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RESUMEN

Antes de inciar |a validacion del método 960.38 del AOAC se hicieron las pruebas de
calibracion de un espectrofotémetro de UV-vis. Se implementd el plan de validacién donde
se evaluaron los parametros: coeficiente de variacién del método, limite de deteccién,
limite minimo de cuantificacion, limite maximo de cuantificacién, intervalo de operacion,
intervalo lineal de operacion, Se prepararon soluciones estandar de acido benzoico en
éter etilico de concentraciones 0.0002% a 1.0% incluyendo el intervalo comprendido de
0.002% a 0.008% de la curva estandar propuesta por el métode a validar, se encontrd
baja reproducibilidad y repetibitidad de lecturas de los estandares, se hizo cambio de
disolvente para la optimizacién del método. Se extrajeron muestras de bebidas de
diferentes frutas y se concluye acerca de la validacion de métodos de andlisis de
alimentos bajo criterios estadisticos que consideran las matrices complejas que
gerealmente presentan los alimentos, para diferenciarlas de las validaciones de productos
farmacéuticos.



OBJETIVOS



Validar un método espectrofotométrico de ultravioleta- visible para cuantificar acido

benzoico en jugos de frutas procesados.

Dar a conocer los lineamientos para desarrollar un pfan de validacién que contemple

las necesidades y limitaciones de la industria alimentaria.



INTRODUCCION



INTRODUCCION

Los conservadores antimicrobianos en alimentos se conocian desde tiempos ancestrales,
se sabe que los egipcios ufilizaban a la mostaza para evitar la fermentacion del vino,
origen de su nombre ya que deriva del mosto. El primer antimicrobiano sintético que se
conocid fue el acido benzoico descubierto por Dr. H. Fleck, desde entonces se ha
empleado en la conservacion de alimentos.(13)14)

Actualmente la facilidad de obtener productos alimenticios con una vida de anaquel
amplia, requiere del uso de ciertos aditivos, como 'os conservadores o antimicrobianos
entre ofros. En México esta aceptado como conservador por la Secretaria de Salud segan
el articulo 523 del capitulo [l del Reglamento de Especificaciones para el uso de aditivos
afimentarios permitiendo un maximo de 1000 mg/kg. El acido benzoico es un aditivo
General Recognized As Safe (GRAS) por la Food and Drug Administration (FDA) de los
Estados Unidos de América, se considera inocuo y se usa comdinmente en alimentos de
alta acidez.

Debido a su amplio uso, recurrencia, altos volimenes de consumo y variedad de
aplicaciones debe existir un control mas estricto en su normatividad, puesto que la salud
publica puede estar en riesgo cuando hay un abuso de &l y los amplios limites de uso lo
hace susceptible de permitir malas practicas de manufactura.

Afortunadamente en los dftimos afios la industria de los alimentos ha tendido a un control
de calidad total, para tales fines deben de establecerse manuales o procedimientos que
aseguren la viabilidad y confiabilidad de los procesos y/o métodos para obtener productos
de calidad, cualquiera que sea la definicién que de ella se tenga. La validacion permite el
aseguramiento de esta calidad puesto que es evidencia documentada de que el método o
proceso estd cumpliendo las funciones para las cuéles fue disefiado.



Existen guias para validar métodos, sin embargo, muchas veces esta informacidn resulta
complicada y repetitiva, ademas los criterios estan establecidos principalmente para
productos farmacéuticos y no para alimentos, por lo que se hace necesario dar los
lineamientos para desarroliar un plan de validacion que contemple las necesidades y
limitaciones de la industria alimentaria con el fin de unir criterios y establecer una guia en
el disefio de la experimentacidn cuando se va a aplicar y validar una técnica dirigida a
productos alimenticios a ja vez que se contemplan ios puntos criticos de 1a aplicacién del
método.

Debido a que las matrices de los alimentos son mucho mas complejas que las que existen
en los productos farmacéuticos, la validacién de este método de andlisis permitira la

extrapolacion de resultados a ctros productos a los cuales se les necesite aplicar.
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GENERALIDADES



GENERALIDADES DEL ACIDO BENZOICO

Desde tiempos ancestrales el hombre ha tratado de preservar los alimentos para
almacenarlos para su posterior consumo protegiéndolos de microorganismos, en fa
busqueda de mejores técnicas de preservacion han aparecido sustancias quimicas gue
han cumplido con la funcién de conservar a los alimentos segtin la composicién y los tipos
de microorganismos a los cuales son susceptibles.''

El presente trabajo considera a fas bebidas como los principales productos alimenticios
donde el 4cido benzeico es utlizado como conservador.

1.1 Conservadores para bebidas
Factores que influyen en el crecimiento microbiano de bebidas.
+ Composicidn de la bebida.
i) pH.
ii) Presencia de nutrientes (azucares, minerales, aminoacidos).
iii) Presencia de conservadores.
« Nivel de contaminacién microbiano inicial.
i) Condiciones sanitarias de los ingredientes y el equipo.
iy Proceso de elaboracion.
+ Manejo y distribucién de la bebida.
i) Tiempo de almacenamiento.

iy Temperatura de almacenamiento.

De los factores mencionados anteriormente, la composicidon de la bebida tiene un efecto
mayor en dicho crecimiento, el cual se lleva a cabo bajo condiciones especificas de
humedad, pH y oxigeno disponible.

El nivel de contaminacién microbiana inicial es un factor critico en la descomposicién
microbiana de las bebidas, esto se relaciona con las condiciones sanitarias de los
ingredientes y el equipo utilizados en su elaboracion asi como e! mismo proceso, es
importante recalcar que la accién de los conservadores no debe sustituir a las buenas
practicas de higiene ni tampoco debe enmascarar un mal proceso de elaboracion.



Si consideramos que los conservadores no destruyen a los microorganismos y que
solamente inhiben su crecimiento suponemos que si la carga microbiana inicial es baja, es
de esperar que la descomposicién microbiana se retrasara. En el caso de niveles altos de
contaminacion microbiana (cuenta total en placa mayor a 1 millénfgramo), la
descompaosicion del producto debido a microorganismos se llevara a cabo tal como si no
existiera conservador.

Por lo tanto el costo de inversién en conservadores bajo estas condiciones, serfa indtil,
por lo que no debe pensarse en un conservador como la solucién a todos los problemas,
sino como parte de un sistema total de calidad que incluya un programa completo de
control de calidad asi como buenas practicas de elaboracién y buenas practicas de
manejo y almacenamiento de los ingredientes y del producto terminado.

1.1.1 Importancia del pH en |a accién de los conservadares.

La mayoria de los conservadores son acidos débiles (acidoe sérbico) o sales de &cidos
débiles y bases fuertes (sorbate de potasio, benzoato de sodio, propionato de sodio). El
uso de sales es mas comdn porque tienen mejor solubilidad que los 4cidos y son mds
faciles de manejar. Los benzoatos, sorbatos y propionatos son sales alcalinas que en
solucidn acuosa se transforman en el &cido del que provienen, como se muestra en la
siguiente ecuacion para el propienato de sodio;

CH,CH,COO Na* + H;0 — CH;CH,COOH + Na* + OH

para el benzoato de sodio se presenta el equilibrio:

CeHsCOO Na* + H0 — CgHsCOOH + Na* + OH

Debido a la aceptacién del protdn por la molécula de sal, el pH de una bebida con un
contenido de conservador tiende a incrementarse ligeramente, asi es como la aceptacion
del protén depende del pH y de la capacidad amortiguadora del producto.



Al ajustarse el pH de una bebida para asegurar la efectividad de un conservador, este
valor del pH debe medirse con el conservador incluido.

La especie de acido protonado que resulte de disolver el conservador en agua, puede
presentarse como una molécula no disociada o como una molécula disociada, como se
muestra para el acido benzoico.

CeHsCOOH o CeHsCOO

molécula no disociada molécula disociada (actividad antimicrobiana limitada)

La molécula no disociada tiene una actividad antimicrobiana mucho mayor que la
molécula disociada, La forma no disociada interfiere con la paermeabilidad de !a membrana
de la célula microbiana y por lo tanto previene el crecimiento del microorganismo. La
forma no disociada (protonada) es mas soluble en lipidos que la forma disociada y por lo
tanto se absorbe mas por la membrana celutar.

La relacion porcentaje de molécula no disociada/ porcentaje de molécula disociada puede
calcularse utilizando la ecuacién de Henderson-Hasselbach:

nivel de moldcula disociada

H = pKa + lo
P P 9 nivel de molécula no disociada

nivel = concentracion

La construccion de una grafica del porcentaje de fa molécula no disociada de un
conservador confra pH es un buen indicador de la efectividad de un conservador a
diferentes pHs. Sin embargo esta actividad antimicrobiana dependiente del pH, no se
relaciona (nicamente con el nivel de molécula no disociada resultando una actividad
antimicrobiana limitada.



% de Molécula no Disoclada vs. pH para Acido Propidnico (pKa= 4.87)
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Figura 1.1

Como se observa en la Figura 1.1, mientras menor es el pH mayor es ia cantidad de
molécula no disociada, esto significa que la fuerza de un conservador aumenta a medida
que el pH disminuye, presentandose cambio mas drastico cerca del valor de pKa del
acido.

En el caso del acido propiénico, cuyo valor de pKa es 4.87, a pH=4.87 el 50% del acido
esta en forma disociada (CH CH,CQO) y el otro 50% no esta disociado (CH,CH,COOH).
Cuando el pH=6, solamente permanece un 7% de Acido propidnico no disociado, esto
significa que si se usa un 0.2% de propionato de sodio en un producto alimenticio a
pH=6.0, el nivel real de Acido propidnico no disociado presente es:

0.2% * 7.0%* peso molecular del a’cic?o pr?pidnico' = 0.2% *7.0% * 0.772 = 0.01
peso molecular del propionato de sodio

El resultado es 0.01% de acido propiénice no disociado y por lo tanto sdlo esta cantidad

tiene aciividad antimicrobiana.

i5



Debido al bajo nivel de &Acido propiénico no disociado presente, los propionatos tienen
muy poca actividad antimicrobiana a pH=6.0. Los propionatos son efectivos como
conservadores a pHs de 5.5 o menores. Ei valor mas alto de pH para la efectividad de
otros conservadores se muestra en la Tabla 1.1,

Tabla 1.1

-

T HDIEaRAG Y NV @t ate 9f epi Siaig kel L LLER Al
Benzoatos. 4.5

rODICEAIgN]

Acido sérbico, Sorbatos., 6.5

1.2 BENZOATOS (BENZOATO DE SODIO, BENZOATO DE POTASIO)
1.2.1 Historia

El primer antimicrobiano sintético que se conocié fue descubierto en 1875 por Dr. H. Fleck
cuando intentaba sintetizar un sustituto del acido acetilsalicilico. Anteriormente se habian
utilizado algunos extractos de plantas como antimicrobianos, después se encontréd que
dichos extractos contenian acido benzoico.

E! hecho de poder obtenerlo sintélicamente en gran cantidad y a bajo costo hizo que se
generalizara su uso (principalmente en los “polvos de enlatados™), lo cual trajo como
consecuencia el abuso en su uso por las ventajas que presentaba junto a otros
conservadores que se empleaban en la época.

En 1906 Harvey H. Wiley quimico principal del Departamento de Agricuitura de EU, ante
la sospecha del efecto téxico del acido benzoico ademéas de ofros aditivos, promulgd la
primer Pure Food and Drug Act donde se exige que aparezca en las etiquetas la relacion
de ingredientes. Sin embargo se siguié utilizando en diversos productos bajo limites
permitidos y en 1981 fue aprobado como aditvo GRAS por la Food and Drug
Administration (organismo integrado en 1931 cuyas siglas son FDA) y por Codex

Alimentarius perteneciendo hasta la fecha a este mismo rubro. @9SI®)



1.2.2 Mecanismo de accidén.

El mecanismo bactericida del acido benzoico se basa en varias intervenciones en la
estructura enzimatica de la céiula microbiana.

Se sabe que en varios hongos y bacterias inhibe a !a enzimas que controlan el
metabolismo del Acido acético y la fosforilacién oxidativa ya que interviene en varios
puntos de el ciclo de Krebs especialmente en la enzima a—cetoglutarato y la enzima

succin deshidrogenasa, ademas también actda a nivel de pared celular.

Para que exista una inhibicion, el acido benzoico debe penetrar a la célula a través de su
pared, esto sélo es posible cuando el 4cido estd en forma no disociada. @

Tanto e! benzoato de sodio como e! benzoato de potasio son sales del acido benzoico que
se encuentran presentes en forma natural en la canela, el clavo, las ciruelas pasas y
algunas bayas. Ambas sales se transforman en dcido benzoico al disolverse en agua.

Los benzoatos son efectivos contra mohos, levaduras y bacterias a un pH de 4.5 o menor,

Tabla 1.2. Propiedades del Acido benzoico.®

EATDE TS IS EE, ]

Nivel de uso 0.02-0.3%"

Nivel de uso reportado hasta abril de 1995. Revisar en este mismo trabajo los niveles de uso
actuales.

1.2.3 Fabricacion.

Existen muchos procesos quimicos para fabricar benzoate de sodio. Sin embargo, en
Estados Unidos solamente uno; la newtralizacién del acido benzoico, estad aprobado por
FDA para el benzoato de sodio presente en alimentos y bebidas para consumo en dicho
pais (21 CFR 184. 1733), esta ley incluye bebidas exportadas por México, por lo tanto es
importante asegurar que el benzoato de sodio utilizado en bebidas de exportacién cumpla
con la ley de Estados Unidos de América.



La razdn por la cual 1a FOA especifica el proceso de neutralizacion es porque éste genera
menos impurezas. Segln el proceso de FDA, para fabricar benzoato de sodio, se destila
varias veces el acido benzoico para remover impurezas que puedan causar sabores
extrafios. Este acido benzoico destilado y puro se neutraliza con hidréxido de sodio para
producir benzoato de sodio, posteriormente debe asegurase que el producto esté libre de
sabores extrafos.

Se fabrican tres tipos de benzoato: en polvo, denso y EDF(extruded-dust-free) o extruido
libre de polvo que es una forma especial del producto que no es polvaso pero se disuelve
rapidamente. De las tres presentaciones la que requiere de mas tiempo para disolverse es
la forma densa; el EDF se disuelve dos veces mas rapido que el denso.

1.2.4 Niveles de uso

La tabla 1.3 describe los niveles de uso tipicos del acido benzoico, ésta es solo una guia
puesto que el nivel de uso real que se requiere depende de varios factores y se determina
tipicamente al llevar a cabo las pruebas correspondientes.

En algunos casos, se utiliza acidulante para bajar el pH del producto al valor de
efectividad def conservador. En otros casos, el conservador debe afadirse una vez que la

maduracién o fermentacién hayan terminado.“®

Tabla 1.3,

- YRRAPIEACICHE RN

Bebidas carbonatadas

Jarabes
"ﬂ]‘fj_ll B

' Se uliliza un acidulante para bajar el pH al intervalo efective del conservador.
2 El conservador se afiade al producto después de que la fermentacion o la maduracién termine.



1.2.5 Métodos de uso.

En la fabricacion de refrescos, se disuelven en agua grandes cantidades de benzoato de
sodio en una estacion de mezclado antes de bombearse a un tanque de jarabe. Siempre
que se emplee este conservador debe ser el primero en afadirse al agua. Si se usa un
acido en la formula, deberd de agitarse ef tanque al afadir el acido para evitar la
precipitacién local del acido benzoico, que tiene una solubilidad en agua de solamente
0.3% a 20°C.

Debido a que los benzoatos son sales y éstos aumentan et pH de algunos productos, el
pH de! producto debe medirse con el conservador incluido para determinar si éste es lo
suficienternente bajo para permitir que e! conservador sea efectivo.

Al desarrallar nuevos produclos, si se piensa agregar un conservador al producto final, es
importante incluirlo en las férmulas protolipos. De esta manera no habra cambios en el pH
o en el perfil de sabor del producto cuando se elabore a gran escala.®??

1.2.6 Aplicaciones.

El benzoato de potasio se usa en aplicaciones en donde el nivel de sodic debe ser
reducido y también en bebidas con aspartame para mejorar el sabor.

El campo de accién de los benzoatos es muy amplio, incluye emulsiones como
mayonesas, delicatessen, productos marinos, productos vegetales pero principalmente en
productos de frutas como; salsas, frutas en almibar, purés, jaleas, ates, mermeladas y
jugos.

1.2.7 Normatividad

Seguin el Codex Alimentarius volumen 1 1892 en su seccién 2 DEFINICIONES, se
entiende por aditivo alimentario cualquier sustancia que por si misma no se consume
normalmente como alimento, ni tampoco se usa como ingrediente basico en alimentos,
tenga o no valor nutritivo, y cuya adicidn al alimento en sus fases de produccion,
fabricacion, elaboracion, preparacion, tratamiento, envasado, empaquetado, transporte o
alfmacenamiento, resulte (o puede esperarse que razonablemente resulte) directa o
indirectamente por si o sus subproductos, un componente del afimento o bien afecte a sus
caracteristicas. Esta definicion no incluye “contaminantes” o sustancias afadidas al

alimento para mantener o mejorar las cualidades nutricionales ®



Segun el Codex Alimentarius volumen 1 1992 seccion 5 Nombres Genéricos y Sistema
Internacional de Numeracion {SIN) de Aditivos Alimentarios, agrupa a los conservadores

con las siguientes notaciones:

Clases funcionales Definiciones Subclases
{funciones tecnologicas)
Sustancias conservadoras. Sustancias que protegenla « Conservadores

vida de almacén de los antimicrobianos.
alimentos protegiendo a » Agentes antimicéticos.
éstos del deterioro e Agentes de control de
ocasionado por bacteridfagos.
microorganismos. « Agentes
quemoesterilantes.

« Maduradores del vino.
« Agentes de
desinfestacion.

Segun el SIN:

Nimero Nombre del aditivo alimentario Funcion tecnolégica

210 Acido benzoico. conservante
211 Benzoato de sodio conservante
212 Benzoato de potasio conservante

El Diario Oficial de la Federacion publica el 21 de noviembre de 1997 la Norma Oficial
Mexicana 130, que indica los requerimientos y niveles permitidos para aditivos en
alimentos envasados en recipientes de cierre hermético. La NOM indica los grupos de
sustancias permitidas junto con los productos donde se autoriza su utilizacion y los limites
maximos establecidos para su uso.!”

Cabe sefialar que segun la norma, los productos objeto de la misma, se clasifican por su

naturaleza en:
» Alimentos envasados en recipientes de cierre hermético con pH menor o igual

a4.6,

= Alimentos sometidos a tratamiento térmico envasados asépticamente.
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+ Alimentos acidos y poco acidos - acidificados, fermentados, encurtidos, alimentos

elaborados a base de frutas (como jugos, néctares, mermeiadas, jaleas, ates, etc.) y

frutas envasadas en recipientes de cierre hermético y sometidas a tratamiento

térmico.

* Alimentos envasados en recipientes de cierre hermético con pH mayor de 4.6.

+ Vegetales, productos camicos, platilos preparados con carne, productos lacteos

y mezclas, envasados en recipientes de cierre hermético y sometidos a tratamiento

térmico que asegure su esterilidad comercial.

¢ Y otros productos con las mismas caracteristicas y sujetos al mismo proceso.

Para el objetivo de este trabajo podemos asignarle a las muestras analizadas el grupo de

alimentos acidos elaborados a base de frutas y que segin la NOM 130 rige para el

benzoato de sodio o siguiente:

CONSERVADORES

Aditivo

GProductosa- . F i

- Limiteimaxinio: -

Benzoato de
sodio

Sa!sas frutas en almibar, purés,
jaleas, ates, mermeladas y jugos

Solo 0 mezclado hasta un maximo
de 1000 mg/kg.

(0.1%)
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GENERALIDADES ACERCA DE ESPECTROSCOPIA
DE ULTRAVIOLETA VISIBLE.

2.1 Fundamentos.

Los métodos espectrofotométricos se basan en la interaccion de la energia radiante con la
materia.

A esta energia se le puede describir como una onda que viaja a la velocidad de la luz y
tiene como caracteristicas propias una frecuencia, una longitud (A} y los efectos que
producen sobre la materia. La radiacion es una forma de energia que puede ser
faciimente descrita por dos modelos matematicos que se unen en el efecto dual que
indica que la radiacién estd compuesta de particulas discretas de energia llamadas
fotones, es decir puede comportarse como particula y como onda electromagnética "

2.1.1 Espectro electromagnético.
En la naturaleza existen diferentes ondas electromagnéticas que en conjunto constituyen

una enorme gama de energia radiante conocida como espectro electromagnético. Este
incluye desde rayos césmicos con longitudes de ondas tan pequefias como 10°
nanémetros (nm.) hasta las ondas de radio con longitudes superiores a los 1000 km. 7

La radiacién Ultravioleta-Visible (UVAis) es una manifestacién de una pequefia porcién
del espectro electromagnético cuyo intervale de longitud de onda va de 10 a 780 nm. A la
vez esta porcién se divide en el lejanc ultravicleta (10-200nm.), ultravioleta cercano {200-
300nm.) y visible {300-780).%%

A(om) 200l 3oo| 780 3600

ouelg)
ejajomeln
OUEDJ8D
EETELI
ouenias
ofoLieyul

FIGURA 2.1
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2.1.2 Crigen del espectro de absorcidn.

La energia electronica asociada con la radiacion electromagnética de un fotdn se expresa

en la ecuacion:
c
Ezhv=h—
A

donde: E= energia [ergios)
h = constante de Planck {6.62 * 107 ergios/seg ]
v = frecuencia [ciclos/seg]
¢ = velocidad de la luz [3 * 10" cm/seg]

A = longitud de onda {cm]

Cuando la radiacién pasa a través de una sustancia semitransparente, la radiacion se
transmite parcialmente. La resultante es reflejada o absorbida, esto dependera del tipo de
sustancia y de la longitud de onda. En esta técnica la radiacion absorbida es la de mayor
interés. Desafortunadamente no existe un método de medicién directa de ta radiacion
absorbida, por lo que se recurre a métodos indirectos, como fa medicion de la radiacion
transmitida. Por lo que la absorbancia resulta ser la diferencia entre la luz que incide y la
luz que se transmite. Si ia intensidad de la luz transmitida se graficara como una funcién
de la longitud de onda, se obtendria el espectro de absorcién de la sustancia. Esta
absorcidn selectiva es la base de aplicacién de la espectroscopia para el andlisis
cualitativo y cuantitativo.

2.1.3 Andlisis cualitativo.

La absorcidén de un fotdn por una molécula da como resultade un incremento en su
energia. Este incremento es exactamente igual a la energia de! fotén AE = hv

Cuando un electron de una molécula que inicialmente se encuentra en estado basal E,, a!
interaccionar con la luz (Figura 2.1), hace que se eleve el contenido de energia a estados
superiores 0 excitados E,, al regresar a su estado basal libera un guantum que segun
experimentos demuestran que los cambios de energia producidos por la absorcion de luz
no son continuos si no que suceden en paquetes de energia discretos llamados quantum.
El quantum es caracteristico de cada especie absorbente.



E

AE = hv {(quantum) = diferencia de energia

fotonica

Figura 2.2

Asi la energia de un fotdn correspende precisamente a la diferencia entre dos estados de
energia caracteristicos de la molécula. Es decir, se requiere una cantidad de energia
especifica para subir o bajar de nivel, por lo tanto la longitud de onda de méaxima
absorcidn (aguélia donde ocurre la transicion elecirénica) se puede correlacionar con los
tipos de enlace de la especie absorbente en estudio, en el caso de radiaciones del
Uitravioleta Visible, pues son los electrones de enlace los que absorben este tipo de
energia.

Con base en lo anterior, los métodos espectroscopicos que utilizan la radiacion
ultravioleta-visible como energia excitante, proporcionan datos que predicen
instauraciones, sisternas conjugados o grupos funcionales lo que los hace selectivos para
el andlisis cualitativo de compuestos cuyos enlaces producen absorcidn. Estos enlaces
pertenecen a los compuestos con heteroatomos que tienen electrones antientace como O,
N, S y P, metales de transicidn y grupos funcionales con enlaces n conjugados
dencminados “grupos cromdforas™® como es el caso del acido benzoico.

2.1.4 Andlisis cuantitativo y Ley de Lambeni-Beer.

La radiacién incidente puede ser absorbida por la muestra; puede igualmente reflejarse en
la superficie del contenedor de la muestra (celda) o espacirse si hay panticulas dispersas
en la muestra o rayaduras en las paredes de la celda. La cantidad de radiacion
transmitida por la muestra es aquéfla que no absorbe, refleja o dispersa. De tal forma que
si por las caracteristicas de la celda, no se presentan los fenémenos de dispersién ni de
refraccién de la radiacion, la cantidad de energia transmitida es funcidn unicamente de la
cantidad de energia absorbida por las moléculas de interés.

El andlisis cuantitativo en la espectroscopia, se basa en las leyes de la absorcion de la
energia radiante.™

*Grupo funcional responsable de la absorcién en el UV-vis.

25



Ley de Lambert-Beer.

La ley de Lambert-Beer-Bouguer sefala que una onda (radiacién) proveniente de un haz
de luz menocromatica va a ser absorbida por una muestra que esté a concentracion
constante, la polencia que tenga esta onda al salir de la muestra dependera de la
cantidad de moléculas que encuentre a su paso y que sean capaces de absorberla. Lo
anterior se cumple siempre y cuando la longitud de onda de esta radiacién incidente sea
constante al igual que la distancia que atraviese (espesor de la celda). A la refacién que
existe entre la potencia con la que entra la radiacién (Py) y la potencia con la gue sale (P),

se le conoce como Transmitancia®”

La combinacién de!l espesor de la celda y la concentracién se representa
matematicamente en la Ley de Beer-Boughner. Esta ley describe que la absorbancia es
directamente proporcional a la concentracion y al espesor de la celda:

A = a*b*c Ley de Beer

La absortividad a (coeficiente de absorlividad) es una caracteristica propla de cada
molécula que depende de ciertas condiciones definidas de longitud de onda, disolvente,
temperatura y otros parametros. En esencia, la absortividad es una medida de la fuerza
de absorcion de una sustancia dada a una longitud de onda especifica. Si el espesor de la
celda se expresa en centimetros y la concentracién en gramos por litro, ias unidades de la
absortividad seran litros por gramos sobre centimeltros,

P -a“b'e . P 1)0
T=—=10 . Absorbancia=logT —1=—logT=-log—=log— =a*b*c
B o P
donde a = absortividad
b = espesor de la celda
¢ = concentracion
Pq = luz incidente
P = luz transmitida
De la ecuacidn de Lambert y Beer se puede concluir que conociendo el trayecto &ptico, el
coeficiente de absorcidn molecular y midiendo la absorbancia y el % de transmitancia de

la muestra se puede conocer la concentracion,
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2.2. Instrumentacion

Esencialmente un espectrofotdmetro provee una banda estrecha de radiacién espectral,
llamada luz monocromatica y que mide el grado de interaccion entre esta radiacion y una
muestra.

Entre los componentes principales de un espectrofotémetro se incluyen; una fuente de
radiacién, monocromador, compartimento de celdas, detector, amplificador y lector. Los
dgitimos tres integran el sistema fotométrico.?

FOTOMETRO
1
2 3 4 5 6
Figura 2.3. Componentes de un espectrofotdmetro uvivis
1 Fuente 4 Detector
2 Monccromador 5 Amplificador
3 Compartimiento para celdas 6 Lector

La luz que proviene de la fuente entra al monocromador aislando una banda espectral
para continuar hacia la muestra. Dependiendo del grado de interaccion - proceso de
absorcion; parte de la radiacion es transmitida al detector donde se genera una sefial
eléctrica proporcional al nivel ptico. Esta sefal serd amplificada y registrada por un lector
apropiado.

Las tres fuentes de radiacidén mas utilizadas son la ldmpara de tungsteno (su radiacion es
uatil en la regién visible y cercano infrarrojo) , la de deuterio (para la region de ultravioleta
(200-300 nm.) y la de arco de xendén (provee una radiacién continua de alta intensidad en
toda la region uv/vis). Desafortunadamente ésta Ultima tiende a ser ingstable y por lo tanto

es menos confiable.

La parte fundamental de la que depende la calidad de un espectrofotometro es el
monocromador. El monocromador acepta la luz proveniente de la fuente, la dispersa de
acuerdo a la longitud de onda con ayuda de rejillas de difraccion y selectivamente la deja
pasar a través de una abertura estrecha (slit), este haz de luz de longitud de onda

especifica es el que llega a la muestra. Puesto que a las rejillas de difraccion se les
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considera el corazon del monocromador se describen a continuacién: una rejilla se
asemeja a un espejo rayado con lineas finas paraletas, cuando un haz de tuz choca con
la superficie sucede la flexién, para cada longitud de onda hay un angulo de refraccion,
dependiendo del nimero de lineas por milimetro de superficie de la rejilla sera la
resolucién del aparato asi que, a mayor nimero de lineas por milimetro se obtendra mejor
resolucidn pues el aparato tendra mayor capacidad de seleccionar longitud de onda
{1000-300 ranuras por mm.}.

Con respecto al detector, éste debe convertir el poder éptico en una sefal eléctrica y con
un minimo de nive! de ruido; esto debe hacerse uniformemente sobre un amplio intervalo

espectral con una respuesta fineal. El detector mas comun es el fotomuttiplicador.

Existen dos tipos de espectrofotometros de UVivis; de un sdlo haz y de doble haz. Este
ultimo se caracteriza por dividir el haz de luz en dos, uno dirigido a la muestra y e! otro
dirigido a la referencia lo que lo hace un instrumento mas confiable pues compensa los
cambios en la fuente y el detector. Por razones de disponibilidad, en el presente trabajo
se utilizé un espectrofotémetro de un solo haz.

2.3. Manejo de muestras para la técnica ultravioleta visible.

Para realizar un andlisis en forma eficiente se requiere un buen manejo de la muestra. En
las regiones ultravioleta y visible generalmente se manejan muestras en solucién o en
fase vapor, aunque Gltimamente se estan trabajando muestras sélidas con accesorios de

esferas de integracion.
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2.3.1 Seleccidn del disolvente
En estudios espectrofotométricos los disolventes deben:

« Disolver o diluir la muestra.

»  No transmitir en a regidn de longitudes de onda en estudio, esto es; que el pico de
méxima de absorcién del disolvente no aparezca en la zona donde se presenta el pico
de maxima absorcidn del analito, si esto sucede la senal del disolvente enmascara a la
sefial del analito y se tiene una mala cuantificacion.

Para la regidn ultravioleta se ha visto que existen muchos compuestos que no absorben
arriba de 200-220 nm, por lo que, no se hace dificil encontrar disolventes. Algunos
disolventes que presentan absorcién hasta 22¢ nm o aun menos. En la Tabla 2.1 se
muestran algunos disolventes tiles en estudios espectrofotométricos de ultravioleta-

visible con sus correspondientes longitudes de onda {A) de médxima absorcion.®

Tabla 2.1

- A méxima -
: ; \ TR 15
Agua 206.0 nm.
E_tan&_sl’a;l's‘:sgé ‘209.0pm.
Eter etllico 227.0 nm.
Acetonitrilo. 210.0:9;:1.
Hexano 210.0 nm

_Bencend..r . 280.07m. .-

R T
Tolueno 285.0 nm.
Acetond .. 330,0Am. -

Tabla 2.2.Propiedades de solventes acido-base™

ot B Potenclal {mV) | +log K7 Tritterdieléctri¢a 25%C - 2t U maxima . ¢

metanol 800 16.7 327 210.0 nm.
agua 'y JESR F: s R R 783 VTR :
éter 4.335 218.0 nm.
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El método a validar propone éter etilico come disolvente del acido benzoico, para su
extraccion y posterior cuantificacién, esto es viable siempre y cuando se asegure que el
éter etilico es lo suficientemente puro como para que no conienga contaminantes que
absorban a la Iongitud de onda de estudio y alteren la sefial del dcido benzoico por

cuantificar. Es por esto que se hace un espectro de absorcién o “barrido” del disolvente.

2.3.1.1 Analisis de disolventes y determinacion del maximo de absorcién.

Como se ha explicado anteriormente, un método espectrofotométrico consiste en hacer
incidir sobre una muestra un haz de luz de longitud de onda especifica, determinada por
las caracteristicas estructurales del compuesto a analizar; debido a que el compuesto esta
disuelto en una matriz de composicién conocida y se ha asegurado la no intervencion de
otras sefales ajenas a las del compuesto a analizar podemos obtener resultados
confiables. Sin embargo, previo al trabajo experimental hay que asegurar la pureza de los
reactivos que se van a utilizar como disolventes, ya sea en la extraccion del analito (éter
etilico) o en la lectura del analito en la curva patrén y en la muestra extraida (metancl). Si
no se han tenido las precauciones necesarias para almacenar el éter etilico {en
contenedores de vidrio dmbar, temperatura de refrigeracion y protegido de la luz solar)
éste es susceptible de formar perdxidos que no se efiminan en la evaporacién y afectan la

lectura del &cido benzoico, por lo gue constituyen una fuente de error en la determinacidn.

Para determinar la pureza de los reactivos se debe obtener un espectro de absorcidn de
los disolventes, en este caso el disolvente es éter etilico y seguln la bibliografia éste debe
de absorber a 227.0 nm, de esta manera nos aseguramos que no interferira en la lectura
(ademas de conocer la pureza del reactivo). También debe hacerse un barrido de una
solucidn del disolvente y analito para conocer el maximo de absorcién del analito. Una vez
obtenido el espectro experimental debe compararse con €l de la bibliografia. Para el
metanol se presenta al final de este trabajo (Apéndice II1), su espectro tedrico.™
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2.3.2 Celdas.

No importa qué tipo de celda se requiera; rectangulares, cilindricas, espesor largo, corto ¢
estandar, micro, semimicro o celdas de flujo; siempre es importante que la celda sea
tabricada con la mas alta calidad y precision para asegurar la exactitud y sensibilidad
cada vez que se utilice.

Las ventanas de las celdas deben fabricarse con maleriales que eviten se deformacion
asegurando que el espesor y dimensiones se mantengan constantes.

Existen cuatro tipos de materiales basicos; vidrio oplico, especia silica fundida, cuarze UV
lejano y metacrilato.

Espesores de las celdas.

Las mas comunes son celdas de 1.0 cm.
Para muestras diluidas se emplean celdas de 10 cm. que mejoran la senal ruido.
En muestras concentradas que se encuentran en el limite superior de absorbancia, se

utilizan celdas de espesor menor a 1 cm que equivale a diluir la muestra.

Recomendaciones para el uso de las celdas.
* Emplear fa celda correcta para su aplicacién.

s Conservar las celdas limpias y fibres de rayaduras, marcas y otros defectos fisicos.
+ Sostener las celdas por la superficie no dptica {pulida) es decir la parte esmerilada.
« Limpiar la celda con una porcién de la muestra a analizar por lo menos una vez.

« Evitar soluciones fuertemente basicas.

¢ Si el andlisis lo requiere utilizar sustancias corrosivas mantenerla el menor tiempo
posible dentro de la celda.

Limpieza y cuidado de las celdas.
» Lavar las celdas con detergente grado dptico cuando requiera un lavado

+ Un limpiado mds vigoroso es hervir con acido nitrico, agua destilada y secarlas con
etanol.

+ Cuando asi lo requiera se pueden secar las celdas con aspiracion al vacio.

= Evitar acido cromico y alcalis.
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Métodos de limpieza segin el grado de impurezas.

1° grado. Lavar con agua destilada o solventes organicos.

2° grado. Utilizar detergentes no alcalinos en la concentracidn especificada por el
fabricante.

3° grado. Con acido nitrico fumico frio.

4° grado. Con &cido nitrico concentrado caliente,

5° grado. Sumergir la celda diez minutos en sclucidn al 10% de ortofosfato trisédico a

90°C.

2.3.3 Buenas practicas de [aboratorio.
RECOMENDACIONES PARA PREVENIR FALLAS
1. Operar el instrumento en un ambiente limpio.

2. Evitar lugares con alto grado de humedad y temperatura.

3. Lineade voltaje regulada.

4. No bloguear el flujo de aire con que cuenta el instrumento.

5. El instrumento debe estar colocado en un lugar donde no se exponga a los rayos de
sol, solventes y humo.

6. No tocar las superficies opticas y lamparas con los dedos, utilizar guantes.

7. No tocar las superficies de las celdas con los dedos. Es recomendable manejarlas por
la parte esmerilada, el reactivo debe caer por fas paredes internas de la celda.
Limptarlas por la parte pulida antes de colocarlas en el portaceldas.

8 Cambiar las lamparas cuando empiecen a desgastarse y no esperar a que se
consuman totalmente. Recordar que las lamparas de tungsteno recubiertas de vidrio se
van obscureciendo con el uso resultando una pérdida de energia continua por lo que
sufren degradacion con el tiempo.

9. La vida media de una lampara se incrementa apagandola cuando no esta en uso,
manteniendo prendido el instrumento.

10 Referirse siempre al manual de operacidn para un mejor uso del instrumento.
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GENERALIDADESDE LA CALIBRACIONDEL EQUIPO.

3.1 Rutinas de calibracién del equipo.

Para llevar a cabo una validacion se debe asegurar la obtencion de los mejores
resultados, por eso es necesario que el equipo de laboratorio sea capaz de cubrir todas
las aplicaciones y tareas ademas de proporcionar resultados exactos y reproducibles. El
equipo que se utilizé es un espectrofotémetro de UVivis marca GBC modelo 911 A, de un
solo haz, que debe cumplir cietas especificaciones para asegurar su buen
funcionamiento, estas especificaciones son pardmetros medibles que evidencian las
condiciones y funcionamiento de! aparato. La medicién de estos parametros se hace
Hevando a cabo las rutinas de diagndstico que son pruebas de inspeccion. Como minimas
pruebas de inspeccidn se recomiendan:

« Revision de la exactitud de Ia longitud de onda.

« Exactitud fotométrica.

+ Linealidad fotométrica

+ Ancho de banda espectral.

+ Nivel de ruido.

3.1.1.Exactitud de la longitud de onda.

Normalmente, la absorbancia de un croméfore se mide a la longitud de onda de méaxima

absortividad, de manera que si la longitud de onda es inexacta, la absorbancia también lo

sera,

Con base en lo anterior se define a la exactitud de /a iongitud de onda como el valor que

se puede establecer con el sistema optico del aparato, que tenga una desviacion +-( 0.5)

del valor real. Existen tres métodos para revisar la exactitud de longitud de onda.

i) Los que involucran fuentes de energia radiante que tienen lineas de emision a
longitudes de onda bien definidas, como la lampara de deuterio que contiene €l
aparato.




ii) Por medio del uso de filtros de vidrio que contienen tierras raras como el cloruro de
holmio o didimio. Ef 6xido de holmio exhibe un espectro caracteristico en la region
uvlvisible con varias bandas de absorcion muy definidas, esto lo hace una sustancia de
prueba ideal para llevar a cabo juicios o pruebas iniciales a un nuevo
espectrofotémetro ¢ asegurar la exactitud de longitud de onda del aparato en uso.

iii) Los que involucran el uso de soluciones como el oxido de samario y el vapor de
benceno son métodos rapidos donde se observan bandas muy estrechas y bien
definidas.??

La importancia de la revisién de la exactitud de la longitud de onda es que no basta que la

longitud de onda sea exacta, sino reproducible.

Efectos.

= Fallas en la precision de longitud de onda derivan en la disminucion de la sensibilidad
de la prueba.

e Lano reproducibilidad de métodos y sus resultados.

3.1.2 Linealidad fotométrica.

Linealidad fotométrica significa que hay relacion directa entre lo que lee el detector y la
concentracion real de la muestra.

Esto se comprueba con un material que siga la Ley de Beer, como es el K,CrQy, ia
obtencién de una curva con r = 0,998 y linealidad hasta 3.0 unidades de absorbancia
(después de este valor se satura el detector y la curva se vuelve logaritmica), asegura el
cumplimiento de la ley de Beer y linealidad fotométrica.

Las principales razones para que no exista linealidad fotométrica son la presencia de luz
extrafia y baja sensibilidad del detector, de manera que el instrumento reportara
concentraciones inexactas.

3.1.2.1 Aseguramiento de la saturacién del detector.
Esta rutina es complementaria de la anterior se busca ver hasta dénde se inclina la curva,
pues el detector se ha saturade y a concentraciones muy altas de estandar éste lee la

misma absorbancia en todas las concentraciones.



3.1.3 Ancho de banda espectral.

Comunmente se le llama luz monocromatica a la radiacidn que sale del monocromador,
siendo la longitud de onda seleccionada por el usuario. Esta banda se define en términos
de su ancho de banda espectral que es la dptima separacion entre dos picos adyacentes.
Este es un criterio para fa resolucion en la abtencidén de un espectro. Depende
principalmente de la calidad de! elemento dispersor y del ancho de la aperiura fisica de la
rendija que selecciona a longitud de onda del haz de luz deseado.

Entre mas pequena sea esta abertura mayor sera la resolucién que se pueda obtener en
las bandas del espectro. Todos los espectrofotdmetros poseen un abertura de un valor fijo
y por lo tanto esta limitado a este valar que es lo suficientemente amplio para la mayoria
de las muestras que se analizan rutinariamente el cual se puede optimizar en la mayoria
de los instrumentos.®¥

Efectos.

El paso de banda debe ser de 1/5 a 1/10 de la anchura total de la banda. Valores altos
causan pérdida de exactitud fotométrica y resolucion.

La energia disminuye al cuadrado de la abertura. A mayor resolucién, mayor ruido por lo

tanto mayor posibilidad de error.

3.1.4 Nivel de ruido.
Se define al ruide como fluctuaciones aleatorias de la sefial. Pueden ser debidas:

+ Energia del haz de referencia.- son variaciones debidas a la longitud de onda, el ancho
de banda, disminucidn de energia, solventes que absorben luz, celdas sucias yfo
rayadas.

+ Se ha observado que a bajos valores de absorbancias el ruide es independiente,
mientras que a altas absorbancias varia como 10°.

« Tiempo de respuesta. El ruido disminuye conforme se incrementa el tiempo de
respuesta que es el tiempo que se lleva para medir la sefal, ésta es promediada para
reducir el ruido.

= Sefial-ruido.- es la sefial de absorbancia dividida entre la sefal del ruido.



Capitulo 4
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GENERALIDADES SOBRE VALIDACION DE
METODOS ANALITICOS

4.1 Validacién de métodos analiticos.
En el quehacer diario de la industria alimentaria y la investigacion cientifica, es de uso
comun emplear métodos de andlisis tanto del producto terminadoe como de la materia
prima que se va ha procesar, en ocasiones surge la pregunta;

¢ En realidad el método serd efectivo y confiable?
Para contar con esta informacién se debe tener una evidencia documentada que
demuestre gue el método estd cumpliendo la funcién para la que fué disefado, ademas
que asegure que el comportamiento de dicho método es consistente.
El mecanismo mediante el cual queda establecida la capacidad y confiabilidad de las
técnicas analiticas se llama “Validacion de métodos analiticos™ que puede definirse como
el proceso mediante el cual queda establecido, después del tratamiento estadistico de
una serie de experiencias de laboraforio, que el método analitico es confiable para
cuantificar, identificar y/o caracterizar una sustancia, cuando es llevado a cabo por
cualquier profesionista capacitado en cualquier tiempo. ™
El tratamiento estadistico de los datos experimentales tiene como fin la obtencién de
parametros estadisticos que representan la medida del error del método analitico.
Los valores de estos pardmetros estadisticos experimentales deben ser comparados con
criterios tedricos que aparecen en las especificaciones de las guias de validacion. Se ha
establecido que el método esta validado si fos valores obtenidos experimentalmente son
menores que los valores tedricos de las especificaciones.
El criterio de aceptacion de los valores tedricos dependera de la complejidad del método y
de la matriz del producte alimenticio, debido a que éstos contienen diversos compuestos
que pedrian interferir en la cuantificacién del analito.
Durante la validacién inicialmente se trabaja con el analito a cuantificar, en este caso
éc_:ido benzoico, para evaluar si el equipo lo detecta adecuadamente y-conocer las
cantidades maxima y minima de deteccién que representan los limites de! intervalo de

operacion, a partir de este intervalo se obtiene el intervalo lineal que es la curva de



calibracién o curva estandar de trabajo. En seguida se cuantifica el analito en placebos
adicionados para evaluar 1a interferencia de 1a matriz del producto ademas de la exactitud
y precision del método, esta prueba también se le conoce como estandar intemo.
Finalmente el métode se aplica a las bebidas y se concluye sobre el comportamiento de!
método en diferentes matrices de producto.

4.1.1 Parametros de validacion.

En resumen, para validacion del método es necesario determinar el valor de los siguientes
parametros:

s Coeficiente de variacion del equipo.

« Limite de deteccion.

« Limite minimo de cuantificacién.

s Limite maximo de cuantificacién.

« Intervalo de operacion

+ Intervalo lineal de operacidn, linealidad del equipo y del método.

+ Exactitud y precision inicial.

4.1.2 Definiciones de términos relacionados con validacion. 2

Linealidad: La linealidad de un sistema o un método analitico es su habilidad para
asegurar que los resultados analiticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente o
por medio de una transformacion matematica bien definida, son proporcionales a la

concentracién de la sustancia dentro de un intervalo determinado.
Intervalo: Concentraciones comprendidas entre los niveles superior en inferior de la

sustancia (incluyendo estos niveles), en el cual se ha demostrado que el método descrito
es preciso, exacto y lineal.
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Exactitud: Concordancia entre un valor obtenido experimentalmente y el valor de
referencia. Se expresa como el porciento de recobro obtenido del analisis de muestras a

las que se les ha adicionado cantidades conocidas de sustancia.

Precision: Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos de una muestra
homogénea de producto. Usualmente se expresa en términos de desviacion estandar o
coeficiente de variacién. La precision es una medida del grado de reproducibifidad ylo
repetibilidad del método analitico bajo fas condiciones de operacion.

Repetibilidad: Es la precision de un método analitico expresada como la concordancia
entre determinaciones independientes realizadas bajo las mismas condiciones {analista,

tiempo, aparato, laboratorio, etc.)

Reproducibilidad: Es la precision de un método analitico expresada como la
concordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo condiciones
diferentes (diferentes analistas, en diferentes dias en el mismo y/o en diferentes

laboratorios, utilizando el mismo y/o diferentes equipos).

Limite de deteccidn: Es la minima concentracion de la sustancia en una muestra la cual
puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de
operacion establecidas.

Limite minimo de cuantificacién: Es la menor concentracién de la sustancia en una
muestra que puede ser determinada con precision y exactitud aceptables bajo las

condiciones de operacién establecidas.
Limite maximo de cuantificacion: Es la mayor concentracién de la sustancia en una

muestra qﬁe puede ser determinada con precisién y exactitud aceptables bajo las

condiciones de operacion establecidas.
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Especificidad: Es la habilidad del método analitico para obtener una respuesta debida

unicamente a la sustancia de interés y no a otros componentes de la muestra.

Tolerancia: Es el grado de reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos por el
andlisis de fa misma muestra bajo modificaciones de las condiciones normales de
operacidn, tales como diferentes temperaturas, lotes de reactivos, modificacion de las
diluciones, condiciones ambientales, cambio de marca de equipo, optimizacion en la
instrumentacién det espectrofotémetro, cambio de partes del equipo.

Estabilidad de la muestra: Es la propiedad de una muestra preparada para su
cuantificacién, de conservar su integridad fisicoquimica y la concentracién de la sustancia
de interés, después de almacenarse durante un tiempo determinado bajo condiciones
especificas.

NOM: Norma Oficial Mexicana.

Analito: Especie quimica de interés en el andlisis.
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4.1.3 Diagrama de validacién de un método analitico.

Revision bibliografica exhaustiva, acerca de las propiedades del
analito y los métodos reportados para cuantificaria

Revisidn de las NOM par saber nivel de uso y métodos de
cuantificacidn oficialmente aceptados

Definicion de criterios de aceptacion con base en el tipo de método y
matriz del producto alimenticio

Determinar si se cuenta con el equipo y reactivos necesarios.
Calibracién del equipo de laboratoric.
Rutinas de diagndstico y evaluacion del desempefio del equipo.
1
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Plan de validacion.
Evaluacion de parametros estadisticos en el siguiente orden:
|

Pruebas para conocer 1a respuesta del equipo utilizado, se trabaja con
estandares de concentracidn conocida, Los principales parimetros por
evaluar son: linealidad y precisian del equipo.

Pruebas con estandar interno. Los principales parametros por evaluar son:
Especificidad, linealidad y exactitud del método.

Seleccién de poblacion y muestreo.

t

Tratamiento de [a muestra. Procedimiento analitico.

Tratamiento estadistico de datos experimentales. Los parametros a evaluar son:
precisién en funcién de repetibilidad y reproducibilidad, estabilidad
de la muestra y tolerancia del método.

Comparacién de criterios de aceptacion,
VALIDACION DEL METODO ANALITICO
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4.2 Plan de validacion.

4.2.1 Diagrama de! plan de validacion.

I Preparacion de soluciones estandar a partir de un mismao patron. ;

I
|
l
|

I Intervalo fineal de operacidn, linealidad del equipo. .
|| Exactitud y precision inicial. |

| Montaje de la técnica. |
|| Preparacion de placebos cargados y aplicacion de la técnica. i

Linealidad del método ¢ intervalo lineal de! método.

Exactitud y precision del método.

f Andlisis estadistico de los resultados. |
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4.2.2 Evaluacion de parametros "

4.2.2.1 Preparacion de soluciones estandar.

Se prepararan soluciones estandar de acido benzoico en metanol a partir de una misma
solucién patrén al 1.0% {se observé previamente que esta solucién al 1% era muy
saturada). El intervale de concentraciones es de 0.0002% a 1% de acido benzoico (este
intervalo considera las concentraciones del orden de 10™ que se incluyen en la curva
patrén propuesta por el método a validar ademas de concentraciones muy diluidas para
determinar el limite minimo de deteccién y concentraciones saturadas para determinar el
limite maximo de deteccidén). Las soluciones estandar de concentraciones minimas se
hacen por dilucion para evitar emmores en la medicidén de bajas cantidades de solucion
patrén.

4.2.2.2 Limite de deteccion.

Para un método espectrofotométrico de UVVIS el limite de deteccion lo constituye el
minimo valor de absorbancia que proporciona el detector, sin embargo este minimo vafor
puede confundirse con el ruido del aparato por lo que no es confiable para la
cuantificacién del analito.

Para la mayoria de los espectrofotometros se encuentra el valor del “ruide” y se le
multiplica por 2 y al valor obtenido se le considera como la cantidad minima detectada.

4.2.2 3 Limite minimo de cuantificacion.
Este valor es la minima concentracion del analito que se encuentra dentro del intervalo de
operacion y que cumple con el criteric de coeficiente de variacion < 3%, un coeficiente de

correlacidn = 0.995 y mantiene un pendiente de valor constante a los puntos sucesivos.

4.2.2.4 Limite maximo de cuantificacion.

Este valor es la maxima concentracion del analito que se encuentra dentro del intervalo de
operacion y que cumple con €] criterio de coeficiente de variacién < 3%, un coeficiente de
correlacién z 0.995 y mantiene una pendiente de valor constante a los puntos sucesivos,
para un método espectrofotométrico este valor representa el punto donde el detector se
satura y las lecturas hechas por el aparato no son confiables, debido a que, para valores
de concentracion mayores de! limite maximo de cuantificacién la absorbancia es
constante. Graficamente se representa como e! punto donde la pendiente empieza a tener

un valor de cero.
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4.2.2.5 Intervalo de operacion del equipo.

El intervalo de operacién lo constituye el conjunto de valores de concentracion del analito,
que se encuentran comprendidos entre los limites minimo y maximo de cuantificacion
cuya absorbancia cumpla con el criteric de coeficiente de variacion < 3% y que exista una
relacion biunivoca entre el valor del estdndar y la respuesta correspondiente que

represente una pendiente de valor constante.

4.2.2.6 Linealidad del intervalo de operacion def equipo.

Es la relacion que se establece mediante una recta, entre una propiedad medida con la
cantidad del analito, en el caso de un métode analitico es la relacion entre la
concentracién del analito a cuantificar y {a respuesta del equipo.

Para un método espectrofotométrico de UVivis se obtiene construyendo un grafica con los
valores de absorbancia o respuesta del espectrofotometro en el eje de las “y" contra la
concentracion de las soluciones estandar en el eje de fas “X° obleniéndose una relacion
biunivoca entre el valor de concentracidn de la solucidén estdndar y la respuesta
correspondiente, Se elige en ésta el intervalo al cual se le pueda asignar una refacion
lineal, ésta debe contener al mencs 5 puntos experimentales. Para elegir el intervalo linea!
hay que calcular; la pendiente, ordenada al origen y el coeficiente de correlacion por el
método de minimos cuadrados y comparar los valores con los establacidos; para el
coeﬁcie;nte de comelacion-debe ser mayor o igual a 0.995 para poder aceptar la recta-
elegida. De no ser asi, se debe elegir otro intervalo al cual se le pueda asignar una
relacidn lineal, hay que recordar que debe contener al menos cinco puntos

experimentales.

4.2.2.7 Exactitud y precision inicial.
Preparar a partir de una solucion patrén, diez seoluciones estandar de concentracion
conocida con valor nominal dentrp del intervalo lineal del método, leer cada estandar en el

espectrofotémetro, obteniendo al menos cinco lecturas de cada solucién.
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Para cada solucién leida calcular: promedio, desviacion estandar, coeficiente de variacidn
y error porcentual. Verificar que el coeficiente de variacion sea menor o igual a 3% de ser
asi, continuar, en caso contrario detectar el error y corregirio, puede ser que el equipe no
esté lo suficientemente bien calibrado o hubo error en |a preparacién de las soluciones.

Calcular el porciento de error (%E) para cada una de las muestras segun la ecuacion:

% E conc. calculada — conc. nominal «100
oLrror = "
conc. nominal

donde la concentracién calculada es la concentracién obtenida a partir de la curva de
calibracion y la concentracién nominal es la preparada.

La exactitud inicial del método es el promedio de los diez valores de porciento de error.
Calcular el promedio de los diez valores de desviacién estandar de |la experiencia anterior,
el promedic obtenido representa el valor de precisién inicial del equipo.

4.2.2.8 Linealidad del métado.

Se determina a partir de placebos adicionados con la sustancia de interés, cada uno de
manera independiente, utilizande un minimo de tres concentraciones incluyendo el 100%
{en este caso 0.03% de benzoato de sodio) haciendo el andlisis por triplicado para cada
muestra. i

El objetivo de esta determinacién es conocer el intervalo de concentraciones en el cual la
respuesta es lineal, en este intervalo la matriz de alimento no debe presentar ninguna
interferencia para la cuantificacion del analito o en su defecto esta interferencia estara
atenuada al minimo, Se construye la grafica de cantidad adicionada contra cantidad
recuperada (recobro).

El intervalo lineal del método se obtiene aplicando la técnica a los placebos cargados y a
partir de los resultados obtenidos calcular e} recobro, éste se cbtiene al calcular para
cada valor de absorbancia, la concentracion que le corresponderia en la curva de
calibracién hecha con las soluciones estandar y que cumpla los criterios sefalados. Esta
concentracion obtenida de la curva de calibracion se le denomina “concentracion

calculada”™ para diferenciara de la “concentracion nominal” obtenida de cada estandar.
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El recobro es el cociente entre la “concentracién calculada”™ y la “concentracion nominai”

multiplicado por cien, el resultado se expresa en porciento (%).

concentracion calculada .
% recobro = - - 100
concentracion nomma!

Recobros del 100% significan que no existe diferencia entre la concentracion calculada y

la concentracién nominal.

Con al menos 5 datos obtenidos de la experiencia anterior se construye una grafica de
concentracion calculada (en el je de las * y “) contra concentracion nominal (en el eje de
las “ x “), para la recta obtenida calcular por el método de minimos cuadrados la
pendiente, la ordenada al origen y el coeficiente de correlacién.

El intervalo de operacion del método, seré el conjunto de valores de concentracién del

analito cuya recta cumpla con lo siguiente:

Pendiente de la recta: m={1+0.03)
Ordenada al origen; b={0+0.03)
Coeficiente de comrelagion; r >»0995
Porciento de recobro %R = (100 £ 10)% ¥

4.2.2.9 Exactitud inicial def método.

Preparar a partir de un estandar, diez muestras con valores nominales dentro del intervalo
lineat del método, realizar la determinacién para cada muestra, en las mismas condiciones
de operacion y por el mismo analista, obteniendo al menos 5 lecturas de cada muestra.
Para cada muestra determinada calcular promedio, desviacion estandar, coeficiente de
variacion y error porcentual. Verificar que ¢! coeficiente de variacién sea menor o igual a
diez porciento, de ser asi continuar, en caso contrario detectar el error y corregirlo, puede
ser que el intervalo lineal no sea e! correcto o que la aplicacion de la técnica se salio de
control. Calcular el porciento de error (%E) para cada una de las muestras seguin la
ecuacion:

conc. calculada — conc. nominal .

100

Selrror=
conc, nominal

La exactitud inicial del método es el promedio de los diez valores del porciento de error.
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4.2.2.10 Precision inicial del método.
Calcular el promedio de los diez valores de desviacion estandar de la experiencia anterior,
el promedio obtenido representa el valor de precision inicial del método.
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Capitulo 5
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EXPERIMENTACION

En este capitulo se presentan todas las técnicas llevadas a cabo en el trabajo
experimental, desde las rutinas de calibracion del equipo hasta la aplicacion del método
960.38 del AOAC a las bebidas de frutas. Algunas de ellas aparecen en forma de
diagramas de flujo y otras de manera mas detallada segun el grado de dificultad de cada
una, sin embargo cada paso sigue el orden establecido en el diagrama 4.1.3 al igual que
cada experiencia del plan de validacidn segun el diagrama 4.2.1, ambos se encuentran en
el capitulo 4.

Los resultados obtenidos de cada experiencia aparecen en el capitulo siguiente siguiendo
el mismo orden de este capitulo.

5.1 Metodologia de rutinas de diagnéstico.?"?% (diagramas)
5.1.1 Encendido del equipo.

Antes de empezar a preparar las soluciones se debe encender €l equipo y la lampara de
deuterio y/o tungsteno. Se lleva a cabo la funcién linea base con:

e aire en la zona de 1000 a 190 nm

* agua destilada en la zona de 400 a 190 nm.

» éter etilico o metanol en Iz zona de 400 a 250 nm.

Se debe trabajar con la celda de referencia y Iz cara seleccionada.

Una vez hecho lo anterior el equipo esta listo para trabajar con él.

5.1.2_Exactitud de longitud de onda con filtro de 6xido de holmio.

Programar equipo para hacer barrido de 200 a 700 nm

Introducir el filiro de dxido de holmio en el portaceldas.

Hacer barrido del espectro y graficarlo.

Programar la funcién pick peek para seleccion de picos.

| Obtener las A a los que aparecen los maximos de absorbancia.

[ Comparar picos o A reales con las/os tedricas/os.
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5.1.3 Exactitud de longitud de onda con vapor de benceno,

Programar equipo para hacer barrido de 230 a 280 nm.

Colocar una gota de bencenc en la celda, tapar
y colocaria en el portaceldas.

Hacer un barrido del espectro y graficarlo.

Programar la funcion pick

peek para seleccidn de picos.

Obtener las A a los que aparecen los maximos de absorbancia.

Comparar picos 0 A rea

es con las/os tedricas/os.
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5.1.4 Ancho de banda espectral.

Obtencion de la linea de emision de la lampara de
deuterio a 6361 nm.

Trazar una linea en la base del pico y a partir de ésta trazar una
perpendicular para encontrar la altura del pico.

[ Obtencién de la mitad de la altura. ]

Trazar una linea paralela a la linea basal que cruce a la
mitad de la altura encontrada,

Medir ésta linea central horizontal. ]

Con base en la unidades del aparato (nm/cm 6 nm/mm) y |3 longitud de la
linea basal, relacionar la longitud de la linea central horizontal con los
nandmetros que le corresponden.

Obtencién del ancho de banda espectral en unidades de longitud de onda
(nanometros) o también conocido como abertura del slit del aparato,

Queda establecida Ia resolucitn del espectrofotdmetro segan
especificaciones.

5.1.5 Linealidad fotométrica.

Aseguramiento de la saturacién del detector.
Preparacion de curva de calibracién con K,Cr,0,

Materiaf Reactivos

Espatula de acero inoxidable. Agua destilada

Pipeta volumétrica de 5 mL H,S0, 0.1N normalizado
Pipetas volumétricas de 10 mL Sales de K,Cr04 .

Pipeta volumétrica de 2 mL

Pipetas volumétricas de 1 mL.

Propipeta

Pipeta Gilson 1000 y puntas para pipeta.
Matraz aforado de 500 mL

Matraz aforado de 250 mL

Matraces aforados de 50 mL

Vasos de precipitados de 250 mL
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Metodologia

Preparacion de solucién patrén K,Cr.0, de concentracion 1.0 g/l en solucién 0.01N de

H,S0,.

» Preparacion de solucidn 0.01N de H,;SO..

- Medir 5 mL de H;S0Q, 0.1N.con pipeta volumétrica.
- Transferir a un matraz aforade de 500 mL

- Aforar con agua destilada.

» Preparacidn de solucidn patrén de K,CrQ,,

- Pesar 0.2520 gramos de K,Cr,O, en un matraz aforado de 250 miL .

- Disolver y aforar con solucién de H;50, al 0.01N.

¢ Preparacion de soluciones estandar.

- Rotular del 1 al 14 cada uno de los matraces aforados de 50 mL.

- Con ayuda de las pipetas volumétricas de capacidad correspondiente y de la

micropipeta, medir la cantidad necesaria de solucion patrén de 1.0g/L de K,Cr,O, para
preparar cada uno de los estandares segun la tabla siguiente.

Matraz Concentracidon g/L | mL solucién patron
1 0.8 40.0
2 0.4 20.0
3 0.2 10.0
4 0.18 .0
5 0.16 8.0
6 0.14 7.0
7 0.12 6.0
] 0.10 5.0
9 0.08 4.0
10 0.06 3.0
11 0.04 2.0
12 0.02 1.0

13 0.004 0.2
14 0.002 0.1

- Aforar con solucion de H;SO, 0.01N.

* Obtencién de los valores de absorbancia para elaborar la curva de calibracién.

- Encender equipo.

- Programar equipo para correr linea base de 400 a 190 nm con aire.
- Programar equipo para correr linea base de 400 a 190 nm con blanco de reactivos. esto
es con solucion de H,SO, 0.01N en la celda de referencia con la cara A hacia el detector.

- Programar equipo para hacer curva de calibracion.

- Leer cada solucién estandar a 257.0 nm (segin especificaciones del fabricante), utilizar

celda de muestra con la cara A hacia el detector.

- Obtener grafico de curva de calibracidn y tabla de calibracién,
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5.1.6 Nivel de ruido.

Verificar que el equipo lea cero de absorbancia.

Esperar 5 minutos y verificar que el detector siga marcando
cero de absorbancia

Verificar los 10 y 15 minutos. Se busca que el detector a lo largo de
15 minutos no dé lecturas que se alejen de cero.
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5.2 Seleccion del disolvente.

5.2.1 Diagrama de andlisis de éter etilico v determinacién del maximo de absorcién.

Prograrmar equipc para correr linea base de
1000 a 190 nm.

Correccion de linea base coh aire. Intervalo 1000-190 nm.

Correccion de linea base con H;0 destilada. Intervalo 400-190nm

Programar equipo para hacer barrido de 400 a 190 nm.

Introducir celda de referencia con éter etilico.
Lievar a cabo el barride del espectro.

Impresion de espectro. Verificar que la sefial del éter etilico
este alejada de la sefial esperada de la muestra,

Programar el equipo para seleccionar los picos que aparecen
por arriba de 0.1% de transmitancia.

Comprobar que el maximo de absorcidn { A maxima) real
del éter etifico es iguat al valor tedrico.

Valor de A maxima igual Valor de ) maxima no es igual
al valor tedrico. al valor tedrico.

Queda asegurada la pureza del éter etilico,
ademas el intervalo dtil del &ter etilico no interfiere
con el del acido benzoico

Asegurarse que el reactivo es grado analitico,
si no lo es se purifica el disolvente o se hace
un cambio de marca o proveedor .

Utilizar éter etilico como disolvente parala
extraccion de acido benzoico de las muestras.
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5.3 Curvas de calibracién de dcido benzoico con éter etilico.

12 CURVA (intervalo 1.0% a 0.0002%)

9.3.1 Preparacion de soluciones estandar.

Material

Espatula de acero inoxidable.

Pipetas volumeétricas de 5 mL

Pipetas volumétrica de 2 mL

Pipetas volumétricas de 1 mL
Pipeta volumétrica de 0.1 mL.

Propipeta
Matraz aforado de 50 mL

Matraces aforados de 10 mL

Vasos de precipitados de 150 mL
Vaso de precipitados de 100 mL

Metodologia

Reactivos
Agua destilada
Eter etilico

Cristales de acido benzoico RA.

+ Rotuiar 11 matraces aforados de 10 mL de! 1 al 11 exceplo el matraz aforado nimero
3 que sera de 50 mL a partir del cual se preparardn las soluciones estandar de
menaores concentraciones.

» Pesar 0.5 gramos de acido benzoico en matraz de 50 mL, disolver cristales con éter

etilico y llevar al aforo con el mismo disolventa.
» Preparar las soluciones patrén de acuerdo con la siguiente tabla, utifizar pipetas .
volumétricas de capacidad seglin sea e} caso. Aforar con éter etilico.

Matraz concentracion (%) mL solucién patron
1 0.1 1.0
2 0.03 0.3
3 0.01 50

» Preparar soluciones estandar a partir del matraz numero 3 de concentracion 0.01% de
acido benzoico de acuerdo con la siguiente tabla. Utilizar pipetas volumétricas limpias.

Aforar con éter etilico.

Matraz concentracion (%) ml. solucién 0.1%
4 0.008 8.0
5 0.006 6.0
6 0.004 40
7 0.002 2.0
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+ Preparar soluciones estandar por dilucion a partir de tos matraces 4, 5,6y 7 segin 1a
siguiente tabla, en cada caso utilizar una pipeta volumétrica de 1 mL diferente. Aforar
con éter etilico.

Matraz concentracion (%) mL solucién
8 0.0008 1mL solucién 0.008%
9 0.0006 1 mL soluctdn 0.006%
10 0.0004 1 mL solucidn 0.004%
11 0.0002 1 mL solucidn 0.002%

* Leer cada estandar en en espectrofotdmetro a 271.5 nm, utilizar celda de muestra con
la cara seleccionada hacia el detector.

2* CURVA (intervalo 0.01% a 0.0001%) con control de temperatura y control de aforo.

5.3.1 Preparacion de soluciones estandar.

Material Reactivos

Espatula de acero inoxidable. Agua destilada

Pipeta volumétrica de 5 mL Eter etilico

Pipeta volumétrica de 2 mL Cristales de &cido benzoico RA.
Pipetas volumétricas de 1 mL Hielo.

Propipeta

Matraz aforado de 50 ml

Matraces aforados de 10 mL
Vasos de precipitados de 150 mL
Vaso de precipitado de 100 mL
Charola de plastico o bafio de hielo.

Antes de empezar a preparar las soluciones se debe encender el equipo y la lampara de
deuterio. Se lleva a cabo la funcion linea base con:

¢ aire en la zona de 400 a 190 nm

» agua destilada en la zona de 400 a 190 nm.

» éter etilico en la zona de 400 a 250 nm.

Se debe trabajar con la celda de referencia y 1a cara seleccionada.
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Metodologia

* Rotular 13 matraces aforados de 10 mL del 1 al 13.

+ Pesar 0.5 gramos de acido benzoico en matraz de 50 mL, disolver cristales con éter
elilico y Hlevar al aforo con el mismo disolvente. Introducir matraz en hielo.

« Transferir a cada matraz la cantidad de solucidn patron segun la tabla siguiente
utilizando pipetas volumétricas previamente enfriadas de 1, 2 & 5 mL segln sea el
€aso.

Matraz concentracion % mL solucion pairon
1 0.008 8.0
2 0.007 7.0
3 0.006 6.0
4 0.005 5.0
5 0.004 4.0
6 0.003 30
7 0.002 20
8 0.001 1.0

« Aforar el matraz numero 1 con éter etilico, medir temperatura de la solucidn (ésta
temperatura inicial debe ser igual en todos los matraces), inmediatamente {eer en el
espectrofotometro a 271.5 nm., utiizando la celda de la muestra y la cara
seleccionada, una vez leida la solucidn se introduce el matraz en hielo. De esta misma
forma se trabaja con el resto de tos matraces procurando que el tiempo entre el aforo
y la lectura sea minimo para evitar errores por evaporacion del disolvente.

+ Sacar del hielo los matraces 4, 5, 6, 7 y 8, esperar a que lleguen a la temperatura
inicial.

+ A partir de las soluciones de los matraces 4, 5, 6, 7 y 8 preparar fas soluciones
estandar por dilucion de acuerdo con !a tabla siguiente, en cada caso utilizar una
pipeta volumétrica de 1 mL diferente.

Matraz concentracién % mL solucién
9 0.0005 1 mL solucion 0.005%
10 0.0004 1 mL solucién 0.004%
11 0.0003 1 mL solucidn 0.003%
12 0.0002 1 mb solucidén 0 002%
13 0.0001 1 ml solucidn 0.001%

» Aforar e! matraz numero 9 con éter etilico, medir temperatura de la solucién {ésta
temperatura inicial debe ser igual en todos los matraces), inmediatamente leer en et
espectrofotdometro a 2715 nm., utilizando la celda de fa muestra y la cara
seleccionada, una vez leida la solucién se introduce el matraz en hielo. De esta misma
forma se trabaja con el resto de los matraces procurando que el tiempo entre el aforo
y la lectura sea minimo para evitar errores por evaporacion del disolvente.
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32 CURVA intervalo 1.0% - 0.01% de acido benzoico con control de temperatura y control
de aforo

5.3.1 Preparacion de soluciones estandar.

Material Reactivos

Espatula de acero inoxidable. Agua destilada.

Pipeta velumétrica de 5 mL Eter etilico.

Pipeta volumétrica de 1 mL Cristales de acido benzoico RA.
Pipeta volumétrica de 0.1 mL Hielo.

Propipeta

Matraz aforado de 50 mL

Matraces aforados de 10 mL

Vaso de precipitados de 100 mi
Charola de plastico o bafic de hielo.

Realizar el trabajo previo al igual que en los experimentos anteriores.

Metodologia

Rotular 6 matraces aforados de 10 mL del 1 al 6.

Pesar 5.0 gramos de acido benzoico en matraz de 50 mt, disolver cristales con éter
etilico y llevar al aforo con el mismo disolvente.

Preparar soluciones estdndar a partir de la solucidon patrén anterior; utilizar pipetas
volumeétricas de 0.1, 1 y 5 mL segun sea el caso.

Transferir a cada matraz {a cantidad de solucidn patrén segun la tabla siguiente
utilizando pipetas volumétricas previamente enfriadas de 0.1, 1, 6 5 mL segun sea el
caso.

Malraz concentracion (%) mL solucidn patron
1 0.5 5.0
2 0.1 1.0
3 0.09 0.9
4 0.07 0.7
5 0.03 0.3
6 0.01 0.1

Aforar el matraz nimero 1 con éter etilico, medir temperatura de la solucidn (ésta
temperatura inicial debe ser igual en todos los matraces), inmediatamente leer en el
espectrofotometro a 271.5 nm,, utilizando la celda de la muestra y la cara
seleccicnada, una vez leida la solucion se mete el matraz en hielo. De esta misma
forma se trabaja con el resto de los matraces procurando que el tiempo entre el aforo
y la lectura sea minimo para evitar errores por evaporacion del disolvente.
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5.4 Estudio cinético de evaporacion de éter etilico.

« A partir de la solucion patron de concentracion 0.01% de acide benzoico, preparar por
dilucion (en un matraz aforado de 10 mL.) una solucion de concentracion 0.003% de
acido benzoico en éter etilico.

« Sin control de temperatura ni control de aforo, leer en el espectrofotometro la solucion
estandar de 0.003% a 271.0 nm. Estle sera el valor de absorbancia al tiempo cero.

Leer la solucién estandar de 0.003% primero cada minuto y después cada 3 minutos.
Construir una grafica de absorbancia contra tiempo en minutos.

5.5 Cambio de disolvente.

5.5.1 Diagrama de blogues del procedimiento de como se analizdé el metano! y se
determino el maximo de absorcién,

Correccién de linea base con aire. Intervalo 400-190 nm.

Correccidn de linea base con H,0 destilada. Intervalo 400-190 nm.

Programar equipo para hacer barrido de 180-400 nm,

Introducir celda de referencia con metanol.
Llevar a cabo el barrido del espectro.

|

Impresion de espectro. |

Verificar que no aparezcan sefiales en el intervalc donde se espera la
sefial del acido benzoico (271.0 nm).

No aparecen sefiales que interfieran. Si aparecen sefiales que interfieran.

Programar equipo para seleccionar picos que L El metanol tiene impurezas. Cambio de
aparecen por arriba de 0.1% de transmitancia, reactivo y repetir procedimiento anterior.

Comprobar que el maximo de absorcion { A maxima) real
del metanol es igual o cercanc al valor tedrico.

—
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Valor de A maxima igual
al valor tedrico.

Agregar un cristal de acido benzoico a la celda.

Programar equipo para realizar
barrido de 250 a 300 am.

Impresidn del espectro de absorcidn,

Programar equipo para seleccionar
picos por arriba de 0.1% de transmitancia.

Valor de A maxima no es
al valor tedrico.

Asegurarse que el reactivo es grado analitico,
si no lo es se purifica e o se hace
un cambio de marca o praveedor .

Con base en el espectro obtenido y
en los valores reportados de A maxima de &cido
benzoico en éter etllico determinar el valor el valor de
A maxima real para este equipo.

Queda establecida ta x a la que se leera
la curva patrén y las muestras extrafdas.
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5.5.2 Preparacion de curvas de calibracion de acido benzoico con metanol.

5.5.2.1 Preparacion de soluciones estandar.

Material Reactivos
Espatula de acero inoxidable. Agua destilada
Pipetas volumétrica de 5 mL Metanol.

Pipetas volumétrica de 1 mL Acido benzoico RA.

Pipetas volumétricas de 1 mL
Pipetas volumeétricas de 2 mL
Propipeta

Matraz aforado de 50 mL
Matraces aforados de 10 mL
Vasos de precipitados de 250 mL
Vaso de precipitados de 100 mL.

Metodologia

Preparacion de solucién patrén de acido benzoico al 1.0%.

Rotular los matraces aforados de 10 mL con ndmeros de! 1 al 14, asignando el nimero 3 al
matraz aforado de 50 mL.
Pesar por diferencia 0.1016 g de acido benzoico en matraz 1.
Disolver cristales con metanol y llevar al aforo con el mismo reactivo.
Leer en espectrofotometro a 271.5 nm. Introducir matraz en hielo.
Tomar 1 mL de esta solucidn con ayuda de una pipeta volumétrica de 1 mL y transferir a al
matraz 2, levar al aforo con metanol. Esta es la solucién estandar a! 0.1%.
Leer en espectrofotdmetro a 271.5 nm. Introducir matraz en hielo.
Tomar 5 mL de la solucidén del matraz 2, con ayuda de una pipeta volumétrica de 5 mL y
transferirlos al matraz 3.
Tomar 3 mL de solucidn del matraz 2 con ayuda de pipetas volumétricas de 2mL y 1 mL,
transferir a matraz 4.
Llevar al aforo al matraz 3 con metanol y leer en el espectrofotémetro. Esta es la solucion
estandar al 0.01%. Introducir matraz en hielo.

Lievar al aforo al matraz 4 con metanol y leer en espectrofotdometro. Esta es la solucidn
estandar al 0.03%. Introducir matraz en hielo.
Sacar el matraz 3 del hielo, comprabar que la temperatura de la solucion sea 26°C. A partir de
esta solucion se preparan las soluciones estandar al 0.0002%, 0.0004%, 0.0006% y 0.0008%
de acido benzoico, segun la tabla siguiente:

Matraz % acido benzoico mL solucién al 0.01%
5 0.002 2.0
6 0.004 4.0
7 0.006 6.0
8 0.008 8.0

Nota: utilizar pipeta volumétrica de 2mL para medir volimenes requeridos.
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Lievar al aforo al matraz 5y leer en espectrofotometro, introducir matraz en hielo.

Hacer lo mismo con los matraces 6, 7 y 8, procurando introducir el matraz en hielo tan pronto
como se afere.

A partir de los matraces 5, 6, 7 y 8 a 26 °C, preparar las soluciones estandar segun la tabia
siguiente:

Matraz % acido benzoico agregar:
9 0.0002% 1 mL de solucién del matraz 5.
10 0.0004% 1 mL de solucién del matraz 6
11 0.0006% 1 mL de solucidn de! matraz 7
12 0.0008% mL de solucidn del matraz 8

Llevar at aforo al matraz 9 y leer en espectrofotometro, introducir matraz en hielo.

Hacer lo mismo con los matraces 10, 11 y 12,, procurando introducir el matraz en hielo tan
pronto como se afore.

A partir de los matraces 9 y 12 a 26°C, preparar las soluciones estandar segun ia tabla
siguiente:

Matraz % acido benzoico Agregar:
13 0.00002% 1 mL de solucion del matraz 9
14 0.00008% 1 ml de solucién de! matraz 12

Llevar al aforo al matraz 13 y 14 y leer en espectrofotémetro, introducir matraz en hielo.
Una vez obtenidas las absorbancias de cada solucién se hace el tratamiento de dates y la
construccién de graficas bajo los criterios de aceptacion del plan de validacion.

5.5.3 Exaclitud y precision inicial. Preparacion de 10 soluciones estandar al 0.004%.

Material Reactivos

Espatula de acero inoxidable, Agua destilada

Pipeta volumétrica de 5 mL Metanol grado analitico.
Pipetas volumétricas de 1 mL Acido benzoico RA.
Pipeta volumétrica de 2 mL

Propipeta

Matraz aforado de 50 mL
Matraces aforados de 10 mL
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Metodologia

+ Rotular 10 matraces aforados de 10 mL con nimeros del 1 al 10,

» Pesar por diferencia 0.1016 g de acido benzoico en un matraz de 10 mL.

« Disolver cristales con metanol y llevar al aforo con el mismo reactivo.

« Tomar 1 mL de esta solucidén con ayuda de una pipeta volumétrica de 1 mL y transferir a otro
matraz aforado de 10 mL, llevar al aforo con metanol. Esta es Ia solucién estandar al 0.1%.

« Tomar 5 mL de la solucion al 0.1% con ayuda de una pipeta volumétrica de 5 mlL y
transferirios al matraz aforado de 50 mL, Hevar al aforo con metanol. Esta es la solucion
estandar al 0.01%.

» Transferir 4 mL de solucién al 0.01% a cada uno de los matraces previamente rotuladoes.

e Llevar al aforo al primer matraz con metanol y leer 10 veces esta diluciéon a 271.5 nm. en
espectrofotémetro, hacer lo mismo para cada matraz itevando un contro! de tiempo entre cada
aforo y lectura.

5.6 Poblacién y muestreo.

La seleccion de la poblacion se hizo con base en el criterio que el método a validar debe
ser valuado ¢con un mismo producto alimenticio pero diferentes matrices.

La poblacién fué bebidas de frutas con contenido de juge o pulpa natural especificado en
la etiqueta de la misma forma que el contenido de acido benzoico como conservador.

El muestreo se hizo de una misma marca de bebida, previamente escogida al azar,
diferentes sabores y misma presentacion.
La colecta de muestras se hizo en el mismo supermercado, mismo anaquel y mismo dia.

El volumen de muestra inicial fue de 2 L. Para cada sabor, que se reunid a partir de
diferentes botes de un mismo sabor.

Se encontrd que las bebidas de frutas seleccionadas tienen diferentes contenidos de
pulpa o jugo segun el sabor.
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5.7 Montaje de la técnica anatlitica. Técnica analitica por validar.

A continuacién se presenta el método validado segun se llevo a cabo en et laboratorio,
esto es; con cambio de disolvente y utilizande un espectrofotémetro de un haz a
diferencia de! método originalmente propuesto por AOAC que esta disefiado para utilizar
un espectrofotémetro Beckman DU que es un modelo bastante antiguo. Este método
original aparece en el apéndice al final este trabajo.

El métode se aplicéd en 12 muestras de bebidas de frutas de diferentes sabores y misma
presentacion. El analisis se hizo por triplicado para cada muestra.

5.7.1 Método oficial 960.38 de AOAC. Acido benzoico en alimentos no sdélidos y bebidas.
Método espectrofotométrico.

Aplicable a catsup, otro productos de jitomate, jaleas, gelatinas, behidas con bajo
contenido de alcohol, bebidas ligeras y jugos de frutas. No aplica para solidos.

PREPARACION DE LA CURVA ESTANDAR.

1. Preparar soluciones estandar de 0.002 a 1.0% de acido benzoico en metanol segln la
seccion 5.5.2 del capitulo 5. Este amplio intervalo de concentraciones incluye a las
criginalmente propuestas {20-100 mg/L).

2. Leer cada solucion a 271.0 nm segin lo establecido en el diagrama de flujo que
aparece en la seccién 5.5.1 del capitulo 5.

3. Graficar los valores de absorbancia obtenidos contra la concentracion
correspondiente.

PREPARACION DE LA MUESTRA.

1. Mezclar la muestra perfectamente.

2. Transferir 10g o 10 mL a un embudo de extraccion y diluir a 200 mL con solucion
saturada de NaCl.

3. Acidificar fa muestra a pH 2 con 2 gotas de HCI concentrado, verificar con papel pH.

4. Agitar bien.

DETERMINACION,

1. Extraer {a muestra acidificada con porciones de 70, 50, 40 y 30 mL. de éter etilico,
agitar bien para asegurar la completa extraccion, la fase acuosa quedara abajo por lo
que se recolectard en una vaso de precipitados limpio y debidamente rotulado
volviende a llenar el embudo de extraccién para continuar extrayéndola. Si hay
formacion de una emulsién se debe romper ya sea por centrifugacion o por
precipitaciéon.

2. Juntar las fases orgdnicas en una vaso de precipitados iimpic debidamente rotulade.
Una vez echas las 4 extracciones desechar la fase acuosa.

3. Lavar extracto etéreo con porciones de 50, 40 y 30 mL. de HCI al 0.001% y desechar
fos lavados.

4. Extraer el extracto etéreo con porciones de 50, 40, 30 y 20 mL de NH,OH al 0.1% y
una vez echas {as 4 extracciones desechar la fase etérea. Juntar los lavados en un
vaso de precipitados limpic y debidamente rotulado.

5. Neutralizar en un potenciémetro (previamente calibrado con solucion buffer ph=7), los

lavados de NH,OH con HCI concentrado. Acidificar solucion a pH 2.

Extraer la solucién acidificada con porciones de 70, 50, 40 y 30 mL. de éter etilico.

Juntar las fases organicas en una vaso de precipitados limpio debidamente rotulado.

8. Transferir el extracto etéreo a un matraz bola limpio y debidamente rotulado.

~o
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9. Conectar el matraz al rotavapor, poner en contacto el matraz con el bafio de agua a
35°C y evapuorar completamente el disolvente.

10. Diluir e} contenido del matraz con 100 mL de metanol, agitar mederamente.

11. Leer la muestra a 271.5 nm. en el espectrofotdmetro previamente encendido y hechas
las rutinas de linea base con aire, agua destilada y metanol en el intervalo
correspondiente.

12. Determinar la concentracion de acido benzoico de la muestra a partir de la curva
estandar considerando la dilucién de la muestra inicial.

13. Reportar los datos obtenidos considerando que:

%benzoato de sodio = % acido benzoico * 1.18

14. Hacer tratamiento estadistico tomando en cuenta los criterios de aceptacion.

5.7.2 Preparacitn del placebo

Formulacién del concentrado

Pulpa de fresa 35.9%
Azucar 34.6%
Sorbato de potasio 0.042%
Acido citrico 0.53%
Acido ascoérbico 0.053%
Goma indica F 0.42%
Sabor fresa 0.051%
Color fresa 0.021%
Agua 38.4%

Se prepararon 500 g de concentrado de fresa y a partir de éste se hizo por dilucién una
bebida de fresa con 12% de pulpa como el producto comercial que se analizo,
Vy = (12%) (1000 mL) / 35.9% = 334.7 mL de concentrado de fresa
para 1 L de bebida al 12%

Se prepararon 5 placebos cargados de 100 mL cada uno, adicionados con 0, 0.01, 0.03,
0.06 y 0.09 gramos de benzoato de sodio grado alimenticio.

5.7.3 Linealidad det método.
Una vez preparados los cinco placebos cargados que se les determiné 4cido benzoico
segin el método 960.38 del AOAC descrito en la seccién 5.7.1.

Material Reactivos

Embudos de separacion de 250 mL. Agua destilada

Probeta de 250 mL Solucién de HCI al 0.001%
Probetas de 100 mL. Solucién de NH,OH al 0.1%.
Propipeta Solucién saturada de NaCl.
Pipetas volumétricas de 10 mL Metanol.

Pipetas graduadas de 10 mL Eter etilico.

Matraces bola de 250 mL.

Termometro.

Vasos de precipitado de 250 mL
Vaso de precipitado de 100 mL.
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Vasos de precipitados de 50 mL.
Vaso de precipitados de 1000 mL.
Soportes universal con aro.
Recipiente de acero inoxidable.

Equipo

Espectrofotdmetro de UV visible, un solo haz marca GBC.

Potencidmetra marca Cole Palmer.
Rotavapor Yamato con accesorios y bafio de agua.
Parrilta.
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RESULTADOS
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Capitulo 6
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6.1 RESULTADOS DE RUTINAS DE DIAGNOSTICO.

6.1.1 Exactitud de longitud de onda con filtro de éxido de holmia.
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Espectro de absorcion del filtro de dxido de helmio, barride 700-200 nm. Velocidad de

batrido 15nm/min.

Banda Picos tedricos (nm) Picos obtenidos (tim)
1 360.5 360.94
2 445.0 44587
3 459.5 459.94

Se observan que los picos obtenidos del espectro de éxido de holmio son semejantes a
los reportados en las especificaciones. Ref. (22)
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6.1.2 Exactitud de longitud de onda con vapor de benceno.
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Espectro de absorcién de vapor de benceno, bamido 270-230 nm. Velocidad de barrido 15nm/min.

Banda Picos tedricos (nm) Picos obtenidos (nm)
1 236.4 237.16
2 247 .1 242.14
3 248.1 247.83
4 258.9 253.7
5 260.0 259.83

En el espectro de absorcitn del vapor de benceno se presentan picos en longitudes de onda muy
cercanos a los reportados en las especificaciones Ref. (22). Las variaciones que existen entre los
picos tedricos y los obtenidos van de 2 a 5 nm que se considera una diferencia aceptable.
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1.3 Ancho de banda espectral.
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N .
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| . N
00
1900 20 0 0 an =0 S0 50 610 &0 Mo
nm
-+ — LAMPUV.SP - 22/12/97
Espectro de energla de la lampara de deuterio, Velocidad de barrido 15 nm/min, Intervao de
longitud de onda 190 a 700 nm.
Banda Pico tedrico (nm) Pico obtenido {nm) Ancho de banda
1 486.1 486.1 2.85 nm
Calculos del ancho de banda:
Altura de la banda Ancho de la Ancho de la banda | Especificacién
{m hf2 banda en mm. €n nm. (670/5) =134
1 nm. = 0.28 mm. (670M10) =67
670 mm 385 mm 0.8 mm 2.85 nm %

Segun la especificacion el paso de banda debe ser de /5 a 1710 de Ia altura total de !a banda, lo
que nos indica que el valor obtenido esta por debajo de la especificacidn. Esto significa que la
abertura mecénica del sfit es de 0.8 mm que hace que los pasos de luz sean estrechos y agudoes
teniendo como resultados exactitud en las longitudes de onda deseadas y una excelente
resolucion. Sin embargo el nvido del aparato podria interferir en nuestros resultados.
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6.1.4 Linealidad fotométrica.

Tabla de absorbancias tedricas y experimentales de la curva de calibracion con K;Cr,0;

solucidn estandar | concentracién [g/t} | absorbancia experimental | absorbancia tedrica

1 0.0 0.0 0.0

2 0.002 0.038 no reportado
3 0.004 0.063 na reportado
4 0.02 0.316 0.3102

5 0.04 0.621 0.6204

6 0.08 0.939 0.9307

7 0.08 1.198 1.2409

B 0.10 1.581 1.5511

9 0.12 1.875 1.8613

10 0.14 2.213 2.1715

11 0.16 2.501 2.4817

12 0.18 2,816 2.7920
13 0.2 3.055 3.1022

14 04 3.5 no reportado
15 0.8 3.5 no reportado
16 1.0 3.5 no reportado

Las soluciones estandar se leyeron a 257 nm segdn el manual de procedimiento. s .

Se observa que los valores de absorbancia de las soluciones preparadas son semejantes

a los reportados en las especificaciones del equipops, solamente existen variaciones no

significativas en la tercera cifra decimal.

Con los valores obtenidos se construyé la gréfica que se presenta en la Figura 6.1.4.1
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Linealidad fotométrica

curva con dicromato de potasio

absorbancia

0 0.2 0.4 06
concantracién (g/L)

Figura 6.1.4.1

La curva anterior es lineal hasta la concentracién 0.2 g/L, después de este punto las soluciones
mas concentradas presentaron e mismo valor de absorbancia, lo que indica que el detector se
saturd y sus lecturas son erréneas.

Segun la regresion lineal hecha hasta la solucién de 0.2g/l: m = 14.51

b=0.00404
r=0.9997
Seglin la regresion lineal tedrica: m= 1464
b = 0.0029
r=1.000

Ei valor de la pendiente obtenida es similar al valor tedrico, sin embargo el coeficiente de
correlacion esta por debajo del tedrico, esto podia deberse al ruido del equipo pero no afecta la
sensibilidad del detector. Se observa que la ley de Beer se cumple en el intervalo de
concentraciones de cero a 2 g/l de concentracion.
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6.2 ESPECTROS OBTENIDOS DEL ETER ETILICO Y DETERMINACION DEL MAXIMO

DE ABSORCION DEL ACIDO BENZOICO.

300 -
25 -
20 - ETER ETILICO
(Quimicamente Puro)
1.5 4
10 4 ?
05
0.03‘941. 40¢ 509 500 I0p __ 809 00,0
Figura 6.2.1

Espectro de absorcion de éter etllico quimicamente puro €on UN3 Amuma experinentsl =227.7 HIM.

Segn la bibliografia consultada 1a heawa del éter etilico es de 220.0nm por Io que existe una

diferencia de & nm. aceptable para considerar a este reactivo como puro.

3.00 .

2.5 ]

2.0 ]

1.5 ]

1.0 J

0.5 J

0.3

ETER ETILICO
{Destilado)

190.0

400 500 600 700 800 900.0

Figura 6.2.2

Espectro de absorcién de éter elilico destilado con una Amoime epeimew=227.7 DMLY una

Mesica=220nm por lo que el éter destilado sigue cumpliendo con el requisito basico para ser un

buen disolvente: no absorbe en la regién donde se espera encontrar la sefial caracteristica del

acide benzoico. No se observa presencia de contaminantes.
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1 2719
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CIDO BENZOICO

20 — EN ETER ETILICO
{Quimicamente Puro)

1.5
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0.03 | . - . r , . —
180.0 300 400 500 600 700 800 900.0

Figura 6.2.3
Espectro de absorcion del acido benzoico R.A. en éter etilico Q.P. Se observan los maximos de
absorcion del acido benzoico a 265.5 nm., 271.9 nm. y 279.3 nm,, siendo el caracteristico el

obtenido a 271.9 nm, este valor es muy cercano al valor de Assmc=275.0nm.

300, 255 2TLR

25 2791

ACIDO BENZOICO
20 EN ETER ETILICO
(Destilado)

1.5 ]

1.0

0-5 | L
003 Y v r r T : —_—

190.0 300 400 500 600 700 800 900.0

igura 6.2.4
Espectro de absorcidn acido benzoico R.A. en éter etilico destilado. Se observan los maximos de
absorcion del Acido benzoico a 265.5 nm., 271.8 nm. y 279.1 nm., siendo el caracteristico el
obtenido a 271.8 nm., este valor es cercano al valor de Aesnca=275.0nm.
La seial caracteristica del &cido benzoico en el reactivo puro y destilado no se ve alterada.



3.00_

7191
25

20|
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Figura 6.2.5
Espectro de absorcion del acido benzoico en éler etilico Q.P. y éter etilico destilado.
Con base en los maximos de maxima absorcién del acido benzoico obtenidos en cada
uno de los disolventes se concluye que el uso de éter etilico destilado es confiable para la

validacion y el reuso del reactivo puro no afecta en la cuantificacion del acido benzoico.,

[STA TESIS NO DERE
GUB BE LA BIBLIOTEGA
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6.3 RESULTADOS CON ETER ETILICO.

1* curva de acido benzoico en éter intervalo 1.0% - 0.0002%

]
251 & *
s 21 - — o]
[*]
&
g 151 :
2 |
g 11 —
*
05 L.
0 | T@Senel !
0 oz 0.4 06 08 1 w2
concantraclén (%)
Figura 6.3.1

En esta experiencia {seccién 5.3) se prepararon soluciones estandar de 1.0% a 0.0002%
con el fin de tener un amplio intervalo para observar el comportamiento de esta curva de
calibracién, sin embargo después de la solucién estandar de 0.03% no existen mas
puntes que nos indiquen la tendencia de la curva.
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1* curva de acido benzoico en éter intervalo 0.03% - 0.0002%

09 .
08 . + .- L. R . .
07| _. b -~ Y .
" 06 - [, .._.__6._‘__ L el f .
[X]
E; 05 |.— S ]
§ 0.4 — T —_——— [ . . N ]
To3le_. ele . . _ ey ]
0z )& | . _—— 4 -
LU B b4 : - R .
0 be—o | : :
0 0.005 0.0 0.015 0.02 0.025 0.03 0035 o sdnet
concentracién (%) T
|
- - - — |
Figura 6.3.2

Gréfica con los puntos precedentes a la concentracion de 3% con el fin de conocer su
comportamiento debido a que en la Figura 6.3.1 se encontraban muy juntos, se observa
un comportamiento aleatoric y no existe linealidad debido a la evaporacién del disolvente.
Se prosigud a trabajar con control de aforo y temperatura.

2"curva de 4cido henzoico en éter intervalo 0.01% - 0.0001%

U S

12 —— - i ]

abaorbanci
|

*

08 - i 1

L 4 * i
[ .- !

0 0.002 0 0.006 0.008 o.M 0.012 [. Serel

concentracion (%) -
R _ o
Figura 6.3.3
2%, curva de acido benzoico en eter etilico con control de aforo y temperatura, se observan
mas puntos y un comportamiento mas consistente.

8i



ahsorbancia

bsorbancia
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002! _ @ ——— o -
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0 0.0002 0.0004 0.0008 0.0008 0.001 00012 ' 4 ceriar
concentracion (%) T -
Figura 6.3.4
Grafica de los puntos precedentes a la concentracién 0.002%, son soluciones muy
diluidas y no existe linealidad en este intervalo.
3*curva de acido benzoico en éter rango 1.0% - 0.01%
3
I
! .
25| e — .t S
2|* — ]
1
15 - 'T - - N
e — _ L
0.5 - .
0 ;
[t} 0.2 0.4 0.5 0.8 1 1.2 e Seriel
concentracldn (%) T T
Figura 6.3.5

2* curva de acido benzoico en éter intervalo 0.001%-0.0001%

3%. curva de acido benzoico en éter etilico con contro! de aforo y temperatura, se hizo para
comprobar la reproducibilidad de los datos. Se encontrd que no existe reproducibilidad y
no hay control sobre la evaporacién del éter etitico,
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6.4 CINETICA DE EVAPORACION.

Cinética de evaporacion de la solucién

estandar 0.004% de

acido benzoico en éter etilico.

Absorbancia

400
! Minutos

500

600

700 80D

I —e_Serial |
L__’_ Serie1

Figura 6.4.1

Cinética de evaporacion de una solucién de acido benzoico en éter efilico Q.P. Se

observan cambios de absorbancia del orden de 0.2 unidades en periédos cortos de

tiempo.
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6.5 ESPECTROS OBTENIDOS DEL METANOL Y DETERMINACION DEL MAXIMO DE
ABSORCION DEL ACIDO BENZOICO.

3.00_
2.5

20

28 METANOL
1.5 ] (Reactivo Analitico)

1.0

0.5

0.03 —c
190.0 300 400 500 600 700 800 §00.0

Figura 6.5.1
Espectro de absorcidn del metanol Reactivo Analitico (R.A.), se obtuvo un maximo de absorcién a
213.8 nm gue tiene una diferencia de solaments 3.8 nm. con respectd a 13 Aesns=210.0 nm, este
diferencia no es significativa y el reactivo se considera puro.

3.00,
25

20 PIY

1.5,

METANOL

10 R.A

05] ETERETILICO
QPp.

0'03 v T T T T T M T T L4 L3 1
170.0 200 220 240 260 260 300 320 340 360 380 400.0

Figura 6.5.2
Comparacion de los disolventes utilizados. Ambos absorben a lengitudes de ondas cercanas a las
tedricas por lo que se consideran a ambos aptos para utilizarse en la extraceion y cuantificacion del
acido benzoico.
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]
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ACIDO BENZOICO
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Figura 6.5.3

Espectro de absorcion del acido benzoico en metanol R.A., se obtuvo un maximo de maxima
absorcién a 272.0 nm muy cercano al tedrico de 275 nm. En la regién que corresponde al lejano
UV (200-190 nm.) se presentan sefiales que es el ruido del aparato.

3.00.
25
2.0,

1.5

10l 10,30 BT IO Acido benzoico

en metanot
0.511930] 1957

0.0 1999

/

-0.55 4 . . . .
190.0 200 220 240 260 280 300 320 340 350.0

Figura 6.5.4
Superposicién de los espectros de absorcidn del acido benzoico en éter etilico Q.P. y en metanol
R.A. Ambos disolventes permiten ver la sefial correspondiente al acido benzoico, sin embargo el
éter etilico es muy voldtil perc extrae al acido benzoico por lo que el metanol es la mejor opcidn
para cuantificario una vez extraido con éter.
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6.6 RESULTADOS CON METANCL

Intervalo de operacion
intervalo 1.0%- 0.000(2%
3
. 4 ¢+
25| M o R L

absorbancia

o &
o
Foo
!
|
|
|
|
{ |
.

02 04 06 08 1 12

concentracién (%) ‘gmejj

Figura 6.6.1
Curva de acido benzoico en metanol cuyo amplio intervalo va de 1.0% a 2x10%%; se
obtuvieron varios puntos que demostraron desde donde se empieza detectar
espectrofotométricamente e! acido benzoico hasta donde se ha saturado el detector. A
partir de esta curva se determiné el intervalo lineal de operacion del equipo y los limites
maximo y minimo de deteccion.
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Intervalo lineal de operacié:

n del equipo
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" Figura 6.6.2

El intervalo de operacion del equipo va de la concentracion 0.004% a 0.01% de acido
benzoico en metanol, a este conjunto de puntos también se le puede nombrar la curva de
calibracion o curva patrén del método validado pues a partir de ella se determind (en
forma de 4cido benzoico) el contenido de benzoato de sodio en los jugos analizados.

LIMITE MAXIMQ DE DETECCION
Intervalo 1.0% - 0.015%
3
L J
25| ,";’_’__ N hd
™
s 2}e ! - .
5
g2 159 - _
1 .
2
[} 1 e + -
t 05 — - -
. |
] 0.2 04 06 0.8

concentracién (%)

1.2

[ese]

Figura 6.6.3

Esta gréfica demuestra a partir de qué concentracién (0.015% de 4cido benzocio en
metanol), la curva dejé de ser lineal y el detector tendié a leer la misma absorbancia en

soluciones de &cido benzoico. Por lo tanto soluciones de Acid
0.015% con las que se quiera trabajar van a tener errores en su lectura.

o benzoico mayores de
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LIMITE MAXIMO DE DETECCION
intervalo 1.0% - 0.04%

28
285 —— . —— .
28] - — e - —— s . .
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o 02 04 06 0.8 1 1274 Seried

concentracidn (%)

Figura 6.6.4
Segun esta grafica, a partir de la concentracién 0.04% el detector fluctio en valores de
absorbancias muy cercanos de soluciones cada vez mas concentradas, por lo tanto el
detector empez6 a saturarse.

PRESATURACION DEL DETECTOR
intervalo 0.04% - 0.015%

3
25 | R ‘\ : d— - - ——
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] 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03 0.035 .04 0.045

concentracion (%) Io Seried ¢

Figura 6.6.5
Antes de la saturacién del detector se presentaron puntos que se comportaron de manera
lingal, sin embargo este intervalo no es confiable pues esta en el limite donde el detector
empieza a ha hacer lecturas eréneas lo que es una fuente de error.
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LIMITE MINIMO DE DETECCKON
intervalo 0.0008%-0.00002%

0.045
0.04 \
0.035 !
0.03
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0.02
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0.01
0.005

—

absorbancia

| |

0005 §* 0001 00002 00003 ©00bO4 00DOS 0ODOE 00007 0.0bO8 00

concantracidn (%)

Figura 6.6.6
Gréfica donde se cbservan lecturas negativas lo que indica que el detector empez6 a
verse afectado por el ruido del aparate y ya no fue posible detectar correctamente el
contenido de 4cido benzoico de soluciocnes muy diluidas. Al igual que en la figura 6.6.5 tos
puntos precedentes a las lecturas negativas tienen un comportamiento lineal, pero podria
llevar a errores trabajar en este intervalo.
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6.7 RESULTADOS DE PARAMETROS DE VALIDACION
6.7.1 Resultados con placebos carqgados {exactitud y precisién inicial del método).

Precisitn inicial

Placebo 1 2 3 4 5
Absorbancia (promedio) 0.018 0.054 (0.205 0.341 0.61
Promedio desviacion estindar 0.024

Promedio coeficiente de variacién 8.33

Exactitud del método

Placebo 1 2 3 4 5
Benzoato agregado 0 0.001 0.003 0.006 0.009
% recobro 0.03 109.02 91.02 110.33 93.02
Yerror 0.03 8.27 9.86 9.36 7.51
Promedio dei % error 7.0072

Los porcientos de recobro son menores al establecido que es del 10% (ver seccidn
4.2.2.8) y la exactitud del método queda establecida por e valor del promedio del

porciento de error.

Linealidad del método
Concentracién nominal [i] 0.00085 | 0,00254 | 0.00508 | 0.00763
Concentracion calculada | 0.0003 | 0.0008 | 0.0028 | 0.0046 | 0.0082
Linealldad del método
- 0.009
£ 0.008 . -
?‘: 0.007 4 - -
E 0.006
® 0.005 L
& 0.003 {- -
€ 0.002
S oo,
8 - -|~ & -
o - -
0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01
concentracién nominal (%)
- o Figura 6.7.1 m=1.01 S
b=7.11 x 10°
r=0.958

El método es lineal (segun los parametros establecidos en la seccidén 4.2.28) en el
intervalo de concentraciones deseado, ya que las bebidas comerciales contienen
cantidades de acido benzoico de! orden que se manejaron en esta determinacion por lo
que queda asegurada la linealidad del método cuando se trabaje con bebidas

comerciales,
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6.7.2 Resultados con bebidas (Presicion del método).

BEBIDAS CON JUGO
Absorbancias

naranja uva mandarina manzana pifia
%jugo 30 15 15 15 15
1* muestra 0.244 0.1857 0.16 0.2192 0.107
2° muestra 0.267 0.1937 0.1886 0.2114 0.105
3* muestra 0.271 0.167 0.179 0.23 0.12
promedio 0.2575 0.17635 0.1695 0.2246 0.1135

BEBIDAS CON PULPA

Absorbancias

tamarindo fresa guayaba mango guanabana
% pulpa 12 12 17 15 15
1* muestra 0.192 0.151 0.2474 0.163 0.18
2* muestra 0.166 0.131 0.2518 0.1621 0.1621
3* muestra 0.181 0.132 0.2214 0.18 0.166
promedio 0.1865 0.1415 0.2344 0.1715 0173

Parametros estadisticos

Muestra Desviacién Coeficiente de | % acido benzoico %henzoato
estadndar variacion(%)

tamarindo 0.0078 4% 0.0025 0.0030
fresa 0.0134 9% 0.0019 0.0023
guayaba 0.0184 8% 0.0032 0.0038
mango 0.0120 7% 0.0023 0.0028
guanabana 0.0099 6% 0.0024 0.0028
naranja 0.0191 7% 0.0035 0.0041
uva 0.0132 7% 0.0024 (.0028
mandarina 0.0134 8% 0.0023 0.0027
manzana 0.0076 3% 0.0031 0.0036
pifia 0.0092 8% 0.0016 0.0018
Promedio 0.0124 7%

La precision del método es de 20.0124 (repetibilidad) y un 7% de variacidn
(reproducibilidad). Ambos valores son menores que los obtenidos en el tratamiento de
placebos cargados con los que calcutd {a precision inicial del método.
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6.7.3 Andlisis de varianza.

Disefio aleatorio.

FUENTE DE VARIACION | G.L. | SUMA DE CUADRADOS | CUADRADO MEDIO [
Bebidas 8 0.02570679 0.00321335 1.5891
Error 18 0.03639644 0.00202202
Total 26 0.06210323
Para:
0 =001 Fusi 6L arons.Lrasmisotos = Fanas rag = 2.51

@ =005  Fuptes 6L erorsLirstamienton) = Fuatias s = 3.71
Conclusion: Fegewaas < Far0s €ntonces no existe diferencia significativa entre las bebidas.

Disefio de bloques

FUENTE DE VARIACION [ G.L. | SUMA DE CUADRADOS | CUADRADO MEDIO [ F calculada
Bebidas 8 0.02570679 0.00321335 1.6935
Repeticiones 2 0.0060382 0.0030191 1.5911
Emor 16 0,03035894 0.00189743
Total 26 0.06210323
Para bebidas:

a=001

Frabias (6L emor G L iratamientos) = Fuapias (1) = 3.89

a=0.05  Fianias (6L emorG.Luatamienton) = Fabiag (18.8) = 2.59

Conclusion: Feucysds pas bevias < Fas005 €Ntonces no existe diferencia significativa entre las bebidas.

Para repeticiones:
a =00

Fiabias (G.L.amor,G.L.repeticionas) — Fu:uuus,z; =623

@ =0.05  Fubas GLamocGLrepetcionssy = Frabias a2y = 3.63

Conclusion: Fesousss pars espeticknes < Fo=gs €ntonces no existe diferencia significativa entre las

repeticiones.
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Capitulo 7
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ANALISIS DE RESULTADOS

En seccién 6.1 se observa que los valores obtenidos de cada una las rutinas de
calibracién estan dentro de los limites que marca el fabricante por lo tanto cumplen con lo
establecido en las especificaciones, por lo que se asegura el buen funcionamiento del
espectrofotometro utilizado en |a validacian.

El método validado propone éter etilico como disclvente del acido benzoico durante la
extraccién y la posterior lectura, el andlisis espectrofotométrico de este disolvente ' 70
#2118 829 aseguré la no intervencién de ofros analitos en la determinacién de acido
benzoico tanto en la utilizacion del éter puro como en el destilado, ya que este reactivo
tuvo que reusarse debido a las cantidades tan grandes que se requirieron y la poca
cantidad de reactivo grado analitico del que se dispuso.

Cabe mencionar que el éter efilico grado industrial utilizado al principio de trabajo
experimenta! tenia un alto contenido de peréxidos que interferian en la lectura del acido
benzoico, a falta de reactivo puro grado analitico se prosiguié a purificar el reactivo con
favados de sulfato ferroso y un secado posterior con sulfato de potasio anhidro, al final de
este procedimiento el reactivo seguia presentando peroxidos y grandes cantidades de
agua por lo que se decidié a utilizar éter etilico grado analitico.

Durante la preparacion de la primera curva de calibracion con éter etitico grado analitico
(el Fe83123 se observo que hay baja reproducibilidad de los datos por el manejo del
disolvente que es muy volatil, se construyeron dos curvas de calibracién con control de
aforo y de temperatura para evitar el emror por evaporacion del disolvente, sin embargo las
curvas obtenidas tampoco aseguran ia reproducibilidad de 1a curva ¥y es0 conlleva a un
error inicial importante en la validacién del método ®ef Fia63.35)

Se hizo un cinélica de evaporacion del disolvente y se observé un cambio notable en Ia
absorbancia a intervalos de tiempo cortog 9541,
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Se decidié trabajar con éter etilico como disolvente en la extraccion del acido benzoico y
con metancl como disolvente poslerior del acido benzoico para su cuantificacion por
espectrofotometria con base en que los espectros de absorcion de las figuras 6.5.1 y
6.5.2, este disolvente cumple con lo especificado en la seccién 2.2.1 , los espectros de
absorcion del metanol utilizado aseguraron la lectura del acido benzoico a 272.0 nm que
es la longitud de onda tedrica donde absorbe especificamente este compuesto.

La figura 6.5.4 demuestra que el uso de metanol en vez de éter etilco en la cuantificacion
del &cido benzoico llevd a resultados confiables puesto que en ambos disolventes el cido
benzoico absorbid a la misma fongitud de onda.

La curva de calibracién de &4cido benzoico en metanol de la figura 6.6.1, asegurd la
reproduciblidad en la lectura de las soluciones estandar, a partir de esta curva se obtuvo
el intervalo de operacién del equipo que fue de 0.004% de 4cido benzoico a 0.01% de
acido benzoico que es un intervalo amplio que incluye las concentraciones propuestas por
el método 960.38 y permite la cuantificacién de &cido benzoico a concentraciones
menores del orden de 10 %.

La figura 6.6.3 muestra que después de la concentracidn 0.015% de acido benzoico
existe incertidumbre en la cuantificacién de este analito ya que se tiende a una saturacién
del detector que es mas evidente después de la concentracién de 0.04% de dacido
benzoico cuando la pendiente de la curva es igual a cero, la figura 7.6.4 muestra que
antes de la saturacidn del detector los puntos empiezan a perder la linealidad y el
intervalo 0.015% - 0.04% no es confiable para la cuantificacién del analito.

La concentracion maxima de deteccién es de 0.01% de &cido benzoico en metanal.

La figura 6.6.6 muestra el limite minimo de deteccion, concentraciones menores de
0.0008% de &cido benzoico dan valores de absorbancia inciertos ya que el detector lee
absorbancias negativas.

La concentracidn minima de deteccién es de 0.0008% de acido benzoico en metanol.
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tafigura 6.7.1 demuestra que el método es lineal en el intervalo 0.0008% a 0.00763% de
acido benzoico cuando se determina acido benzoico en placebos a los cuales se les ha
agregado benzoato de sodio. El intervale lineal del método demuestra que es posible
trabajar con las hebidas comerciales, que segun la etiqueta contienen 0.003% de
benzoato de sodio, y obtener resultados confiables.

&l promedio de error es menor que el reportado en Ia bibliografia seguin la seccidén 4.2.2.8.

En fa seccién 6.7.2 los resultados obtenidos después de tratar las muestras de bebidas de
frutas de diferentes sabores, demuestran que el método es repetible y reproducible, el
valor promedio del coeficiente de variacién y de la desviacidn estandar es menor que el
obtenido en el tratamiento de placebos y esto se debe a que con el tiempo se tuvo un
control de la técnica.

El valor de error no se calcula debido a que no se sabe con exactitud la cantidad
agregada de benzoato de sodio.

Se hizo un andlisis de varianza para saber el efecto que se tiene entre fas diferentes
bebidas y entre las repeticiones. Los valores calculados son menores que los reportados
en tablas y no existe diferencia significativa ni entre las bebidas ni entre las repeticiones
por lo que un tratamiento cualquiera, escogido al azar, daria los mismos resultados.
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CONCLUSIONES
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La calibracion del espectrofotometro utilizado es esencial para el aseguramiento de
resultados confiables, repetibles y reproducibles, al igual que €l conocimiento de las
pruebas de calibracion y su fundamento, ya que ello explica el funcionamiento del
equipo y facilita la comprension de los espectros obtenidos para su interpretacion.

El método 960.38 de! AOAC no contempla las innovaciones tecnoldgicas que en esta
tesis fueron dtiles, pues lo equipos con los que ya se cuenta a nivel masivo permiten
la determinacién del &acido benzoico sin necesidad de emplear ecuaciones
matematicas ni obtener los espectros de absorcién de manera manual ya que el
equipe cuenta con estas funciones integradas.

Se encontro que presencia de perdxidos formados por la oxidacian del éter etilico en
malas condiciones de almacenamiento interfiere en la determinacién del acido
benzoico, por lo que el andlisis de pureza de los reactivos utilizados en una validacién
es esencial para asegurar la especificidad del método.

- El analisis espectrofotométrico del éter etilico grado industrial que se purificd fue una
herramienta importante para decidir trabajar con reactivos grado analitico.

Se encontré que la extraccién con éter y la posterior determinacién del 4cido benzoico
en metanol disminuyen el emor por evaporacién del disolvente propuesto
originaimente, lo que elimina una fuente de error importante en la repetibilidad y
reproducibilidad del método.

El método es confiable ya que cumple con los requisitos de linealidad, exactitud y
precisidn en los intervalos de concentracion maxima de deteccidn de 0.01% de acido
benzoico en metano! y concentracidn minima de deteccion de 0.0008% de acido
benzoico en metanol,

El comportamiento del método es fineal y homogéneo en el intervalo 0.0008% -
0.00763%, este intervalo incluye la concentracion de acido benzoico que contienen
las bebidas de fruta comerciales, sin embargo hace falta estudiar el comportamiento
del método en diferentes matrices de jugos.
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8.

10.

En el presente trabajo quedan establecidos los lineamientos para la validacion de un
método analitico aplicado a alimentos, esta es una guia de procedimiento que se
puede aplicar en el control de calidad de materias primas, en el cambio de
formulaciones, en etapas del proceso donde se requiere asegurar que fo que ha sido
imptementado se esté cumpliendo o en el desarroiio de un proceso o método para
asegurar que el paso previo satisfaga los criterios de aceptacién para continuar con el
paso siguiente.

El criterio de aceptacion en la validacion de un método analitico depende de la
complejidad de ia técnica y la matriz de! producto alimenticio.

La validacion de métodos es indispensable para demostrar la confiabilidad de un
metodo, durante la validacion se corrigen errores del método y se logra su
optimizacion.
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1 5.7.1 Método oficial 960.38 de AQAC.
Acido benzoico en alimentos no sélidos y bebidas. Método espectrofotométrico.

Aplicable a catsup, otros productos de jitomate, jaleas, gelatinas, bebidas con bajo
contenido de alcoho!, bebidas ligeras y jugos de frutas. No aplica para sélidos.

A. Preparaci6n de la curva estdndar.

Preparar solucién de acido benzoico en éter de concentracion 50 mgiL.

Determinar la absorbancia de esta solucién en una celda fuertemente tapada de un
espectrofotdmetro Beckman DU y registrando la sefial del espectrofotémetro entre 265 y
280 nm en intervalos de 1 nm. Hacer grafica de absorbancia contra longitud de onda,
tomando como minimo 267.5 nm como el punto B, otro minimo a 276.5 nm como e! punto
D y el mayor maximo a 272.0 nm como punto C.

Preparar soluciones de acido benzoico en éter de concentracion 10, 20, 40, 60, 80 y 100
mg/L. Determinar las absorbancia de estas soluciones en los puntos B, C y D. Para cada
concentracion calcular e} promedio de absorbancias en los puntos B y D y a este valor
restarle el valor de absorbancia del punto C. Hacer la grafica de esta diferencia contra
concentracion.

B. Preparacién de la muestra.

Mezclar la muestra perfectamente. Transferir 10g o 10 mL a un embudo de extraccidn y
diluir a 200 mL con solucién saturada de NaCl. Acidificar la muestra a pH 2 con 2 gotas de
HCIi concentrado, verificar con pape! pH. Agitar bien,

C. Determinacién.

Extraer agitar bien para asegurar la completa extraccion. (Romper emulsiones por
precipitacion, agitacién o centrifugacién). Drenar y descartar la fase acuosa. Lavar la
combinacién de los extractos organicos con porciones de 50, 40 y 30 mL de HCI (1+100) y
desechar los lavados con HCI. {Si los extractos no requieren de una purificacion, proceder
con el préximo parrafo).

Extraer la fase organica con porciones de 50, 40, 30 y 20 mL de NH,OH al 0.1% vy
desechar la fase etérea. Neutralizar la combinacién de los extractos de NH,OH con HCI
concentrado y agregar 1 mL de exceso. Extraer la solucion acidificada con porciones de
70, 50, 40 y 30 mL. de éter etilico.
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Diluir la combinacién de los extractos etéreos a 200 mL con éter etilico y determinar la
Absorbancia en una celda de espectrofotémetro fuertemente tapada a las longitudes de
onda de los puntos B, C y D, diluyendo con éter si es necesario para obtener una
concentracion éptima dentro del intervalo 20-100 mg/L. Hacer el promedio de
absorbancias en los puntos B y D y a este valor restarle el valor de absorbancia del punto
C. Determinar la concentracion de &acido benzoico a partir de la curva estandar,
corrigiendo las diluciones.
Acido benzcico x 1.18 = benzoato de sodio.

Lievar a cabo un procedimiento similar a una muestra libre de benzoato y determinar su
absorbancia en la regién 265-280 nm en intervalos de 1 nm. Si la curva es una linea recta

en esta region, el método es aplicable para este producto.
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I I. Analisis Estadistico.

Errores

Estrictamente hablando, nunca se puede medir el valor real o verdadero de cualquier
cantidad sino sclamente una aproximacién de ella, estas aproximaciones se conocen por
primeras experiencias o por predicciones tedricas. El error de una medicién es la
diferencia entre el valor observado y el valor verdaders de la cantidad del analito sometida
al estudio.®

Para una mejor comprension de como y porqué se originan los errores y como evitarlos o
minimizarlos, éstos se clasifican en errores crasos, errores aleatorios y erores
sistematicos.

Los errores crasos son aquelios que son graves y evidentes, como la ruptura del matraz
en ebulflicion, el confundir un reactive con otra, lo que provoca el reinicio del experimento
procurando no volver a repetiros, por 1o gue estos errores son controlables y el disefio de
experimentos debe contemplarios.

Los errores aleatorios afectan la precision del método, dan resultados que caen alrededor
del valor medio. Estos errores nunca se pueden eliminar, pues se derivan de condiciones
que no siempre esta al alcance del analista controlarlas como la variacion de temperatura
dentro de un laboratorio de andlisis, sin embargo éstos errores se pueden atenuar por
medio de técnicas de calibracién de equipo o medidas repetidas para estimar qué tanto
afecta al andlisis determinada condicidn no controlable. Existen dos parametros que
estiman la precisién de un método, la reproducibilidad y a repetibilidad, deficiones que se
explicaron en el capitulo 4 seccién 4.1.2.

Los errores sistematicos son eliminables y esto se realiza controlando el procedimiento
experimental como fas condiciones del equipo. Un analista puede protegerse de los
errores sistematicos calibrando los equipos, disefiando el experimento en cada etapa,
elaborando una curva pateén, utilizando materiales de referencia y métodos estandar .2
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Herramientas estadisticag®™

En una validacidn se emplean ecuaciones matematicas estos son parametros
estadisticos, el valor de estos parametros tiene un significado que representa el
comportamiento de una poblacion, en este caso, la poblacién son todos los datos
experimentales que arroja la validacidon del método, para interpretar de manera correcta
estos valores es indispensable saber la definicion de cada uno, y asi, tomar decisiones y
determinar la confiabilidad de los datos.
Las medidas de tendencia central, son valores tipicos con los que se intenta resumir o
describir un conjunto de datos, correspondientes a toda una poblacién, se emplean para
localizar el centro de un conjunto de datos.
Media o promedio es una medida de tendencia central, es el valor central sobre el cual
fluctdan todos los datos, matematicamente se representa por la letra griega p cuando se
trata de fa media de una poblacidn y como X cuando se habla de la media de una
muestra.

uoX=(Xx1+xz+xa+ x4}/ n

X =2 [/ n]

Sin embargo el promedio de una poblacién es de poca utilidad a menos que se conozca el
grado de variacién que se presenta a su alrededor, es decir el promedio no indica qué tan
cerca o que tan lejos estan situados los datos respecto al centro. Para elio existen las
medidas de dispersién que indican qué tan diseminados estan los datos a cada lado del
centro, “varianza® y “desviacion estandar” son las medidas de dispersion mas utilizadas.

Varianza, es el grado de dispersién entre el valor central y cada valor individual; para su
céleulo se divide entre r ¢ r-1 dependiendo de! tamafio de muestra. Si el tamario de la
muestra es mayor o igual a 60 se utifiza r y si es menor de 60 se utiliza r-1. Se le conoce
como ¢° cuando se habla de la varianza de una poblacién y come S? cuando se trata de

una muestra.

o= T(x-X¥2/r
§2=[n*Tx?*- (S x)*/ n(n-1)]
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El uso de la varianza tiene como ventaja que ésta toma en cuenta el signo de las
desviaciones, estas desviaciones son valores que pueden ser negativos o positivos con
respecto al valor central, la varianza los contempla elevédndolos al cuadrado, pero al estar
elevado al cuadrado la dispersion queda expresada en unidades distintas a las de los
datos que mide, por eso se necesita de una nueva medida de dispersion que retome las
unidades originales de fa variables ésta es la desviacién estandar.
Desviacion estandar de un conjunto de observaciones se define como !a raiz cuadrada
del promedio de las desviaciones con respecto a la media elevadas al cuadrado o como la
raiz cuadrada de la varianza.

c68=45?
La desviacion estandar o D.E. para un conjunto de datos se realiza para medir las
variaciones con respecto a la media, mientras mas pequefia sea la desviacién estandar,
es mas probable obtener un valor cercano a la media; mientras mayor sea la desviacién
estdndar, es més probable obtener un valor alejade de la media.
Coeficiente de variacién, representa fa desviacidn estandar de 'a muestra expresada en
porcentaje. Se utiliza para conocer la variacién que existe cuando el mismo material es
investigado por diferentes personas.

S
CV.=—*100
X

Cualquiera de las medidas de dispersién nos dan una idea de la variacién que se tiene en
los resultados experimentales.

REGRESION LINEAL®

La regresion lineal es un método que se emplea para predecir el valor de una variable
dependiente en funcion de valores dados a la otra variable independiente, estima la
relacion entre dos variables, pero restringiendo una de ellas con la finalidad de estudiar
las variaciones de una cuando la otra permanece constante, el método méas simple es una
recta que representa este cambio lineal. Esta recta casi nunca es perfecta pues lo puntos
no siempre estaran alineados, asi que se trata de encontrar la recta que mejor se ajuste
también llamada recta ideal. A |a regresién lineal también se le conoce como Método de
Minimos Cuadrados, que calcula la ordenada al origen, pendiente y coeficiente de

correlacion de la recta ideal.
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ANALISIS DE VARIANZA.

El andlisis de varianza o ANOVA es una prueba estadistica que estudia a una variable
dependiente por medio de una variable independiente.

Andlisis de varianza para un disefio completamente aleatorio.

El andlisis de varianza totalmente aleatorio se utiliza para determinar si la variable
independiente presenta o no efecto significativo sobre la respuesta evaluada variable
dependiente. Del andlisis de varianza sélo se puede concluir si el efecto de la variable
independiente es: significativo, altamente significativo o no significativo.

Significativo (denotado por un *), indica que al menos uno de los tratamientos es diferente.
Altamente significativo (denotado por dos **), indica que mas de un tratamiento es
diferente.

No significativo (denotado por N.S.), indica que con cualquiera de los tratamientos
utilizados se obtiene la misma respuesta,

CUADRO DE ANALISIS DE VARIANZA PARA UN DISENO TOTALMENTE ALEATORIO.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado
Varlacion Libertad Cuadrados Medio Calculada
Tratamlemos |c- | BN + 5T 4. 51 -C | 5.C.va CM.-
n Glra CMw
| Error G.L. Tom - $.Cn-5Cr 5.C
[ B P Gl

Tokal n-1 Eind + ' +.0t)-C

n = nimero de datos para cada tratamiento.

n-1 = ndmero total de datos menos uno.

N, Nz, Ny = cada dato individual.

La F calculada se compara con la F de tablas, que se busca para los grados de libertad
del error y los grados de libertad de los tratamientos. Para concluir se considera como es
la F calculada con respecto a la F de tablas:

Si F calculada > F tablas a=0.05  Hay diferencia significativa (*).

Si F calculada > F tablas a=0.01  Hay diferencia altamente significativa (**)

Si F calculada < F tablas «a=0.05  No hay diferencia significativa (N.S.)
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Pero el analisis de varianza no es posible concluir, si es que existe diferencia significativa
o altamente significativa, cual de los tratamientos es el mejor o el peor. Para ello se deben
hacer pruebas de rango maltiple.

Andlisis de varianza para un disefio en bloques.

Este disefio permite reducir el error experimental en los casos en donde !a aleatorizacién
es resiringida para una de las variables estudiadas. Asi la variable que puede afectar los
resultados experimentales se separa en blogues y dentro de cada bloque se distribuyen al
azar los tratamientos a estudiar. También se utitiza este disefic para evaluar el efecto de
repeticiones en un disefio completamente al azar y determinar si el nimerc de
repeticiones realizadas fue suficiente o no para evaluar esa variable dependiente. En caso
contrario se sugiere aumentar el nimero de repeticiones para experimentos posteriores.
Este analisis de varianza se utiliza cuando se sospecha que la respuesia puede ser
afectada por algon pardmetro, por ejemplo en el presente trabajo se desea comprobar la
efectividad del método, se obtienen absorbancias del extracto de cada muestra de la
bebida, pero se cree que ésta respuesta puede ser diferente puestoc que cada bebida
tiene diferente matriz debido al contenido de jugo o de pulpa ademas dei efecto de cada
repeticién para cada muestra. Entonces se separa la variable que puede afectar y al
interior de cada bloque se estudia el efecto de los tratamientos deseados (diferente matriz
de la bebida y efecto de repeticiones).

En el presente trabajo se estudian los valores de absorbancias bajo el efecto de los jugos
diferentes ( también llamados tratamientos en la tabla de ANOVA)} vy las repeticiones
diferentes.

CUADRO DE ANALISIS DE VARIANZA PARA UN DISENO EN BLOQUES.

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE CUADRADC F
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS MEDIO Calculada
TRATAMIENTOS {t- 1 IT? 4 ITF 4. 51! - €| $.C trpamiewen | C.M. 1rm,
n G.L trmsis | CM. o
SLOQUES b-1 Zh? + FBF +..t§' - C 5.C. e C.H.=
o ns Gl sope | CM.tmor
ERROR G.l. - GLr | $C 1o - $C T - SCaiog. $.C. tror
< Gls G.L. e
TOTAL -1 Eim? 4+ n? 4.7y - C
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nr = nimero de muestras para cada tratamiento.

Ng = numero de muestras para cada bloque.

n-1 = numero total de datos menos uno.

n,, Ny, N, = cada dato individual.

C = factor de correccion

C=S(ny +ny+......+ n)° / # tolal de dalos.

La F calculada se compara con {a F de tablas, que se busca para los grados de libertad
de! error y los grados de libertad de los tratamientos y también para repeticiones. Para
concluir se considera como es la F calculada con respecto a la F de tablas:

Si F calculada > F tablas e=0.05  Hay diferencia significativa ().

Si F calculada > F tablas a=0.01  Hay diferencia altamente significativa (**)

Si F calculada s F tablas a=0.05  No hay diferencia significativa (N.S.)

Eficiencia relativa, compara los disefics del analisis de varianza y permite saber con
base a cudl de los disefios propuestos se debe interpretar el experimento.

_(C.M.error, ,)(G.L.error,, +1)(G.L.error, , +3)
" (C.M.error,  )(G. Lerror, , +3)(G.L.error,  +1)

E:R.

Criterio
Si ER > 1.0 es mejor el disefio de bloques.

Si ER < 1.0 es mejor el disefio aleatorio.

Homogeneidad de la varianza

Se refiere a que los emmores experimentales deben tener una varianza comun o similar.
Supéngase gue en el estudio presente se trabajaron con 11 muestras diferentes y las
réplicas o valores de absorbancia de cada repeticion, para la mitad de las muestras no
son iguales heterogéneas y para la otra mitad son muy homogéneas. Se nota que en una
poblacién heterogénea se encuentran diferencias significativas entre cada tratamiento, por
ello las diferencias entre dos tratamientos heterogéneos se puede decir que son
significativas cuando en realidad son debidas al azar. De igual forma para tratamientos
con varianza muy reducida (homogénea) se puede decir que Jas diferencias entre ellos no
son significativas cuando en realidad si son significativamente diferentes. Como se
observa, la homogeneidad de la varianza es un parametro que si afecta |a interpretacion

del andfisis del varianza si ia varianza no es homogénea.



Existen pruebas que calculan la homogeneidad de la varianza como la de Barlett y 1a de
Hartley. Siendo mas confiable la de Barlett pues involucra un mayor nimero de
parametros.
PRUEBA DE BARLETT
1% desapstada = 2.3026 * G.L.epenciones [N * log {media de la S?) - £ log §7]
donde n = # repeticiones

n+l

—_—
in*G. L

“repenciones

C=1

: _ .2

% austada = X desajustada / C
2

X tabtas (0.01. G.L. tratameentos)

Criterio
Sila X? cacuada >X’ wbas a10.01 L@ varianza es heterogénea y se deben transformar los datos.

Sila ¥ cacuiasa < X° s 1001 La varianza es homogénea y no se deben fransformar los
datos.
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Metanol

Alcohol metilico
Art.num.: 6002

|
CH,OH
Envases: 500 ml, 2¢/:1]
Propledades fisicas Valores garantizados
Peso molecular 32,04 Contenido
Punto de fusién —97,8°C {por cromarografia de gases) min. 99,7 %
Punto de ebullicién 64°C Agua mdx. 0,03 %
Densidad (d2) 07914 Componentes no volitiles mix. 0,0005 %o
Indice de refraccién (n®) 1,3288
Momento dipolar 170D Valores de eransmisidn

Longirud de onda {nm) 210 220 3¢ 250 desde 260

Transmisién (%) Ww s 75 9% 98

Aplicaciones

El metanol e5 miscible en cualquier relacién con agua, otros alcoholes y érer dietilico y se caracteriza, respecto
a su solubilidad frente a sales inorgdnicas, por una cierta analogia con el agua.

Espectro UV mxt:l:oo 5036 aaeeo 200 135522 | -
!
: / | '
Espesor de la capa: 1cm: comparacion: agua 8 / .
L] H
- / '
. /
“ s / !
» 1
Espeerro IR N

w0 Map T e 250 123 257~ 2
Espesor de s capa: Wpm

LONIITUD DE DROA WAVELENGTH (MICROME)
25 3 a 5 8 7 [} 9w . s 20 30 ap50

IRANSMISION TRANSUITTANCE %

4000 3500 3000 2000 1800 1600 1600 1200 1000 800 00 00 00
NUMERD DE OWDAS WAVENUMBEA [em™]
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