datos obtenidos de absorbancia y transmitancia al usar celdas al 50 % T
para el rango visible.

Elaborado por: Ojeda S. (2021)
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ANEXO 2. Verificacion del espectrofotdbmetro en rango ultravioleta.

Control de longitud de onda de espectrofotometra UV-Vis
Longtud d Absorbancia ALK/ Lem
ondade | Minimo | Maximo Criteriode
referencialom) | [nm) | [m] | Concentracion | | [ I I I I | Promedio | aceptacion
B | 57| 161 | 6005| 06006 | 0953 | 05 | 0957 | 580 |1500| BB | B0 | acept
W0 | 1056 | 109 [ 6006 |006006| 065 | 087 | 065 | 157 10573 1573 | 151 | aept
3300 | 4700 | 030 | 6006 (006006 | 0300 | 0298 | 030 | 12 | K% | M5 | N0 | aeepa
5000 | 10280 | 14620 | 6006 | 0060 | 010 | oged | ogn | wag |user| w5 | w9 | acepa
100 | 1200|1620 | 6006 (006006 | 073 | 078 | 07 | 187 |18 188 | 1B | ae

Figura 20. Datos obtenidos de transmitancia al usar celdas de holmio rango

ultravioleta.
Elaborado por: Ojeda S. (2021)
Control d absorbanci e espectrofotometro UV-Vis
orfud Alsorbanci ALK/lem
ondade | Ninimo | Maximo (ritri de
refarenca(om) | [om) | [m) | Concentracon | | [ [ || | I | Promedio | aceptacon
B |57 | 60| 6006|066 | 0% | 0980 | 095 | B | 5| 68| BR | s
B0 | 1056 109 | 600 (006006| 0670 | 0@ | 0845 | LULSH {10739\ 10738 | NEX | aepta
3300 | 4700 | 5030 | 6006 | 006006 | 0301 | 0289 | 027 | NI | 4845\ W95 | BET | ey
B0 | 1000 | 1620 | 6006 | 00K | 0390 | OS54 | OB | L9 |L0gO| 10D | 1BIS | e
3500 | 12090| 12620 | 6006 | 006006 | 763 | 0784 | 070 | LQ4 |18\ 148 | I5E0 | mepta

Figura 21. Datos obtenidos de transmitancia al usar soluciones de dicromato de

potasio (K2Cr207) con diferentes concentraciones, para rango ultravioleta.

Elaborado por: Ojeda S. (2021)

83




Contro de la dispersion de la luz espectrofotdmetro UV-Vis
Longitud de %T
onda de
referencia criterio de
(nm) Minimo (nm) | Maximo (nm) | 1l 1l promedio | aceptacion
198 0 0,9999 0,350 0,399 0,420 0,389667 acepta

Figura 22. Datos obtenidos de transmitancia al usar solucion de cloruro de potasio

(KCI), para el rango ultravioleta.
Elaborado por: Ojeda S. (2021)

ANEXO 3. Curva de calibracion.

Curva de calibracion de acido sérbico

0,03

y = 0,0011x + 0,0003 0
0,025 r2 =0,9993

0,02

0,015

Abs

0,01

0,005 o

0 5 10 15 20 25
mg /mL

Grafico 1. Curva de calibracion de acido sorbico

Elaborado por: Ojeda S. (2021)
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Graéfico 2. Curva de calibracién de acido sorbico

Elaborado por: Ojeda S. (2021)

Curva de calibracion de cafeina

y = 0,006x + 0,0011

0,0

rz=0,9991

5,0 10,0 15,0 20,0

mg/mL

Grafico 3. Curva de calibracién de cafeina.

Elaborado por: Ojeda S. (2021)
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ANEXO 4. Comparacion de las pendientes

Comparacion de las pendientes

0,06

y =0,005x +0,0006 y=0,0052x-0,0013 Yy =0,0052x + 0,0012
0.05 r2=0,9992 r2=0,9961 r2=0996 .2
0,04
0,03
0,02
0,01

0
10 12

-0,01

—@— Dia 1 (Abs) —&— Dia 2 (Abs) ——&— Dia 3 (Abs)

--------- Lineal (Dia 1 (Abs)) +++----- Lineal (Dia 2 (Abs)) --------- Lineal (Dia 3 (Abs))

Grafico 4. Pendientes en muestra de coca cola light con analito de acido sorbico

Elaborado por: Ojeda S. (2021)

Comparacion de las pendientes

0,045
y = 0,0037x + 0,0002 Yy = 0,0038x + 0,0005 Y = 0,0043x - 0,0005
0,04 r2=0,9972 r2=0,9975 r2=0,998~

0,035
0,03
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0,015
0,01

0,005

10 12
-0,005

—@— Dia 1 (Abs) —@&— Dia 2 (Abs) —@— Dia 3 (Abs)
--------- Lineal (Dia 1 (Abs)) +++------ Lineal (Dia 2 (Abs)) --------- Lineal (Dia 3 (Abs))

Graéfico 5. Pendientes en muestra de coca cola light con analito de acido benzoico.

Elaborado por: Ojeda S. (2021)
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Comparacion de las pendientes

O 0,0149%+ 00004 ¥ =00136x-0,0018 y=0,0138x - 0,0061

0.14 r2=0,9969 r2=0,9978 r2 =0,9945

0,12
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0,08
0,06
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5 2 4 6 8 10 12
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Gréfico 6. Pendientes en muestra de coca cola light con analito de cafeina.

Elaborado por: Ojeda S. (2021)

Comparacion de las pendientes
0,07
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Gréfico 7. Pendientes en muestra de 220V con analito de acido sorbico.

Elaborado por: Ojeda S. (2021)
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Gréfico 8. Pendientes en muestra de 220V con analito de acido benzoico.

Elaborado por: Ojeda S. (2021)

Comparacion de las pendientes

y =0,0084x + 0,0003 y =0,0072x + 0,0032 y = 0,0077x + 0,0006
r2=0,995 r2=0,9948 rz2=0,998
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Gréafico9. Pendientes en muestra de 220V con analito de cafeina.

Elaborado por: Ojeda S. (2021)
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Comparacion de las pendientes

008 y = 0,0064x - 0,0011 y = 0,0073x - 0,0008 Y =0,0073x - 0,0009
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Grafico 10. Pendientes en muestra de Monster con analito de 4cido sorbico.

Elaborado por: Ojeda S. (2021)

Comparacion de las pendientes
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Grafico 11. Pendientes en muestra de Monster con analito de &cido benzoico.

Elaborado por: Ojeda S. (2021)
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Comparacion de las pendientes
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Grafico 12. Pendientes en muestra de Monster con analito de cafeina.

Elaborado por: Ojeda S. (2021)
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