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Resumen

La presente investigacion cientifica se basa en un estudio comparativo de cafeina
presente en 4 bebidas energizantes recolectadas en diferentes supermercados y
pulperias de Nicaragua, se les cuantific6 el contenido presente de cafeina
empleando un método normalizado oficial por espectrofotometria UV-vis de la
asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC), este estudio tiene un enfoque
cuantitativo, llevandose la etapa experimental en el laboratorio Instrumental del
departamento de quimica de la UNAN-Leb6n. Se evaluaron los siguientes
parametros del desempefo del método: linealidad, precision, exactitud, limite de
deteccion y cuantificacién, asi también como la verificacion el contenido de cafeina
presente en la muestra en cumplimiento a la normativa Ecuatoriana INEN 2411,
2015.

Se obtuvieron los resultados de estos parametros, que para la linealidad presenta
un coeficiente de determinacion (R?) de 0.9999, precision evaluada en términos de
repetibilidad obteniéndose un %CV de 0.23% y 0.322%, una exactitud, expresada
en % de recobro o recuperacion que esta entre 100.47 y el 100.56 %, asi también
la exactitud de las muestras analizadas obteniendo porcentajes de 100.09%(RT),
100.52% (RB), 100.02% (MT) y 100.38 (FY) y limite de deteccién y cuantificacion
de 0.2668 y 0.8085.

Finalmente se leyeron las muestras de las bebidas analizadas (RT, RB, MT, FY) en
el espectrofotdmetro UV-vis a una longitud de onda de 275 nm, obteniéndose las
absorbancias de estas y se calculd las concentraciones de cafeinas, estas se
encuentran entre 274.49 a 320.41ppm, lo que indica que 3 de estas concentraciones
estan dentro de lo establecido de la norma ecuatoriana, sobrepasando levemente
la muestra que dio 320.41 ppm el limite maximo de concentracion de 320 ppm. Lo
que demuestra que el método es apto para la cuantificacion de cafeina en bebidas

energizantes.

Por ultimo, se estimo la incertidumbre de la medicion, para las cuatro muestras

analizadas, siguiendo los pasos de acuerdo la ISO GUM.
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. Introduccion

Las bebidas energéticas son bebidas analcohodlicas que estan compuestas por
grandes cantidades de carbohidratos como: sacarosa, glucosa, aminoacidos
vitaminas C, entre otras. También contienen sustancias derivadas de hiervas como:
extracto de guarana y ginsen y sustancias menores como la carnitina, inositol,

pantoteato de calcio, biotina, glucoronolactona y acido citrico. (Menéndez, 2011).

El aumento del consumo de bebidas energéticas en la poblacidén nicaragiense ha
incrementado en los ultimos afos, para ello se realiza este estudio determinando
asi la cantidad de cafeina, ya que el consumo excesivo de esta tiene efectos

adversos en la salud.

La administracion de alimentos y medicamentos (FDA) de los estados unidos indica
que el consumo en exceso de cafeina puede causar nerviosismo, sensacion de
tristeza, alta frecuencia cardiaca, insomnio, dolor de cabeza, malestar estomacal,

ansiedad entre otros, que pueden observarse efectos toxicos. (FDA, 2018).

En Nicaragua no se cuenta con una normativa la cual especifique requisitos
fisicoquimicos para bebidas energéticas; por lo cual, hemos tomado como
referencia la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2411, 2015, establece como valor
de dosis minima 250 mg/L y un valor maximo de 320 mg/L, por ello se determinara
si la cantidad de cafeina en 4 marcas de bebida energéticas seleccionadas se

encuentren en los limites permisibles establecidos por la norma.

Es por eso que en el presente estudio se pretende comparar el contenido de 4
bebidas energéticas seleccionadas por categorias como: precio, disponibilidad,
popularidad, a la vez comparando la concentracion de cafeina que estas poseen en
cumplimiento con la normativa INEN 2411, 2015, el estudio fue llevado a cabo
empleando como método normalizado, cafeina en bebidas no alcohdlicas 962.13
de la AOAC, mediante espectrofotometria UV-vis, asi como también la evaluacion
de parametros del método como: linealidad, precision y exactitud y limites de

deteccion y cuantificacion.



Il. OBJETIVOS

1.1 Objetivo General
+ Comparar el contenido de cafeina mediante espectrofotometria UV-vis en

cuatro marcas de bebidas energéticas distribuidas en Nicaragua.

1.2 Objetivos especificos

+ Evaluar parametros del desempefio del método (linealidad, precision,
exactitud, limite de deteccidn y de cuantificacion).

+ Determinar las concentraciones de cafeina presente en las muestras con
incertidumbres, empleado por el método de espectrofotometria UV-vis.

+ Verificar el cumplimiento de los valores permisibles de cafeina contenidos en
las bebidas energéticas segun la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2411,
2015.



Ill. Marco Teérico

lll.1 Generalidades de las bebidas energizantes.
Las bebidas energizantes son bebidas funcionales no alcohdlicas que presentan
efecto estimulante y estan compuestas por una serie especial de ingredientes
caracteristicos como cafeina, guarana, taurina, carbohidratos, aminoacidos,
vitaminas u otras sustancias con efectos fisioldgicos o valor nutricional. Estas
pueden contener otros ingredientes como glucoronolactona, aditivos, conservantes
entre otras sustancias. Estas estan disponibles con distintas férmulas y multiples
sabores, tanto con azucares como con variantes sin esta, de manera que el

consumidor tenga la opcidn de elegir la que se adapte mas a su gusto.

llustracion 1 Distintas Bebidas energizantes (Menéndez, 2011)

lll.2 Diferencias entre bebidas energéticas y bebidas isotonicas
Las bebidas energéticas tienen amplia distribucion, su consumo ha incrementado
debido a su facil acceso y a las caracteristicas de inocuidad que se les atribuyen. El
poco conocimiento de su composicion lleva a la confusion con las bebidas isotonicas

o hidratantes, usandolas de forma excesiva. (Menéndez, 2011)

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) define como “bebidas energizantes a
aquellas que contienen cafeina, vitaminas u otros ingredientes. Por lo general estas
se comercializan con el fin de aumentar la energia e incrementar el rendimiento

fisico y mental”.

Debemos diferenciar las bebidas energéticas de las bebidas isotdnicas, que estas
ultimas son de uso deportivo, en cambio las bebidas energéticas o hipertonicas
poseen sustancias que estimulan el sistema nervioso central, que buscan generar

al consumidor efectos energéticos.



Por el contrario, las bebidas isotonicas, también conocidas como rehidratantes o
deportivas, poseen en su composicion glucosa y sales minerales que favorecen la
rehidratacion. (Rivera, 2018)

lll.3 Componentes de las bebidas energizantes.
Las bebidas energizantes tienen una serie de componentes que varian segun el
tipo, la marca y otros aspectos; pero tienen en comun componentes basicos, he

aqui una pequena descripcion de algunos de ellos:

111.3.1 Cafeina

La cafeina es un alcaloide del grupo de las xantinas, esta se encuentra naturalmente
en granos de café, cacao, hojas de té, bayas de guarana, entre otros. Asi también
esta se encuentra de manera sintética en bebidas carbonatadas, energizantes,

helados, dulces, postres, etc.

Esta estimula el sistema nervioso, brinda energia y elimina la somnolencia, las
bebidas como la soda, café, energizantes y té son popularmente conocida por su

componente principal que es la cafeina. (Interempresa, 2023)

111.3.1.1 Quimica de la cafeina

La cafeina en su estado puro es un polvo blanco y amargo, su formula quimica es
CsH10N4O2, su nombre sistematico es 3,7-dihidro-1,3,7-trimetil-1H-purina-2,6-diona

o 1,3,7-trimetilxantina y su estructura molecular es la siguiente:

Carbonilo
CH3 Amina
Amlda Alqueno

3
llustracion 2 Estructura Quimica de la cafeina (Labster, 2023)



I11.3.2 Guarana

La guarana cuyo nombre cientifico es Paullinia cupana, es una planta originaria del
Amazonas. Es un ingrediente constantemente usado en las bebidas energéticas y
puede resultar peligroso en grandes cantidades. La guarana también contiene
compuestos como la teobromina y teofilina, las cuales son similares a la cafeina.
(Medlineplus, 2023)

La Administracion de Medicamentos y Alimentos estadounidense (FDA) establece
que la guarana es reconocida como seguro, generalmente esto cuando se
administra correctamente. No existe una dosis efectiva comprobada para la
guarana. (FDA, 2018)

111.3.3 Taurina

La taurina es un aminoacido natural derivado del metabolismo de la metionina y la
cisteina, esto debido a que esta contiene un grupo acido sulfénico, en lugar de un
grupo acido carboxilico. Componente abundante de los alimentos a base de
pescado y carne, se ha utilizado como suplemento oral en el tratamiento de

trastornos como la fibrosis quistica y la hipertension.

Tiene funciones importantes en el corazén, el cerebro y el sistema inmunoldgico,
apoya el crecimiento de los nervios, mantiene una hidratacién adecuada y produce

sales biliares que ayudan en la digestion. (Geracioti, 2013)
lll.3.4 Carbohidratos

Los carbohidratos son moléculas que esta formadas por atomos de hidrégeno,
carbono y oxigeno, estos polihidroxialdehidos o cetonas se descomponen para
formar compuestos, contienen almidoén, fibra (cuyo sabor es dulce), asi mismo

contienen materiales estructurales como la celulosa. (LibreTexs, 2014)

Mayormente estos se encuentran en alimentos de origen vegetal, estos se
encuentran en alimentos como: pan, cereales, pastas, miel, legumbres, etc. Las

bebidas energizantes tienen dos tipos de carbohidratos: carbohidratos simples y



complejos. El tipo de carbohidratos esta determinado por la estructura quimica de

los alimentos y la rapidez con la que el cuerpo los digiere. (Bonin, 2020)

111.3.5 Aminoacidos

Los aminoacidos son moléculas que estan conformadas por un grupo amino en su
extremo y un grupo carboxilo en el otro extremo de la molécula, conforman a las
proteinas a la vez participan en las funciones celulares como la biosintesis de
porfirinas, pirimidas, urea, etc. Estos se diferencian por la composicion de su

estructura quimica de sus grupos laterales R. (Olvera, 2012)

111.3.6 Vitaminas

Las vitaminas son sustancias organicas y a la vez complejas conforme a su
estructura, son importantes para nuestro organismo en proporciones pequefias, , en
su mayoria las vitaminas a excepciones de las vitaminas estas también se conocen
como micronutrientes B1, B2, D, K y acido folico no son sintetizadas por nuestro

organismo Y si llegan a hacerlo, lo hacen por cantidades insuficientes, por lo cual es

necesario su consumo, para darle aporte a nuestro organismo. (Ravifia, 2004)

Tabla 1 Componente de las bebidas energizantes comercializadas en Nicaragua
(Profeco, 2015)

RAPTOR | RED BULL | MONSTER | FURY ADRENALINE AMP 365 | JET
_ ENERGY RUSH

TAMANO 250 mL 100 mL 200 mL 250 mL 237 mL 237 mL | 250 mL
PORCION
CALORIAS 110 kcal 45 kcal 92 kcal 115 kcal 120 kcal 110 kcal | 60 kcal
AZUCAR 289 1149 22g 28¢g 28g 28 g 159
PROTEINA Og Og 0Og 0Og 149 Og O0g
CAFEINA 75 mg 19 mg 70 mg 75 mg 64 mg 71 mg 42 mg
TAURINA 750 mg 400 mg 600 mg 755 mg 700 mg | 500 mg
GLUCORONO- —_— | e 4 mg —— | e - -
LACTONA
CARBOHIDRATOS | 29g 11g 22 mg 29g 299 28 ¢ 159
SODIO 40 mg 40 mg 155 mg 103 mg 90 mg 40 mg 10 mg
VITAMINA B2 - -—-- 88 % — | - - -
VITAMINA B3 80 % 100 % 47 % 50% | = - 25% o
VITAMINA B6 190 % 250 % 80 % 41 % 472 % - 50 %
VITAMINA B12 20 % 80 % 500 % 187 % - -




lll.4 Espectrofotometria
La Espectrofotometria es una técnica experimental muy empleada para la deteccién
especifica de moléculas. Se caracteriza por su precisién, su sensibilidad y su

aplicacidén a moléculas de distinta naturaleza y estados de agregacion.

Las moléculas absorben energia luminosa y la almacenan en forma de energia
interna. Esto permite que se inicien ciclos importantes de muchos organismos, entre
ellos el de la fotosintesis en plantas y bacterias. La mecanica cuantica dice que la

luz esta compuesta de fotones cada uno de los cuales tiene una energia:
Efoton = h-v = hxc/A

donde c es la velocidad de la luz, v es su frecuencia, A su longitud de onda y h= 6.6
10 -34 J/s es la constante de Planck. (Olavide, 2018)

Un espectrofotdmetro UV/VIS mide la intensidad de la luz que pasa a través de una
solucion de muestra en una cubeta, y lo compara con la intensidad de la luz antes

de que pase a través de la muestra.

Los espectrofotometros estan compuestos por una fuente de luz, lentes, una cubeta,
un dispositivo dispersivo para separar las diferentes longitudes de onda de la luz

(por ejemplo, un monocromador) y un detector adecuado.

Fuente de qul
"1?. Lentes Cubeta de
= . SR Muestra

Detector
A (Fotomultiplicador)

Selector de
longitud de onda
(Monocromador)

Dispositivo de procesamiento ‘NJ\A\M’\

de senal y de lectura

“I.Il%III.I.H. W

llustracion 3 Componentes principales de un espectrofotometro (Olsen, 1985)



ll.4.1 El espectro electromagnético

La radiacién ultravioleta y visible es una pequefia parte del espectro
electromagnético, que incluye otras formas de radiacién como la radiacion infrarroja

(IR), los rayos gamma, los rayos X, las ondas radioeléctricas, etc. (Agilent, 2021)

Cada color tiene una longitud de onda especifica, como por ej: La luz roja con
longitud de onda de 660 nm, en cambio la luz verde tiene una longitud de onda de
520 nm. Asi, los diferentes componentes de la luz se caracterizan por una longitud
de onda especifica. La suma de todas las longitudes de onda, se denominan
espectro. Mas especificamente, un espectro representa una distribucion de energia
radiante. Por ejemplo, el espectro electromagnético de la luz visible oscila entre

aproximadamente 400 nm hasta aproximadamente 700 nm.

Espectro electromagnético

2 -1 - . - - -
) 1 10 10 10 10 10 10 10

Longitud ] | | | ] | | |
de onda (m).

Radio Microondas IR uv RX

Espectro visible

Longitud
de onda (nm).

I I
00 600 500 400

llustracion 4 Espectro Visible(400-700nm) representacion de una pequefia porcion del espectro
electromagnético (Cosimo, 2015)

La energia de las ondas electromagnéticas esta relacionada con sus longitudes de
onda; cuanto mas corta sea la longitud de onda, mayor es la energia. Por ejemplo,
la luz violeta tiene una longitud de onda mas corta que la luz roja y por tanto una
mayor energia, mientras que la luz infrarroja tiene menos energia que la luz visible

debido a su longitud de onda mas larga.

La absorcién de luz se puede emplear en la quimica analitica para la caracterizacion

y cuantificacion de sustancias. (Cosimo, 2015)



ll.4.2 La region UV

Es el rango de longitudes de onda que van a partir de 195 a 400 nm, por lo cual esta
region es de energia muy alta. Los compuestos que presentan dobles enlaces
aislados, triples enlaces, grupos carbonilos, entre otros heterotermos, tienen su
absorbancia maxima en la region ultravioleta, importante para la determinacion

cualitativa y cuantitativa de distintos compuestos organicos.

lll.4.3 La region visible

En esta region el color visible de una solucidn corresponde a las distintas longitudes
de onda de luz transmitida, es decir no absorbe. El color absorbido es el
complementario del color transmitido. Para una medicion de absorcion es necesaria
la longitud de onda de la solucion coloreada que absorbe luz. (Nieves Abril Diaz,
2015)

Tabla 1 Colores de la luz visible, medida de la absorbancia (Miller, 2002)

Longitud de onda de maxima Color Color
absorbancia (nm) absorbido ohservado
380420 Violeta Aumarillo verdoso
4204400 Azul violiceo Amarillo
440=AT Azul MNaranja
ATO=500 Verde azulado Rojo
500-520 Verde Piirpura
520550 Verde amarillento Violeta
550580 Amarillo Aczul violaceo
580—620 Maranja Aczul
H20-6E0 Rojo Verde azulado
GEO-TE0 Parpura Verde

lll.4.4 Medicion de la transmitancia y la absorbancia

Cuando un rayo de luz de determinada longitud de onda de intensidad (lo) pasa a

través de una solucion de un compuesto que absorbe luz, el compuesto absorbera

de la radiacion incidente y dejara pasar el resto, cumpliéndose: lo = la + |t

la

llustracion 5 Representacion Grafica de un rayo de luz que incide de manera perpendicular sobre
una dilucién X compuesto (Diaz, 2018)



La absorbancia (A) es un concepto relacionado con la muestra, debido a que indica
cual cantidad de luz es absorbida por la misma, es definida como el logaritmo de
1/T, quedando: A = log 1/T = -log T = -log I¢/. Si la intensidad incidente y la
intensidad transmitida son iguales (lo = It), la transmitancia es del 100% e indica que
no absorbe la muestra en determinada longitud de onda y por lo tanto A vale log 1
=0.

La transmitancia (T) de una sustancia en solucion, sera la relacion entre la cantidad
transmitida de luz que llega al detector una vez atravesada la muestra, |t y I,
cantidad de luz incidente sobre ella lo, se representa generalmente de la siguiente

manera: %T = l/lo x 100.

ll.4.5 Ley de Lambert-beer

Cuando un haz de luz monocromatica atraviesa una solucion, la absorbancia es
proporcional a la distancia recorrida por la luz que pasa a través de la solucién
absorbente y a la concentracion del analito. La distancia recorrida por la luz a través

de la solucion es el camino optico y se mide comunmente en cm.

|
P, i
— [i:] B
e (5
—

llustracion 6 Ley de Lambert-Beer (Moreno, 2018)

Po = potencia de la luz monocromatica incidente.
P = potencia de la luz luego de atravesar la solucidon de concentracion

cy b = camino 6ptico
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11.4.5.1 Ley de Lambert
Esta ley demuestra que cuando la luz monocromatica pasa por un medio
homogéneo, la reduccidn de la intensidad del haz de luz incidente sera proporcional
al espesor del medio, lo cual equivale que la intensidad de la luz transmitida

disminuira exponencialmente al incrementar el espesor del medio absorbente.

Py P
—- —-

e

llustracion 7 Ley de Lambert (Canuto, s.f.)

La siguiente relacién matematica da cuenta de esta ley: P/Po = e *°

Po: Intensidad de la luz incidente
P: Intensidad de la luz transmitida
b: Espesor del medio absorbente

k: es una constante, depende del espesor del medio absorbente, la naturaleza del

soluto, la longitud de onda de la luz incidente y de la naturaleza del medio.

11.4.5.2 Ley de beer
La intensidad de un haz de luz monocromatica se reduce exponencialmente al
incrementar la concentracion de la sustancia absorbente, cuando este haz atraviesa

un medio homogéneo. (Canuto, s.f.)

P*- P

c
llustracion 8 Ley de Beer (Canuto, s.f.)

La relacion matematica correspondiente a esta ley es la siguiente: P/Po = e’

Po: Intensidad de la luz incidente.

P: Intensidad de la luz transmitida.

11



c: Concentracién de la solucion.
Estas leyes se combinan en una sola, resultando la Ley de Lambert-Beer.
log Po/P = axbxc o} A= gxcxb

11.4.5.3 Representacion grafica de la Ley de Lambert y Beer
1.2

1 =

0,8
0,6 —

0,4 -

0.2 /‘

Absorbancia a determinada A

0 2 B 6 8 10 12

concentracion del analito

llustracidn 9 representacion grafica de la absorbancia medida a una longitud de onda
determinada en funcion de la concentracién de analito (Moreno, 2018)

En esta se puede observar la representacion grafica de la ley de Lambert-Beer, la
cual es unarecta. En el eje de las ordenadas (eje Y) estan representados los valores
de Ay en el eje de las abscisas (eje X) estan representadas las concentraciones del

analito. La pendiente de la recta pertenece al producto € x b.

l11.5 Extraccion liquido-liquido
La extraccion liquido-liquido es una de las técnicas de preparacion de muestras mas

antiguas. Permite mediante un proceso fisico, purificar o extraer clases de

compuestos (o0 solutos) de la matriz (o eluyente) en la que se solubilizan.

El disolvente de extraccion no debe ser miscible con el eluyente y al mismo tiempo
solubilizar tantos solutos como sea posible. La mezcla obtenida permite obtener el
extracto (disolvente de extraccion rico en solutos) y el refinado (eluyente
empobrecido en solutos). Realizar varios pasos de extraccion permite agotar el

eluyente en soluto a favor de enriquecer el extracto. (Interchim, 2016)

12



solvente A y solvente B Estado de Equilibrio
son inmiscibles Esperar a

que se

Solvente A formen

\ / \ \
/ \ las dos 2 Decantar Solvente A
| Agitar { fases y separar = 4 ~
TR P \esemamens ey 4’ N
~af | K Ry e/ e
[ o

\ease e / 4’ Solvente 8

STan Solvente B ‘:"-- N A !
= B3 2

Soluto i+

a extraer ~U U U 5 .
El soluto(*) es mas soluble en el

solvente A que en solvente B

llustracion 10 Extraccioén Liquido-Liquido (Arujo, 2023)

llIl.6 Otras Técnicas analiticas para determinar cafeina en bebidas
energéticas
I11.6.1 Cromatografia de gases
En cromatografia de gases los compuestos de una muestra vaporizada se separan
como efecto de que se distribuyen entre una fase gaseosa y una fase estacionaria,

la cual es un liquido volatil dentro de la columna.

La elucion se desarrolla mediante el flujo de una fase movil de gas inerte, la fase
movil no interactua con las moléculas del analito; su funcién es transportar este a

través de la columna. (Douglas A. Skoog D. M., 2015)

111.6.2 Cromatografia liquida de alta resolucion

La cromatografia liquida de alta resolucion es el tipo de cromatografia por eluciéon
mas versatil y ampliamente utilizado. Se utiliza una presion elevada, esto para forzar
al disolvente a que se desplace por una columna que contiene particulas finas,

consiguiendo asi separaciones de mayor resolucion.

El equipo consta de un sistema de suministro de disolvente, un detector, una
columna de alta presién, una valvula de inyeccion y un ordenador para controlar el
equipo y visualizar los resultados. La fase movil es un solvente liquido que contiene

la muestra en forma de una mezcla de solutos. (Douglas A. Skoog D. M., 2015)
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111.6.3 Electroforesis Capilar

La electroforesis es un método de separacion que se fundamenta en las distintas
velocidades de migracion de especies cargadas dentro de un campo eléctrico de

corriente directa.

Una separacion electroforética se lleva a cabo mediante la inyeccion de una
pequefia banda de la muestra en una solucion amortiguadora alojada en un tubo
estrecho o en un medio de soporte poroso y plano. Las separaciones se basan en
las diferencias de la relacion carga-tamafo entre los diferentes analitos presentes
en la muestra. (Douglas A. Skoog D. M., 2015)

1.7 Parametros del desempeio del método

I11.7.1 Linealidad

La linealidad de un método analitico es su capacidad de generar resultados
proporcionales a la concentracion de un analito en un rango de aceptacion.
Generalmente se utiliza como criterio de la linealidad un coeficiente de correlacion
(r) elevado, del 0.99. No obstante, este criterio no basta para demostrar si existe

relacion lineal, La recta de calibracion se representa con la siguiente ecuacion:
y=a-+ bx

111.7.2 Repetibilidad (precision)

Es el grado de similitud entre diversos resultados analiticos individuales, esto
cuando el procedimiento se utiliza repetidamente a distintas porciones de una
muestra homogénea bajo las mismas condiciones de laboratorio, atmosféricas

(presion, temperatura, etc) y periodos de tiempo iguales.

111.7.3 precision intermedia

También conocida como reproducibilidad intralaboratorio, se evalua mediante la
comparaciéon de los resultados de precision de un método a lo largo del tiempo

dentro de un mismo laboratorio. (Avendario, 2015)
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111.7.4 Exactitud

Evaluacion de la diferencia entre los resultados esperados y el valor de referencia,
debido a un error sistematico del método y del laboratorio, es compleja de
determinar ya que el valor esperado siempre es desconocido, por ello se sugiere
que el valor esperado se utilice un valor aceptado. La exactitud se suele medir en

error absoluto y error relativo.

I11.7.5 Limite de deteccién
Se refiere a la cantidad minima qué puede detectarse por un método o bien por un
sistema medicion a un nivel de confianza establecido, este dependera de la relacion
entre la magnitud de la sefial analitica y el tamafio de las fluctuaciones estadisticas

en la senal del blanco.

111.7.6 Limite de cuantificacién
Es la concentracion minima de un analito que origina medidas cuantitativas con apta
exactitud y precision, del rango lineal esto se puede considerar como limite inferior.
(Douglas A. Skoog D. M., 2015)

11.7.7 Evaluacion de la incertidumbre

La incertidumbre es el intervalo dentro del que se puede encontrar el valor real de
aquello que se mide, esta engloba tanto errores aleatorios como sistematicos. La

incertidumbre se divide en 2 tipo Ay B.

La incertidumbre tipo A: esta se evalua mediante observaciones repetidas bajo
condiciones de repetibilidad, se estima en base de la dispersion de los resultados

(desviacion estandar) obtenida en el curso de la medicion.

La incertidumbre tipo B: se evalua por diversos resultados de mediciones anteriores,
experiencias u conocimientos del comportamiento y las propiedades de los

materiales e instrumentos o bien de especificaciones del fabricante.

A partir de las incertidumbres antes mencionadas se calcula la incertidumbre

estandar, para luego evaluar la incertidumbre estandar. (Fanny Osorio, 2009)
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I1l.8 Herramientas estadisticas

111.8.1 Intercepto

Relacionado con la presencia de errores sistematicos o interferencias, el intervalo

de confianza del intercepto debe incluir a 0 para efectuar con el requerimiento de

proporcionalidad en los métodos. Se refleja en la siguiente ecuacién: a = y— b1 X

111.8.2 Pendiente

Esta demuestra la sensibilidad de la calibracion del método, se expresa en unidades
de concentracion entre unidades de respuestas, se calcula con la siguiente
ecuacion: (Romero y Avendafio, 2015).
_ x1—=-)1—9)
b, = —
2(x1—X%)

111.8.3 Coeficiente de Determinacion

El coeficiente de determinacion (R?) mide qué tan bien un modelo estadistico
predice un resultado. El resultado esta representado por la variable dependiente del
modelo. El valor mas bajo posible de R?es 0y el valor mas alto posible es 1. Cuanto

mejor sea el modelo para predicciones, mas cerca estara su R2de 1. (Turney, 2022)

111.8.4 Anova de un factor

El andlisis de la varianza (ANOVA) es una técnica estadistica que se utiliza para
separary estimar las diferentes causas de variaciéon. se puede emplear para separar
el cambio causado por el error aleatorio de cualquier otra variacion causada al variar
el factor de control. De esta manera se puede contrastar si una alteracion del factor

de control lleva a diferencias significativas en los valores medios obtenidos.

ANOVA se puede utilizar para separar y estimar las fuentes de variacion, Ambos
tipos de analisis estadisticos descritos anteriormente, es decir, donde hay un factor,
ya sea controlado o aleatorio, ademas del error aleatorio de las medidas, se
conocen como ANOVA de un factor. (J, 2002)
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IV. Metodologia

IV.1 Tipo de estudio
El tipo de estudio de esta investigacion es comparativo y cuantitativo, ya que

pretende comparar las cantidades de cafeina que contienen las distintas bebidas
energizantes distribuidas en Nicaragua, obteniendo y evaluando los datos con un

enfoque estadistico.

IV.2 Seleccién de las muestras de estudio

En los ultimos afios se han popularizado en Nicaragua una gran variedad de bebidas
energéticas, por lo cual ha habido un gran aumento del consumo de estas por la
poblacién nicaraglense, uno de sus principales ingredientes es la cafeina, la que
tiene efectos adversos en la salud, por ello se hace este estudio en este analito en
cuestion, seleccionando cuatro distintas muestras de bebidas energéticas las cuales

fueron elegidas por distintos criterios como:
» Popularidad: Su alto consumo por la poblacion.
» Precio: diferencia de precios (del mas bajo al mas alto).

» Disponibilidad: se encuentran distribuidas por los distintos supermercados y

pulperias del pais.

En base a estos criterios se seleccionaron 6 marcas de bebidas energéticas

distribuidas en nicaragua, de las cuales las elegidas a analizar son: RB, MT, RT, FY.

Estas se decidieron codificar, con el objetivo de evitar conflictos legales con las
distintas empresas que podrian considerar que los resultados obtenidos en el

estudio puedan danar la imagen del producto.

IV.3 Poblacién y muestra de estudio
La poblacion se encuentra conformada por distintas bebidas energizantes, obtenida

en diversos comercios nicaraguenses, analizadas mediante la extraccion de la
cafeina por extraccién liquido — liquido y cuantificada por espectrofotometria

ultravioleta visible.
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IV.4 Fuente de informacién
Investigacion bibliografica (Libros de texto, Articulos cientificos, Revistas cientificas,

Tesis, etc) y datos recolectados en la practica.

IV.5 Instrumento de recoleccion de datos
Espectrofotometro Uv-Visible Thermo Scientific GENESYS 10S

IV.6 Materiales, equipos y reactivos.
IV.6.1 Materiales

Beaker de 250 mL marca pyrex, clase A.
Beaker de 500 mL marca pyrex, clase a.
Erlenmeyer de 125 mL marca Kimax clase A.
Pizeta.

Espatula.

Varilla de vidrio.

Vidrio reloj marca Kimax.

© N o g bk 0w bh =

Embudo de vidrio marca Pyrex.

©

Papel filtro Whatman.

10.Embudo de separacion de 125 mL marca Pyrex
11.Soporte universal.

12.Soporte para embudo de decantacion.

13.Probeta de 100 mL marca Kimax.

14.Probeta de 10 mL marca Kimax.

15.Baldén de aforo de 100 mL, marca Pyrex, clase A, 0.8 mL, 20 °C.
16.Pipeta serologica de 10 mL marca Pyrex, clase A.
17.Pipeta volumétrica de 10mL marca Pyrex, clase A.
18.Pipeta volumétrica de 1 mL marca Pyrex, clase A.
19.Dispensador.

20.Celdas de cuarzo de 10 mm.
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IV.6.2 Equipos

1. Balanza analitica sartorius practum: Repetibilidad 0,1 mg.

2. Agitador magnético.

3. Espectrofotometro UV-Vis Thermo Scientific Genesis 10S UV-Vis
repetibilidad: £ 0,5 nm.

IV.6.3 Reactivos

1. Sulfito de sodio anhidro, 97.0%, Merck.

2. Tiocianato de potasio: 99.6 %, Baker Analyzed.

3. Acido fosforico.

4. Cloroformo 99.9 % Grado HPLC, Fisher Scientific
5. Hidroxido de sodio, 97.0 % Fisher Scientific.

6. Permanganato de potasio: 99.3 %, Fisher Scientific.
7

. Estandar de cafeina.

IV.7 Tratamiento de datos
Este se realizara mediante la implementacién de la herramienta Excel de Microsoft

office, su extensidon analisis de datos. Asi también se aplicaran para su analisis

herramientas de estadistica basica.

IV.8 Operacionalizacion de variables
Se consideraron algunas variables para este estudio, sin embargo, sobresalen las
siguientes:

Variables Definicion conceptual Escala de medicion Indicadores

Temperatura Magnitud fisica que expresa el | cuantitativa Termdmetro

grado de frio y calor.

Absorbancia Medicién fotométrica de una | cuantitativa Espectrometro

sustancia que es absorbida.

IV.9 Procedimiento
El procedimiento experimental esta comprendido segun el método normalizado de

cafeina en bebidas no alcohdlicas 962.13 de la AOAC, (AOAC, 2024) el cual de

manera general se ve reflejado en el siguiente flujograma.
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Grafico 11. Flujograma del procedimiento
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IV.9.1 Preparacién de soluciones

IV.9.1.1 Solucién reductora: Disolver 2.5 g de Sulfito de sodio (Na2S03) y 2.5 g
Tiocianato de potasio (KSCN) en agua destilada y diluir a 50 mL.

IV.9.1.2 Solucion diluida de acido fosférico: Diluir 1.5 mL de acido fosfoérico
(H3PO4) en 8.5 mL de agua destilada.
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IV.9.1.3 Solucién de Hidroxido de sodio: Disolver 2.5 g de hidréxido de sodio en

7.5 mL de agua destilada.

IV.9.1.4 Solucién estandar de cafeina 1000 ppm: Disolver 50 mg de estandar de

cafeina en cloroformo (CHCIs) y diluir a 50 mL con cloroformo.

IV.9.1.5 Solucién estandar diluida de cafeina 100 ppm: Tomar 2.5 ml de solucién

de 1000 ppm, adicionarla a un balén de aforo de 25 ml y aforar con cloroformo.

IV.9.2 Preparacion de la curva estandar
1. Preparar soluciones estandar diluidas de 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 35 ppm

balones de 10 mL.

2. Determinar Absorbancia (A) de todas las soluciones a aproximadamente 276

nm contra el blanco (CHCIs) en celdas de 1 cm.
3. Grafique absorbancia (A) contra la concentracion.

Grafico 12 Flujograma de la preparacion de soluciones
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IV.9.3 Determinacion

1IV.9.3.1 Extraccion liquido — liquido.

1.

2.

Remueva el gas por agitacion o tratamiento ultrasoénico.

Pipetear 5 mL de la muestra en un beaker de 100 mL, agregar 2.5 ml de

solucion KMnOas al 1.5% (p/v) y mezcle.

Después de exactamente 5 minutos, agregar 5 mL de solucion reductora y

mezcle. Agregar 0.5 mL de solucion diluida de H3POx.

Agregar gotas de solucion de NaOH hasta tenerun pHentre 8y 9 (de2a 3

gotas) mezclar y extraer con 25 mL de cloroformo durante 1 minuto.

Agitar y liberar el gas del embudo de separacién y drenar la capa inferior

(Fase organica), y filtre a través de papel de 7 cm en un beaker de 250 mL.

Agregar 2-3 mL de CHCIs al embudo de separacién y drenar a través de un

papel filtro, posteriormente lavar el papel filtro con 2-3 mL de CHCls.
Extraer la solucion con 20 mL de CHCIs, lave el tubo y el papel como antes.

Verter la fase organica a un matraz de 50 mL y aforar con CHCls.

Grafico 13 Flujograma del proceso de la determinacion
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1V.9.4 Lectura de la muestra

Fin

Fin

1. Determinar la absorbancia (A) de esta solucion a la longitud de onda

maxima de maxima absorbancia.

2. Determinar la concentracion de cafeina a partir de una curva estandar

(curva de calibracion normal).
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V. Analisis de los Resultados

V.1 Seleccion de longitud de onda de mayor absorcién
Se realizd6 un barrido espectral en el espectrofotometro UV-Vis Thermo Scientific

Genesis 10S, para una solucién de estandar de cafeina de una concentracién de 30 ppm
usando una celda de cuarzo, haciéndose el barrido a un rango de longitud de onda entre
200-300 nm, siendo su mayor region de absorcion de 245 a 285 nm, teniendo este un pico

maximo en 276 nm de absorcion.

Grafico 4 Barrido espectral de cafeina
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V.2Linealidad
Se realizo él estudio de linealidad para conocer el grado de linealidad del método

desarrollado, esto haciendo una de referencia, preparando una serie de estandares
de cafeina que van desde 5 a 35 ppm, realizandose la lectura en un
espectrofotometro UV-Vis Thermo Scientific Genesis 10S a una longitud de onda de
276 nm.

En la siguiente tabla se muestran tanto las distintas concentraciones de los
estandares de cafeina con su respectiva absorbancia, la curva de calibracién normal
y los resultados obtenidos mediante los parametros de regresién de la curva de
calibracion normal.
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Tabla 2 Absorbancias leidas de los estandares (5-35 ppm) de cafeina.

Concentracion Absorbancia

0 0

5 0.236

10 0.468

15 0.719

20 0.947

25 1.189

30 1.418

35 1.647

Grafico 2 Curva de Calibracion normal (CCN)
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cafeina
1.8
1.6 o
1.4 ® .
®©
S 1.2 e
c
S ! L
[ .
508 et
Bos y = 0.0472x + 0.003
04 o R? = 0.9999
0.2 [
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40
concentraciéon

Como se observa en el grafico 2: Curva de calibracion normal se obtuvo una
pendiente 0.047 y un intercepto de 0.003 de un coeficiente de determinacion (R?) =
0.9999. El valor de R? que recomienda la NIST debe oscilar entre 0.995y 1y, por lo
cual el valor obtenido de R?=0.9999 se puede afirmar que se cumple con el
parametro de linealidad, es decir que existe una buena relacion lineal entre la

concentracion de los estandares y la absorbancia.

V.3 Precision
Para evaluar este parametro se utilizaron como parametros de desempefio la

repetibilidad y precision intermedia.
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V.3.1 Repetibilidad del estandar de 15 ppm de cafeina.

La repetibilidad es evaluada con el fin de corroborar la concordancia entre los
resultados obtenidos de distintos analistas, mediante las mismas condiciones de
laboratorio y atmosféricas, este procedimiento se implementé a un nivel de
concentracion de 15 ppm, esto por dos dias consecutivos y por quintuplicado. Ha
estos datos se les calculé su promedio (X), desviacion estandar y coeficiente de

variacion (CV).
Formulas empleadas para determinar la precision:

Desviacion estandar:

Z(xi - xpromedio)2

(n—-1

Porcentaje de coeficiente de variacion

Desviacién Estandar

%CV = x 100

Promedio

Tabla 3 Repetibilidad del estandar de 15 ppm

Replicas Dia 1 Dia 2

1 0.716 0.712

2 0.713 0.715

3 0.713 0.712

4 0.715 0.717

5 0.712 0.716

Promedio (X) 0.712 0.7144

Desv. Estandar (S) 0.0016 0.0023
% CV 0.23 0.32

Segun la guia de validacion de métodos analiticos del colegio Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Bidlogos para determinar repetibilidad por método
espectrofotométrico, el %CV no debe ser mayor a 3%, en este ensayo el % CV es
de 0.23 % y 0.32% en ambos dias, lo que indica una buena precision y el método

cumple con el parametro.
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V.3.2 precision intermedia del estandar de 15 ppm

La precision intermedia es determinada preparando 5 soluciones estandares a nivel
de concentracion de 15 ppm por cada analista, esto a condiciones de laboratorio y
atmosféricas iguales. Los resultados de ambos analistas se mezclan entre si para

obtener el coeficiente de variacidon combinado y asi estimar la precision intermedia.

Tabla 4 Precision intermedia del estindar de 15 ppm del analista 1y 2

Replicas Analista 1 | Analista 2

1 0.716 0.712
2 0.713 0.715
3 0.713 0.712
4 0.715 0.717
5 0.712 0.716

Promedio (X) 0.71320

Desv. Estandar (S) 0.00197

% CV 0.28

El criterio de aceptacion para la determinacion de la precisidn intermedia establece
que el % CV no debe ser mayore al 3%, esto segun la guia de validacion de métodos
analiticos del colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos, México A, C,
(Garcia, 2002), en este ensayo el % CV es de 0.28 % lo que indica una excelente

precision.

V.3.3 Determinacién de la exactitud del estandar de 15 ppm
La exactitud es evaluada mediante la preparacion de una serie de 5 estandares a
nivel de concentracién de 15 ppm, esto realizado por 2 analistas en condiciones
tanto de laboratorio como atmosféricas iguales. La exactitud se asocia con el
término porcentaje de recuperacion o recobro, este indica la presencia de errores
sistematicos en los resultados de andlisis, por lo cual en este caso este fue el

parametro de desempeio para la estimacion de la exactitud del método.

El porcentaje de recobro es el criterio mas empleado para estimar la exactitud de
un meétodo, muestra la relacion existente entre la cantidad obtenida y la cantidad

real definida por el método.
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Formulas usadas para evaluar la exactitud

Foérmula para determinar porcentaje de Recuperaciéon (%R)

Concentracion recuperada

%R =

X1

Concentracion afiadida

00

Tabla 5 Evaluacion de la exactitud, Analista 1

Analista 1
concentracion afiadida | Absorbancias | concentracion recuperada % recuperacion

15 0.716 15.12 100.78
15 0.713 15.05 100.36
15 0.713 15.05 100.36
15 0.715 15.1 100.64
15 0.712 15.03 100.22

Promedio 100.47

Tabla 6 Evaluacion de la exactitud, Analista 2

Analista 2
concentracion afiadida | Absorbancias | concentracion recuperada % recuperacion

15 0.712 15.12 100.22
15 0.715 15.05 100.64
15 0.712 15.05 100.22
15 0.717 15.1 100.92
15 0.716 15.03 100.78

Promedio 100.56

La guia de validacién de métodos analiticos del colegio Nacional de Quimicos

Farmacéuticos Biologos, México A,C, (Garcia, 2002), para determinacion de la

exactitud por método espectrofotométrico el % de recobro debe estar en un rango

del 97 a 103%, en este ensayo el % de recobro del analista 1 es 100.47 y la del

analista 2 es 100.56, lo que indica una buena exactitud.
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V.3.4 Determinacion de la exactitud de las muestras analizadas

Tabla 8 Evaluacion de la exactitud de las muestras

Concentracion Teodrica de | Concentracion Experimental de
Muestra la muestra la muestra % Recuperacion
RT 5.48 5.49 100.09
RB 5.86 5.89 100.52
MT 6.40 6.40 100.02
FY 5.72 5.74 100.38

Los resultados obtenidos con las muestras, todas tienen un porcentaje de
recuperacion parecido siendo de las muestras el menor de 100.02 % y el mayor de
100.52 %, los cuales permanecen dentro del rango de 97 a 103 % establecido por
la guia de validacion de métodos analiticos del colegio Nacional de Quimicos

Farmacéuticos Biologos, México A,C.

V.3.5 Determinacién de la repetibilidad en las muestras
La repetibilidad de la muestra es evaluada con el fin de corroborar el grado de
similitud en los resultados obtenidos de cada muestra de bebida energizante en 4

dias consecutivos.

Tabla 9 Repetibilidad en las muestras

REPETIBILIDAD
Dias RT MT RB FY
1 1.293 1.509 1.382 1.349
2 1.294 1.511 1.381 1.351
3 1.292 1.509 1.383 1.35
4 1.293 1.51 1.382 1.349
Promedio 1.293| 1.50975 1.382 1.3497
Desyv. Estandar (S) 0.00082| 0.00096| 0.00082| 0.00096
% CV 0.063 0.063 0.059 0.071

Los resultados obtenidos del % CV de las muestras por un intervalo de 4 dias son
menores al maximo del 3% establecido por la guia de validacion de métodos
analiticos del colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Biologos, México A, C,

(Garcia, 2002), por lo cual los resultados presentan una buena precision.

29



V.3.4.1 Determinacion de valores Outlier (Test de Hubber)

También para evaluar la precision se necesita descartar la existencia de valores
Outlier’s o andmalos en los resultados obtenidos en las absorbancias del estandar
de cafeina (ver tabla n°6, anexos) y de las muestras de bebidas energizantes esto

sera evaluando mediante la prueba de Hubber.
Formulas empleadas para el test de Hubber

LI = Mediana — 3.5 x MAD

LS = Mediana + 3.5 x MAD

Tabla 10 Resultados del Test de Hubber

Hubber
Dias RT MT RB FY
1 1.293 1.509 1.382 1.349
2 1.294 1.511 1.381 1.351
3 1.292 1.509 1.383 1.35
4 1.293 1.51 1.382 1.349
media 1.293 1.50975 1.382 1.34975
Mediana 1.293 1.5095 1.382 1.3495
MAD 0.0005 0.0005 0.0005 0.0005
LI 1.29125 1.50775 1.38025 1.34775
LS 1.29475 1.51125 1.38375 1.35125

Como se observan en la tabla, los datos de las absorbancias de las muestras se
encuentran dentro de los limites de la serie, lo que significa que ni un valor es
andmalos es decir que pertenece a la serie de datos, al igual que los estandares de

cafeina los valores estan dentro de la serie de datos.

V.3.4.2 comparacion de varianzas (Test de Cochran)
Este fue empleado con el fin de rectificar si existe homogeneidad en las varianzas

de las absorbancias de las concentraciones de cafeina en muestras.
Se plantearon las siguientes hipotesis:

Ho: las varianzas de los resultados de absorbancias de las concentraciones de

cafeina en muestras son iguales.
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Ha: las varianzas de los resultados de absorbancias de las concentraciones de

cafeina en muestras son distintas.

Férmula empleada:

S?max

s

Su criterio de aceptacion es el siguiente:
Geal < G(0.05:;n-1), S€ acepta la Ho de las concentraciones de cafeina en muestras.

Se calculo el valor de G calculado, siendo este de Gcal = 0.2895, el valor de G de
tabla fue de Gt = 0.684, dado que el valor de Gceal €s menor que Gtab Se acepta la
hipdtesis nula y se concluye que las varianzas de las absorbancias de las 4
muestras analizadas iguales.

V.3.4.4 Andlisis de varianza (Anova de un factor)
Se empled Anova de un factor con el fin de contrastar si hay diferencias entre las
medias, cuando existe una posible variacion causado por algun factor. Para ello se

uso la herramienta Minitab, se utilizan los datos de la tabla n°11

Tabla 11 Concentraciones de cafeinas de las muestras

RT MT RB FY
27.447 32.043 29.340 28.638
27.468 32.085 29.319 28.681
27.426 32.043 29.362 28.660
27.447 32.064 29.340 28.638

Se plantearon las siguientes hipétesis:

Hipétesis nula (Ho): Todas las medias de las concentraciones de cafeina en

muestras son iguales.

Hipétesis alternativa (H1): No todas las medias de las concentraciones de cafeina

en muestras son iguales.

Su criterio de aceptacion es el siguiente: P> a se acepta la hipoétesis nula de las

absorbancias de las concentraciones de cafeina en las muestras.
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Nivel de significancia a=0.05
Tabla 12 resultados de ANOVA de un factor

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Dias 3 0.0019 0.00064 0.00 1.000
Error 12 45.8200 3.81833

Total 15 458219

Como se aprecia en la tabla de anova de un factor, el valor de P es mayor que el
valor a, es decir P=1 > a = 0.05, razdn por lo cual se acepta la hipotesis nula, y
rechazamos la hipotesis alternativa, es decir que no existen diferencias significativas
entre las medias de las concentraciones de cafeina de las distintas bebidas

energizantes estudiadas en los 4 dias consecutivos.

V.4 Limites de deteccion y de cuantificacion.
Se determino el limite de deteccion y cuantificacion con el fin de detectar cantidades

a nivel traza de analito, para ello es necesario conocer parametros de regresion
lineal como: Intercepto, pendiente y el desvido del intercepto de la curva de

calibracion.

Tabla 13 Parametros de regresion Lineal

parametros de regresion
Intercepto 0.003
Pendiente 0.047

V.4.1 limite de deteccion

Para determinar el limite de deteccién se usé la siguiente ecuacion:

D 3.3 X Sh,
bl

Mediante el uso de esta ecuacion se obtuvo como resultado un limite de deteccion
de 0.26 ppm, con esta concentracién minima detectable se considera que el método
para determinar cafeina es apto en la deteccion de cantidades a nivel traza.

V.4.2 limite de cuantificacion

Este se determiné mediante la siguiente ecuacion:
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C_10>< Sb,
bl

Como resultado se obtuvo un limite de cuantificacion de 0.80 ppm, este indica la
cantidad minima cuantificable de cafeina mediante este método, estos limites son
esenciales para asegurar la fiabilidad de los resultados obtenidos en practicas
usando el método de espectrofotometria UV-vis para cafeina en bebidas
energizantes.

V.5 Resultados de concentracion de cafeina en las bebidas

energéticas.
Para conocer las concentraciones de cafeina en las 4 bebidas energéticas las

muestras fueron leidas en celdas de cuarzo en el espectrofotometro UV-vis Genesis
10 S, donde se obtuvieron las absorbancias de cada muestra y mediante estas se

calculd las concentraciones de cafeina.
Parametros de regresion lineal usados para esta determinacion, ver en tabla 11

Tabla 14 Resultados de las absorbancias de las muestras

Muestras Absorbancias

RT 1.293
RB 1.382
MT 1.509
FY 1.349

Tabla 15 Resultados de mg de cafeina por cada 100 mL de porcion

mg de cafeina/100 mL
2742 mg
29.31 mg
32.01 mg

28.61 mg
Ecuacién de la recta empleada para calcular los mg de cafeina obtenidos

Y=bx+a

Esta se despeja en funcion de X

_Y—a
=T
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Estos resultados fueron determinados utilizando las absorbancias obtenidas de las

muestras menos el intercepto y dividido por la pendiente, quedando:

_ 1293 -0003___
= 0047 /™y

Tabla 16 Resultados de concentracion de cafeina por cada 100 mL de porcion de
muestra de bebidas energizantes

Muestras | Concentracion en ppm
RT 274.23
RB 293.15
MT 320.15
FY 286.13

Formulas empleadas para la determinar la concentracion de cafeina en ppm

Am —a
Cm = Tde

Donde:

Am = Absorbancia de la muestra
a = Intercepto

b = Pendiente

Fd = Factor de dilucion (50/5)

Estos resultados fueron determinados utilizando las absorbancias obtenidas de las
muestras menos el intercepto y dividido por la pendiente, obtenidos de la CCN y
esto multiplicado por el factor de dilucidon que es el volumen del matraz aforado (50
mL) entre el volumen tomado de la muestra de bebida energizante (5 mL),

quedando:

~1.293-0.003 _ 50

0047 35

Cm = 274.23 ppm
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Todos los resultados obtenidos de concentracion de las muestras de las bebidas
energizantes fueron comparados con los limites permisibles de cafeina establecidos
por la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2411, la cual en el capitulo 4 de
requisitos que deben cumplir las bebidas energéticas, en su acapite 4.2 establece
los requisitos quimicos para las bebidas energéticas, en el cual se encuentra la

cafeina.
Estos requisitos se ven reflejados en la siguiente tabla:

Tabla 17 Requisitos quimicos para las bebidas energéticas (INEN, 2016)

Requisito unidad Minimo Maximo [Método de ensayo
Cafeina mg/L 250 320 AOAC962.13
Taurina mg/L 4000 HPLC

Glucoronolactona mg/L 2400 HPLC

Carnitina mg/L 500 HPLC

Acorde a lo establecido por la normativa el limite minimo de cafeina en bebidas
energéticas debe ser 250 ppm y el limite maximo de 320 ppm. Los resultados
obtenidos de la practica demuestran que todas las muestras analizadas cumplen
con el requerimiento de cafeina, encontrandose todos dentro de los limites

permisibles establecidos.

La muestra que presento menos cafeina fue RT con 274.23 ppm, y la muestra con

mas cafeina fue M encontrandose en el limite maximo permisible con 320.15 ppm.

Tabla 18 Cantidad de cafeina por porcion segun la tabla nutricional del envase

Muestras | mg de cafeina por porcion | mg de cafeina calculada por porcion Sesgo
RT 90 mg/ 300 mL 82.3 mg 17
RB 32 mg /100 mL 29.3 mg -2.7
MT 80 mg /240 mL 76.9 mg -3.1
FY 75 mg /250 mL 71.6 mg -3.4

Para determinar la cantidad de cafeina por porcion se utilizara como referencia las
cantidades en mg encontradas de cafeina y el volumen de porcion establecido.
Como se observa en la muestra RT el envase establece que cada 300 mL de porcién
tiene 90 mg de cafeina, y la cantidad calculada segun los valores de mg de cafeina

de la tabla N°13, este se multiplica por el volumen de porcion; obteniéndose asi los
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mg de cafeina obtenidos, que en el caso de RT es de 82.3 mg, lo cual es menos
cantidad que la establecida por la tabla nutricional, asi también en el caso de las
muestras RB, MT y FY estan debajo que la cantidad establecida por su tabla
nutricional de cada bebida, sin embargo el contenido de cafeina en la bebida RB es
la mas préxima al valor de la tabla nutricional, esto se ve reflejado en el sesgo,
siendo de -2.7.

V.6 Evaluacion de la incertidumbre
Para evaluar la incertidumbre de una medicidn fotométrica, se utilizé una de las

muestras analizadas de bebidas energética y se le calculé su concentraciéon

utilizando los parametros de la CCN.

V.6.1 Modelo matematico y fuentes de incertidumbres

Se encuentra un modelo matematico que se utilizara para calcular la

concentracion siendo:
Am_a VZ
= F =
= (25— Fa()

En donde:

Am: absorbancia de la muestra

b: pendiente

a: intercepto

V1: volumen de la alicuota de la muestra de 5 mL
V2: volumen de la dilucién de la muestra de 50 mL

Sustituimos en la ecuacion:

_ (1.293 — 0.003) (50 mL
=

0.047 N\ SmL ) = 27423 ppm

De modo que a partir de este modelo matematico se identifican las principales

fuentes de incertidumbres, para cada componente por medio del diagrama causa-
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efecto, donde cada uno de estos componentes posee otras fuentes de

incertidumbres presente en el diagrama a continuacion.

llustracién 14 Diagrama Causa-Efecto componentes de las incertidumbres

U repetibilidad

UAm Sbo/raiz(n) Utab

U coef de exp
térmica del
agua

\ 4

U muestra

U repetibilidad

Sb1//raiz(n)
Ufab

U coef de exp—————»
térmica del
agua

De este sobresalen 5 componentes principales que influyen en la incertidumbre de

la muestra de bebida energizante.

Mam: incertidumbre de la absorbancia de la muestra
Mbo: incertidumbre del intercepto

Mb1: incertidumbre de la pendiente

Mvz: incertidumbre del balén de 50 mL

Mv1: incertidumbre de la pipeta de 5 mL

V.6.2 Cuantificacion de los componentes de la incertidumbre.

V.6.2.1 Calculo de la incertidumbre de medicion de la absorbancia de la
muestra.

Por lo que, dentro de los componentes de esta, se toma en cuenta los calculos de
la absorbancia de la muestra.

» Incertidumbre debido a la absorbancia de la muestra

MAm = SAm/\/H =

0.00082
4

= 0.00041
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V.6.2.2. Calculo de la incertidumbre de la pipeta de 10 ml.

En la pipeta, se presentan tres posibles fuentes de Incertidumbres las cuales son:
la incertidumbre del fabricante, la incertidumbre debido a la repetibilidad y la
incertidumbre debido a la expansion térmica del solvente. Esta se calcula con la

siguiente ecuacion:

Upipeta = \[:urepz + :ufab2 + Uexp?

Mrep: Desviacion obtenida en la calibracion de la pipeta con el volumen vertido
Mrab: Incertidumbre que se define dentro de los limites de su distribucion triangular.
Mexp: Incertidumbre es debida al volumen, variacion de temperatura y el factor del

coeficiente de expansioén térmica del agua

calculamos las 3 fuentes de incertidumbre de la siguiente manera:

_ 5 _ 00335 0.01059363
.urep - \/ﬁ - \/1—0 - .
a 0.020
.ufab = \/_8 = W = 000816

v*oT*a 10*7.4%2.07x107*

ex =0.013265

sumando estos tres componentes no da como resultado:

Upipeta = +/(0.01059363)2 + (0.00816)2 + (0.013265)2 =0.0188

V.6.2.3 Calculo de la incertidumbre del matraz aforado de 50 ml.

Al igual que el anterior calculo, calculamos las incertidumbres para el baldn
volumétrico de 50 ml, este presenta 3 posibles fuentes de Incertidumbres dentro de
estas estan: La incertidumbre del fabricante, la incertidumbre debido a la
repetibilidad y la incertidumbre debido a la expansioén térmica del solvente.

Lo podemos calcular con la siguiente ecuacion:
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Umatraz = \/.urepz + .ufab2 t Uexp?
Donde:

Mrep: Desviacion obtenida en la calibracion del matraz con el volumen vertido
Mrab: Incertidumbre que se define dentro de los limites de su distribucion triangular.
Mexp: Incertidumbre es debida al volumen, variacion de temperatura y el factor del

coeficiente de expansion térmica del agua

calculamos sus 3 fuentes de incertidumbres, con las siguientes ecuaciones:

_ 5 _ 00335 0.01059363
ﬂrep - \/ﬁ - (—10 - Y-
a 0.05
Urap = \/_E = ﬁ = 0.0204

v*oT*a 50*7.4*2.07x10™*

ex =0.06632

sumando estos tres componentes no da como resultado:

Umatraz = +/(0.01059363)% + (0.0204)Z + (0.06632)% =0.0719

V.6.2.4 Incertidumbre debido al intercepto:

bo = Sh0
YT T
b0 = 0.584 _ 0.292

V.6.2.5 Incertidumbre debido a la pendiente:

Sp1
p1 = 288
T

6
= 0.013

pl= ——
3 Vi
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V.6.2. Calculos de los coeficientes de sensibilidad para cada uno de los
componentes de la incertidumbre.

Estos se obtienen mediante la derivada parcial del modelo matematico a

continuacion:

Cp = <6Cm) _ Vi _ 5 mL 12
Oam b1 *V,  0.047 * 50mL
(—m) = mk__ )42
d b1 * V2 0.047*50mL
( Cm) _ Am — b, _ 1.293-0.003 054
b, xV, 0.047*50mL

Dem (Am —by) *V;  (1.293-0.003)*5mL

Cp1 = ( ) == 5 = > = —58.39
Op1 b2 %V, 0.047 2 + 50mL
0 Am — by) * V, 1.2 *c L

¢, = ( cm> _ 0)2* 1 _ (1.293-0.003)*5mL _ o,
aVZ bl * V2 0.047*(50mL)2

una vez calculado los coeficientes de sensibilidad para cada componente, podemos
aplicar la ley de propagacion de la incertidumbre a través del calculo de la

incertidumbre combinada

V.6.3 Incertidumbre combinada

UCm

= \/(UAmz * CAmz) + (Ubo2 * Cboz) + (UV12 * Cv12) + (Ub12 * Cb12) + (UV22 * Cvzz) + (2% Cpo * Cpy * Upy *x Upq * R)

Mam: La incertidumbre de absorbancia medida de la muestra (RT).
Cam: Coeficiente de sensibilidad de absorbancia medida.

Mbo: La incertidumbre del intercepto.

Cho: Coeficiente de sensibilidad del intercepto.

Mvi: Incertidumbre del volumen de la pipeta.

Cv1: Coeficiente de sensibilidad del volumen de la pipeta.

Mb1: La incertidumbre de la pendiente.

Co1: Coeficiente de sensibilidad de la pendiente.

Mv2: La incertidumbre del volumen del matraz

Cv2: Coeficiente de sensibilidad del volumen del matraz

Sustituimos en la ecuacion:
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UCm
= /(0.00041Z * 2.122) + (0.2922 * —2.122) + (0.0719Z * 0.542) + (0.0132 * —58.392) + (0.01882 x —0.0542) + (2 * —2.12  —58.39 * 0.292 * 0.013 * 0.9999186)

Uem = 1.3

El valor de la incertidumbre expandida a un nivel de confianza de 95.45 de
probabilidad; pexp=2 x 1.37= 2.7 por ende, el valor de su concentracion con su

incertidumbre expandida:
Cm * Uexp=274.23+ 2.7
Aplicacién de la ley de propagacion a muestras RB, My FY

De la misma manera que la anterior, se calculan los coeficientes de sensibilidad y
sus incertidumbres combinadas, se aplico la ley de propagacion obteniéndose
valores (ver en anexo, tabla 2), los resultados obtenidos se observan en la tabla 18

Tabla 19 Concentraciones e incertidumbres combinadas para las muestras

muestras concentraciones Incertidumbres
RT 274.23 ppm 1.37x2=£2.7
RB 293.15 ppm 1.43x2=+238
MT 320.15 ppm 1.50x2=+32
FY 286.13 ppm 141 x2=+238

V.6.4 Contribucion de cada uno de los componentes de las muestras.

Se observa el resumen todos los parametros que intervienen en la evaluacién de la
Incertidumbre tabla N°18 en esta, se muestran las variables de xi del modelo
matematico de la ecuacién, el valor correspondiente de cada una de las
incertidumbres (u) asi como, los coeficientes de sensibilidad de cada variable (Co),
la multiplicacion al cuadrado de p y Co, con su indice de contribucion (% Ind.)
calculado con la siguiente ecuacion:

(1Cop)?

0f — 07
% = 2 uc, )?

(100)

41



Tabla 20 Balance en la incertidumbre de la medicion

bo 0.003 0.2920 -2.1200 -0.6190 0.3832 39.8801

by 0.047 0.0130 -58.3900 -0.7591 0.5762 59.9629

Vi 5 0.0719 0.5400 0.0388 0.0015 0.1569

\£ 50 0.0188 -0.0540 -0.0010 0.0000 0.0001

am 1.293 0.0004 2.1200 0.0009 0.0000 0.0001
Y (u* Co)? 0.961

En cuanto a las contribuciones de cada componente, se observan que las mayores
fueron: la medicion del pendiente siendo de (59.96%) y el intercepto (39.88%), los
componentes del volumen presentan una contribucion de (0.15, y las de menor
contribucion es la de la absorbancia de la muestra con 0.0001% y la del volumen 2

siendo de 0.0001%, esto también se ve reflejado en el diagrama de Pareto.

Grafico 5 Diagrama de Pareto para las contribuciones de las incertidumbres
en la concentracion de la muestra RT

contribucion de los componentes en laincertidumbre parala

muestra RT
100.00 100% 100%
80.00 80%
'g 60.00 60% 60% ©
£ <
X 40.00 40% X
20.00 I 20%
0.00 0%
b1l b0 Vi V2 am
I %ind 59.96 39.88 0.16 1.07E-04 7.8625E-05

e 6AC ind 60% 100% 100% 100% 100%

Variables

N %ind e O%AC ind

Donde se observa nuevamente que las variables que contribuyen a un 100% en

caso de (b0, V1,V 2 y Am) del total en la evaluacién de la incertidumbre.
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Tabla 21 Balance de la incertidumbre en la muestra RB

bo 0.003 0.292 2.12 -0.61904 | 0.38321052 | 36.7264525

bi 0.047 0.013 -62.42 -8.11E-01| 0.65846733 | 63.1067464

Vi 5 0.0719 0.58 0.041702| 0.00173906 | 0.16666919

Va 50 0.0188 -0.058 | -0.0010904| 1.189E-06| 0.00011395

am 1.382 | 0.00020412 |  2.12 0.00043274 | 1.8727E-07 | 1.7947E-05
Y (u* Co)? 1.04341829

Se observa que en esta se presenta las mayores contribuciones en la pendiente e
intercepto siendo de: (36.72 y 63.10%), seguido de las contribuciones del volumen
1y volumen 2 presentando un (0.16 y 0.0001 %) las de menor contribucién fue la
de la absorbancia de la muestra presentando valores de 1.74 x 10”-5, esto también

se refleja en el diagrama a continuacion.

Grafico 6 Diagrama de Pareto para las contribuciones de las incertidumbres
en la concentracion de la muestra RB.

Contribucion de los componentes en la incertidumbre parala
muestra RB

100.00 100% 100%

80.00 80%

60.00 63% 60%

% Ind
%AC

40.00 40%

20.00 20%

b1l b0 V1 V2 Am
63.11 36.726453 0.17 1.14E-04 | 1.7947E-05
63% 100% 100% 100% 100%

0.00 0%

. %ind
e %AC ind
Variables
B 06ind = %AC ind
También se observa nuevamente que las variables que contribuyen a un 100% en

caso de (b0, V1, V 2 y Am) del total en la evaluacién de la incertidumbre
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Tabla 22 Balance de la incertidumbre en la muestra MT

bo 0.003 0.292 2.12 -0.61904 | 0.38321052| 36.72645253

bi 0.047 0.013 -68.17 -0.89 | 0.78536816| 75.26877518

Vi 5 0.0719 0.64 0.046016 | 0.00211747 | 0.202936088

Va 50 0.0188 -0.062 | -0.0011656| 1.3586E-06| 0.000130209

am 1.293 | 0.00023936 |  2.12 | 0.00050744 | 2.5749E-07| 2.46777E-05
Y (u* Co)? 1.17069777

Se puede observar que las mayores contribuciones fueron: la incertidumbre de la
pendiente (75.26%), seguido de la contribucién del intercepto (36.72%), las
incertidumbres de menor contribuciones fueron: volumen 1 (0.20 %), volumen 2
(0.00013%) y la incertidumbre la absorbancia de la muestra (2.46x 10”-5), este se

refleja en el diagrama siguiente:

Grafico 7 Diagrama de Pareto para las contribuciones de las incertidumbres
en la concentracion de la muestra MT.

Conttribucion de los componentes en la incertidumbre parala
muestras MT

100.00

80.00

60.00

100%
80%
60%

1600,
TOU70

bl
36.73
100%

67%

% Ind
%AC

40.00
20.00
0.00

40%
20%

0%
bo

75.27
67%

V1
0.20
100%

V2 Am
1.30E-04 2.4678E-05
100% 100%

— %ind
e 0 AC ind
Variables

N %ind e %AC ind

Se aprecia que las variables que contribuyen a un 100% en caso de (b0, V1,V 2y
Am) del total en la evaluacién de la incertidumbre
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Tabla 23 Balance en la incertidumbre en la muestra FY

bo 0.003 0.292 2.12 -0.61904| 0.38321052| 36.7264525

b 0.047 0.013 -60.93 -7.92E-01| 0.62740657| 60.1299188

Vi 5 0.0719 0.57 0.040983 | 0.00167961| 0.16097152

V2 50 0.0188 -0.057 -0.0010716 | 1.1483E-06| 0.00011005

Am 1.293 | 0.00035355 2.12 0.00074953 | 5.618E-07| 5.3842E-05
Y (u* Co)? 1.01229841

La mayor contribucion proporcionada para el caso de la muestra FY, fue la medicion
de la pendiente siendo de 60.12 % seguido de la medicién del intercepto siendo un
36.72%, el volumen 1, volumen 2 y absorbancia de las muestras presentan
contribuciones menores siendo de 0.16%, 0.00011% y 5.38x10"-5, este reflejado en

el grafico de Pareto

Grafico 8 Diagrama de Pareto para las contribuciones de las incertidumbres
en la concentracion de la muestra FY.

Contribucidn de los componentes de la incertidumbre para la

muestra FY

100.00 100% 100%

80.00 80%
2 60.00 60% Q
= 40.00 40% 2
ES 20.00 . 20%

0.00 0%

b1 b0 Yl V2 Am

m %ind 60.13 36.73 0.16 1.10E-04 | 5.3842E-05
e A C NG 62% 100% 100% 100% 100%

Variables
N %ind e %AC ind

Las variables que contribuyen a un 100% en caso de (b0, V1,V 2y Am) del total en

la evaluacion de la incertidumbre.
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VI. Conclusiones

Una vez dado por finalizados las actividades investigativas, experimentales, asi

también como la expresion de los analisis de los resultados se puede concluir que:

» Se seleccionaron cuatro distintas muestras de bebidas energéticas,

adquiridas de supermercados de la ciudad de Ledn-Nicaragua, estas fueron

seleccionadas acorde a criterios como: popularidad, precio y disponibilidad,

las elegidas fueron, RB, MT, RT y FY, estas fueron codificadas con el

propoésito de evitar conflictos legales con las empresas donde estas fueron

elaboradas.

» Se evaluaron parametros del desempefio del método como:

La linealidad, esta se ha comprobd un coeficiente de determinacion de
(R2) =0.9999, este valor debe oscilar dentro del rango establecido por
la NIST (0.998 y 1), esto en un rango de concentracién de 5-35 ppm,
lo cual indica una buena relacion lineal entre la concentracion y la
absorbancia.

Se determind el limite de deteccion (L.D), el cual fue de 0.2668 ppm,
con esta concentracion minima detectable se considera que el método
para determinar cafeina es apto en la deteccién de cantidades traza,
asi como también se determiné el limite de cuantificacion (LC), siendo
de 0.8085 ppm, lo cual indica la concentracion minima cuantificable
de cafeina y el método es adecuado para la determinacion de cafeina.
Al evaluar la precision esta fue expresada en repetibilidad de un
estandar de 15 ppm, la precisién intermedia del mismo estandar, y la
repetibilidad de las muestras. Para estas evaluaciones su criterio de
aceptacion es que el % CV no debe ser mayor del 3%, siendo como
resultado de estas menores que el limite maximo permisible,
indicando que existe una buena precision y el método cumple con el

parametro.

46



e se estimo la exactitud de un estandar de cafeina de 15 ppm, siendo
su criterio de aceptacion que su % de recobro debe estar en un rango
del 97 a 103%, teniendo como resultado un % de recobro del analista
1 es 100.47% y la del analista 2 es 100.556%, indicando asi que
ambos analistas cuentan con buena exactitud.

» Se determinaron las concentraciones de cafeina en las muestras de bebidas
energizantes, usando para su extraccion como solvente el cloroformo
(CHCI3) y siendo leidas las muestras mediante espectrofotometria UV-vis a
una longitud de onda de 275 nm, la incertidumbre de la medicidn aplicada a
las cuatro muestras analizadas, los resultados de las concentraciones de las
muestras con sus incertidumbres fueron de: £2.7 para RT, +2.8 para la
muestra RB, £3.0 para MT y + 2.8 para FY.

> Segun los limites permisibles de cafeina establecidos por la Norma Técnica
Ecuatoriana NTE INEN 2411 establece que las bebidas energéticas deben
oscilar un rango de cafeina de entre 250-320 ppm, esto comparado con los
valores de concentracion obtenidos, la muestra RT es la que posee menor
concentracion de cafeina con 274.23 ppm, siguiendo la muestra FY con
286.13 ppm, RB con 293.15 ppm y la muestra con mayor concentracion de

cafeina fue MT con 320.15 ppm.
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VIl. Recomendaciones

Ya finalizada esta investigacion monografica tomando en consideracion los

resultados obtenidos son convenientes las siguientes recomendaciones:

> Analizar otros analitos presentes en las bebidas energéticas como la Taurina.
> Garantizar el uso de materiales de referencia certificados, también el uso de
instrumentos calibrados que aseguren Trazabilidad.
> Realizar una validacion para este tema especifico.
Aplicar este método a otras bebidas energéticas comercializadas.
> Usar un rotaevaporador con el fin de recuperar el cloroformo usado en las

preparaciones de soluciones y muestras.
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IX. Anexos

llustracion 1 Método AOAC 962.13 cafeina en bebidas alcohodlicas

29117
AOQAC Official Method 962.13
Caffeine
in Nonalcoholic Beverages
Firal Action 1962
Mathad 11
A. Reagemis

{a) Reducing solurion —Dhasolve § g Ma.S0, and 5 ¢ KSCN i
H O and dilwie to 100 ml.

(b)) Dilwse phosphorie acid solwrion—Dalate 15 mlL H PO, o
25 mL with H, 0.

{e) Sodisnm hydroxide sofurion —Dhasolve 25 g MaOH i TS mL
H0

(d) Caffeire standard solution.—1 mg'ml. Dnsalve 100 me in
CHCL, and dilute o 100 mL with CHCI,.
B. FPreparalion of Standard Curve

Prepare diluted standard solubons contasnmg 0010, 025, 050,

1.00, 1.50, and 2 0 mg caffemne/ 100 mL CHCL,. Determane A of all
solutions at ca 276 nm agaist CHCL; in 1 em maiched cells. Plog &

apainsl comceniraiion or use lnear regressaon analysis of data pomis.
. Delerminalion

Remove any gas by agriaton or ulirasonse treatment. Pypet 10 mlL
test portion mio 125 ml separmtor, add 5 mL 1 5% KMnO, solution

(w'w), and mix. After exactly 5 mun, add 10 ml reducing solution
and max. Add | mL dabuge H, PO, solubon, mix, add 1 mL NaOH so-
lution, mux, and extract with 50 mL CHCL, | man. After separation,
drain lower laver through T em paper mio 100 mL glass-stoppered
volurmetne flask. Add 23 mlL CHCI, to separator and dram through
paper o nmnse separator stem. Wash paper with 2-3 mlL CHCI,.
Re-exeract solution with 40 ml. CHCL, and wash stem and paper as
before. Dhilute to volume with CHCL,. Determane A of this solwion at
wavelength of maximum A agamst CHCL,. Determime concentration
of caffemne from standand curve or by lmesar regression and calculate
rrg/ 1O mL beverage.

References: JAQAC 41, 617(1958); 45, 252 1962).
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Tabla 1 Comparacién de varianzas (Test de Cochran)

a=0.05

b

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 17 37 145 1000

0.998 0.9750.9390.9050.8770.853 0.8330.8150.801 0.788 0.734 0.660 0.381 0.500
0.966 0.870 0.797 0.745 0.707 0.677 0.653 0.633 0.616 0.602 0.546 0.474 0.403 0.333
0.906 0.767 0.684 0.628 0.589 0.5590.536 0.517 0.501 0.488 0.436 0.372 0.309 0.250
084106830598054405060478045604380.42404110.3640.3060.2510.200
0.780 0.616 0.532 0.480 0.444 0.418 0.398 0.381 0.368 0336 0.313 0.261 0.211 0.166

0.7270.561 0.4800.4300.3970.3720.353 0.3380.35203150.2750.227 0.183 0.142
0.6790.515 04370391 0350 0.336 0.318 0.304 0.262 0.282 0.246 0.202 0.161 0.125

0.638 0.477 0.402 0.358 0.328 0.306 0.2900.276 0.265 0.256 0.222 0.182 0.144 0.111
0.6020.4450.373 0.331 0.302 0.282 0.266 0.254 0.243 0.735 0.203 0.165 0.130 0.100

=D Q0 = Sh TN de Tk D

=

Equipos

Espectrofotometro UV-vis Genesys 10S

Doble fotodiodos de silicio

Lampara flash de xénon

Rango de longitud de onda: 190-1.100 nm
Velocidad de rotacion: 11.000 nm/min
Velocidad de barrido: 10-4.200 nm/min
Exactitud: £1,0 nm

Repetibilidad: 0,5 nm

Agitador ultrasénico Branson 2510R-MTH
Temporizador: analogico
Calentador: Si
Frecuencia: 40 Hz
Rango de temperatura: ambiente-69°C
Capacidad: % galones (2,8 L)
Alimentacion: 117 V

Balanza Analitica Sartorius AC210S
Modelo: GMBH (AC210S)
Linealidad: 0.2 mg
Repetibilidad: + 0,1 mg
Desviacion sensible: mas de 3 ppm/°C
Capacidad: 210 g
Frecuencia: 50 Hz
Voltaje: 240 V




llustracion 2 Pesaje de estandar de cafeina

llustracion 3 Soluciones estandar
de cafeina de 1000 y 100 ppm
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llustracion 4 soluciones patrones
de 5-35 ppm

llustracion 6 Extraccion liquido-
liquido de cafeina de la muestra
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Calculo de la exactitud en las muestras-Muestra RB

Paso 1. Calculamos la concentracion tedrica

29.315 mg de
293.15 mg/L—— 29.315 mg/100 mL < » cafeina en cada
100 mL

Setoma 1mL y se
diluye en 100 mL de

—

solvente
Obteniendo
0.29315 mg
92%315™MI _ 5863 pPPM < -
0.05L Diluimos en 50
mL= 0.05L

Paso 2. Calculamos la concentracion experimental

Usando la siguiente ecuacion:

Y=bx+a Dilucién del
Despejando la ecuacién estandar de
Y—a 0.1 mgen 100
X = mL =2 ppm
b
x =237429993 _ 789 — 2 ppm = 5.89 ppm

0.047

Paso 3. Calculamos el % de recobro

Usando la siguiente ecuacion:

Concentacién experimental
% recobro — — x 100
concentraciéon Teorica

% recobromx 100 = 100.46%
5.863 ppm

Este calculo se realiza igual para las 3 muestras restantes.
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Calculos de los coeficientes de sensibilidad de las muestras RB, My FY

» Calculos de los coeficientes de sensibilidad para cada uno de los

componentes de la incertidumbre para la muestra RB

Co = <6Cm) _ Vi _ 5 mL 12
AM T\ by *V, ~ 0.047*50mL
c (c’ic_m> __ 4] _ S5mL _ 912
20"\ 0,0 b, *V,  0.047*50mL '
(Ocm) _Am—b,  1.382-0.003 _
Cv: (am) " by *V,  0.047*50mL 0.58

(1.382-0.003)*5mL

o (acm> — _(Am_bo)*vl —
b1 b12 N V2

(0.047)2 x 50mL

vz — - -

aVZ bl * V22 004‘7*(50mL)2
Muestra M
acm Vl 5 mL
Cur = = = =212
Am <aAm) b, *V, ~ 0.047 *50mL
d V. 5mL
Cho: (ﬂ) =——1 = = —2.12
Opo by xV,  0.047*50mL
dcm\ Am—b,  1.509-0.003
CV1:< ) = = - 0.64’
o1 b, xV, 0.047*50mL
oo (acm> _ (Am—by)*V; _ (1.509-0.003)*5mL
P17 \0y, ) b2xV,  (0.047)%x50mL
o <acm) __(Am—by)*Vy _ (1.509-0.003) *5mL
27 \oy, /) b *V,2  0.047%(50mL)2
Muestra FY
Ocm 4 5 mL
= = = = 2_12
Cam (aAm) by *V, — 0.047 *50mL
d V. 5mL
Cho: (ﬂ) =——1 = =-2.12
Ao by *V,  0.047*50mL
cm\ Am—b,  1.349-0.003
CVl ( ) = = 05
0y1 b, *V, 0.047*50mL

c <acm> (Am —by) *V,  (1.349-0.003)*5mL
p1 = = — =

b12 * 1y

(0.047)? * 50mL

Co = <6cm> _ (Am —by) *V, _ (1.349-0.003) *5mL _
vz by * sz

0.047*(50mL)2

= —62.42

= —0.058

= —68.17

= —0.062

= —60.93

= —0.057
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Tabla 2 Incertidumbres combinadas de las muestras RB, My FY

muestra RB muestra M muestra FY
uam 0.0002 uam | 0.00023936 | uam 0.00035355
uvl 0.0188 uvl 0.0188 uvl 0.0188
uv2 0.0719 uv2 0.0719 uv2 0.0719
ubl 0.013 ubl 0.013 ubl 0.013
Ubo 0.292 ubo 0.292 ubo 0.292
Cam 2.12 cam 2.12 cam 2.12
cb0 -2.12 cb0 -2.12 cb0 -2.12
cvl 0.58 cvl 0.64 cvl 0.57
cbl -62.42 cbl -68.17 cbl -60.93
cv2 -0.058 cv2 -0.062 cv2 -0.057
R 0.9999186 r 0.9999186 r 0.9999186
Ucm 2.8 Ucm 3.2 Ucm 2.8
Tabla 3 Regresion Lineal usando Excel
X Y Y' Er (yi-X) 2 (xi-X) 2 (xi)?
5 0.236| 0.23882143| -0.00282143| 0.50050572 225 25
10 0.468| 0.47464286| -0.00664286| 0.22244698 100 100
15 0.719| 0.71046429| 0.008535714| 0.05561175 25 225
20 0.947| 0.94628571| 0.000714286 0 0 400
25 1.189 0.003 1.186| 0.88978794 25 625
30 1.418| 1.41792857| 7.14286E-05| 0.22244698 100 900
35 1.647 1.65375 -0.00675| 0.50050572 225 1225
20| 0.946286 2.39130509 | > =700 3500
A 0.003
B 0.047164
Desviacion residual:
¢ _VEIOi-Y
X[y n—2
Sustituimos la ecuacioén:
v2.39130509
Sx/y = ? = 06915

Desvio del intercepto

Sho

VI (xD)?

T Y (xi — X)?
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V3500
7(700)

S0 = 0.6915 = 0.584

Desvio de la pendiente

Sx/y
Spp=—=—"""—
V2 (xi = X)?
s __0.6915__0026
o700 0

Tabla 4 Resultados de calibracion del matraz de 50 mL

peso del instrumento vacio (g)

Volumen vertido

38.98 49.96068352
38.98 49.89034467
38.98 49.89034467
38.98 49.89225386
38.98 49.87024785
38.98 49.88240642
38.98 49.86060138
38.98 49.86984591
38.98 49.86522365
38.98 49.8591946
Media 49.87632714
Desvt.Est 0.029695156

Tabla 5 Resultados de calibracion de la

pipeta de 10 mL

peso del instrumento vacio (g)

Volumen vertido

102.6 9.897681671
112.45 9.817294408
122.22 9.877584855
132.04 9.837391224
141.81 9.867536447
151.63 9.827342816
161.42 9.827342816
171.19 9.827342816
180.98 9.787149185
190.73 9.810260523
Media 9.827342816
Desv.Est 0.03354172
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Porcentaje

Frecuencia

Tabla 6 calculos de test de Huber para la determinacion de valores Outlier de los

estandares de cafeina

Concentracion | Absorbancia
0 0
5 0.236
10 0.468
15 0.719
20 0.947
25 1.189
30 1.418
35 1.647
mediana 0.947
MAD 0.475
LI -0.7155
LS 2.6095

Tabla 7 calculos de test de cochran usando Excel

Dias RT MT RB FY
1 1.293 1.509 1.382 1.349
2 1.294 1.511 1.381 1.351
3 1.292 1.509 1.383 1.35
4 1.293 1.51 1.382 1.349
Promedio 1.293 1.50975 1.382 1.34975
Desves 0.000816497 | 0.00095743 | 0.0008165 | 0.00095743
varianza
(§72) 6.66667E-07| 9.1667E-07 | 6.6667E-07 | 9.1667E-07
Gcal 0.2895
Gtab 0.684
llustracion 7 Graficos de Residuos
Gréficas de residuos para Muestras
Grafica de probabilidad normal vs. ajustes
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