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RESUMEN

La presente investigacion se enfoca en la validacion de las curvas de calibracion del
método de analisis por espectrofotometria UV Vis para la deteccion de edulcorantes
sintéticos de sucralosa, aspartame y acesulfame K, el estudio esta dirigido a posibles
aplicaciones en bebidas azucaradas. Para el analisis se prepararon soluciones estandar
con soluciones bufer y de cromdéforo en concentraciones conocidas. El estudio se llevd
a cabo en un espectrofotometro UV Vis Thermo Scientific Serie Evolution 60S. Las
curvas de calibracion se confeccionaron con las concentraciones propuestas para cada
solucion estandar con lo cual se determino el valor de R cuadrado, en todos los casos
resultd mayor al 99 por ciento, a su vez, se determinaron las ecuaciones de calibracion
para cada solucion. Se determino una linealidad estadisticamente significativa para el
proceso y, una sensibilidad de 0,0252; 0,0018 y 0,2332 para la sucralosa, aspartamo y
acesulfame K. EIl limite de deteccion calculado para cada solucion estandar
corresponde a 0,0547; 0,0249 microgramo por mililitro, 0,0459 miligramo por
mililitro para la sucralosa, aspartamo y acesulfame K, respectivamente; la
incertidumbre expandida calculada fue de entre 7,44; 19,08 y 21,5 por ciento para la
sucralosa, aspartamo y acesulfame K, respectivamente. A su vez, mediante una
revision bibliografica, se pudo determinar que la cromatografia HPLC es un método
de deteccidn de edulcorantes sintéticos de gran precision con limites de deteccién muy
sensibles, sin embargo, la espectrofotometria también es una buena opcion para este

tipo de analisis puesto que presenta una gran sensibilidad.

Palabras clave: Quimica analitica, métodos analiticos, espectrofotometria uv-vis,

aditivos alimentarios, edulcorantes sintéticos, bebidas azucaradas.



ABSTRACT

The present research focuses on the validation of the calibration curves of the UV Vis
spectrophotometry analysis method for the detection of synthetic sweeteners of
sucralose, aspartame and acesulfame K, the study is aimed at possible applications in
sugary drinks. For the analysis, standard solutions were prepared with buffer and
chromophore solutions in known concentrations. The study was carried out in a UV
Vis Thermo Scientific Evolution 60S series spectrophotometer. The calibration curves
were made with the proposed concentrations for each standard solution with which the
value of R squared was determined, in all cases it was greater than 99 percent, in turn,
the equations of calibration for each solution. A statistically significant linearity was
determined for the process and a sensitivity of 0.0252; 0.0018 and 0.2332 for
sucralose, aspartame and acesulfame K. The detection limit calculated for each
standard solution corresponds to 0.0547, 0.0249 microgram per milliliter and 0.0459
milligram per milliliter for sucralose, aspartame, and acesulfame K, respectively; the
calculated expanded uncertainty was between 7.44, 19.08 and 21.5 percent for
sucralose, aspartame and acesulfame K, respectively. In turn, through a bibliographic
review, it was possible to determine that HPLC chromatography is a method for
detecting high precision synthetic sweeteners with very sensitive detection limits,
however, spectrophotometry is also a good option for this type of analysis that presents

a great sensitivity.

Keywords: Analytical chemistry, analytical methods, uv-vis spectrophotometry, food

additives, synthetic sweeteners, sugary drinks.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1.Antecedentes Investigativos

1.1.1. Edulcorantes en bebidas azucaradas

Los edulcorantes son compuestos ampliamente utilizados en la industria alimentaria
como aditivos debido a su dulzor caracteristico similar al que produce el azlcar.
Existen edulcorantes caléricos y no caldricos, basados en el aporte energético que
brindan dentro del requerimiento caldrico de la dieta de cada individuo, el cual genera

cierto impacto en la salud de los consumidores (Gonzalez, 2013).

La sacarosa es uno de los componentes de gran consumo humano, por sus
caracteristicas perceptibles al gusto y por sus propiedades energéticas ya que cuenta
con el 12% de carbohidratos en promedio como fuentes de energia. Actualmente, los
edulcorantes son comercializados como sustitutos de la sacarosa en busca de catalogar
ciertos alimentos como “saludables” entre los que méas destacan las bebidas en general
(Martha, 2014).

1.1.1.1.Edulcorantes intensivos sintéticos

Los edulcorantes intensivos se caracterizan especialmente por su alto poder endulzante
y su bajo aporte caldrico, por lo que su Unico fin es el de endulzar. Ademas, no tienden
a generar de cariogenicidad ni a afectar la reaccion a la insulina. No obstante, estos

son clasificados en naturales y sintéticos por su origen (Barrios, 2020).

Los edulcorantes intensivos sintéticos son producidos de forma artificial entre los que
se destacan el acesulfame potasico, aspartamo, ciclamatos, sacarinas, sucralosa y

advantamo.

e Acesulfame potasico (E950)

Este edulcorante posee un IDA de 15 mg/kg de peso corporal y es entre 130 a 200
veces mas dulce que la sacarosa. Presenta rasgos amargos por lo que se suele combinar
con otros edulcorantes como el aspartamo (E951) o el ciclamato (E952) como
sinergismo cualitativo. No es toxico, debido a que no puede ser metabolizado por el

organismo ademas de que posee otras propiedades de interés en la industria alimentaria

3



como gran estabilidad y buena mezcla dentro de tratamientos y en procesos de
almacenamiento. Por esta razon se lo puede encontrar presente en diversas bebidas

gracias a su bajo aporte calorico (Larrea & Hernando, 2021).

e Aspartamo (E951)

Es una sustancia poco soluble en agua, poco estable a altas temperaturas y en presencia
de pH inferiores a 3y superiores a 6. Su sabor dulce no presenta rasgos amargos, acidos
o0 metélicos por lo que es un gran potenciador de otros edulcorantes. Su poder
endulzante es 180 a 200 veces mayor al de la sacarosa y es mayormente usado en

bebidas carbonatadas.

En la estructura de este compuesto se puede reconocer la presencia de un éster
dipeptidico conformado por los aminoacidos L-acido aspartico y L-fenilalanina. Al
ingerirse, dentro del tracto intestinal se metaboliza a metanol, acido aspartico y
fenilalanina, este ultimo puede generar problemas de salud para personas que padecen
del trastorno hereditario conocido como Fenilcetonuria. A pesar de ello, la Autoridad
Europea para la Seguridad Alimentaria (EFSA) ha sefialado que el aspartamo posee
una IDA de 40 mg/kg de peso corporal haciéndolo un aditivo estable y seguro de
consumir siempre que se respeten los limites permitidos de aplicacion (Larrea &
Hernando, 2021).

e Sucralosa (E955)

La sucralosa se obtiene por halogenacion selectiva de la sacarosa, haciéndola 600 a
700 veces mas dulce, debido al reemplazo de tres grupos hidroxilo de la molécula por
cloro en la reaccion. Este es estable y resistente a las altas temperaturas y variaciones
de pH por lo que es ideal para emplear en productos de larga duracion y procesados
como bebidas bajas en calorias. El organismo no lo puede metabolizar, sin embargo,
el consumo en altas concentraciones puede generar alteraciones en la microbiota

intestinal causando trastornos inflamatorios (Larrea & Hernando, 2021).

1.1.2. Analisis Instrumental en edulcorantes comerciales

La espectrofotometria y la cromatografia son unos de los principales métodos

analiticos que se utilizan en la identificacion y determinacion cuantitativa de



componentes disueltos en muestras de diversa indole, entre las que se destacan la

espectrofotometria UV Visible y la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

1.1.2.1.Espectrofotometria UV visible

La espectrofotometria UV visible permite identificar sustancias quimicas y determinar
su concentracion mediante la obtencién de la absorbancia, lo que la hace una técnica
ideal para procesos como cuantificacion de contaminantes, anélisis de aguas residuales

y calidad de los alimentos.

La caracteristica fundamental por la que se basa esta técnica es el estudio de la
interaccion que ocurre entre la radiacion electromagnética y la materia. Es decir, mide
la cantidad de luz que se absorbe con respecto a la longitud de onda establecida, la cual
determinara la variacion de color al descomponerse el rayo de luz cuando es reflejado

por el objeto a analizar (Alvares, 2021).

El rango de longitud de onda aplicable para este tipo de espectrofotometria es de 190
a 780 nm. La concentracion aproximada que debe tener una muestra a analizar es de
10 ug para lograr generar una absorbancia de 0,2 a 0,8 empleando una celda de 1 cm
de espesor. Estas mediciones van a depender de las condiciones que se establezcan en
el medio como la temperatura, pH, fuerza idnica para que la molécula pueda absorber

la radiacion a una determinada longitud de onda (Diaz et al., 2010).
e Espectrofotémetro UV-Visible Thermo Scientific Serie GENESYS 60S

Este instrumento permite hacer lecturas de forma réapida debido a que posee una
pantalla de facil manejo en donde se muestra la longitud de onda y las medidas
realizadas en tiempo real, no requiere periodo de calentamiento por lo que esta listo
para su uso en cualquier momento. El espectrofotometro cuenta con una ldmpara de
xenon que proporciona una iluminacion fuerte y adecuada en toda la zona del
ultravioleta, asi mismo posee una geometria optica de doble haz que permite obtener
datos de calidad inmejorable en la zona ultravioleta/visible. La extension de la longitud
de onda se encuentra entre 190-1100 nm lo que le agrega sensibilidad a las diferentes
aplicaciones en que se lo requiera. Ademas, este instrumento cuenta con una tecnologia
de barrido de longitud de onda que lo permite realizar a los 4.200 nm/minuto, lo cual

posibilita medir los pequefios cambios en la absorbancia con exactitud, mientras que



el ancho de banda espectral de 5.0 nm lo hace ideal para mediciones de control de
calidad (Thermo, 2010).

1.1.2.2. Cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)

Una de las técnicas mas utilizadas en la industria alimentaria es la cromatografia
liquida de alta performance (HPLC), debido a que posee un amplio rango de resolucién
para compuestos organicos, cuya metodologia de separacion es rapida y eficiente
(Romero et al., 2016).

Esta técnica comprende dos fases liquidas, una mévil y una estacionaria, en las cuales
se moviliza el analito dando paso a una afinidad diferencial entre estos y los
componentes de la matriz (Glorio, 2010). El HPLC separa componentes de una mezcla
con un poder de resolucion, al elegir una columna de separacion cromatogréafica

adecuada para mantener altos indices de pureza (Legaz et al., 2011).

Los equipos de HPLC se clasifican en integrados, cuyas partes se encuentran reunidas
de tal forma que impiden el intercambio con otros componentes, y en modulares, en
los que se integran los instrumentos acorde a las necesidades especificas de los
operarios (Quattrocchi et al., 1992). De esta manera, el equipo influye en la precision
de los resultados, en la facilidad de manipulacion, en el tiempo de separacion y en la

preparacion o purificacion de las muestras (Ospina & Hernandez, 2018).

1.1.3. Validacion del método

La metodologia aplicada en un analisis debe someterse a estudios sistematicos de
laboratorio, para demostrar la proporcién de los resultados que son reales y confiables
tomando en cuenta la finalidad del trabajo realizado (De Zan, 2011). La validacion del
método analitico determina los pardmetros de desempefio del equipo y del operario
mediante la determinacion del grado de confianza de los resultados evaluando criterios
como linealidad, selectividad, sensibilidad del calibrado, limites de deteccion y
cuantificacion, precision y exactitud (Aguirre, 2017). Dichos analisis se llevan a cabo
mediante pruebas estadisticas y aplicacién de expresiones matematicas que arrojen
datos que puedan ser comparables para determinar la calidad del método empleado
(Guerini, 2015).



1.1.3.1.Linealidad

La linealidad corresponde a la proporcion que existe entre la concentracion del analito
y su respuesta, lo cual se llevara a cabo mediante la determinacion del rango lineal
utilizando un gréfico de concentracion de analito versus respuesta. El criterio de
aceptacion de la linealidad generalmente viene identificado como el coeficiente de
correlacion (r) de 0,99, aungue no necesariamente se debe alcanzar un valor alto para

demostrar que existe una relacion lineal (UNODC, 2010).

Respuesta del método:
y =a+ bx
Pendiente:

_ 2O — )i —y)

(R v e

Estimador del Coeficiente de regresion lineal:

Sy - EXZK

r =
Jax - BEYy 5 ye - CHY,

Prueba t del coeficiente de regresion lineal:

P LA )

ToJa=m
1.1.3.2. Sensibilidad

La sensibilidad del calibrado validara el instrumento utilizado mediante el calculo de
la sensibilidad que relacionara el valor de la pendiente de la curva de calibracion
global. Mientras mayor sea la pendiente, el método sera considerado méas sensible
(Rodriguez et al., 2012).

Y Seiial analitica
"~ Y Concentraciones de analito




1.1.3.3. Limite de deteccién

Los limites de deteccion se basan en la deteccidn de la menor concentracion del analito
que no necesariamente puede llegar a cuantificarse en las condiciones establecidas
bajo un cierto grado de incertidumbre. Este pardmetro se puede ver afectado en
ocasiones por cambios menores en las condiciones como la pureza del reactivo, la

temperatura, las condiciones instrumentales, etc (Rodriguez et al., 2012).

la| + 35S,

LDD = ———
b *\n

1.1.3.4. Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion determina la menor concentracion del analito cuantificable
que presente una precision y exactitud aceptables dentro de las condiciones
establecidas. Este al generar un valor indicativo no debera influir en la toma de

decisiones con respecto al método (Rodriguez et al., 2012).

la] + 108,

LDC =
b x+/n

1.1.3.5. Precision

La precision expresa el grado de dispersion que existe entre una serie de datos tomados
a partir de una muestra en comun. En condiciones de repetibilidad y reproducibilidad
se refleja los errores aleatorios que se evidencian al usar el método a validar. Se habla
de repetibilidad cuando las mediciones de las muestras las realiza el mismo analista
con el mismo instrumento y en el mismo periodo de tiempo; cualquier cambio en estas

condiciones demuestran que sélo serén reproducibles (UNODC, 2010).

Coeficiente de variacion:
CcVv S 100
= —x
X

Desviacion estandar relativa:

S %100
DSR = —
X




1.1.3.6. Exactitud

La exactitud es el grado de concordancia que existe entre el resultado del ensayo frente
a un valor de referencia. Este es el error sistematico que se genera entre el valor de la
media y el verdadero, este debe ser expresado como el porcentaje de recuperacion del

analito afiadido a la muestra (Rodriguez et al., 2012).

Porcentaje de recuperacion:

%R = = * 100

S| B

1.1.3.7.Incertidumbre

La incertidumbre es un pardametro que permite cuantificar la variacion de diferentes
factores que pueden afectar en los resultados de las mediciones de un mesurando,
lectura de datos o materiales de referencia. (Herrera, 2020) menciona que algunos de
los pardmetros que pueden aportar variabilidad en los resultados de medicién de
absorbancias empleando un Espectrofotdometro UV-VIS pueden ser factores asociados
con la resolucién, luz difusa, derivas y precision del equipo, uso de filtros, densidades

de las condiciones del experimento y densidades de los analitos.



1.2.0bjetivos

1.2.1.

Objetivo General:

Validar el método analitico por Espectrofotometria UV-VIS y comparar con la técnica

de cromatografia para la determinacion de edulcorantes en bebidas azucaradas en la

provincia de Tungurahua.

1.2.2.

Objetivos especificos:

Establecer la linealidad y sensibilidad del método para la medicion de la
respuesta del analito mediante curvas de calibracion.

Determinar el limite de deteccion y limite de cuantificacion del método para
determinar la minima concentracion del analito cuantificable y no
cuantificable, mediante la aplicacion de ecuaciones matematicas.

Calcular la precision y exactitud del metodo para valorar la confiabilidad de
los resultados mediante analisis matematicos.

Comparar las técnicas espectrofotométricas y cromatogréaficas para presencia
de edulcorantes sintéticos en bebidas azucaradas.
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CAPITULO II

METODOLOGIA
2.1.Localizacién geografica de la investigacion

La investigacion se llevo a cabo en la ciudad de Ambato en la Universidad Técnica de
Ambato en los laboratorios de la facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y
Biotecnologia. El laboratorio destinado a la fase experimental corresponde a
LACONAL (Laboratorio de Control y Analisis de Alimentos).
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Figura 1 Mapa de ubicacion del laboratorio LACONAL.

Fuente: (Google Maps, 2022).
2.2.Condiciones ambientales
Las condiciones de experimentacion dentro del laboratorio fueron:
Temperatura ambiente: 25°C

Humedad relativa: 85%
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2.3.Parametros aplicables para validar el método analitico por

espectrofotometria Uv-vis

Para la validacion de un método analitico, es importante determinar los parametros
que servirdn para evaluar el desempefio del método. Para ello se definen las
necesidades analiticas con sus respectivas caracteristicas de desempefio relacionadas,

asi como se detalla en la Tabla 1 (Eurachem).

Tabla 1 Parametros aplicables para validar el método analitico por espectrofotometria Uv-vis.

Elementos de las necesidades analiticas Caracteristicas de desempefio relacionadas

Respuesta cuantitativa Limite de deteccion

Limite de cuantificacion

Precision y exactitud de la respuesta 'y grado Exactitud
de incertidumbre permitido Precision de repetibilidad
Precisién de reproducibilidad
Incertidumbre

Grado de sensibilidad del método Sensibilidad

Proporcion que existe entre la concentracion Linealidad
del analito y su respuesta

Fuente: (EURACHEM, 1998)
2.4.Disefio experimental

Este trabajo forma parte del proyecto de investigacion “La Politica Tributaria y el
Consumo de Bebidas Azucaradas en el Ecuador”, cuya finalidad es determinar el
impacto del consumo de bebidas azucaradas en la salud de la poblacién. En relacion
con este estudio, el presente proyecto tiene como finalidad validar las curvas de
calibracién de soluciones estandar de edulcorantes sintéticos presentes en bebidas
azucaradas que se comercializan en el pais. A continuacion, se describen los
parametros seleccionados para el trabajo experimental previamente aprobado por

Consejo Universitario.
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Tabla 2 Descripcion del disefio experimental.

Parametro

Objetivo

Linealidad

Limite de Deteccién

Limite de Cuantificacién

Se obtuvo curvas de calibracion de 3 soluciones estandar con los
siguientes parametros:
- Sucralosa:
Longitud de onda (obtenida del barrido) 610 nm
7 mediciones de concentraciones conocidas segin la
metodologia propuesta
- Aspartamo:
Longitud de onda (obtenida del barrido) 585 nm
8 mediciones de concentraciones conocidas segun la
metodologia propuesta
- Acesulfame K:
Longitud de onda (obtenida del barrido) 246 nm
7 mediciones de concentraciones conocidas seguin la
metodologia propuesta
Se obtuvieron a partir de las formulas de limite de deteccion con
los resultados de las tres curvas de calibracion.
Se obtuvieron a partir de las férmulas de limite de cuantificacion

con los resultados de las tres curvas de calibracion.

Exactitud

Repetibilidad

Los resultados de absorbancia de las soluciones estandar se
compararon con valores de referencia obtenidos de la busqueda
bibliogréfica.

Se tomaron 4 grupos de mediciones adicionales para cada
solucion estandar en dias diferentes bajo las mismas condiciones

de las curvas de calibracion.

Reproducibilidad

Se tomaron 4 mediciones adicionales por cada concentracion

conocida para cada una de las soluciones estandar.

Incertidumbre

Para la obtencion de la incertidumbre expandida se combinaron los
valores referentes a la incertidumbre de las mediciones, conocida
también como repetibilidad, la incertidumbre del equipo y la

repetibilidad de las mediciones, con un nivel de confianza del 95%.

Tratamiento estadistico

Para la validaciéon de la hipdtesis se llevd a cabo un andlisis
ANOVA.
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2.5.Materiales y equipos

2.5.1. Materiales

e Reactivos

o Sucralosa (Lot #BCCD3883)
o Aspartamo (Lot #LRAC7356)
o Acesulfame K (Lot #BCCF4723)
o Agua destilada

o Acido acético

o Acetato de sodio

o Acetonitrilo

o Etanol absoluto

o Ninhidrina

o Tampdn fosfato

o Permanganato de potasio

o Hidrdxido de sodio

e Instrumental

o Tubos de ensayo

o Matraz

o Balon volumétrico

o Vaso de precipitacion

o Pipeta

o Varilla de agitacion

2.5.2. Equipos

Balanza analitica BOECO BBL - rango de pesaje de muestras (0,1 mg — 6 Kkg)
(BOECO, 2004).

Equipo espectrofotométrico UV — Visible, marca Thermo Scientific, Serie Evolution

60S. En la tabla 3 se presentan las especificaciones técnicas del equipo.
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Tabla 3 Especificaciones del espectrofotometro 60S UV — Vis.

Disefio optico Doble haz con detector interno de referencia

Ancho de banda espectral 1,0 nm

Fuente de luz Lampara flash de xen6n
Detector Dable fotodiodos de silicio
Longitud de onda 190 - 1100 nm

Exactitud +1,0nm

Repetibilidad +0,5nm

Incertidumbre +0,0003 A

Velocidad de barrido 4200 nm/min

Fuente: (Thermo, 2010) y |(Céceres NUfiez, 2016).
2.6.Preparacion de soluciones estandar

Para preparar las soluciones estandar de aspartamo, se siguio la metodologia descrita
por (Kabirul, 2017), para ello se disolvié 25 mg de aspartamo en 25 mL de agua
destilada hasta formar una solucion de 1 mg/mL, posteriormente se prepararon 6
diluciones seriadas con concentraciones entre 5 pg/mL y 50 pg/mL. De igual forma se
disolvié 25 mg de acesulfame K en 25 mL de agua destilada; a continuacion, se
realizaron 6 diluciones a concentraciones conocidas (Sastry et al., 1995). Finalmente,
para la solucion estandar de sucralosa se disolvio 25 mg en 25 mL de acetonitrilo, a
partir de alli se realizaron 6 diluciones con concentraciones desde 4 pg/mL a 16 pg/mL
(Rasha et al., 2010).
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2.7.Preparacion de soluciones buffer y soluciones del cromo6foro

Al trabajar con aspartamo se prepar6 un tampon de acetato y para ello se mezclaran 50
mL de acido acético (0,2 M) con 50 mL de acetato de sodio (0,2 M) hasta ajustar un
pH de 3,5. Para el cromdforo se disolvié 0,4 g de ninhidrina con 10 mL de etanol
absoluto (Kabirul, 2017). Para acesulfame K se preparé un tampén fosfato donde se
mezclaron 61, 2 mL de NazHPO4 (0,06 mol L) con 38,8 mL de KH2PO4 (0,06 mol L
1Y hasta ajustar un pH de 7,0 (Sastry et al., 1995). En cuanto a la sucralosa se prepar6
una solucion de KMnOs (5 x 10 M) la cual actuara como croméforo y una solucion
de NaOH (0,5 M) para ajustar el pH (Rasha et al., 2010).

2.8.0btencion de las curvas de calibracion de Aspartamo, Acesulfame K vy
Sucralosa

Para realizar la curva de calibracion de aspartame, se midieron las absorbancias a 585
nm de las 6 diluciones preparadas con anterioridad afiadiendo 0,5 mL del buffer y 2
mL ninhidrina, y se sometieron a bafio maria por 20 min, luego se diluy6 a 10 mL
(Lau et al., 1988). Para acesulfame K se afiadi6 a las diluciones estandar 2 mL del
tampon fosfato y aford hasta 10 mL con agua destilada. Se agit6 por 2 min y se realizd
la lectura a 246 nm para trazar la curva de calibracion (Sastry etal., 1995).
Finalmente, a las diluciones estandar de sucralosa se afiadié 3 mL de solucion KMnO4
(5x10° M) y 1 mL de NaOH (0,5 M) hasta obtener 10 mL. Se agit6 las mezclas y se
diluyé a volumen con agua destilada, se midio6 la absorbancia en los primeros 30 min
a 246 nm (Rasha et al., 2010).

2.9.Validacién de curvas de calibracién de soluciones estandar

Para la validacion de las curvas de calibracion de las soluciones estandar se emplearon
los parametros descritos en el capitulo 1 siguiendo el proceso de la figura 1 en donde
se hace referencia a los parametros medidos para la comprobacion de los resultados.
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Figura 2 Diagrama del proceso de validacion de las curvas de calibracion de las soluciones estandar.

2.9.1. Curvas de calibracién y linealidad

Para este parametro se emplearon las curvas de calibracion, mediante las cuales se
puso a elaborar una regresion lineal verificando el valor de R cuadrado y la pendiente
de la recta. Los datos de significancia estadistica de linealidad fueron corroborados
mediante una curva comparativa con valores de referencia de otras investigaciones de
soluciones estandar similares, para lo cual se verificd la aceptabilidad estadistica con

el valor de p.

2.9.2. Sensibilidad

Este parametro se determind a través de la pendiente de la curva de calibracion de las
soluciones estandar; a su vez, este parametro se pudo comparar con el limite de
deteccion que permitio obtener una idea mas general del funcionamiento del equipo

de medicion.

2.9.3. Limite de deteccion y cuantificacion

Estos valores se determinaron aplicando las ecuaciones descritas en los antecedentes
investigativos, en funcion de los datos obtenidos en las curvas de calibracion, de donde

se extrajo puntos relevantes de las mediciones de los analitos.
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2.9.4. Incertidumbre

En este analisis se tomd en cuenta la incertidumbre expandida que incluye el factor de
cobertura para un nivel de confianza del 95%, ademas de una incertidumbre
combinada referente al equipo, repetibilidad y reproducibilidad de cada solucion
estandar; para ello se siguié la formulacién descrita en cada tabla.

2.9.5. Precision

Para este parametro se verificd el nivel de precisién con respecto a un valor de
referencia obtenido bibliograficamente para cada solucion estandar, también se conoce

como el porcentaje de recuperacion.

2.9.6. Repetibilidad

Se hicieron cinco repeticiones de las mediciones de absorbancia para cada

concentracion por cada solucion estandar.

2.9.7. Reproducibilidad
Cada andlisis se llevd a cabo en diferentes dias en donde se tomaron las mediciones de

cada solucidn estandar bajo las mismas condiciones iniciales.

2.10. Objetivos de validacién de soluciones estandar

Luego de definir las condiciones de analisis de los resultados de las mediciones de las
soluciones estandar, se plantearon los siguientes objetivos para definir los parametros
de verificacion de la validacién del método propuesto para soluciones estandar de

edulcorantes sintéticos.

Tabla 4 Objetivos de validacidn de soluciones estandar de edulcorantes sintéticos.

Parametro Objetivo

Linealidad Las curvas de calibracion y regresion lineal presentan un R? >
0,99

Limite de Deteccion LOD < 0,08 mg/mL

Limite de Cuantificacion LOC £ 0,1 mg/mL

% Sr Precision repetibilidad 5%

% SR Precision reproducibilidad  10%

Sesgo 10%
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% U incertidumbre 25%

2.11. Planteamiento de la hipdtesis

Debido a que el tema planteado corresponde a la validacion del método analitico, uno
de los parametros principales para este fin, es la precision del método relacionada con
la variacion entre las mediciones de las absorbancias, para ello se tomo en cuenta un
andlisis ANOVA para verificar si existen diferencias significativas en las medias de

dos 0 mas grupos diferentes.
La hipdtesis para verificarse por cada solucion estandar corresponde a:
H, = Todas las medias son iguales
H, = No todas las medias son iguales

Nivel de significancia a = 0,05
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.Analisis y discusién de resultados

Soluciones estandar ‘

- =3

| Mediciones ‘

Figura 3 Obtencion de resultados de absorbancia en el espectrofotometro

En la figura 3 se presenta la ejecucion del proceso de preparacion de soluciones
estdndar y de medicion de los resultados de absorbancia obtenida en el
espectrofotémetro, los valores medidos se muestran en las siguientes tablas donde se

presentan las curvas de calibracion.
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3.1.1. Curvas de calibracién de la solucién estandar Sucralosa

Tabla 5 Resultados de curvas de calibracion — sucralosa — curva 1

INCERTIDUMBRE DE CALIBRACION INSTRUMENTAL - SUCRALOSA 610 nm

Curval Sxy
u cal. instr. = \/(uSx, y)?+(Estabilidad eq.)?+(u resolucién)? usSx,y = N
N " u estabilidad u
Concentracion Absorbancia Absorbancia Concentracion USxy % delequipo, resolucion, U, % U, %
Ho/L calculada calculada o o
0 0
4.00 0.136 0.141 3.81
6.00 0.196 0.191 6.20 2.092 0.741 0.278 2.236 4.473
8.00 0.246 0.241 8.19 1.584 0.561 0.210 1.693 3.386
10.00 0.289 0.292 9.90 1.310 0.464 0.174 1.401 2.801
12.00 0.335 0.342 11.73 1.106 0.392 0.147 1.182 2.364
14.00 0.398 0.392 14.23 0.911 0.323 0.121 0.974 1.948
16.00 0.441 0.442 15.94 0.813 0.288 0.108 0.870 1.739
Curva de calibracion
pendiente 0.0251 0.0401 intercepto
desv. Pendiente 0.0005 0.0057 desv. Intercepto 0.5
R2 0.9978 0.0056 error tipico 05 | YTOCEe 00401
0.1297 u error tip. mg/l | o4 ' /
0.35 /
VALIDACION os )
m 0.0251 m 0.0251 i el
lo 0.0401 Io 0.0401 | 925 e
SX,y 0.0056 Sx,y 0.0056 0.2 /
0.15 &
Reproducibilida Resolucion 01
d equipo 0.002 equipo 0.0015 0.05
u Reproducibil. Resolucion o ‘ ‘ ‘ ‘
mg/l 0.04593 mg/I 0.05966 0.00 5.00 10.00 15.00 20.00
factor de
coberura (k) 2 u resolucién 0.01722

En la tabla 5 de resultados de curvas de calibracion se observan los valores obtenidos

de la absorbancia para cada concentracion de 4 a 16 pg/mL. El analisis determina un

comportamiento lineal con un R cuadrado de 99,78% que se ajusta muy bien a los

datos recolectados, se puede determinar que la curva de calibracion es aceptable ya

que cumple con el objetivo de validacion debido a que esta es una representacion

gréafica de una propiedad cuantitativa en funcion de otra, en este caso, la concentracion

con respecto a la absorbancia, se necesita establecer una alta exactitud y confiabilidad

para demostrar la validez del modelo de calculo aplicado (Fajardo et al., 2018) . Se

observa que a medida que aumenta la concentracion aumenta la absorbancia. Con estos

resultados se obtuvo una sensibilidad calculada en base a los datos de entrada:

0,441 -10,136

16 — 4

S =10,025
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También se determind el limite de deteccién empleando la siguiente formula,

propuesta en (EURACHEM, 1998):
LoD = Xp10nco + 35
Donde:
LoD:limite de deteccién
Xpranco:Media de las mediciones
s: desviacion estandar de las mediciones

Para el caso del limite de cuantificacidn de aplicé la siguiente formula, propuesta en
(EURACHEM, 1998):

LOQ = fblanco + 10s
Donde:
LoQ:Limite de cuantificacion

Aplicando las férmulas se obtuvo un limite de deteccion de 0,0556 pg/mL y un limite

de cuantificacion de 0,0747 pg/mL
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Tabla 6 Resultados de curvas de calibracion — sucralosa — curva 2

INCERTIDUMBRE DE CALIBRACION INSTRUMENTAL - SUCRALOSA 610 nm

Curva 2 Sxy
u cal. instr. = \/(uSx, y)2+(Estabilidad eq.)?+(u resolucién)? uSxy = W
Concentracion  Absorbancia  Concentracion | o ¥ U estabilidad u resolucion, o o
ug/L Absorbancia calculada calculada u Sxyy % del equipo, % % u, % U, %
4.000 0.135 0.140 3.797
6.000 0.198 0.191 6.298 1.933 0.728 0.273 2.083 4.167
8.000 0.244 0.241 8.123 1.498 0.564 0.212 1.615 3.230
10.000 0.287 0.291 9.830 1.238 0.466 0.175 1.335 2.669
12.000 0.337 0.342 11.814 1.030 0.388 0.145 1.111 2.221
14.000 0.395 0.392 14.116 0.862 0.325 0.122 0.929 1.859
16.000 0.443 0.442 16.021 0.760 0.286 0.107 0.819 1.638
Curva de calibracion
pendiente 0.0252 0.0393 intercepto 0.500
desv. Pendiente 0.0005 0.0054 desv. Intercepto '
- 0.450
R2 0.9980 0.0053 error tipico v = 0.0252x+ 0.0393 /
0.1217 u error tip. mg/l 0.400 R7=0.998 Pl
0.350 /
VALIDACION 0.300
m 0.0252 m 0.0252 0.250 /
lo 0.0393 lo 00393 o200 et
Sxy 0.0053 Sxy 00083 |, yd
' 4
0.100
Reproducibilid “Resolucion 0.050
ad equipo 0.002 equipo, abs 0.0015 0.000 i i i '
u 0.000 5.000 10.000 15.000 20.000
Reproducibil. Resolucion
mg/I 0.04583 mg/l 0.05953
factor de
coberura (k) 2 u resolucién, m 0.01719

En la tabla 6 de resultados de curvas de calibracion se observan los valores obtenidos

de la absorbancia para cada concentracion de 4 a 16 pg/mL. El analisis determina un

comportamiento lineal con un R cuadrado de 99,80% que se ajusta muy bien a los

datos recolectados. Se observa que a medida que aumenta la concentracion aumenta la

absorbancia. Con estos resultados se obtuvo una sensibilidad calculada en base a los

datos de entrada:

S§=10,0252

También se determind el limite de deteccion y de cuantificacion, empleando las

férmulas propuestas en (EURACHEM, 1998), con lo cual se obtuvo:

LoD = 0,0549 pg/mL

LoQ = 0,0741 pg/mL
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Tabla 7 Resultados de curvas de calibracion — sucralosa — curva 3

INCERTIDUMBRE DE CALIBRACION INSTRUMENTAL - SUCRALOSA 610 nm

Curva 3

u cal. instr. = \/(uSx,y)2+(Estabilidad eq.)?+(u resolucién)?

s Sx,y
uSx,y =——
V3

S, Y
Concentracion

¥ u estabilidad

Concentracion . Absorbancia u resolucion,
Mg/l Absorbancia calculada calculada uSxy % del equipo, % % u, % U, %
4.000 0.132 0.139 3.72
6.000 0.197 0.190 6.30 2.533 0.726 0.272 2.649 5.298
8.000 0.243 0.240 8.12 1.965 0.563 0.211 2.055 4.110
10.000 0.291 0.291 10.02 1.592 0.456 0.171 1.665 3.331
12.000 0.333 0.341 11.68 1.366 0.391 0.147 1.428 2.857
14.000 0.399 0.392 14.29 1.116 0.320 0.120 1.167 2.334
16.000 0.439 0.442 15.87 1.005 0.288 0.108 1.051 2.102
Curva de calibracion
pendiente 0.0253 0.0379 intercepto 0.500
desv. Pendiente 0.0007 0.0071 desv. Intercepto y =0.0253x + 0.0379
R2 0.9966 0.0070 error tipico 0430 R7=0.9966 A
0.1595 u error tip. mg/I 0.400 /
0.350
VALIDACION /
m 0.0253 m 0.0253 0.300 /
lo 0.0379 lo 0.0379 0.250
Sx,y 0.0070 Sxy 0.0070 0200 /
0.150 //
Reproducibilid Resolucion 0.100
ad equipo 0.002 equipo 0.0015
0.050
u Reproducibil. Resolucion 0.000 . . . .
mg/| 0.04570 mg/I 0.05936 0.000 5.000 10.000 15.000 20.000
factor de
coberura (k) 2 u resolucién 0.01714

En la tabla 7 de resultados de curvas de calibracion se observan los valores obtenidos
de la absorbancia para cada concentracion de 4 a 16 pg/mL. El analisis determina un
comportamiento lineal con un R cuadrado de 99,66% que se ajusta muy bien a los
datos recolectados. Se observa que a medida que aumenta la concentracion aumenta la
absorbancia. Con estos resultados se obtuvo una sensibilidad calculada en base a los

datos de entrada;

§$=10,0253

También se determind el limite de deteccion y de cuantificacion, empleando las

formulas propuestas en (EURACHEM, 1998), con lo cual se obtuvo:

LoD = 0,0536 pg/mL

LoQ = 0,0729 pg/mL
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Tabla 8 Resultados de curvas de calibracion — sucralosa — curva 4

INCERTIDUMBRE DE CALIBRACION INSTRUMENTAL - SUCRALOSA 610 nm

Curvad

u cal. instr. = [ (uSx, y)2+(Estabilidad eq.)2+(u resolucion)?

Sx,
usSx,y = 2%y

V3

Concentracion

Absorbancia Concentracion.

¥ U estabilidad u resolucion,

Hg/L Absorbancia calculada calculada u'Sxy % del equipo, % % u, % U, %
4.000 0.133 0.140 3.73
6.000 0.197 0.190 6.26 2.523 0.729 0.273 2.640 5.280
8.000 0.246 0.241 8.19 1.927 0.556 0.209 2.017 4.033
10.000 0.292 0.292 10.01 1.577 0.456 0.171 1.651 3.302
12.000 0.333 0.342 11.63 1.358 0.392 0.147 1421 2.842
14.000 0.399 0.393 14.24 1.109 0.320 0.120 1.161 2.322
16.000 0.442 0.444 15.94 0.991 0.286 0.107 1.037 2.074
Curva de calibracion
pendiente 0.0253 0.0385 intercepto 0.500
desv. Pendiente 0.0007 0.0070 desv. Intercepto |0.450 y=0£2='r’(3)?‘9;2'70385 o
R2 0.9967 0.0069 error tipico 0.400
0.1579 u error tip. mg/l 0.350 /
0.300 /
VALIDACION el
m 0.0253 m 0.0253  [0-%0 7
lo 0.0385 lo 0.0385 0.200 /
Sx,y 0.0069 Sxy 0.0069 0.150 &
0.100
0.050
Reproducibilid Resolucion 0.000 ‘ ‘ ‘ ‘
ad equipo 0.002 equipo 0.0015 0.000 5.000 10.000 15.000 20.000
u Reproducibil. Resolucién
mg/I 0.04560 mg/l 0.05924
factor de

coberura (k)

2 u resolucién 0.01710

En la tabla 8 de resultados de curvas de calibracidn se observan los valores obtenidos

de la absorbancia para cada concentracion de 4 a 16 pg/mL. El analisis determina un

comportamiento lineal con un R cuadrado de 99,67% que se ajusta muy bien a los

datos recolectados. Se observa que a medida que aumenta la concentracion aumenta la

absorbancia. Con estos resultados se obtuvo una sensibilidad calculada en base a los

datos de entrada:

S =10,0253

También se determind el limite de deteccion y de cuantificacion, empleando las

férmulas propuestas en (EURACHEM, 1998), con lo cual se obtuvo:

LoD = 0,0542 pg/mL

LoQ = 0,0736 pg/mL
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Tabla 9 Resultados de curvas de calibracion — sucralosa — curva 5

INCERTIDUMBRE DE CALIBRACION INSTRUMENTAL - SUCRALOSA 610 nm

Curva 5

u cal. instr. = [ (uSx, y)2+(Estabilidad eq.)?+(u resolucion)?

s Sx,y
uSx,y = T
3

Concentracion

Absorbancia

o ., Y
Absorbancia Concentracion

u Sx,y %

~ — -
u estabilidad u resolucion,

u, %

U, %

Mo/l calculada calculada del equipo, % %
4.000 0.134 0.140 3.75
6.000 0.195 0.190 6.18 2.240 0.745 0.279 2.377 4.755
8.000 0.247 0.241 8.26 1.677 0.558 0.209 1.780 3.560
10.000 0.291 0.291 10.01 1.383 0.460 0.173 1.468 2.936
12.000 0.333 0.341 11.69 1.185 0.394 0.148 1.258 2.515
14.000 0.395 0.391 14.16 0.978 0.325 0.122 1.038 2.076
16.000 0.440 0.441 15.95 0.868 0.289 0.108 0.921 1.842
pendiente 0.0251 0.0400 intercepto Curva de calibracion
desv. Pendiente 0.0006 0.0061 desv. Intercepto 0.500
R2 0.9974 0.0060 error tipiCO 0.450 y = 0.0251x + 0.04
0.1385 u error tip. mg/l ’ R? =0.9974 /
0.400 /
VALIDACION 0.350 /
m 0.0251 m 0.0251 0.300
lo 0.0400 lo 0.0400 |50 il
Sxy 0.0060 Sxy 00060 | e
0.150 (/
Reproducibilid Resolucién 0.100
ad equipo 0.002 equipo 0.0015 0.050
0.000 : : : ‘
u Reproducibil. Resolucion 0.000 5.000 10.000 15.000 20.000
mg/I 0.04606 mg/I 0.05983
factor de
coberura (k) 2 u resolucién 0.01727

En la tabla 9 de resultados de curvas de calibracion se observan los valores obtenidos

de la absorbancia para cada concentracion de 4 a 16 pug/mL. El analisis determina un

comportamiento lineal con un R cuadrado de 99,74% que se ajusta muy bien a los

datos recolectados. Se observa que a medida que aumenta la concentracion aumenta la

absorbancia. Con estos resultados se obtuvo una sensibilidad calculada en base a los

datos de entrada:

§$=10,0251

También se determind el limite de deteccion y de cuantificacion, empleando las

formulas propuestas en (EURACHEM, 1998), con lo cual se obtuvo:

LoD = 0,0555 pg/mL

LoQ = 0,0745 pg/mL
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En las siguientes tablas se muestra un resumen del tratamiento estadistico de las curvas

de calibracion obtenidas para la sucralosa, los valores del analisis ANOVA se

encuentran en los anexos.

Tabla 10 Resumen de resultados de incertidumbres, reproducibilidad y repetibilidad del método para

sucralosa

RESUMEN

Pendiente, Intercepto al eje e Incertidumbre de calibracion instrumental por curva

m Validacion lo Validacion u cal. Validacion Sxy Validacion
Instrum.
Curval 0.0251 ok 0.0401 ok 4.4728 ok 0.0056 ok
Curva2 0.0252 ok 0.0393 ok 4.1666 ok 0.0053 ok
Curva3 0.0253 ok 0.0379 ok 5.2983 ok 0.007 ok
Curva4 0.0253 ok 0.0385 ok 5.2803 ok 0.0069 ok
Curva5 0.0251 ok 0.0400 ok 4.7546 ok 0.006 ok
Promedio 0.0252 0.0392 4.7945 0.0062
desv.estand  0.0001 0.0010 0.4973 0.0008
Maximo 0.0253 0.0401 0.0070
minimo 0.0251 0.0379 4.1666 0.0053
Precision por Repetibilidad y Reproducibilidad
Val_or Conc.. Matriz SR % SR Sr % Sr Sesgo % Sesgo % "
nominal  promedio Recuperacion
Nivell 0.14 0.1328 4 pg/mL 0.0019 1.4386 0.0019 1.4243 0.0072 5.39 95
Nivel2 0.19 0.1958 6 pg/mL 0.0016 0.8259 0.0015 0.7676 -0.0054 2.78 103
Nivel3 0.24 0.2456 8 pg/mL 0.0044 1.7812 0.0043 1.7373 -0.0048 1.94 102
Nivel4 0.29 0.2899 10 pg/mL 0.0014 0.4809 0.0013 0.4550 0.0015 0.51 99
Nivel5 0.34 0.3345 12 pg/mL 0.0019 0.5773 0.0018 0.5348 0.0071 2.13 98
Nivel6 0.39 0.3966 14 pg/mL 0.0022 0.5434 0.0020 0.5055 -0.0046 1.16 101
Nivel7 0.44 0.4417 16 pg/mL 0.0027 0.6060 0.0025 0.5719 0.0005 0.12 100
Maximo 0.0044 1.7812 0.0043 1.7373 0.0000 5.39

Incertidumbres de calibracion instrumental de los patrones de calibracion de las curvas de calibracién

curva l curva 2 curva 3 curva 4 curvab Maximo
PC1 4.47 4.17 5.30 5.28 4.75 5.30
PC2 3.39 3.23 4.11 4.03 3.56 4.11
PC3 2.80 2.67 3.33 3.30 2.94 3.33
PC4 2.36 2.22 2.86 2.84 2.52 2.86
PC5 1.95 1.86 2.33 2.32 2.08 2.33
PC6 1.74 1.64 2.10 2.07 1.84 2.10

En la tabla 10 se observan los porcentajes de repetibilidad, reproducibilidad y sesgo,

y se determina que se encuentran dentro de los limites establecidos por los objetivos

planteados.
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Tabla 11 Célculo de incertidumbre para el método aplicado en la solucién estandar sucralosa

CALCULO INCERTIDUMBRE DEL METODO DE ENSAYO

U=k*u+CNR

u= \/(u lectura instrumental)?+(u resolucién)?2+SR?

lectura instrumental = calibracién instrumental

. . Conc. u cal instru, u método, U metodo,

Niveles Matriz Promedio mg/l % ures,% SR, % % Sesgo %
Nivell 4 pug/mL 0.13 2.65 2.17 1.44 3.72 0.01 7.44
Nivel2 6 pg/mL 0.20 2.06 1.47 0.83 2.66 -0.01 5.33
Nivel3 8 ug/mL 0.25 1.67 1.18 1.78 2.71 0.00 5.42
Nivel4 10 pg/mL 0.29 1.43 1.00 0.48 1.81 0.00 3.61
Nivel5 12 pg/mL 0.33 1.17 0.86 0.58 1.56 0.01 3.13
Nivel6 14 pg/mL 0.40 1.05 0.73 0.54 1.39 0.00 2.78
Nivel7 16 pg/mL 0.44 0.00 0.65 0.61 0.89 0.00 1.78
Méaximo 7.44

En la tabla 11 se observa el sesgo obtenido en cada nivel de medicion de la sucralosa
y la incertidumbre del método, el maximo valor obtenido es de 7,44% y se encuentra
dentro de los objetivos planteados de validacion. Asi también, el sesgo calculado es
minimo, oscila entre — 0,01 y 0,01 valores muy cercanos a la medicion esperada por

cada nivel.

En la tabla 12 se presenta un resumen del cumplimiento de los objetivos de validacion
para el método de analisis y determinacion de soluciones estandar, en este caso, se
presentan los resultados de la sucralosa con una longitud de onda de 610 nm y un rango
de trabajo de 4 a 16 pg/mL con un porcentaje de incertidumbre de 7,44% y una

exactitud dentro de los limites calculados, como se presenta en la tabla.
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Tabla 12 Validacion del método aplicado para la determinacion de sucralosa

a. VERIFICACION DE CUMPLIMIENTO DE OBJETIVOS Y RESULTADOS

Parametro Objetivo Resultado Cumple/
No cumple
Linealidad/Funcion respuesta  minimo 0,99 0.997 cumple
Limite de deteccion 0.08 0.0547 cumple
Limite de cuantificacion 0.1 0.0740 cumple
% Sr Precision
0,
repetibilidad 5.00% 1.74 cumple
% SR Precision
0,
Reproducibilidad 10.00% 178 cumple
Sesgo 10.00% 5.39 cumple
% U 10.00% 7.44 cumple
Incertidumbre de metodo validado

Niveles Conc., ppm U, %

Nivell 0.13 7.44

Nivel2 0.20 5.33

Nivel3 0.25 5.42

Nivel4 0.29 3.61

Nivel5 0.33 3.13

Nivel6 0.40 2.78

Nivel7 0.44 1.78

m promedio lo promedio sm slo Sxy méximo

0.0252 0.0392 0.0001 0.0010 0.0070

b. CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO PARA LA VALIDEZ DE LOS RESULTADOS

1. Precision
Limite Limite
ST ts (90%) Alarma ts (95%) Critico
1.74 1.66 4.08 1.98 4.87
2. Exactitud ,
Nivel Valor nominal U, % u ts (90%0) Limite ts (95%0) '-if“.'te
! Alarma Critico
Nivell 0.14 7.44 3.72 1.66 8.73 1.98 10.44
Nivel2 0.19 5.33 2.66 1.66 6.25 1.98 7.47
Nivel3 0.24 5.42 2.71 1.66 6.36 1.98 7.60
Nivel4 0.29 3.61 1.81 1.66 4.24 1.98 5.07
Nivel5 0.34 3.13 1.57 1.66 3.68 1.98 4.39
Nivel6 0.39 2.78 1.39 1.66 3.27 1.98 3.90
Nivel7 0.44 1.78 0.89 1.66 2.09 1.98 2.50

El método de ensayo: Procedimiento de método de anélisis de solucion estandar de sucralosa
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3.1.2. Curvas de calibracién de la solucién estandar Aspartamo

Tabla 13 Resultados de curvas de calibraciéon — aspartamo — curva 1

INCERTIDUMBRE DE CALIBRACION INSTRUMENTAL - ASPARTAMO 585 nm

Anaélisis 1

Sx,
u cal. instr. = \/(uSx, y)2+(Estabilidad eq.)?+(u resolucion)? uSxy = Wy
Concentracion . Absorbancia Concentracion | ¥ Uestabilidad u resolucion,
g/l Absorbancia calculada calculada u'Sxy % del equipo, % % u, % U, %
10.00 0.042 0.044 9.11
15.00 0.052 0.052 15.02 2.592 4.541 1.703 5.499 10.998
20.00 0.061 0.060 20.34 1.915 3.354 1.258 4.062 8.123
25.00 0.07 0.069 25.65 1.518 2.659 0.997 3.220 6.440
30.00 0.078 0.077 30.38 1.282 2.245 0.842 2.719 5.438
35.00 0.086 0.086 35.11 1.109 1.943 0.729 2.353 4.706
40.00 0.095 0.094 40.42 0.963 1.687 0.633 2.044 4.087
45.00 0.101 0.103 43.97 0.886 1.551 0.582 1.879 3.758
Curva de calibracion
pendiente 0.0017 0.0266 intercepto
desv. Pendiente 0.0000 0.0010 desv. Intercepto 0.12
R2 0.9974 0.0011 error tipico Y e °
0.3894 u error tip. mg/l 0.1 /
VALIDACION 0.08
m 0.0017 m 0.0017 /
lo 0.0266 lo 0.0266 0.06
Sxy 0.0011 Sx,y 0.0011 /
0.04
Reproducibilid Resolucién 0.02
ad equipo 0.002 equipo 0.0015 ’
u Reproducibil. Resolucion o ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
mg/l 0.68210 mg/l 0.88608 0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00
factor de
coberura (k) 2 u resolucién 0.25579

En la tabla 13 de resultados de curvas de calibracion se observan los valores obtenidos
de la absorbancia para cada concentracion de 10 a 45 pg/mL. El anélisis determina un
comportamiento lineal con un R cuadrado de 99,74% que se ajusta muy bien a los
datos recolectados, se puede determinar que la curva de calibracion es aceptable ya
que cumple con el objetivo de validacion debido a que esta es una representacion
grafica de una propiedad cuantitativa en funcion de otra, en este caso, la concentracion
con respecto a la absorbancia, se necesita establecer una alta exactitud y confiabilidad
para demostrar la validez del modelo de calculo aplicado (Fajardo et al., 2018) . Se
observa que a medida que aumenta la concentracion aumenta la absorbancia. Con estos

resultados se obtuvo una sensibilidad calculada en base a los datos de entrada:
S =0,0017

También se determind el limite de deteccion y de cuantificacion, empleando las
férmulas propuestas en (EURACHEM, 1998), con lo cual se obtuvo:
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LoD = 0,0268 mg/mL

LoQ = 0,0270 mg/mL

Tabla 14 Resultados de curvas de calibracion — aspartamo — curva 2

INCERTIDUMBRE DE CALIBRACION INSTRUMENTAL - ASPARTAMO 585 nm

Andlisis 2 Sx,y
u cal. instr. = \/ (uSx, y)2+(Estabilidad eq.)?+(u resolucién)? uSxy = T‘S
Al Al u
Concentracion Absorbancia Absorbancia Concentracion U Sxy % u estab.llldad resolucion, U, % U, %
ua/L calculada calculada del equipo, % %
10.00 0.040 0.041 9.628
15.00 0.051 0.051 15.089 3.620 3.799 1.425 5.438 10.875
20.00 0.063 0.061 21.046 2.595 2.724 1.021 3.898 7.797
25.00 0.071 0.071 25.018 2.183 2.291 0.859 3.279 6.559
30.00 0.081 0.081 29.982 1.822 1.912 0.717 2.736 5.473
35.00 0.089 0.091 33.954 1.609 1.688 0.633 2.416 4.833
40.00 0.099 0.101 38.918 1.403 1.473 0.552 2.108 4.216
45.00 0.114 0.111 46.365 1.178 1.236 0.464 1.770 3.539
Curva de calibracion
pendiente 0.0020 0.0206 intercepto 0.120
desv. Pendiente 0.0001 0.0018 desv. Intercepto ’ y = 0.002x + 0.0206
R2 0.9949 0.0019 error tipico 0100 R? = 0.9949 /
0.5462 u error tip. mg/l : /
VALIDACION 0.080
m 0.0020 m 0.0020
lo 0.0206 lo 0.0206 | 0060
SX,y 0.0019 Sxy 0.0019
0.040 &
Reproducibilida “Resolucion 0.020
d equipo 0.002 equipo, abs 0.0015
u Reproducibil. Resolucion 0.000 ‘ : : ‘ ‘
mg/! 0.57326 mg/l 0.74468 0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00
factor de
coberura (k) 2 u resolucién, 0.21497

En la tabla 14 de resultados de curvas de calibracién se observan los valores obtenidos

de la absorbancia para cada concentracion de 10 a 45 pug/mL. El analisis determina un

comportamiento lineal con un R cuadrado de 99,49% que se ajusta muy bien a los

datos recolectados. Se observa que a medida que aumenta la concentracion aumenta la

absorbancia. Con estos resultados se obtuvo una sensibilidad calculada en base a los

datos de entrada:

S$ =0,0020

También se determind el limite de deteccion y de cuantificacion, empleando las

formulas propuestas en (EURACHEM, 1998), con lo cual se obtuvo:
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LoD = 0,0209 mg/mL

LoQ =0,0212 mg/mL

Tabla 15 Resultados de curvas de calibracion — aspartamo — curva 3

INCERTIDUMBRE DE CALIBRACION INSTRUMENTAL - ASPARTAMO 585 nm

Andlisis 3
Sx,y
u cal. instr. = [ (uSx, y)?+(Estabilidad eq.)?+(u resolucion)? uSx,y = 7
» . T N - u
Concentracion Absorbancia Absorbancia Concentracion U Sxy % u estab_llldad resolucion, U, % U, %
Ha/L calculada calculada del equipo, % %
10.00 0.041 0.043 8.57
15.00 0.053 0.052 15.67 3.712 4.359 1.635 5.955 11.909
20.00 0.061 0.060 20.40 2.851 3.348 1.256 4.573 9.147
25.00 0.069 0.069 25.13 2.314 2.718 1.019 3.712 7.425
30.00 0.078 0.077 30.46 1.910 2.243 0.841 3.063 6.127
35.00 0.087 0.086 35.78 1.626 1.909 0.716 2.608 5.215
40.00 0.095 0.094 40.51 1.436 1.686 0.632 2.303 4.606
45.00 0.100 0.103 43.47 1.338 1.571 0.589 2.146 4.293
Curva de calibracién
pendiente 0.0017 0.0265 intercepto 0.120 T00017x50.0265
desv. Pendiente 0.0001 0.0016 desv. Intercepto Ve kz _ 0:94'2

R2 0.9942 0.0017 error tipico 0.100 =
0.5817 u error tip. mg/I /
0.080
VALIDACION 0060 /
m 0.0017 m 0.0017 ’ /’
lo 0.0265 lo 0.0265 | 4040

Sx,y 0.0017 Sxy 0.0017
0.020
Reproducibilid Resolucién 0.000 . . . . s
ad equipo 0.002 equipo 0.0015 0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00
u
Reproducibil. Resolucion
mg/| 0.68306 mg/l 0.88732
factor de
coberura (k) 2 u resolucién 0.25615

En la tabla 15 de resultados de curvas de calibracion se observan los valores obtenidos
de la absorbancia para cada concentracion de 10 a 45 pg/mL. El analisis determina un
comportamiento lineal con un R cuadrado de 99,42% que se ajusta muy bien a los
datos recolectados. Se observa que a medida que aumenta la concentracion aumenta la
absorbancia. Con estos resultados se obtuvo una sensibilidad calculada en base a los

datos de entrada:

S§=0,0017
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También se determind el limite de deteccion y de cuantificacion, empleando las

formulas propuestas en (EURACHEM, 1998), con lo cual se obtuvo:

LoD = 0,0267 mg/mL

LoQ = 0,0269 mg/mL

Tabla 16 Resultados de curvas de calibracién — aspartamo — curva 4

INCERTIDUMBRE DE CALIBRACION INSTRUMENTAL - ASPARTAMO 585 nm

Analisis 4

u cal. instr. = \/(uSx, y)2+(Estabilidad eq.)?+(u resolucién)? uSx,y = %
Concentracion _ Absorbancia Concentracion | ¥ Uestabilidad u resolucion,
Ho/L Absorbancia calculada calculada u Sxy % del equipo, % % u, % U, %
10.00 0.043 0.044 9.49
15.00 0.052 0.052 14.99 2.031 4.704 1.764 5.419 10.838
20.00 0.060 0.060 19.87 1.532 3.548 1.330 4.087 8.174
25.00 0.069 0.068 25.36 1.200 2.779 1.042 3.202 6.403
30.00 0.078 0.077 30.86 0.987 2.284 0.857 2.632 5.263
35.00 0.085 0.085 35.13 0.867 2.007 0.752 2.312 4.623
40.00 0.093 0.093 40.01 0.761 1.762 0.661 2.029 4.059
45.00 0.100 0.101 44.29 0.687 1.592 0.597 1.834 3.667
Curva de calibracion
pendiente 0.0016 0.0275 intercepto 0.120
desv. Pendiente 0.0000 0.0008 desv. Intercepto y =0.0016x +0.0275
R2 0.9984 0.0009 error tipico R? =0.9984

0.100 2
0.3044 u error tip. mg/l /
VALIDACION 0.080 /
m 0.0016 m 0.0016
lo 0.0275 lo 0.0275 0.060
Sxy 0.0009 Sxy 0.0009 /

0.040

Reproducibilid Resolucion 0.020

ad equipo 0.002 equipo 0.0015

u 0.000 : : : : )
Reproducibil. Resolucion 0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00
mg/l 0.70490 mg/l 0.91570

factor de

coberura (k) 2 u resolucién 0.26434

En la tabla 16 de resultados de curvas de calibracion se observan los valores obtenidos
de la absorbancia para cada concentracion de 10 a 45 pg/mL. El analisis determina un
comportamiento lineal con un R cuadrado de 99,84% que se ajusta muy bien a los
datos recolectados. Se observa que a medida que aumenta la concentracion aumenta la
absorbancia. Con estos resultados se obtuvo una sensibilidad calculada en base a los

datos de entrada:

$=0,0016
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También se determind el limite de deteccion y de cuantificacion, empleando las

formulas propuestas en (EURACHEM, 1998), con lo cual se obtuvo:

LoD = 0,0277 mg/mL

LoQ = 0,0279 mg/mL

Tabla 17 Resultados de curvas de calibracién — aspartamo — curva 5

INCERTIDUMBRE DE CALIBRACION INSTRUMENTAL - ASPARTAMO 585 nm

Anadlisis 5
u cal. instr. = [ (uSx,y)?+(Estabilidad eq.)?+(u resolucién)? uSx,y = %

Concentraciéon . Absorbancia Concentracion | ¥ uestabilidad u resolucion,
Mg/l Absorbancia calculada calculada uSxy % del equipo, % % u, % U, %
10.00 0.043 0.042 10.64
15.00 0.051 0.052 14.66 3.588 3.962 1.486 5.547 11.095
20.00 0.063 0.062 20.70 2.542 2.806 1.052 3.930 7.859
25.00 0.071 0.072 24.72 2.128 2.349 0.881 3.290 6.580
30.00 0.080 0.081 29.25 1.799 1.986 0.745 2.781 5.562
35.00 0.089 0.091 33.77 1.557 1.720 0.645 2.408 4.816
40.00 0.101 0.101 39.91 1.318 1.455 0.546 2.038 4.076
45.00 0.114 0.111 46.35 1.135 1.253 0.470 1.755 3.509

pendiente 0.0020 0.0219 intercepto Curva de calibracion

desv. Pendient¢ 0.0001 0.0017 desv. Intercepto

R2 0.9953 0.0018 error tipico 0.120

0.5260 u error tip. mg/l V= %?22;;9%2219 /

0.100
VALIDACION /
m 0.0020 m 0.0020 0.080
lo 0.0219 lo 0.0219 0060
SX.y 0.0018 Sxy 0.0018 : /
0.040

Reproducibili Resolucion 0.020

dad equipo 0.002 equipo 0.0015

u 0.000 . . . . s
Reproducibil. Resolucion 0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00
mg/| 0.58081 mg/I 0.75449

factor de

coberura (k) 2 u resolucion 0.21780

En la tabla 17 de resultados de curvas de calibracion se observan los valores obtenidos
de la absorbancia para cada concentracion de 10 a 45 pg/mL. El anlisis determina un
comportamiento lineal con un R cuadrado de 99,53% que se ajusta muy bien a los
datos recolectados. Se observa que a medida que aumenta la concentracion aumenta la
absorbancia. Con estos resultados se obtuvo una sensibilidad calculada en base a los

datos de entrada:

S§ =0,0020
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También se determind el limite de deteccion y de cuantificacion, empleando las

formulas propuestas en (EURACHEM, 1998), con lo cual se obtuvo:
LoD = 0,0221 mg/mL
LoQ = 0,0225 mg/mL

En las siguientes tablas se muestra un resumen del tratamiento estadistico de las curvas
de calibracién obtenidas para la sucralosa, los valores del andlisis ANOVA se

encuentran en los anexos.

Tabla 18 Resumen de resultados de incertidumbres, reproducibilidad y repetibilidad del método para
aspartamo

RESUMEN

Pendiente, Intercepto al eje e Incertidumbre de calibracién instrumental por curva

Al
m Validacion lo Validacion ucal. Validacion Sxy Validacion
Instrum.
Curval 0.0017 ok 0.0266 ok 10.9982 ok 0.0011 ok
Curva 2 0.0020 ok 0.0206 ok 10.8751 ok 0.0019 ok
Curva3 0.0017 ok 0.0265 ok 11.9092 ok 0.0017 ok
Curva 4 0.0016 ok 0.0275 ok 10.8380 ok 0.0009 ok
Curva 5 0.0020 ok 0.0219 ok 11.0949 ok 0.0018 ok
Promedio 0.0018 0.0246 11.1431 0.0015
desv.estand  0.0002 0.0031 0.4402 0.0004
Maximo 0.0020 0.0275 0.0019
minimo 0.0016 0.0206 10.8380 0.0009
Precision por Repetibilidad y Reproducibilidad
Val_or Conc._ Matriz SR % SR Sr % Sr Sesgo % Sesgo % -
nominal  promedio Recuperacion
Nivell 0.04 0.0418 10 pg/mL 0.0012 2.7885 0.0006 1.4368 0.0004 1.05 99
Nivel2 0.05 0.0522 15 pg/mL 0.0016 3.0723 0.0015 2.9157 -0.0006 1.23 101
Nivel3 0.06 0.0620 20 pg/mL 0.0019 3.0177 0.0017 2.8047 -0.0012 1.87 102
Nivel4 0.07 0.0708 25 pg/mL 0.0016 2.3308 0.0015 2.1618 -0.0006 0.79 101
Nivel5 0.08 0.0796 30 pg/mL 0.0032 4.0494 0.0032 3.9588 -0.0002 0.30 100
Nivel6 0.09 0.0881 35 pg/mL 0.0035 3.9447 0.0032 3.6117 -0.0001 0.09 100
Nivel7 0.10 0.1014 40 pg/mL 0.0005 0.4970 0.0005 0.4591 -0.0032 3.13 103
Nivel8 0.11 0.1166 45 pg/mL 0.0038 3.2989 0.0036 3.0539 -0.0090 7.72 108
Méximo 0.0032 4.0494 0.0032 3.9588 0.0000 1.87

Incertidumbres de calibracién instrumental de los patrones de calibracion de las curvas de calibracion

curval curva 2 curva 3 curva 4 curva s Maximo
PC1 11.00 10.88 11.91 10.84 11.09 11.91
PC2 8.12 7.80 9.15 8.17 7.86 9.15
PC3 5.44 5.47 6.13 5.26 5.56 6.13
PC4 4,71 4.83 5.22 4.62 4.82 5.22
PC5 4.09 4.22 4,61 4.06 4.08 4.61
PC6 3.76 3.54 4.29 3.67 3.51 4.29

En la tabla 18 se observan los porcentajes de repetibilidad, reproducibilidad y sesgo,
y se determina que se encuentran dentro de los limites establecidos por los objetivos
planteados.
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Tabla 19 Calculo de incertidumbre para el método aplicado en la solucidn estandar aspartamo

CALCULO INCERTIDUMBRE DEL METODO DE ENSAYO

U=k+*u+CNR

u= \/ (u lectura instrumental)?+(u resolucién)?+SR?

lectura instrumental = calibracion instrumental

. . Conc. u cal instru, u método, U metodo,
Niveles Matriz Promedio mg/l % ures,% SR, % % Sesgo %
Nivell 10 pg/mL 0.04 5.95 6.91 2.79 9.54 0.00 19.08
Nivel2 15 pg/mL 0.05 4,57 5.53 3.07 7.80 0.00 15.61
Nivel3 20 pg/mL 0.06 3.06 4.66 3.02 6.34 0.00 12.68
Nivel4 25 pg/mL 0.07 2.61 4.08 2.33 5.37 0.00 10.75
Nivel5 30 pg/mL 0.08 2.30 3.62 4.05 5.90 0.00 11.81
Nivel6 35 pg/mL 0.09 2.15 3.28 3.94 5.56 0.00 11.12
Nivel7 40 pg/mL 0.10 0.00 2.85 0.50 2.89 0.00 5.78
Nivel8 45 pg/mL 0.12 0.00 2.48 3.30 4.12 -0.01 8.26
Méaximo 19.08

En la tabla 19 se observa el sesgo obtenido en cada nivel de medicion de la sucralosa
y la incertidumbre del método, el méximo valor obtenido es de 19,08% y se encuentra
dentro de los objetivos planteados de validacion. Asi también, el sesgo calculado es
minimo, oscila entre 0,0 y 0,01 valores muy cercanos a la medicion esperada por cada

nivel.

En la tabla 20 se presenta un resumen del cumplimiento de los objetivos de validacion
para el método de analisis y determinacion de soluciones estandar, en este caso, se
presentan los resultados de la sucralosa con una longitud de onda de 585 nm y un rango
de trabajo de 10 a 45 pg/mL con un porcentaje de incertidumbre de 19,08% y una

exactitud dentro de los limites calculados, como se presenta en la tabla.

35



Tabla 20 Validacién del método aplicado para la determinacion de aspartamo
a. VERIFICACION DE CUMPLIMIENTO DE OBJETIVOS Y RESULTADOS

Parametro Objetivo Resultado Cumple/
No cumple
Linealidad/Funcidn respuesta ~ minimo 0,99 0.996 cumple
Limite de deteccion 0.08 0.0249 cumple
Limite de cuantificacion 0.1 0.0252 cumple
% Sr Precision
0,
repetibilidad 5.00% 3.96 cumple
% SR Precision
0,
Reproducibilidad 10.00% 4.05 cumple
Sesgo 10.00% 1.87 cumple
% U 25.00% 19.08 cumple
Incertidumbre de metodo validado

Niveles Conc., ppm U, %

Nivell 0.04 19.08

Nivel2 0.05 15.61

Nivel3 0.06 12.68

Nivel4 0.07 10.75

Nivel5 0.08 11.81

Nivel6 0.09 11.12

Nivel7 0.10 5.78

m promedio lo promedio sm slo Sxy maximo

0.0018 0.0246 0.0002 0.0031 0.0019

b. CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO PARA LA VALIDEZ DE LOS RESULTADOS

1. Precision

Limite Limite

0, (0)

Sr ts (90%) Alarma ts (95%) Critico

3.96 1.66 9.29 1.98 11.11
2. Exactitud

. . Limite Limite
0, 0, 0,

Nivel Valor nominal U, % u ts (90%0) Alarma ts (95%) Critico
Nivell 0.04 19.08 9.54 1.66 22.40 1.98 26.77
Nivel2 0.05 15.61 7.80 1.66 18.32 1.98 21.89
Nivel3 0.06 12.68 6.34 1.66 14.89 1.98 17.79
Nivel4 0.07 10.75 5.37 1.66 12.62 1.98 15.08
Nivel5 0.08 11.81 5.90 1.66 13.86 1.98 16.56
Nivel6 0.09 11.12 5.56 1.66 13.05 1.98 15.60
Nivel7 0.10 5.78 2.89 1.66 6.79 1.98 8.12
Nivel8 0.11 8.26 4,13 1.66 9.69 1.98 11.59

El método de ensayo: Procedimiento de método de analisis de solucién estandar de aspartamo
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3.1.3. Curvas de calibracién de la solucién estandar Acesulfame K

Tabla 21 Resultados de curvas de calibracion — acesulfame K — curva 1

INCERTIDUMBRE DE CALIBRACION INSTRUMENTAL - ACESULFAME K 246 nm

Andlisis 1 Sx,y
u cal. instr. = \/(uSx,y)2+(Estabilidad eq.)?+(u resolucién)? uSxy= 73
Al Al
Concentracion . Absorbancia Concentracion u estabilidad u resolucion
0, ' 0, 0,
mg/L Absorbancia calculada calculada u'Sxy % del equipo, % % u, % U, %
0.16 0.045 0.048 0.15
0.20 0.058 0.057 0.20 2.652 2427 0.910 3.708 7.417
0.25 0.069 0.069 0.25 2.154 1.971 0.739 3.012 6.024
0.30 0.083 0.080 0.31 1.738 1.591 0.597 2.431 4.862
0.35 0.094 0.092 0.36 1.509 1.382 0.518 2111 4.222
0.40 0.102 0.104 0.39 1.378 1.261 0.473 1.927 3.853
0.45 0.114 0.115 0.44 1.218 1.115 0.418 1.703 3.407
Curva de calibracion
pendiente 0.2332 0.0104 intercepto
desv. Pendiente 0.0084 0.0027 desv. Intercepto 014 77— 02332x+ 0.0104
R2 0.9935 0.0022 error tipico 012 R? = 0.9935
0.0054 u error tip. mg/l '
o1 -

VALIDACION ‘ /
m 0.2332m 02332 | 008
lo 0.0104 lo 0.0104 /
0.06

SX.Y 0.0022 Sx,y 0.0022 /
— _ 0.04
Reproducibilida Resolucion
d equipo 0.002 equipo 0.0015 0.02
u Reproducibil. Resolucién
mg/l 0.00495 mg/l 0.00643 0 '
factor de 0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50
coberura (k) 2 u resolucién 0.00186

En la tabla 21 de resultados de curvas de calibracion se observan los valores obtenidos
de la absorbancia para cada concentracion de 0,16 a 0,45 mg/mL. El analisis determina
un comportamiento lineal con un R cuadrado de 99,35% que se ajusta muy bien a los
datos recolectados, se puede determinar que la curva de calibracién es aceptable ya
que cumple con el objetivo de validacion debido a que esta es una representacion
gréfica de una propiedad cuantitativa en funcidn de otra, en este caso, la concentracion
con respecto a la absorbancia, se necesita establecer una alta exactitud y confiabilidad
para demostrar la validez del modelo de calculo aplicado (Fajardo et al., 2018) . Se
observa que a medida que aumenta la concentracion aumenta la absorbancia. Con estos

resultados se obtuvo una sensibilidad calculada en base a los datos de entrada:
5 =0,2332

También se determiné el limite de deteccion y de cuantificacion, empleando las

formulas propuestas en (EURACHEM, 1998), con lo cual se obtuvo:
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LoD = 0,0465 mg/mL

LoQ = 0,0869 mg/mL

Tabla 22 Resultados de curvas de calibracion — acesulfame K — curva 2

INCERTIDUMBRE DE CALIBRACION INSTRUMENTAL - ACESULFAME K 246 nm

Andlisis 2

Sx,y
u cal. instr. = [ (uSx, y)2+(Estabilidad eq.)?+(u resolucion)? uSx,y = 73
Concentracion . Absorbancia Concentracion | ¥ uestabilidad  u resolucion
[v) ! 0, [v)
mg/L Absorbancia calculada calculada uSxy % del equipo, % % u, % U, %
0.16 0.044 0.047 0.146
0.20 0.057 0.057 0.201 3.309 2.416 0.906 4.196 8.391
0.25 0.070 0.069 0.255 2.601 1.899 0.712 3.299 6.597
0.30 0.084 0.081 0.314 2.114 1.544 0.579 2.681 5.362
0.35 0.095 0.093 0.360 1.843 1.346 0.505 2.337 4.675
0.40 0.103 0.104 0.394 1.686 1.231 0.462 2.138 4.276
0.45 0.114 0.116 0.440 1.509 1.102 0.413 1.914 3.827
Curva de calibracion
pendiente 0.2382 0.0092 intercepto
desv. Pendiente 0.0106 0.0034 desv. Intercepto 0-140 v =0.2382x+ 0.0092
R2 0.9902 0.0027 error tipico 0120 R? = 0.9902

0.0066 u error tip. mg/l /
0.100
VALIDACION /
m 0.2382 m 0.2382 0.080
lo 0.0092 Io 0.0092 /
Sxy 0.0027 Sxy 0.0027 0.060 /

0.040

Reproducibilid “Resolucion

ad equipo 0.002 equipo, abs 0.0015 0.020

u Reproducibil. Resolucion 0'0000.00 04‘10 o.;o o.éo O.‘40 o.;o
mg/l 0.00485 mg/I 0.00630

factor de

coberura (k) 2 u resolucién, m 0.00182

En la tabla 22 de resultados de curvas de calibracion se observan los valores obtenidos
de la absorbancia para cada concentracién de 0,16 a 0,45 mg/mL. El analisis determina
un comportamiento lineal con un R cuadrado de 99,02% que se ajusta muy bien a los
datos recolectados. Se observa que a medida que aumenta la concentracion aumenta la
absorbancia. Con estos resultados se obtuvo una sensibilidad calculada en base a los

datos de entrada:
S =0,2382

También se determind el limite de deteccion y de cuantificacion, empleando las

formulas propuestas en (EURACHEM, 1998), con lo cual se obtuvo:
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LoD = 0,0465 mg/mL

LoQ = 0,0887 mg/mL

Tabla 23 Resultados de curvas de calibracién — acesulfame K — curva 3

INCERTIDUMBRE DE CALIBRACION INSTRUMENTAL - ACESULFAME K 246 nm

Analisis 3
. — - Sx,y
u cal. instr. = [ (uSx, y)?+(Estabilidad eq.)?+(u resolucién)? uSx,y = 7
Al Al
Concentracion . Absorbancia Concentracion u estabilidad u resolucion
0, ! 0, 0,
mg/L Absorbancia calculada calculada u Sxy % del equipo, % % u, % U, %
0.16 0.043 0.045 0.15
0.20 0.057 0.055 0.21 2.241 2.306 0.865 3.330 6.660
0.25 0.068 0.067 0.26 1.837 1.891 0.709 2.730 5.460
0.30 0.079 0.079 0.30 1.557 1.602 0.601 2.313 4.627
0.35 0.089 0.091 0.34 1.367 1.407 0.528 2.031 4.063
0.40 0.101 0.103 0.39 1.193 1.227 0.460 1.772 3.545
0.45 0.116 0.115 0.46 1.029 1.059 0.397 1.529 3.057
Curva de calibracion
pendiente 0.2391 0.0069 intercepto 0.140
desv. Pendiente 0.0075 0.0024 desv. Intercepto VO 0. 00%8
R2 0.9951 0.0019 error tipico 0.120 -

0.0047 u error tip. mg/I /
0.100
VALIDACION /
m 02391 m 02391 | 0080
o 0.0069 o 0.0069 /
SX,y 0.0019 Sxy 0.0019 0.060 /
0.040

Reproducibilid Resolucion

ad equipo 0.002 equipo 0.0015 0.020

u Reproducibil. Resolucion 0.000 ‘ ‘ ‘ ‘ !
mg/l 0.00483 mg/l 0.00627 0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50
factor de

coberura (k) 2 u resolucién 0.00181

En la tabla 23 de resultados de curvas de calibracion se observan los valores obtenidos
de la absorbancia para cada concentracion de 0,16 a 0,45 pg/mL. El analisis determina
un comportamiento lineal con un R cuadrado de 99,51% que se ajusta muy bien a los
datos recolectados. Se observa que a medida que aumenta la concentracion aumenta la
absorbancia. Con estos resultados se obtuvo una sensibilidad calculada en base a los

datos de entrada:

$=0,2391

También se determind el limite de deteccion y de cuantificacién, empleando las

formulas propuestas en (EURACHEM, 1998), con lo cual se obtuvo:
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LoD = 0,0439 mg/mL

LoQ = 0,0863 mg/mL

Tabla 24 Resultados de curvas de calibracion — acesulfame K — curva 4

INCERTIDUMBRE DE CALIBRACION INSTRUMENTAL - ACESULFAME K 246 nm

Anélisis 4

Sx,
u cal. instr. = \/(uSx, y)2+(Estabilidad eq.)?+(u resolucion)? uSx,y = %
Concentracion  Absorbancia Concentracion | ¥ u estabilidad u resolucion
0, ! 0, 0,
mg/L Absorbancia calculada calculada u Sxy % del equipo, % % u, % U, %
0.16 0.046 0.047 0.16
0.20 0.056 0.056 0.20 1.260 2.499 0.937 2.951 5.902
0.25 0.068 0.068 0.25 1.000 1.984 0.744 2.343 4.685
0.30 0.081 0.079 0.31 0.818 1.621 0.608 1.915 3.830
0.35 0.091 0.091 0.35 0.717 1.422 0.533 1.679 3.358
0.40 0.103 0.103 0.40 0.625 1.239 0.465 1.463 2.926
0.45 0.113 0.114 0.44 0.564 1.119 0.420 1.321 2.643
Curva de calibracion
pendiente 0.2320 0.0098 intercepto 0120
desv. Pendiente 0.0039 0.0012 desv. Intercepto y= 0-2232“ 0.0098
R2 0.9986 0.0010 error tipico R? =0.9986 /

0.0025 u error tip. mg/l 0-100 /
VALIDACION 0.080

m 0.2320 m 0.2320 /

o 0.0098 lo 0.0098 | o060

Sxy 0.0010 Sxy 0.0010 /

0.040

Reproducibilid Resolucion

ad equipo 0.002 equipo 0.0015 0.020

u

Reproducibil. Resolucion 0.000 : : : : ‘
mg/I 0.00498 mg/I 0.00647 0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50
factor de

coberura (k) 2 u resolucién 0.00187

En la tabla 24 de resultados de curvas de calibracion se observan los valores obtenidos
de la absorbancia para cada concentracion de 0,16 a 0,45 mg/mL. El analisis determina
un comportamiento lineal con un R cuadrado de 99,86% que se ajusta muy bien a los
datos recolectados. Se observa que a medida que aumenta la concentracion aumenta la
absorbancia. Con estos resultados se obtuvo una sensibilidad calculada en base a los

datos de entrada:

$=0,2320

También se determind el limite de deteccion y de cuantificacion, empleando las
férmulas propuestas en (EURACHEM, 1998), con lo cual se obtuvo:
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LoD = 0,0453 mg/mL

LoQ = 0,0852 mg/mL

Tabla 25 Resultados de curvas de calibracién — acesulfame K - curva 5

INCERTIDUMBRE DE CALIBRACION INSTRUMENTAL - ACESULFAME K 246 nm

Anélisis 5
Sx,
u cal. instr.= \/(uSx, y)2+(Estabilidad eq.)?+(u resolucién)? uSx,y = %
-z - .z Al Al T .
Concentracion Absorbancia Absorbancia Concentracion U Sxy % u estab_llldad u resolucion, U, % U %
mg/L calculada calculada del equipo, %
0.16 0.046 0.049 0.15
0.20 0.059 0.058 0.20 2.664 2.527 0.948 3.792 7.584
0.25 0.071 0.069 0.26 2.110 2.001 0.751 3.004 6.007
0.30 0.082 0.080 0.31 1.772 1.681 0.630 2.523 5.045
0.35 0.093 0.092 0.36 1.528 1.449 0.543 2.174 4.349
0.40 0.101 0.103 0.39 1.388 1.317 0.494 1.976 3.952
0.45 0.113 0.114 0.45 1.221 1.158 0.434 1.738 3.476
pendiente 0.2236 0.0133 intercepto Curva de calibracion
desv. Pendiente 0.0081 0.0026 desv. Intercepto
R2 0.9934 0.0021 error tipico 0-120 )= 02236x+ 00133
0.0054 u error tip. mg/l R?=0.9934 /
0.100
VALIDACION /
m 0.2236 m 0.2236 0.080
lo 0.0133 lo 0.0133 /
SXy 0.0021 Sxy 0.0021 0.060 /
0.040
Reproducibilid Resolucion
ad equipo 0.002 equipo 0.0015 0.020
u
Reproducibil. Resolucion 0.000
mo/l 0.00516 mg/l 0.00671 " 0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50
factor de
coberura (k) 2 u resolucion 0.00194

En la tabla 25 de resultados de curvas de calibracion se observan los valores obtenidos

de la absorbancia para cada concentracion de 0,16 a 0,45 mg/mL. El analisis determina

un comportamiento lineal con un R cuadrado de 99,34% que se ajusta muy bien a los

datos recolectados. Se observa que a medida que aumenta la concentracion aumenta la

absorbancia. Con estos resultados se obtuvo una sensibilidad calculada en base a los

datos de entrada:

S§ =0,2236

También se determing el limite de deteccion y de cuantificacion, empleando las

férmulas propuestas en (EURACHEM, 1998), con lo cual se obtuvo:
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LoD = 0,0473 mg/mL
LoQ = 0,0843 mg/mL

En las siguientes tablas se muestra un resumen del tratamiento estadistico de las curvas
de calibracién obtenidas para la sucralosa, los valores del analisis ANOVA se

encuentran en los anexos.

Tabla 26 Resumen de resultados de incertidumbres, reproducibilidad y repetibilidad del método para
acesulfame K

RESUMEN

Pendiente, Intercepto al eje e Incertidumbre de calibracién instrumental por curva

Al
m Validacion lo Validacion u cal. Validacion Sxy Validacion
Instrum.
Curval 0,2332 ok 0,0104 ok 7,4168 ok 0,0022 ok
Curva 2 0,2382 ok 0,0092 ok 8,3912 ok 0,0027 ok
Curva3 0,2391 ok 0,0069 ok 6,6595 ok 0,0019 ok
Curva4 0,2320 ok 0,0098 ok 5,9020 ok 0,001 ok
Curvas 0,2236 ok 0,0133 ok 7,5845 ok 0,0021 ok
Promedio 0,2332 0,0099 7,1908 0,0020
desv.estand  0,0062 0,0023 0,9474 0,0006
Maximo 0,2391 0,0133 0,0027
minimo 0,2236 0,0069 5,9020 0,0010
Precision por Repetibilidad y Reproducibilidad
Val_or Conc.A Matriz SR % SR Sr % Sr Sesgo % Sesgo % -
nominal _ promedio Recuperacion
Nivell 0,05 0,0448 0,16 mg/mL 0,0016 3,5965 0,0015 3,2957 0,0008 1,79 98
Nivel2 0,06 0,0579 0,20 mg/mL 0,0021 3,5993 0,0019 3,3502 -0,0013 2,21 102
Nivel3 0,07 0,0707 0,25 mg/mL 0,0033 4,6427 0,0030 4,2562 -0,0023 3,28 103
Nivel4 0,08 0,0847 0,30 mg/mL 0,0033 3,9297 0,0031 3,6151 -0,0049 5,81 106
Nivel5 0,09 0,0955 0,35 mg/mL 0,0023 2,3624 0,0021 2,1759 -0,0037 3,89 104
Nivel6 0,10 0,1037 0,40 mg/mL 0,0038 3,7120 0,0036 3,4399 -0,0003 0,27 100
Nivel7 0,11 0,1162 0,45 mg/mL 0,0055 4,7467 0,0051 4,3663 -0,0014 1,24 101
Maximo 0,0033 4,6427 0,0031 4,2562 0,0000 5,81

Incertidumbres de calibracion instrumental de los patrones de calibracion de las curvas de calibracién

curval curva 2 curva 3 curva 4 curvas Maximo
PC1 7.42 8.39 6.66 5.90 7.58 8.39
PC2 6.02 6.60 5.46 4.69 6.01 6.60
PC3 4.86 5.36 4.63 3.83 5.05 5.36
PC4 4.22 4.67 4.06 3.36 4.35 4.67
PC5 3.85 4.28 3.54 2.93 3.95 4.28
PC6 3.41 3.83 3.06 2.64 3.48 3.83

En la tabla 26 se observan los porcentajes de repetibilidad, reproducibilidad y sesgo,
y se determina que se encuentran dentro de los limites establecidos por los objetivos
planteados.
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Tabla 27 Célculo de incertidumbre para el método aplicado en la solucién estandar acesulfame K

CALCULO INCERTIDUMBRE DEL METODO DE ENSAYO

U=k+u+CNR

lectura instrumental = calibracién instrumental

u = /(u lectura instrumental)?+(u resolucién)2+SR?2

. . Conc. u cal instru, u método, U metodo,
Niveles Matriz Promedio mg/l % ures, % | SR, % % Sesgo %
Nivell 0,16 mg/mL 0.05 4.20 6.29 7.65 10.76 0.00 21.51
Nivel2 0,20 mg/mL 0.06 3.30 4.92 6.05 8.47 0.00 16.94
Nivel3 0,25 mg/mL 0.07 2.68 4.08 4.64 6.74 0.00 13.48
Nivel4 0,30 mg/mL 0.08 2.34 341 3.93 5.70 0.00 11.41
Nivel5 0,35 mg/mL 0.10 2.14 3.02 2.36 4.39 0.00 8.79
Nivel6 0,40 mg/mL 0.10 1.91 2.78 3.71 5.02 0.00 10.04
Nivel7 0,45 mg/mL 0.12 0.00 2.48 4,75 5.36 0.00 10.72
Maximo 21.51

En la tabla 27 se observa el sesgo obtenido en cada nivel de medicion de la sucralosa

y la incertidumbre del método, el méximo valor obtenido es de 21,51% y se encuentra

dentro de los objetivos planteados de validacion. Asi también, el sesgo calculado es

minimo, oscila entre 0,0 y 0,01 valores muy cercanos a la medicién esperada por cada

nivel.

En la tabla 28 se presenta un resumen del cumplimiento de los objetivos de validacion

para el método de analisis y determinacion de soluciones estandar, en este caso, se

presentan los resultados de la sucralosa con una longitud de onda de 585 nm y un rango

de trabajo de 0,16 a 0,45 mg/mL con un porcentaje de incertidumbre de 21,51% y una

exactitud dentro de los limites calculados, como se presenta en la tabla.
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Tabla 28 Validacion del método aplicado para la determinacién de acesulfame K

a. VERIFICACION DE CUMPLIMIENTO DE OBJETIVOS Y RESULTADOS

Incertidumbre de metodo validado

Parametro Objetivo Resultado Cumple/
No cumple
Linealidad/Funci6n respuesta  minimo 0,99 0.994 cumple
Limite de deteccion 0.08 0.0459 cumple
Limite de cuantificacion 0.1 0.0863 cumple
% Sr Precision
repetibilidad 5.00% 112 cumple
% SR Precision

Reproducibilidad 10.00% 65 cumple
10.00% 5.81 cumple
25.00% 21,51 cumple

Niveles Conc., ppm U, %

Nivell 0.05 21.51

Nivel2 0.06 16.94

Nivel3 0.07 13.48

Nivel4 0.08 11.41

Nivel5 0.10 8.79

Nivel6 0.10 10.04

Nivel 7 0.12 10.72

m promedio lo promedio sm slo SXy méximo

0.2332 0.0099 0.0062 0.0023 0.0027

b. CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO PARA LA VALIDEZ DE LOS RESULTADOS

1. Precisién
Limite Limite
0, [0)
Sr s (90%) Alarma s (95%) Critico
7.12 1.66 16.73 1.98 19.99
2. Exactitud
. . Limite Limite
) 0, 0,
Nivel Valor nominal U, % u ts (90%0) Alarma ts (95%) Critico
Nivell 0.05 21.51 10.76 1.66 25.25 1.98 30.18
Nivel2 0.06 16.94 8.47 1.66 19.89 1.98 23.77
Nivel3 0.07 13.48 6.74 1.66 15.82 1.98 18.91
Nivel4 0.08 11.41 5.70 1.66 13.39 1.98 16.01
Nivel5 0.09 8.79 4.39 1.66 10.32 1.98 12.33
Nivel6 0.10 10.04 5.02 1.66 11.79 1.98 14.08
Nivel7 0.11 10.72 5.36 1.66 12.58 1.98 15.03

El método de ensayo: Procedimiento de método de andlisis de solucion estandar de acesulfame K

44



3.1.4. Anadlisis comparativo entre Espectrofotometria UV-Vis y Cromatografia
HPLC

Tabla 29 Comparacién de parametros de validacion de métodos de andlisis de obtencion de curvas de
calibracién.

Pardmetro de  Espectrofotometria UV Cromatografia Fuentes de informacion

validacién VIS: Sucralosa / HPLC: Sucralosa / cromatografia HPLC:
Aspartame / Aspartame / Sucralosa /
Acesulfame K Acesulfame K Aspartame /
Acesulfame K
Sensibilidad 0,0252/ 0,01/ (Ferrer & Thurman, 2010) /
0,0018/ 0,510/ (Grembecka etal., 2014) /
0,2332 0,979 (Grembecka et al., 2014)
Limites de 0,0547 pg/mL / 0,01 pg/L / (Ferrer & Thurman, 2010) /
deteccion 0,0249 pg/mL / 0,008 pg/mL / (Grembecka etal., 2014) /
0,0459 mg/mL 0,20 pg/mL (Grembecka et al., 2014)
Limites de 0,0740 pg/mL / 0,1 pg/L/ (Ferrer & Thurman, 2010) /
cuantificacion 0,0252 pg/mL / 0,23 pg/mL / (Grembecka etal., 2014) /
0,0863 mg/mL 0,61 pg/mL (Grembecka et al., 2014)
R? 0,997/ 0,999/ (Ferrer & Thurman, 2010) /
0,996 / 0,9999 / (Grembecka etal., 2014) /
0,994 0,9999 (Grembecka et al., 2014)
Precision y 97,57% / 73% / (Ferrer & Thurman, 2010) /
exactitud 99,9% / 99,3% / (Ferrer & Thurman, 2010) /
99,9% 99,6% (Grembecka et al., 2014)

En la tabla 29 se muestra la comparacién entre las técnicas espectrofotométricas y
cromatograficas en la validacion de curvas de calibracion para la deteccion de
edulcorantes sintéticos. En los datos obtenidos de la experimentacion se observa un
factor de respuesta superior al de los datos obtenidos en cromatografia, sin embargo,
este parametro por si solo no asegura una mejor definicion de los resultados, por lo
tanto, al comparar los limites de deteccion se aprecia que los resultados de
cromatografia HPLC son mas exactos al momento de determinar una minima
concentracion del analito. Cabe resaltar que las condiciones de las experimentaciones

de cromatografia HPLC pueden diferir de las condiciones expuestas en este analisis
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para la espectrofotometria UV Vis, sin embargo, estos valores sirven como referencia

para ajustar la metodologia en futuras investigaciones.

En cuanto a los valores de R cuadrado y de exactitud de los dos métodos de analisis
son eficientes para este tipo de estudios por lo que se puede emplear curvas de
calibracion de cualquiera de los dos métodos con un procedimiento de medicion

adecuado.

3.2.Verificacién de la hipotesis

En la verificacién de la hipétesis se elabord un analisis ANOVA de un solo factor para
cada concentracion de cada solucién estandar, en donde se verificd que no existen

diferencias significativas en las mediciones de absorbancias.

En los anexos se observa el andlisis de cada una de las soluciones estandar para cada

concentracion planteada.

Se acepta la hipétesis nula que indica que todas las medias son iguales.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1.Conclusiones

Se verificd que existe linealidad en las curvas de calibracién a través del analisis
estadistico de los datos, dando como resultado un R cuadrado al 99% vy existe una
relacion lineal directa de las mediciones por cada concentracién, por lo que las curvas

de calibracién son aceptables.

El limite de deteccion también corresponde a un parametro muy importante dentro del
estudio, por lo que se pudo obtener resultados de 0,0547 pg/mL / 0,0249 pg/mL /
0,0459 mg/mL para la sucralosa, aspartamo y acesulfame K, respectivamente. La
concentracion minima que permite una medicion con exactitud en los resultados se
obtuvo por el limite de cuantificacion para sucralosa, aspartamo y acesulfame K con
0,0740 pg/mL / 0,0252 pg/mL y 0,0863 mg/mL.

Se obtuvo una buena repetibilidad y reproducibilidad del método para cada
edulcorante, ademas, la incertidumbre calculada para cada método propuesto por cada
solucion estandar brindé resultados favorables puesto que se obtuvo valores de 7,44%
/19,08%y 21,5% para la sucralosa, aspartamo y acesulfame K, respectivamente. Estos

pardmetros calculados se encuentran dentro de los objetivos de calibracién propuestos.

El sesgo de las mediciones también es aceptable puesto que el valor obtenido por cada

solucién estandar es cercano a cero en todos los casos.

Bibliograficamente se pudo determinar que la cromatografia HPLC es un método de
deteccion de edulcorantes sintéticos de gran precision con limites de deteccion muy
sensibles, sin embargo, la espectrofotometria también es una buena opcion para este
tipo de andlisis puesto que presenta una gran sensibilidad. Las curvas de calibracion
obtenidas son validas y se pueden emplear en futuros trabajos de medicion de

espectrofotometria UV — VIS para la determinacion de edulcorantes sintéticos.

Se pudo determinar que se acepta la hipotesis nula que indica que, todas las medias de

las absorbancias observadas para cada concentracion son iguales, para la metodologia
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de validacién de curvas de calibracion de soluciones estandar de edulcorantes

sintéticos propuestas.
4.2.Recomendaciones

Realizar la validacion de la metodologia analitica por espectrofotometria infrarrojo y
comparar los resultados con los obtenidos en el presente trabajo para evaluar la mejor

metodologia a emplear en la determinacion de edulcorantes en bebidas azucaradas.

Verificar que las sustancias y reactivos se encuentran bajo condiciones aceptables

previo a su utilizacion.
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ANEXOS

Anexo 2 Disolucién de estandares.
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Anexo 4 Preparacion de soluciones estandar del acesulfame K.
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Anexo 5 Preparacion de soluciones bufer.

Anexo 6 Preparacion de soluciones cromoforo.
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Anexo 7 Soluciones estandar de la sucralosa.
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Anexo 8 Soluciones en Bafio Marfa.

Anexo 9 Mediciones de las muestras con el espectrofotémetro.
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Resultados del analisis ANOVA

DETERMINACION DE SUCRALOSA 610 nm

Anexo 10 Resultados ANOVA Sucralosa

Condiciones ambientales

25°C
85%

25°C
85%

25°C
85%

25°C
85%

25°C
85%

Responsable de la realizacion Alison C. Alison C. Alison C. Alison C. Alison C.

Fecha de realizacion 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021

Matriz 4 pg/mL

Repeticiones/Grupos 1 2 3 4 5
1 0.130 0.135 0.132 0.133 0.134
2 0.134 0.133 0.131 0.132 0.136
3 0.135 0.132 0.130 0.131 0.134
4 0.134 0.131 0.134 0.134 0.135
5 0.136 0.130 0.133 0.132 0.130

Li 0.134 0.132 0.132 0.132 0.134

L 0.13

n 25

B 5

wW 5

Var. grupos 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

C 0.29

C tabla 0.54

Uniformidad UNIFORME

Valor nominal 0.14

Sesgo 0.007

ANOVA

(xi-Li)"2 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

SDCs 0.0000

SDCw 0.0001

DCMs 0.0000

DCMw 0.0000

F calc. 1.10

F tablas 2.87

Aceptacion 0 Rechazo

No existe diferencia significativa

SL2 0.0000
Sr 0.0019
SR 0.0019
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DETERMINACION DE SUCR,

. . 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Condiciones ambientales
85% 85% 85% 85% 8506
Responsable de la realizacion Alison C. Alison C. Alison C. Alison C. Alison C.
Fecha de realizacion 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021
Matriz 6 pg/mL
Repeticiones/Grupos 1 2 3 4 5
1 0.196 0.198 0.197 0.197 0.195
2 0.194 0.195 0.198 0.196 0.194
3 0.197 0.197 0.195 0.197 0.193
4 0.193 0.194 0.196 0.195 0.196
5 0.196 0.199 0.195 0.198 0.195
Li 0.195 0.197 0.196 0.197 0.195
L 0.20
n 25
B 5
W 5
Var. grupos 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
C 0.38
C tabla 0.54
Uniformidad UNIFORME
Valor nominal 0.19
Sesgo -0.005
ANOVA
(xi-Li)"™2 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
SDCs 0.0000
SDCw 0.0000
DCMs 0.0000
DCMw 0.0000
F calc. 1.79
F tablas 2.87

Aceptacion o Rechazo

No existe diferencia significativa

SL? 0.00000
Sr 0.0015
SR 0.0016
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DETERMINACION DE SUCR,

Condiciones ambientales »°C »°C »C »e »°C
85% 85% 85% 85% 85%

Responsable de la realizacion Alison C. Alison C. Alison C. Alison C. Alison C.

Fecha de realizacion 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021

Matriz 8 pug/mL

Repeticiones/Grupos 1 2 3 4 5
1 0.246 0.244 0.243 0.246 0.240
2 0.245 0.243 0.242 0.245 0.246
3 0.247 0.255 0.250 0.260 0.245
4 0.243 0.243 0.242 0.246 0.246
5 0.246 0.244 0.243 0.244 0.245

Li 0.245 0.246 0.244 0.248 0.244

L 0.25

n 25

B 5

W 5

Var. grupos 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

C 0.49

C tabla 0.54

Uniformidad UNIFORME

Valor nominal 0.24

Sesgo -0.005

ANOVA

(xi-Li)N2 0.0000 0.0001 0.0000 0.0002 0.0000

SDCs 0.0001

SDCw 0.0004

DCMs 0.0000

DCMw 0.0000

F calc. 0.74

F tablas 2.87

Aceptacion o Rechazo

No existe diferencia significativa

SL? 0.0000
Sr 0.0043
SR 0.0044
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DETERMINACION DE SUCR,

. . 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Condiciones ambientales
85% 85% 850 850 8506
Responsable de la realizacion Alison C. Alison C. Alison C. Alison C. Alison C.
Fecha de realizacion 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021
Matriz 10 pg/mL
Repeticiones/Grupos 1 2 3 4 5
1 0.289 0.291 0.291 0.292 0.290
2 0.290 0.287 0.290 0.291 0.292
3 0.287 0.289 0.289 0.290 0.289
4 0.291 0.288 0.289 0.290 0.291
5 0.291 0.290 0.290 0.292 0.289
Li 0.290 0.289 0.290 0.291 0.290
L 0.29
n 25
B 5
W 5
Var. grupos 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
C 0.32
C tabla 0.54
Uniformidad UNIFORME
Valor nominal 0.29
Sesgo 0.001
ANOVA
(xi-Li)"™2 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
SDCs 0.0000
SDCw 0.0000
DCMs 0.0000
DCMw 0.0000
F calc. 1.59
F tablas 2.87

Aceptacion o Rechazo

No existe diferencia significativa

SL? 0.0000
Sr 0.0013
SR 0.0014
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DETERMINACION DE SUCR,

Condiciones ambientales »°C »°e »°C »°e »e
85% 85% 85% 85% 85%

Responsable de la realizacion Alison C. Alison C. Alison C. Alison C. Alison C.

Fecha de realizacion 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021

Matriz 12 pg/mL

Repeticiones/Grupos 1 2 3 4 5
1 0.335 0.337 0.333 0.333 0.333
2 0.337 0.333 0.332 0.333 0.335
3 0.336 0.333 0.336 0.335 0.337
4 0.334 0.333 0.335 0.337 0.333
5 0.333 0.335 0.337 0.333 0.334

Li 0.335 0.334 0.335 0.334 0.334

L 0.33

n 25

B 5

W 5

Var. grupos 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

C 0.27

C tabla 0.54

Uniformidad UNIFORME

Valor nominal 0.34

Sesgo 0.007

ANOVA

(xi-Li)N2 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

SDCs 0.0000

SDCw 0.0001

DCMs 0.0000

DCMw 0.0000

F calc. 0.18

F tablas 2.87

Aceptacion o Rechazo

No existe diferencia significativa

SL? 0.0000
Sr 0.0018
SR 0.0019
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DETERMINACION DE SUCR,

. . 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Condiciones ambientales
85% 85% 850 850 8506
Responsable de la realizacion Alison C. Alison C. Alison C. Alison C. Alison C.
Fecha de realizacion 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021
Matriz 14 pg/mL
Repeticiones/Grupos 1 2 3 4 5
1 0.398 0.395 0.399 0.399 0.395
2 0.395 0.399 0.397 0.395 0.398
3 0.399 0.399 0.395 0.398 0.395
4 0.394 0.395 0.395 0.395 0.399
5 0.395 0.398 0.398 0.394 0.396
Li 0.396 0.397 0.397 0.396 0.397
L 0.40
n 25
B 5
W 5
Var. grupos 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
C 0.23
C tabla 0.54
Uniformidad UNIFORME
Valor nominal 0.39
Sesgo -0.005
ANOVA
(xi-Li)"™2 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
SDCs 0.0000
SDCw 0.0001
DCMs 0.0000
DCMw 0.0000
F calc. 0.22
F tablas 2.87

Aceptacion o Rechazo

No existe diferencia significativa

SL? 0.0000
Sr 0.0020
SR 0.0022
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DETERMINACION DE SUCR,

Condiciones ambientales »rC »e »°C »C e
85% 85% 85% 85% 85%

Responsable de la realizacion Alison C. Alison C. Alison C. Alison C. Alison C.

Fecha de realizacion 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021

Matriz 16 pg/mL

Repeticiones/Grupos 1 2 3 4 5
1 0.441 0.443 0.439 0.442 0.440
2 0.443 0.439 0.442 0.440 0.441
3 0.439 0.442 0.440 0.441 0.443
4 0.442 0.447 0.448 0.443 0.439
5 0.440 0.441 0.443 0.439 0.445

Li 0.441 0.442 0.442 0.441 0.442

L 0.44

n 25

B 5

W 5

Var. grupos 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

C 0.39

C tabla 0.54

Uniformidad UNIFORME

Valor nominal 0.44

Sesgo 0.001

ANOVA

(xi-Li)N2 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

SDCs 0.0000

SDCw 0.0001

DCMs 0.0000

DCMw 0.0000

F calc. 0.39

F tablas 2.87

Aceptacion o Rechazo

No existe diferencia significativa

SL? 0.0000
Sr 0.0025
SR 0.0027
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Anexo 11 Resultados ANOVA Aspartamo

DETERMINACION DE ASPARTAMO 585 nm

. . 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Condiciones ambientales
85% 85% 85% 85% 85%

Responsable de la realizacion Alison C. Alison C. Alison C. Alison C. Alison C.

Fecha de realizacion 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021

Matriz 10 pg/mL

Repeticiones/Grupos 1 2 3 4 5
1 0.042 0.040 0.041 0.043 0.043
2 0.042 0.041 0.041 0.042 0.043
3 0.042 0.042 0.041 0.043 0.043
4 0.042 0.040 0.040 0.041 0.043
5 0.042 0.040 0.041 0.043 0.043

Li 0.042 0.041 0.041 0.042 0.043

L 0.0418

n 25

B 5

W 5

Var. grupos 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

C 0.44

C tabla 0.54

Uniformidad UNIFORME

Valor nominal 0.04

Sesgo 0.000

ANOVA

(xi-Li)"2 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

SDCs 0.0000

SDCw 0.0000

DCMs 0.0000

DCMw 0.0000

F calc. 14.83

F tablas 2.87

Aceptacion o Rechazo Existe diferencia significativa

SL? 0.0000

Sr 0.0006

SR 0.0012
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DETERMINACION DE ASPAR

.. . 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Condiciones ambientales
85% 85% 85% 85% 85%
Responsable de la realizacion Alison C. Alison C. Alison C. Alison C. Alison C.
Fecha de realizacion 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021
Matriz 15 pg/mL
Repeticiones/Grupos 1 2 3 4 5
1 0.052 0.051 0.053 0.052 0.051
2 0.051 0.053 0.054 0.051 0.051
3 0.053 0.052 0.051 0.051 0.053
4 0.052 0.051 0.052 0.053 0.052
5 0.055 0.052 0.051 0.052 0.057
Li 0.053 0.052 0.052 0.052 0.053
L 0.05
n 25
B 5
W 5
Var. grupos 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
C 0.53
C tabla 0.54
Uniformidad UNIFORME
Valor nominal 0.05
Sesgo -0.001
ANOVA
(xi-Li)"2 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
SDCs 0.0000
SDCw 0.0000
DCMsB 0.0000
DCMw 0.0000
F calc. 0.45
F tablas 2.87

Aceptacion o Rechazo

No existe diferencia significativa

SL? 0.00000
Sr 0.0015
SR 0.0016
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DETERMINACION DE ASPAR

.. . 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Condiciones ambientales
85% 85% 85% 85% 85%
Responsable de la realizacion Alison C. Alison C. Alison C. Alison C. Alison C.
Fecha de realizacion 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021
Matriz 20 pg/mL
Repeticiones/Grupos 1 2 3 4 5
1 0.061 0.063 0.061 0.060 0.063
2 0.065 0.061 0.060 0.063 0.061
3 0.061 0.064 0.063 0.061 0.063
4 0.060 0.063 0.061 0.066 0.061
5 0.063 0.061 0.063 0.061 0.060
Li 0.062 0.062 0.062 0.062 0.062
L 0.06
n 25
B 5
W 5
Var. grupos 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
C 0.38
C tabla 0.54
Uniformidad UNIFORME
Valor nominal 0.06
Sesgo -0.001
ANOVA
(xi-Li)"2 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
SDCs 0.0000
SDCw 0.0001
DCMsB 0.0000
DCMw 0.0000
F calc. 0.21
F tablas 2.87

Aceptacion o Rechazo

No existe diferencia significativa

SL? 0.0000
Sr 0.0017
SR 0.0019

67




DETERMINACION DE ASPAR

.. . 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Condiciones ambientales
85% 85% 85% 85% 85%
Responsable de la realizacion Alison C. Alison C. Alison C. Alison C. Alison C.
Fecha de realizacion 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021
Matriz 25 pg/mL
Repeticiones/Grupos 1 2 3 4 5
1 0.070 0.071 0.069 0.071 0.071
2 0.071 0.069 0.071 0.071 0.070
3 0.069 0.071 0.075 0.070 0.073
4 0.071 0.071 0.070 0.072 0.069
5 0.073 0.070 0.071 0.069 0.071
Li 0.071 0.070 0.071 0.071 0.071
L 0.07
n 25
B 5
W 5
Var. grupos 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
C 0.44
C tabla 0.54
Uniformidad UNIFORME
Valor nominal 0.07
Sesgo -0.001
ANOVA
(xi-Li)"2 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
SDCs 0.0000
SDCw 0.0000
DCMsB 0.0000
DCMw 0.0000
F calc. 0.19
F tablas 2.87

Aceptacion o Rechazo

No existe diferencia significativa

SL? 0.0000
Sr 0.0015
SR 0.0016
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DETERMINACION DE ASPAR

.. . 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Condiciones ambientales
85% 85% 85% 85% 85%
Responsable de la realizacion Alison C. Alison C. Alison C. Alison C. Alison C.
Fecha de realizacion 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021
Matriz 30 pg/mL
Repeticiones/Grupos 1 2 3 4 5
1 0.079 0.081 0.078 0.078 0.077
2 0.081 0.078 0.083 0.077 0.079
3 0.078 0.073 0.087 0.079 0.081
4 0.085 0.077 0.079 0.081 0.087
5 0.077 0.079 0.081 0.078 0.078
Li 0.080 0.078 0.082 0.079 0.080
L 0.08
n 25
B 5
W 5
Var. grupos 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
C 0.32
C tabla 0.54
Uniformidad UNIFORME
Valor nominal 0.08
Sesgo 0.000
ANOVA
(xi-Li)"2 0.0000 0.0000 0.0001 0.0000 0.0001
SDCs 0.0000
SDCw 0.0002
DCMsB 0.0000
DCMw 0.0000
F calc. 1.23
F tablas 2.87

Aceptacion o Rechazo

No existe diferencia significativa

SL? 0.0000
Sr 0.0032
SR 0.0032
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DETERMINACION DE ASPAR

.. . 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Condiciones ambientales
85% 85% 85% 85% 85%
Responsable de la realizacion Alison C. Alison C. Alison C. Alison C. Alison C.
Fecha de realizacion 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021
Matriz 35 pg/mL
Repeticiones/Grupos 1 2 3 4 5
1 0.088 0.086 0.087 0.085 0.089
2 0.086 0.093 0.085 0.089 0.088
3 0.087 0.085 0.089 0.095 0.086
4 0.085 0.089 0.088 0.086 0.091
5 0.095 0.088 0.090 0.087 0.085
Li 0.088 0.088 0.088 0.088 0.088
L 0.09
n 25
B 5
W 5
Var. grupos 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
C 0.31
C tabla 0.54
Uniformidad UNIFORME
Valor nominal 0.09
Sesgo 0.000
ANOVA
(xi-Li)"2 0.0001 0.0000 0.0000 0.0001 0.0000
SDCs 0.0000
SDCw 0.0002
DCMsB 0.0000
DCMw 0.0000
F calc. 0.04
F tablas 2.87

Aceptacion o Rechazo

No existe diferencia significativa

SL? 0.0000
Sr 0.0032
SR 0.0035
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DETERMINACION DE ASPAR

.. . 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Condiciones ambientales
85% 85% 85% 85% 85%
Responsable de la realizacion Alison C. Alison C. Alison C. Alison C. Alison C.
Fecha de realizacion 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021
Matriz 40 pg/mL
Repeticiones/Grupos 1 2 3 4 5
1 0.101 0.101 0.102 0.101 0.101
2 0.101 0.102 0.101 0.101 0.101
3 0.102 0.101 0.101 0.102 0.101
4 0.102 0.101 0.102 0.101 0.102
5 0.101 0.102 0.101 0.102 0.101
Li 0.101 0.101 0.101 0.101 0.101
L 0.10
n 25
B 5
W 5
Var. grupos 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
C 0.25
C tabla 0.54
Uniformidad UNIFORME
Valor nominal 0.10
Sesgo -0.003
ANOVA
(xi-Li)"2 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
SDCs 0.0000
SDCw 0.0000
DCMsB 0.0000
DCMw 0.0000
F calc. 0.14
F tablas 2.87

Aceptacion o Rechazo

No existe diferencia significativa

SL? 0.0000
Sr 0.0005
SR 0.0005
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DETERMINACION DE ASPAR

.. . 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Condiciones ambientales
85% 85% 85% 85% 85%
Responsable de la realizacion Alison C. Alison C. Alison C. Alison C. Alison C.
Fecha de realizacion 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021
Matriz 45 pg/mL
Repeticiones/Grupos 1 2 3 4 5
1 0.116 0.114 0.117 0.115 0.114
2 0.114 0.122 0.115 0.114 0.116
3 0.117 0.115 0.114 0.116 0.114
4 0.115 0.114 0.116 0.114 0.117
5 0.125 0.116 0.119 0.121 0.125
Li 0.117 0.116 0.116 0.116 0.117
L 0.12
n 25
B 5
W 5
Var. grupos 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
C 0.33
C tabla 0.54
Uniformidad UNIFORME
Valor nominal 0.11
Sesgo -0.009
ANOVA
(xi-Li)"2 0.0001 0.0000 0.0000 0.0000 0.0001
SDCs 0.0000
SDCw 0.0003
DCMsB 0.0000
DCMw 0.0000
F calc. 0.17
F tablas 2.87

Aceptacion o Rechazo

No existe diferencia significativa

SL? 0.0000
Sr 0.0036
SR 0.0038
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Anexo 12 Resultados ANOVA Acesulfame K

DETERMINACION DE ACESULFAME K 246 nm

. . 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Condiciones ambientales
85% 85% 85% 85% 85%

Responsable de la realizacion Alison C. Alison C. Alison C. Alison C. Alison C.

Fecha de realizacion 28/12/2021 28/12/2021 28/12/2021 28/12/2021 28/12/2021

Matriz 0,16 mg/mL

Repeticiones/Grupos 1 2 3 4 5
1 0,045 0,044 0,043 0,046 0,046
2 0,046 0,043 0,046 0,046 0,045
3 0,043 0,046 0,046 0,045 0,043
4 0,046 0,046 0,046 0,044 0,043
5 0,043 0,045 0,044 0,043 0,047

Li 0,045 0,045 0,045 0,045 0,045

L 0,04

n 25

B 5

W 5

Var. grupos 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

C 0,29

C tabla 0,54

Uniformidad UNIFORME

Valor nominal 0,05

Sesgo 0,001

ANOVA

(xi-Li)"2 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

SDCs 0,0000

SDCw 0,0000

DCMs 0,0000

DCMw 0,0000

F calc. 0,05

F tablas 2,87

Aceptacion o Rechazo No existe diferencia significativa

SL? 0,0000

Sr 0,0015

SR 0,0016
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DETERMINACION DE ACE!

L . 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Condiciones ambientales
85% 85% 85% 85% 85%
Responsable de la realizacion| Alison C. Alison C. Alison C. Alison C. Alison C.
Fecha de realizacion 28/12/2021 28/12/2021 28/12/2021 28/12/2021 28/12/2021
Matriz 0,20 mg/mL
Repeticiones/Grupos 1 2 3 4 5
1 0,058 0,057 0,057 0,056 0,063
2 0,057 0,059 0,056 0,059 0,058
3 0,057 0,056 0,059 0,058 0,057
4 0,059 0,058 0,063 0,057 0,057
5 0,058 0,058 0,057 0,057 0,056
Li 0,058 0,058 0,058 0,057 0,058
L 0,06
n 25
B 5
W 5
Var. grupos 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
C 0,41
C tabla 0,54
Uniformidad UNIFORME
Valor nominal 0,06
Sesgo -0,001
ANOVA
(xi-Li)"2 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
SDCs 0,0000
SDCw 0,0001
DCMs 0,0000
DCMw 0,0000
F calc. 0,23
F tablas 2,87

Aceptacion o Rechazo

No existe diferencia significativa

SL? 0,00000
Sr 0,0019
SR 0,0021
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DETERMINACION DE ACE!

L . 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Condiciones ambientales
85% 85% 85% 85% 85%
Responsable de la realizacion| Alison C. Alison C. Alison C. Alison C. Alison C.
Fecha de realizacion 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021
Matriz 0,25 mg/mL
Repeticiones/Grupos 1 2 3 4 5
1 0.069 0.070 0.068 0.068 0.071
2 0.070 0.068 0.078 0.071 0.069
3 0.068 0.076 0.071 0.069 0.070
4 0.074 0.071 0.069 0.070 0.068
5 0.071 0.069 0.070 0.075 0.075
Li 0.070 0.071 0.071 0.071 0.071
L 0.07
n 25
B 5
W 5
Var. grupos 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
C 0.35
C tabla 0.54
Uniformidad UNIFORME
Valor nominal 0.07
Sesgo -0.002
ANOVA
(xi-Li)"2 0.0000 0.0000 0.0001 0.0000 0.0000
SDCs 0.0000
SDCw 0.0002
DCMs 0.0000
DCMw 0.0000
F calc. 0.05
F tablas 2.87

Aceptacion o Rechazo

No existe diferencia significativa

SL? 0.0000
Sr 0.0030
SR 0.0033
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DETERMINACION DE ACE!

L . 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Condiciones ambientales
85% 85% 85% 85% 85%
Responsable de la realizacion Alison C. Alison C. Alison C. Alison C. Alison C.
Fecha de realizacion 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021
Matriz 0,30 mg/mL
Repeticiones/Grupos 1 2 3 4 5
1 0.083 0.084 0.085 0.084 0.082
2 0.084 0.085 0.084 0.082 0.083
3 0.085 0.093 0.082 0.083 0.084
4 0.090 0.082 0.083 0.088 0.085
5 0.082 0.083 0.089 0.085 0.088
Li 0.085 0.085 0.085 0.084 0.084
L 0.08
n 25
B 5
W 5
Var. grupos 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
C 0.41
C tabla 0.54
Uniformidad UNIFORME
Valor nominal 0.08
Sesgo -0.005
ANOVA
(xi-Li)"2 0.0000 0.0001 0.0000 0.0000 0.0000
SDCs 0.0000
SDCw 0.0002
DCMs 0.0000
DCMw 0.0000
F calc. 0.09
F tablas 2.87

Aceptacion o Rechazo

No existe diferencia significativa

SL? 0.0000
Sr 0.0031
SR 0.0033
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DETERMINACION DE ACE!

L . 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Condiciones ambientales
85% 85% 85% 85% 85%
Responsable de la realizacion Alison C. Alison C. Alison C. Alison C. Alison C.
Fecha de realizacion 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021
Matriz 0,35 mg/mL
Repeticiones/Grupos 1 2 3 4 5
1 0.094 0.095 0.096 0.095 0.093
2 0.095 0.098 0.095 0.098 0.094
3 0.096 0.095 0.093 0.094 0.100
4 0.095 0.093 0.099 0.095 0.096
5 0.099 0.094 0.095 0.096 0.095
Li 0.096 0.095 0.096 0.096 0.096
L 0.10
n 25
B 5
W 5
Var. grupos 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
C 0.34
C tabla 0.54
Uniformidad UNIFORME
Valor nominal 0.09
Sesgo -0.004
ANOVA
(xi-Li)"™2 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
SDCs 0.0000
SDCw 0.0001
DCMs 0.0000
DCMw 0.0000
F calc. 0.11
F tablas 2.87

Aceptacion o Rechazo

No existe diferencia significativa

SL? 0.0000
Sr 0.0021
SR 0.0023
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DETERMINACION DE ACE!

. . 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Condiciones ambientales
85% 85% 85% 85% 85%
Responsable de la realizacion Alison C. Alison C. Alison C. Alison C. Alison C.
Fecha de realizacion 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021
Matriz 0,40 mg/mL
Repeticiones/Grupos 1 2 3 4 5
1 0.102 0.103 0.101 0.103 0.101
2 0.103 0.101 0.103 0.101 0.102
3 0.110 0.103 0.108 0.102 0.103
4 0.103 0.115 0.102 0.103 0.107
5 0.101 0.102 0.103 0.107 0.103
Li 0.104 0.105 0.103 0.103 0.103
L 0.10
n 25
B 5
W 5
Var. grupos 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
C 0.52
C tabla 0.54
Uniformidad UNIFORME
Valor nominal 0.10
Sesgo 0.000
ANOVA
(xi-Li)"2 0.0001 0.0001 0.0000 0.0000 0.0000
SDCs 0.0000
SDCw 0.0003
DCMs 0.0000
DCMw 0.0000
F calc. 0.18
F tablas 2.87

Aceptacion o Rechazo

No existe diferencia significativa

SL? 0.0000
Sr 0.0036
SR 0.0038
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DETERMINACION DE ACE!

. . 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Condiciones ambientales
85% 85% 85% 85% 85%
Responsable de la realizacion Alison C. Alison C. Alison C. Alison C. Alison C.
Fecha de realizacion 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021 12/28/2021
Matriz 0,45 mg/mL
Repeticiones/Grupos 1 2 3 4 5
1 0.114 0.114 0.116 0.113 0.113
2 0.124 0.116 0.113 0.113 0.114
3 0.116 0.113 0.125 0.114 0.127
4 0.113 0.128 0.114 0.120 0.116
5 0.113 0.114 0.114 0.116 0.113
Li 0.116 0.117 0.116 0.115 0.117
L 0.12
n 25
B 5
W 5
Var. grupos 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
C 0.30
C tabla 0.54
Uniformidad UNIFORME
Valor nominal 0.11
Sesgo -0.001
ANOVA
(xi-Li)"2 0.0001 0.0002 0.0001 0.0000 0.0001
SDCs 0.0000
SDCw 0.0005
DCMs 0.0000
DCMw 0.0000
F calc. 0.09
F tablas 2.87

Aceptacion o Rechazo

No existe diferencia significativa

SL? 0.0000
Sr 0.0051
SR 0.0055
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Anexo 13 Certificados

@ UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO
FACULTAD DE CIENCIA E INGENIERIA EN ALIMENTOS

" LABORATORIO DE CONTROL Y ANALISIS DE ALIMENTOS, LACONAL

2

Direccidn: Av. Los Chasquis y Rio Payamino, Campus Huachi, Ambato- Ecuador Teléfono: 2400987 Ext. 5518

Certificacion N. 2022-LACONAL-03
Ambato, 25 de enero de 2022

CERTIFICACION

Por medio del presente, a peticion del Interesado, Certifico que la Seforita
Alison Abigail Castillo Mayorga, con nimero de cedula 1804387783,
estudiante de la carrera de Ingenieria Bioquimica de la Facultad de Ciencia
e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia, Universidad Tecnica de Ambato
- UTA, realizé su proyecto de investigacion con el tema: Validacion del
método analitico por espectrofotometria UV-Vis para la determinacién de
edulcorantes en bebidas azucaradas consumidos en la Provincia de
Tungurahua.

Desde jueves 2 de diciembre del 2021 hasta el 23 de diciembre del 2021.

Actividades realizadas: uso de espectrofotémetro para curvas de
calibracion para edulcorantes

Equipos:

» Espectrofotometro THERMO SCIENTIST
* Centrifuga FUNKE GERBER Nova-safety
» Baiio ultrasénico BRANSONIC M2800H

La interesada puede hacer uso del presente documento, como considere
conveniente.

Atentamente,

% MARIA GABRIELA
FLORES ROSERO

Ing. Gabriela Flores R.
DIRECTORA

Laboratorio LACONAL
MGF
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SIGMA-ALDRICH

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103 USA
Email USA: techserv@sial.com Outside USA: eurtechserviisial.com

Certificate of Analysis

Product Name: Sucralose

analytical standard
Product Number: 90984
Batch Number: BCCD3883
Brand: Sigma-Aldrich
CAS Number: 56038-13-2
Formula: C,,H,,CLO,
Formula Weight: 397.63
Expiration Date: MAY 2023
Quality Release Date: 29 MAY 2020
TEST SPECIFICATION RESULT
APPEARANCE (COLOR) COLORLESS OR WHITE WHITE
APPEARANCE (FORM) POWDER POWDER
PURITY (HPLC AREA %) 298.0% 99.0 %
SPECIFIC ROTATION (20/D) 84.0 - 88.0 DEGREES B85.0 DEGREES
CONCENTRATION C=1IN WATER C=1IN WATER
CARBON CONTENT 36.25 % (THEORY) 36.15 %
HYDROGEN CONTENT 4.82 % (THEORY) 4.91 %
PROTON NMR SPECTRUM CONFORMS TO STRUCTURE CONFORMS

9&.2. .S.Q\.,r-__../,—\

Dr. Reinheold Schwenninger
Quality Assurance
Buchs, Switzerland

Sigma-Aldrich warrante that at the time of the quality release or subsequent retes! date this product conformed to the information contained in this publication. The current
specification sheel may be available at Sigma-Aldrich.com. For further inguiries, please contact Technical Service. Purchaser must determine the suitability of the product

for its particular use. See reverse side of invoice or packing slip for additional terms and conditions of sale.
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www.sigmaaldrich.com

Certificate of Analysis - Analytical Standard

Aspartame
Product no.: 47135
Lot no.: LRAC7356
Description of CRM: WHITE POWDER
Expiry date: September 2023
Storage: REFRIGERATE
Certificate version: LRAC7356.01 (Note: Certificates may be 2
updated due to the availability of new data. Check HO. - 0. CH
our website at: www.sigma-aldrich.com for the H 3
most current version.) Q NH; Q
Chemical formula: CraHisN20s
Molecular mass: 294.30
CAS No. 22839-47-0
Analyte Purity (Mass Balance/ basis)
Aspartame 98.5% (Mass Balance/dried basis)
Intended use: Intended for Laboratory Use only. Not for drug, household or other uses
Minimum sample size: 10 mg
Instructions for handling Do not dry, use an the as is basis. The internal pressure of the container may
and correct use: be slightly different from the atmospheric pressure at the user’s location.

Open slowly and carefully to avoid dispersion of the material. Attachment of a
20 mm aluminum crimp seal recommended for unused partions.

Health and safety All chemical reference materials should be considered potentially hazardous

information: and should be used only by qualified laboratory personnel. Please refer to the
Safety Data Sheet for detailed information about the nature of any hazard
and appropriate precautions to be taken.

Certificate issue date: 29-September-2020

Packaging: 500MG IN AMBER VIAL

by G— “hy?s L

[Andy Ommen - QC] [Mark Pooler - QA]

Sigma-Aldrich RTC, 2931 Soldier Springs Rd. Laramie, WY 82070, USA;
Tel. 1 307-742-5452; Fax 1 307-855-831-9211; www.sigmaaldrich.com
Sigma-Aldrich RTC is a subsidiary of Merck KGaA, Darmstadt, Germany.

Foackificabe Dana 1 Af 2 Fackifimaba vmeeine N1
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Supelco.

Product Name:

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA
Website: www.sigmaaldrich.com

Email USA: techserv@sial.com

Outside USA: eurtechserv@sial.com

Certificate of Analysis

Acesulfame K - for food analysis, 299.0%

Product Number:

04054

Batch Number: BCCF4723 T
Brand: SIAL fL N K*
CAS Number: 55589-62-3 HC” N0 3 0
Formula: C4H4KNO4S o]
Formula Weight: 201,24 g/mol

Quality Release Date: 17 FEB 2021

Test Specification Result

Appearance (Colour) Colorless or White White

Appearance (Form) Powder or Crystals Powder

HPLC > 99.0 % 99.9 %
(Assay in Weight %)

Carbon Content 23.74 %
23.87 % (Theory)

Hydrogen Content 2.27T %
2.00 % (Theory)

Nitrogen Content 7.08 %
6.96 % (Theory)

Sulfur (S) 16.00 %
15.93 % (Theory)

Infrared Spectrum Conforms to Structure Conforms

_?ﬁ;?\_s.cw}___/,ﬂ

Dr.Reinhold Schwenninger
Quality Assurance
Buchs Switzerland CH

Sigma-Aldrich warrants, that at the time of the quality release or subsequent retest date this product conformed to the information
contained in this publication. The current Specification sheet may be available at Sigma-Aldrich.com. For further inquiries, please contact

Technical Service. Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use.

slip for additional terms and conditions of sale.

Version Number: 1
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