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1. - RESUMEN

El ciclamato de sodio es un edulcorante de uso variado en alimentos, autorizado
en la Reglamentacién Sanitaria en Chile (RSA). Sin embargo, existe un posible
riesgo en la salud humana ante el consumo excesivo de bebidas no alcohdlicas

del tipo refresco en nuestro pais.

El presente trabajo tiene como objetivo implementar y validar un método analitico
de ciclamato de sodio por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), en
bebidas no alcohdlicas, en el Laboratorio de Salud Ambiental Concepcion

perteneciente a la Seremi de Salud Biobio.

El método a determinar estd basado en la Norma Europea EN 12857:2001
modificada, que incluye una etapa de derivatizacion para transformar el ciclamato

de sodio en N, N -diclorociclohexilamina.

El producto derivatizado se analizard y cuantificara mediante el uso de una
columna de fase inversa, una fase movil compuesta de agua/acetonitrilo y

deteccidn por espectrofotometria ultravioleta a una longitud de onda de 314 nm.

El método fue lineal en el rango de 50 a 300 mg/L y present6 bajos valores de
coeficiente de variacién para la precision, junto a una recuperacion aceptable,
cumpliendo asi con las especificaciones indicadas en las guias internas del

Laboratorio de Salud Ambiental Bio-Bio validadas por el ISP.

El método aplicado es un procedimiento rapido y sensible para el analisis de
rutina de muestras de bebidas no alcohdlicas, aplicado a la cuantificacién de

ciclamato de sodio en ellas.



2 - INTRODUCCION

Hoy en dia existe una amplia gama de diferentes productos alimenticios que
contienen edulcorantes no caléricos de alta intensidad, los cuales constituyen
una alternativa atractiva al consumo de azlcar para el consumidor. Entre los
productos mas demandados que contienen edulcorantes se encuentran las
bebidas de fantasia no alcohdlicas, asi como también los endulzantes no
caldricos para preparaciones como alternativa a la azticar de mesa (Zygler et al.

2011).

Los edulcorantes de alta intensidad o edulcorantes no nutritivos se han utilizado
durante mas de un siglo (EUFIC 2012). Se pueden producir sintéticamente a
partir de compuestos quimicos (por ejemplo, ciclamato) o de sustancias naturales

(por ejemplo, glucésidos de esteviol).

El poder edulcorante de estos endulzantes artificiales y naturales es varias veces
mayor que la sacarosa, se pueden usar en concentraciones muy bajas en
alimentos y bebidas, lo que permite una reduccion significativa en los costos de
produccion y una contribucion practicamente nula de calorias al producto
alimenticio final. Por lo tanto, incluso si tienen algun contenido calérico, se vuelve
irrelevante para el producto final debido a las bajas cantidades agregadas

(Szmrecsanyi & Alvarez 1998; ISO 2012).



Ademas, el uso de edulcorantes no caloricos ofrece una serie de ventajas para
la salud del consumidor final como, por ejemplo, el control de caries dentales, ya
gue estos productos no son fermentados por las bacterias cariogénicas; ademas,
permiten al consumidor poder controlar su peso corporal, al permitir elegir entre
un mismo producto una version no calorica o reducido en calorias y hacen posible
la ingesta de productos dulces a personas que sufren de afecciones metabdlicas
como la diabetes, sin afectar sus niveles de glucosa en sangre (Hendriksen, M.A.,

Tijhuis, M.J., Fransen, H.P. et al 2011).

En Chile el 74,2% de la poblacién tiene algun grado de sobrepeso u obesidad
(Encuesta Nacional de Salud — Minsal 2018). La obesidad se relaciona
directamente con la inactividad fisica, los estilos de vida sedentarios y una dieta
poco saludable, siendo la ingesta de azucares refinados, a través de bebidas y
liquidos azucarados, uno de los principales factores que contribuyen al

sobrepeso.

Es a partir de la implementacién de la Ley de los Etiquetados de los Alimentos,
promulgada el afio 2016 y un aumento en el impuesto a los productos
azucarados, lo que motivé a la industria alimentaria de Chile a modificar las
formulas de alimentos y bebidas no alcoholicas, haciendo mas frecuente el uso
de edulcorantes no nutritivos en estos productos (INTA — Universidad de Chile —

2019).



Este cambio en la composicion de los alimentos y el aumento del consumo de
productos que contienen edulcorantes no nutritivos, ha motivado la preocupacion
de expertos e investigadores, quienes han estado estudiando sus efectos en la
salud a corto y largo plazo, no so6lo en términos de su toxicidad relacionada a
limites de ingesta diaria admisible, sino también a posibles efectos metabdlicos y
a su relacion con el habito por lo dulce. La seguridad de estos productos ha sido
extensamente estudiada y sigue siendo evaluada. Recientemente organismos
internacionales como la FDA (EE.UU) y EFSA (Europa) han publicado revisiones

al respecto (Archibald AJ, Dolinsky VW, Azad MB — 2018).

El ciclamato (en sus distintas sales de sodio o potasio) o &cido ciclamico (cédigo
alimentario E952) fue descubierto en 1937, con un dulzor 30 veces superior a la
sacarosa. Su pronta aprobacion y comercializacién en los Estados Unidos, y mas
tarde en la Unidn Europea por los entes reguladores pertinentes, impulsé el
segmento de productos 'light', haciéndolo atractivo no solo para el consumidor
normal, sino también para personas con patologias particulares como la diabetes

(De La Peiia, 2010).

La sintesis de ciclamato de sodio se realiza a través de la reaccion de sulfonacion
de la molécula de ciclohexilamina, la cual es resumida en la siguiente reaccion

(Esquema N°1).



O\ NaS04CI O\ 0, o NaOH Q. _ONa
— -8 TTho -8y
NH, -NaCl H \D +H3N H.O H \‘b

Ciclohexilamina lon ciclohexilsulfamato Ciclamato de sodio

Esquema N°1: Sintesis de ciclamato de sodio

Se han publicado diversos estudios relacionados con la toxicidad cronica del
Ciclamato. En 1969 la FDA determin6 que el ciclamato asociado con la sacarina
en una proporcion de 10:1 seria un inductor de cancer de vejiga en ratas (Price
et al., 1970). Debido a este estudio, su uso fue prohibido en los Estados Unidos.
A pesar de esto, la Organizacion Mundial de la Salud aprobo el uso de ciclamato
de sodio en 1977 como edulcorante para alimentos y bebidas en mas de 40
paises (Ahmed y Thomas, 1992), siendo el edulcorante de alta intensidad con el
mayor volumen de produccion en todo el mundo (Kishi et al. 2010). Segun la
Organizacion Mundial de la Salud, el ciclamato es un edulcorante sin perjuicios
para la salud y catalogado en el Grupo 3 de sustancias no cancerigenas

(FAO/OMS — 2009).

En humanos y animales, la mayor parte del ciclamato se elimina normalmente en
las heces, pero una cantidad variable se convierte en ciclohexilamina por los
microorganismos que habitan en el colon y el ciego (Wills et al., 1981). La
ciclohexilamina es rapidamente absorbida y excretada por los rifiones. La
elevada excrecion urinaria de ciclamato y ciclohexilamina permite deducir una

baja concentracion residual de ciclohexilamina en los tejidos o fluidos corporales



después de la administracion prolongada de dosis altas (Renwick y Williams,
1972). Por otra parte, tanto el ciclamato como la ciclohexilamina pueden ser
transportados a través de la barrera placentaria y, por lo tanto, expuestos al feto

(Pitkin et al., 1969).

Se han realizado diversos estudios en animales de laboratorio que buscan
verificar la toxicidad del ciclamato de sodio (Kroes y col., 1977). Estudiando la
toxicidad a largo plazo del ciclamato, sacarina y ciclohexilamina en 2400 ratas,
se determiné que sbélo la ciclohexilamina era embriotdxica, cuando se
administraba a una concentraciéon del 0,5% (Takayamay col. 2000). También, se
ha investigado la toxicidad a largo plazo y la carcinogenicidad en monos
alimentados con ciclamato a 100 mg/kg y 500 mg/kg, cinco veces por semana
durante 24 afios, encontrandose espermatogénesis irregular y casos esporadicos
de diversos tumores malignos (Sasaki y col. 2002). Al evaluar la toxicidad del
ciclamato de sodio en los rifiones de las ratas, se observé que luego de 3 a 24
horas después de una dosis oral Unica de 2000 mg/kg de ciclamato de sodio, se
indujo un dafio significativo al ADN en las células del estbmago, el colon, riflones

y de la vejiga.

Los estudios en humanos tuvieron como objetivo conocer mejor algunos
aspectos del metabolismo, se enfocaron en conocer la capacidad maxima que

tiene el cuerpo humano para convertir ciclamato en ciclohexilamina y la



variabilidad de conversion entre diferentes individuos sujetos a diferentes dosis y

en diferentes periodos de tiempo, habiendo llegado a las siguientes conclusiones:

e Solo el ciclamato no absorbido esté disponible para ser metabolizado
por la microflora intestinal.

e La mayoria de las personas (alrededor del 80% de la poblacién) no
convierten el ciclamato en ciclohexilamina, incluso con una dosis diaria.

e El 20% restante de la poblacién tiene una capacidad de metabolismo
variable con dosis repetidas, con un pequeiio porcentaje de la
poblacion (3 a 4%) capaz de metabolizar una gran proporcién (20% o
mas) del ciclamato ingerido diariamente.

e La tasa de conversibn maxima de ciclamato no absorbido que se
registré fue superior al 50%, aunque fue un caso aislado.

e Es necesario administrar varias dosis de este edulcorante para inducir
su metabolismo, incluso en individuos “convertidores”.

e La interrupcion o no asistencia de la ingestion de este edulcorante
provoca una pérdida de capacidad metabdlica;

e Existen grandes variaciones en la tasa de conversion del ciclamato
entre diferentes individuos “convertidores”, en el mismo individuo a lo
largo del tiempo, y también entre individuos que tienen una capacidad
metabdlica muy alta.

(Renwick, Thompson, O’sShaughnessy, Walter - 2004)



Sin embargo, las verdaderas consecuencias de la ingesta de ciclohexilamina y
ciclamato en la salud humana contintan siendo un foco de investigacion por parte
de la comunidad cientifica y las autoridades reguladoras competentes (Hunt.,

Bopp., Price. 2012).

En el afio 1985, el gobierno de los Estados Unidos, preocupado por los efectos
del ciclamato y sus sales en humanos, encargd un comité (a través de la FDA)
dedicado al estudio del ciclamato y sus sales como posibles carcinégenos
(National Academy of Sciences: Evaluation of Cyclamate for Carcinogenicity -
1985), el cual llegé a la conclusion que no son cancerigenas para el ser humano;
sin embargo, si se demostré6 en experimentos in vitro e in vivo hechos en
animales que tiene actividad carcinogénica. Desde entonces, su uso en los

Estados Unidos fue prohibido hasta el dia de hoy.

De acuerdo con las politicas internacionales y por su adscripcion al CODEX
Alimentarius, Chile ha incluido en su Reglamento Sanitario de los Alimentos
(RSA) los siguientes edulcorantes: acesulfamo de potasio (AK), aspartamo
(ASP), sacarina (SAC) (y sus sales de potasio, sodio y calcio), ciclamatos de
sodio, potasio y calcio (CICL), sucralosa (SUC), alitamo, neotamo y glicésidos de
esteviol (STV), estableciendo valores individuales de IDA indicados en la Tabla

N°1.



Tabla N°1: Valores individuales de IDA en edulcorantes permitidos

Edulcorante IDA (mg/kg/dia)
Acesulfamo de potasio (AK) 0-15
Aspartamo (ASP) 0-40
Sacarina (SAC) 0-5
Ciclamatos (CICL) 0-7
Alitamo, neotamo 0-15
Glucdsidos de steviol (STV) 0-4

Ademas, limita su uso sélo para la elaboracion de alimentos con fines dieto-
terapéuticos. El ciclamato y sales presentes en bebidas no alcohdlicas, tales
como refrescos liquidos o en polvo, podran contener hasta un maximo de 250
mg/L de ciclamato (Reglamento Sanitario de Alimentos DTO 997/96 — MINSAL

2021).

El uso y consumo generalizado de sales de ciclamato y los supuestos efectos
adversos para la salud obligan al desarrollo y la validacion de métodos analiticos
eficientes para su determinacion precisa (Huang et al. 2006). De todos los

métodos analiticos desarrollados durante décadas para el analisis de este



edulcorante en diferentes matrices de alimentos, los métodos cromatograficos

han sido los mas populares, particularmente el uso de HPLC (Kokotou 2013).

Se han desarrollado varios métodos analiticos basados en HPLC con diferentes
detectores y pretratamiento de muestras para la determinacién de ciclamato, ya
sea individualmente o junto con otros edulcorantes (Shah et al. 2014, 2015; Sakai
et al. 2015), deteccion por espectrofotometria indirecta (Herrmann et al. 1983),
absorcién en el rango visible con la adicion de colorantes (Choi et al. 2000),
absorcién en el rango ultravioleta (UV), fluorescencia antes de la derivatizaciéon
de la muestra (Hauck & Kobler 1990; Choi et al. 2000), MS (Zygler et al. 2011),
un detector evaporativo de dispersion de luz (Wasik et al. 2007) y electroforesis

de la zona capilar (Vistuba et al. 2015).

En la Unidn Europea existen dos procedimientos analiticos oficiales basados en
técnicas analiticas por HPLC con deteccién UV publicados por el Comité Europeo
de Normalizacion (CEN): EN 12857, que requiere un pretratamiento
(derivatizacion) de las muestras, y EN 1379, que es especifico para el analisis de
preparaciones liquidas de endulzantes de mesa (EN 1379:1996, EN
12857:2001). EN 12857 utiliza una reaccion con cloro activo para convertir el
ciclamato en N, N-diclorociclohexilamina, que absorbe los rayos UV (EN

12857:2001).

10
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Figura N°1: N. N - Diclorociclohexilamina

El método analitico HPLC-UV utilizado en el presente trabajo para el analisis de
ciclamato se basa en el procedimiento EN 12857. EI método es muy especifico
para este edulcorante, ya que puede aplicarse en distinta variedad de matrices
alimentarias (EN 12857:2001) y es de bajo costo en comparacién a métodos por

HPLC-MS.

El objetivo de este trabajo es optimizar y validar el método analitico de
determinacién de Ciclamato de sodio por HPLC-UV propuesto, para su aplicacion
en el Laboratorio Salud Ambiental Concepcibn como método de ensayo de

control de calidad en alimentos.

Con este trabajo sera posible determinar como varian los niveles de ciclamato en
diferentes marcas y variedades de bebidas y verificar si se cumplen las

cantidades de ciclamato de sodio declarados por el fabricante.

11



3. - OBJETIVOS

3.1. - PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

Problema de Investigacion

No existe un método basado en HPLC validado para la determinacién de
ciclamato de sodio en bebidas y refrescos no alcohdlicos en el Laboratorio de

Salud Ambiental perteneciente a la SEREMI de Salud Biobio.

Pregunta de investigacion

¢ Es posible implementar y validar un método por HPLC para la determinacién de
ciclamato de sodio en bebidas no alcohodlicas en el Laboratorio de Salud

Ambiental de la Seremi Bio-Bio?

12



3.2. - HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipdtesis
El ciclamato de sodio es un edulcorante no calorico usado en alimentos y bebidas

no alcohdlicas y no existe un método implementado y validado en el Laboratorio

de Salud Ambiental para su determinacion.

Objetivo General

Implementar y validar un método de deteccién y cuantificacion de ciclamato de
sodio en bebidas no alcohdlicas, para la verificacién del correcto etiquetado y
contenido declarado en estos productos, en el Laboratorio de Salud Ambiental

Concepcion.

13



3.3.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer parametros adecuados de deteccion cromatografica basados
en la norma EN 12857 segun los instrumentos y reactivos disponibles en
el Laboratorio de Salud Ambiental Concepcion.

Elaborar el procedimiento de analisis y cuantificaciéon de ciclamato de
sodio de acuerdo las normas internas del Laboratorio de Salud Ambiental
Concepcion.

Realizar la optimizacion y validacion de un método analitico con
separacion por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con
deteccién en la region ultravioleta (UV), de acuerdo al procedimiento de la
norma EN 12857.

Identificar la presencia de ciclamato de sodio y verificar la concentracion
declarada en el etiquetado de bebidas no alcohdlicas elaboradas en la

region del Bio-Bio.

14



4. - METODOLOGIA

El procedimiento planeado para la determinacion de ciclamato en bebidas no
alcohdlicas se basa en el Estandar Europeo EN 12857%, que define un método
por HPLC-UV para la determinacion de este edulcorante en diferentes tipos de
productos alimenticios. Como se mencioné anteriormente, la tecnologia HPLC es

la més utilizada para la determinacién de ciclamato.

El compuesto N, N-diclorociclohexilamina obtenido de la derivatizacion del
Ciclamato, permite la deteccion por HPLC con detector UV, debido a la
sensibilidad de la amina obtenida a la radiacion ultravioleta. ElI producto
derivatizado se separd posteriormente en una columna cromatografica de fase
inversa y se detecté a una longitud de onda de 314 nm. La identificacion del
ciclamato en las muestras se realizé por comparacion con los tiempos de
retencion de las soluciones estandar. La cuantificacion se realizé mediante

estandarizacion externa basada en una curva de calibracion.
4.1.- Reactivos:

i.  Acetonitrilo grado HPLC Merck
ii. n-Hexano grado HPLC Merck

ii.  Acido sulfarico >95% p.a Merck

L Estandar Europeo protegido por derechos de autor, su reproduccién parcial o total de su contenido en
éste trabajo esta prohibido.
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Vi.

Vii.

Carbonato de sodio p.a. Merck

Hipoclorito de sodio p.a. (4 — 5% cloro activo). Sigma-Aldrich

Sulfato de sodio anhidro p.a Merck

Estandar analitico de ciclamato de sodio pureza 298%. Supelco. Lote

#LC25932V

4.2.- EqQuipos

Vi.

Vii.

viii.

Sistema cromatografico de alta resolucion HPLC, marca Dionex© Termo
Scientific©, modelo Ultimate 3000, equipado con bomba cuaternaria,
horno-columna, inyector automatico y detector de diodos UV-Vis DAD de
la marca Dionex© Termo Scientific© modelo 3000. Se utilizo el software
Chromoleon® como sistema de adquisicion y procesamiento de datos.

Columna cromatografica RP C18 Inertsil ODS-4 5 pum. Con dimensiones
de 4,6 x 150 mm. Marca GL Sciences Inc.

Bafio ultrasonido DELMA D-770

Sistema de ultra purificacién de agua Direct-Q UV

Refrigerador (0 — 8 °C)

Balanza Analitica calibrada, e21mg RADWAG

Micropipetas capacidad 20-200 pL, 100-1000 pL

Macropipetas capacidad 1-10 mL

4.3.- Materiales:

Embudos de decantacién de 150 o 250 mL
Matraces aforados de 500, 25, 10 y 5 mL
Tubos coénicos de 15 mL de vidrio

Vasos de precipitado de 25, 50 y 100 mL
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V.  Soporte universal
vi. Vialesde 2 mL
vii.  Papel filtro cuantitativo grado N° 388, marca Sartorius
viii.  Jeringas desechables de 1 6 5 mL
ix.  Filtros de separacion de fases PTFE para solventes no polares de 0,45
pum

X. Embudos de vidrio 50 mm.

4.4.- PREPARACION DE REACTIVOS Y SOLUCIONES

4.4.1.- Preparacion de las muestras

Se analizaron bebidas no alcohdlicas de una misma marca con contenido

declarado de ciclamato de sodio en la etiqueta.

Se tom6 un volumen aproximado de 100 mL de muestra en un vaso de
precipitado. Las muestras fueron sonicadas y homogenizadas por 10 minutos.
Segun el estdndar EN 12857 las muestras liquidas no requieren un tratamiento

previo.

4.4.2.- Solucién de carbonato de sodio al 5%

Se peso 25,0 £ 0,1 g de carbonato de sodio en un vaso de precipitado de 25 mL,
para luego ser traspasados cuidadosamente a un matraz aforado de 500 mL

usando agua ultrapura para aforar.
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4.4.3.- Solucion de hipoclorito de sodio al 1,7% de cloro activo

En un matraz aforado de 10 mL se procedié a diluir el hipoclorito de sodio
comercial (el cual contiene entre 4 — 5% de cloro activo segun proveedor) con
agua ultrapura hasta obtener una fraccion molar de 1,7% de cloro activo. Para
verificar el contenido de cloro activo de la solucion comercial de hipoclorito de

sodio de un nuevo lote se siguieron los pasos del Anexo A.

4.4.4.- Soluciéon de acido sulfurico al 50%

En un tubo coénico de 15 mL se agregdé 4,9 mL de agua ultrapura y luego
cuidadosamente 5,1 mL de acido sulfarico (96%) (bajo campana) por las paredes

del tubo.

4.4.5.- Solucion madre de ciclamato de sodio y curva de calibrado

Se peso aproximadamente 0,1140 g + 0,0001 del estandar puro de ciclamato de
sodio y luego se diluy6 con agua ultrapura en un matraz aforado de 25 mL (4000

mg/L).

El Factor de Conversion desde ciclamato de sodio a acido ciclohexilsulfamico es
de 0,8909y 1,1091 de manera reciproca. Esto debido a la disolucién en agua de
la sal de ciclamato de sodio, separandose de la molécula de sodio que no

participa en la reaccion de derivatizacion.
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4.4.6.- Preparacion de solucién patrén de ciclamato de sodio de 1000 mg/L

Se tomé 6,25 mL de la solucién madre y llevaron a un matraz aforado de 25,0

mL, aforando con agua ultrapura.

4.5 - Derivatizacion

El proceso de derivatizacion de las muestras en estudio y de las soluciones
patron de ciclamato se realizaron bajo campana de extraccion, utilizando los
implementos de seguridad necesarios debido a que en la reaccion se libera gas

cloro (Cl2) téxico.

Se pipetearon 20 mL de la muestra preparada (4.4.1) o 20 mL de las soluciones
estandar de cada nivel (4.4.5) en embudo de decantacién, se adicion6 1 mL de
solucion de &cido sulfurico (4.4.4), 10 mL de n-hexano y 2,50 mL de hipoclorito
de sodio al 1,7% (4.4.3). Se cerr6 rapido y firmemente el embudo con tapén
adecuado, se agitdé por 1 minuto exacto con ambas manos y sosteniendo
firmemente el tapén, dejando escapar el gas cloro a presion acumulado de la
reaccion en el interior del embudo de decantacion a través de la llave de salida
del embudo. Después de agitar, se dej6o en reposo hasta que las fases se
separaron por completo descartando la fase acuosa inferior. A continuacion, se

lavé la fase de n-Hexano agregando 25 mL de la solucién de carbonato de sodio
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(4.4.2) agitando por 30 segundos, descartando la fase inferior acuosa.
Finalmente se procedi6 a filtrar la fase organica a través de papel filtro junto a
una cantidad 1,0 £ 0,1 g de sulfato de sodio anhidro, para eliminar la humedad

residual.

Del proceso anterior, se obtuvieron aproximadamente 7 mL del extracto organico,

los cuales se dispusieron en un tubo cénico de 15 mL o tubo de ensayo.

El producto derivatizado tiene una estabilidad de 24 horas refrigerado a 4 °C

segun EN 12857.

4.6.- Curva de calibracion

Se prepard una curva de calibracion de 5 niveles de concentraciones de 50 mg/L,
100 mg/L, 150 mg/L, 200 mg/L y 300 mg/L a partir del extracto de 7 mL obtenido
en la derivatizacion (4.5) de la solucion patrén de ciclamato de sodio (4.4.6). Se
toma la cantidad de muestra derivatizada en Tabla N°2 para luego aforar en

matraces aforados de 5 mL con n-Hexano.
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Tabla N°2:

Curva de calibracion

Concentracion Cantidad de Volumen final
(mg/L) muestra aforado (mL)
derivatizada (pL)

50 250 5

100 500 5

150 700 5

200 1000 5

300 1500 5

Una vez aforado con n-Hexano, se homogenizo; luego utilizando una jeringa

desechable de 1 mL acoplado a un filtro PTFE se filtr6 y se dispuso en el vial,

para la determinacién cromatografico.
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Protocolo de tratamiento de muestras para ser inyectadas al HPLC

Derivatizacion Inyeccional HPLC

Preparacion de muestras

y estandares —
Agitar vigorosamente durante 1

minuto (aliviar presién de gas

Sonicar muestras por 15 abriendg Ilave de paso)
minutos ] ]
Dejar reposar hasta ver Tomar 1 mL de Fase organica (N,
separacion de fases N — Diclorociclohexilamina) y
| [ filtrar con filtro PTFE
[ i Descarta!r Fas_e Acuosa ‘ J
14
Pipetear 20 mL + 1,0 mL Lavar Fase Organica con 25 mL de
solucién H,S0, (50%) + 10 mL Na.COs Traspasar alicuota a vial
n-hexano + 2,5 mL NaClO | |
(1,7%) a embudo de Agitar 30 segundos

decantacion | |
Descartar Fase Acuosa

Filtrar Fase Qrgdnica con papel

filtro y sulfato de sedio anhidro

Esquema N°2: Protocolo de tratamiento para muestras de bebidas y estandares
preparados previa inyeccion al HPLC

4.7.- Fase movil

La fase movil consistié en acetonitrilo grado HPLC y agua ultrapura grado HPLC.
Cada una se dispuso en frascos volumétricos de 1000 mL por 15 min para su
desgasificacién por sonicacion. Luego los frascos fueron llevados a la bomba
cuaternaria que corrio la fase movil en la proporcion 70/30 MeCN/Agua

respectivamente.

4.8. — Condiciones cromatograficas

Los resultados de optimizacion del procedimiento analitico realizados se

presentan en la Tabla N°3:
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Tabla N°3: Condiciones cromatograficas

Parametros Condiciones
Modo de separacién Fase reversa
Fase movil Acetonitrilo (70%) y Agua (30%) en modo isocratico
Flujo 1 mL/min
Volumen de inyeccién (uL) 20
Deteccion (longitud de onda) 314 nm
Temperatura horno columna 40
(°C)
Temperatura muestras ( °C) 5
Tiempo de corrida (min.) 12

23



5.- OPTIMIZACION DEL PROCEDIMIENTO ANALITICO

Con el fin de optimizar el procedimiento descrito en la norma EN 12857, se
probaron algunos cambios y se llevo a cabo un andlisis critico en cuanto a la
preparacion de las soluciones estandar, algunos reactivos y las condiciones

cromatograficas recomendadas.
5.1.- Solvente

La norma EN 12857 exige el uso de n-Heptano, sin embargo, la cantidad de n-
Heptano presente en el laboratorio era limitada, de calidad p.a. y, por tanto,

requeria de un proceso extra de filtracién para descartar impurezas.

Si habia una buena cantidad de n-Hexano en el laboratorio y de calidad HPLC.

Por tanto, se eligié éste como solvente.

En la Tabla N°4 podemos ver las principales diferencias entre ambos solventes

y su viscosidad expresado en centipoise (cps).

Tabla N°4: Propiedades de solventes (Quattrochi et al., 1992)

Corte UV Indice de Punt_o _c!e Viscosidad
Solvente (nm) Refraccion ebullicion (cps) a 25 °C
(25 °C) (°C)
n-Heptano 195 1,385 98 0,40
n-Hexano 190 1,372 69 0,30

La diferencia en el uso de estos solventes se vera en resultados.
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5.2.- Composicion de la fase movil

La composicion de la fase movil utilizada en este trabajo y su proporcion se basé

en un método distinto al procedimiento descrito en la norma EN 12857, el cual

consiste, segun ésta Ultima, en 80% metanol y 20% Agua. Dependiendo de la

columna utilizada, la proporcion puede verse ligeramente modificada si existen

mejores resultados experimentales. En general, el cambio a una fase maévil de

metanol a acetonitrilo con mayor polaridad y menor viscosidad da como resultado

una elucion mas lenta y tiempo de retenciones mayores del analito, pero una

mayor sensibilidad respecto a metanol como se vera en los resultados. Estas

propiedades fisicoquimicas entre ambos solventes pueden verse en la tabla N°5:

Tabla N°5: Propiedades de solventes en fase mévil (Quattrochi et al., 1992)

Corte indice de Punto de | Viscosidad | Momento
Solvente uv Refraccion | ebullicion | (cps)a?25 dipolar
(nm) (25 °C) (°C) °C
Metanol 205 1,326 65 0,54 0,30
Acetonitrilo 190 1,341 82 0,34 0,41

5.3.- Preparacién de soluciones patrén de ciclamato de sodio

Debido a la cantidad contenida de ciclamato presente en las bebidas no

alcoholicas, seria deseable la definicion de un rango de trabajo en un area de
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concentraciones adecuadas al valor declarado en las etiquetas del producto,

evitando asi la necesidad de realizar diluciones adicionales.

De esta manera, se prob6 un procedimiento alternativo para la preparacion de
soluciones estandar en un intento de validar una curva de calibracion del método.
Este procedimiento consistié en una derivatizacion directa de un volumen dado
de la solucion patrén stock (indicado ya en Materiales y Métodos), y la posterior
realizacion de las diluciones apropiadas a los puntos de la curva de calibracion a
partir de la solucion derivatizada. La realizacion de la curva de trabajo indicada
por el método EN 12857 sigue los mismos pasos indicados en materias y
meétodos, solo que originalmente se debe derivatizar cada punto o concentracion
de la curva de trabajo, ademas de utilizar un rango alto de concentracién (800

mg/L).
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6.- PARAMETROS DE EVALUACION

La validacion de un método analitico es el proceso por el cual se establece, por
medio de estudios previos en el laboratorio, que un método es apropiado para el
uso propuesto. En el transcurso de este trabajo se analizaron y validaron los
paradmetros referidos y descritos en la guia interna de validacion de laboratorio
de Salud Ambiental de la Seremi Biobio, asi como los documentos de control de

calidad de los métodos cromatogréficos.

6.1. - Limites y linealidad

6.1.1.- Limite instrumental: Para evaluar la respuesta instrumental se preparé
un estdndar a una alta concentracion (200 mg/L), se evalué el tiempo de
retencién, area y relacién sefial /ruido. A través de esta relacidon se establecio el
limite de deteccién estimado. Posteriormente se preparon estandares a
concentraciones diluidas para corroborar la relacion y definir las concentraciones

de trabajo.

6.1.2.- Limite del método (LOD y LOQ): El Limite de deteccién (LOD)

corresponde a la concentracion minima de un compuesto que puede ser
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detectada en una matriz, la cual es tratada siguiendo todas las etapas del método

completo, incluyendo separaciones y pretratamientos.

EL Limite de Cuantificacion (LOQ) corresponde a la concentracion minima de un
compuesto que puede ser cuantificada en una matriz, la cual es tratada siguiendo
todas las etapas del método completo, incluyendo separaciones Yy
pretratamientos. Esta minima concentracion produce una sefial cuantificable a un
nivel de confianza definido. Se determind la media aritmética, desviacion

estandar, coeficiente de variacion CV.

Se calcula segun formula los limites:
LOD =3,29 x DS (ecuacion N°1)
LOQ =10 x DS

La concentracion de LOQ debe ser precisa, por lo que al evaluar los fortificados,
se acepta si el coeficiente de variacion obtenido es menor al coeficiente de

variacion de Horwitz para condiciones de reproducibilidad intralaboratorio.
La ecuacion del coeficiente de variacion esta dada por:

DS )
CV = 5 (ecuacion N°2)

Donde:
DS: Desviacion estandar de las lecturas

x: Promedio de la totalidad de las lecturas
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La ecuacion de Horwitz esta definida como:

CVy, = 2(1705%108C) (ocyqacion N°3)
Donde:
CVh: Coeficiente de variacion de Horwitz

C: Concentracion del analito expresado en potencia de 10 (ver tabla N°3 Anexo

B)

Para evaluar la concentracion utilizada en los fortificados se utilizé la prueba de

conformidad R segun criterio AOAC.

X b »
= — (ecuaciéon N24)

R=——————
LDMCalculado S

Prueba de conformidad: Si 4 < R < 10, la concentracion utilizada es la adecuada.

6.1.3.- Linealidad: Representacion grafica bidimensional, que muestra la

variacion de la sefial analitica con la concentracion del analito.

Se realiz0 una evaluacion de la curva de calibracion global (construida con
valores promedio de 3 curvas) con una evaluacion estadistica usando la prueba

t-student con la siguiente formula de correlacion lineal significativa:

=D

(ecuacinon N25)
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Donde:

tr: valor estimado de t-Student obtenido para el coeficiente de correlacion
[r| = Valor absoluto del coeficiente de correlacion

n — 2 = Numero de grados de libertad

r2 = Valor del coeficiente de determinacion

6.1.4.- Test de Mandel: Esta basada en la comparacién entre el modelo de

calibracion lineal y un modelo alternativo (modelo cuadratico).
El test de Mandel se realizé en Excel y se evalud el resultado de probabilidad.

Usando el modelo estadistico de las desviaciones estandar residuales de los dos
tipos de funciones y las diferencias entre sus varianzas se calculan con la

siguiente ecuacion:
DS? = (N = 2)S¢; — (N — 3)S, (ecuacién N26)
Donde:
DS? = Varianza
N = Numero de curvas de calibracion
S?v1 = Desviacién estandar residual de la ecuacion lineal

S?y2 = Desviacion estandar residual de la ecuacion polinomial.
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6.2. — Precision

La precision podra establecerse en términos de repetibilidad y precision
intermedia. El grado de precisibn se expresa habitualmente en términos de
imprecision se calcula como desviacion estandar de los resultados (Manual

Codex Alimentarius 18°Ed).

6.2.1.- Repetibilidad: Es la precisién bajo las condiciones de repetibilidad, es
decir, condiciones donde los resultados de andlisis independientes se obtienen
con el mismo método en items de andlisis idénticos en el mismo laboratorio por
el mismo operador utilizando el mismo equipamiento dentro de intervalos cortos

de tiempo (Guia técnica validacién de métodos — ISP 2010).

6.2.2.- Precision intermedia: expresa la variacion dentro de un mismo
laboratorio. Al menos una de las siguientes condiciones es diferente: analista,
instrumento, dia, con la misma muestra homogénea. (Guia técnica validacion de

meétodos — ISP 2010).

El criterio de aceptabilidad para la evaluacién de la precision se realizé de
acuerdo a la evaluacion del coeficiente de variacion de Horwitz (Ver ecuacion

n°3).
En donde para repetibilidad se cumple si CV < %CVh

Para precision intermedia se cumple si CV < %CVh
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6.3.- Veracidad

6.3.1.- Recuperacion: La exactitud se expres6 como el porcentaje de
recuperacion en la valoracién de una cantidad conocida de analito, la que se

afiadi6 sobre la muestra de agua.

El porcentaje de recuperacion se calcula de acuerdo a lo siguiente:

%R = [%]*100 (ecuacién N°7)
Donde:
%R = porcentaje de recuperacion de cada muestra.
Cm = es la concentracion medida del analito en la muestra fortificada.

C0 = es la concentracion presente en un blanco matriz.

Ca = es la concentracion equivalente al valor tedrico adicionado a la muestra.

Cada uno de los niveles de concentracion analizados debera cumplir con lo

siguiente: tcale < terit

L (100 — %R)
calc — (S « \/ﬁ)

(ecuacion N°8)

Donde:

tcalc = t observado o calculado.
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R = Recuperacion.

S = Desviacion estandar de las lecturas del porcentaje de recuperacion.

n = N° de lecturas o valores observados.
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7.- RESULTADOS

7.1.- Solventes

Como se describié en (5.1) se opt6 por usar n-Hexano en vez de n-Heptano. Para
ver diferencias entre ambos solventes se us6 una muestra de bebida con analito
para la comparacion usando los siguientes parametros cromatogréficos; una fase
movil con concentracion de 80/20 metanol/agua, flujo 1,0 mL/min, una longitud
de onda de 314 nm y columna a temperatura ambiente. A continuacién, vemos

los resultados obtenidos en la tabla N°6:

Tabla N°6: Comparacion de resultados en el uso de distintos solventes

Analito Area (mAU) Tiempo de retencién
(min)

Ciclamato con n-| 3766 5,4

Heptano

Ciclamato con n-| 3920 5,4

Hexano

7.2.- Cambio de fase movil

Se mencionod en (5.2) que se realiz6 un cambio respecto a la fase movil que exige
la norma (Metanol 80%/ Agua 20 %) a Acetonitrilo 70% / Agua 30%. Para aquello
se compararon dos estandares de ciclamato con una concentracién de 100 mg/L
y se verificaron las propiedades de cada cromatograma obtenido. En la tabla N°7
podemos ver las distintas condiciones cromatograficas usadas para cada fase

movil.
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Tabla N°7: Condiciones cromatograficas utilizadas.

Parametros Condiciones (método Condiciones (segun EN
modificado) 12857)
Modo de Fase reversa Fase reversa
separacioén
Fase movil Acetonitrilo (70%) y Agua Metanol (80) y Agua (30%) en
(30%) en modo isocratico modo isocratico
Flujo 1 mL/min 1 mL/min
Volumen de 20 20
inyeccion (uL)
Deteccion 314 nm 314 nm
(longitud de onda)
Temperatura 40 40
horno columna
(°C)
Temperatura 5 5

muestras ( °C)

En las Figuras N°2 y Figura N°3 podemos comparar las diferencias de los

cromatogramas usando fases moviles distintas.
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Figura N°2: Cromatograma de una solucion estandar de 100 mg/L utilizando

MeOH y Agua (80:20)
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Figura N°3: Cromatograma usando un estandar de 100 mg/L en fase movil de

MeCN y agua (70:30)
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En la tabla N°8 podemos ver las propiedades de cada pico cromatografico

obtenido con las distintas fases moviles usadas.

Tabla N°8: Propiedades de picos cromatograficos usando distintas fases moviles

Concentracion ) Tiempo de
Area (AU) Altura (AU)
(mg/mL) retencion (min)
100 (MeHO/H20) 1015 11800 4,7
100 (MeCN/H20) 8769 33409 7,9

7.3.- Preparacion curva de trabajo siguiendo método del estdndar EN 12857

En 5.3 se describid un cambio en la preparacion de la curva de trabajo, a

continuacion, se realizé una curva de trabajo siguiendo lo que dice la norma EN

12857, en donde cada punto de la curva de trabajo fue derivatizada por separado.

Se realizaron 3 repeticiones en distintos dias como se vera en la tabla N°9:

Tabla N°9: Curva de trabajo segun norma EN 12857.

e | Goncentacion | Area 1| drea 2 | Area 5| rea || cvs
1 50 4021 3868 4073 3987 107 2,7
2 100 7676 8220 8303 8066 341 14,2
3 150 12225 (12414 |12979 |12539 392 3,1
4 200 16676 (16840 (16449 |[16655 196 (1,8
5 300 25645 |25769 24549 25321 671 2,7
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Las comparaciones entre los distintos métodos usados se veran en el Anexo C.

7.4.- Concentracion de cloro activo en solucion de hipoclorito de sodio

comercial
Para esto se siguio el protocolo presente en Anexo A:

Vt* N(Na,S,03) * mEq Cl,
k

0 P — 1
% Cl, activo Sl Fd 00
Se utilizaron 25,6 mL total en la titulacion, por tanto:
) 25,6 mL * (0,0940 N) * 0,0355
% Cl, activo = * 100

8 mL x 0,25
% Cl, activo = 4,3%

Asi se tiene que la solucion comercial de hipoclorito de sodio tiene un 4,3% de

cloro activo.

7.5.- Validacion de la metodologia analitica

7.5.1.- Limites y linealidad (Limite Instrumental)

Para evaluar la respuesta instrumental se prepar6é un estandar de concentracion

de 200 mg/L acido ciclamico.

La figura N°4 nos muestra un pico definido con las siguientes propiedades

resumidas en la tabla N°10.
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Figura N°4: Cromatograma del estandar de 200 mg/L
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Tabla N°10 Propiedades cromatograma de Figura N°4

Analito Tiempo Area Altura Sefial/ruido Concentracion
de (mAU*min) [ (mAU) (mg/L)
retencién
(min)
N, N -
7,9730 | 17,702 | 66,843 38,171 195,7
Diclociclohexilamina

7.5.2.- Limite instrumental del método (LDM)

Para determinar el limite de deteccion (LOD) se midieron de forma independiente
10 muestras de bebida fortificada con concentracion equivalente a la mitad de
concentracion del primer punto de la curva (25 mg/L) y para el limite de

cuantificacion (LOD) la concentracion utilizada fue la equivalente al primer punto
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de la curva (50 mg/L). En condiciones de reproducibilidad (en dos dias distintos).
Los valores obtenidos en cada ensayo fueron resumidos en la tabla N°11 para

LOD y en la tabla N°12 para LOQ:

Tabla N°11 Limite de deteccion (LOD) fortificado de 25 mg/L

Ensayo Sefal Valor
/Ruido | Obtenido

1 6,0 30,5
2 6,9 26,7
3 5,3 22,8
4 6,6 28,4
5 5,3 21,4
6 6,3 26,5
Media 26,0
SD (mg/L) a4
CV% 13,1
%Recupprom 104

Tabla N°12 Limite de cuantificacion (LOQ) fortificado de 50 mg/L

Ensayo Seﬁal Valo_r
/Ruido | Obtenido
1 13,4 48,0
2 12,0 48,6
3 14,5 54,7
4 12,9 52,1
5 11,9 48,1
6 10,5 49,7
7 20,3 52,0
8 12,7 54,9
9 14,2 49,7
10 16,0 49,2
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Media 50,7
DS (mg/L) 2,6
CV% 5,1
CVn% 8,9

Asi, a partir de las desviaciones estandar (DS) de las tablas anteriores y la

ecuacion N°1, tenemos que:

.. . mg

Limite de detecciéon = 3,29 x 3,4 = 11,2 7
.. i ., mg
Limite de cuantificacion = 10,0 x 2,6 = 25, 8T

La concentracién de LOQ debe ser precisa, y como indica el pardmetro de
validacion, se acepta si CV% < CVh%. A partir de las ecuaciones N°2 y 3 tenemos

que:

)

50,7

CV% = * 100 = 5,1

CVh% — 2(1—0.5*10g0,000050) =89
C =50 mg/L 6 50 ppm = 5,0x10*

Por tanto, se cumple que CV < CVh

Ademas, para evaluar si la concentracion de los fortificados en el limite de
cuantificacion es adecuada se utilizo la ecuacién de la prueba de conformidad R

descrita en la ecuaciéon N°4:
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En donde si: 4<R<10 se cumple que la concentracion utilizada en LOQ es

adecuada.

7.5.3.- Linealidad

Se prepararon curvas de calibracion para evaluar la concentracién de ciclamato
de sodio en bebida no alcohdlica (ver Tabla N°13). Cada curva se preparé con
una serie de soluciones patrones o estdndares acuosas de acido ciclamico de 5

niveles y posterior derivatizacion, con concentraciones entre 50 - 300 mg/L.

50,7

R=300x26"

6,6

Tabla N°13: Curvas de calibracion realizadas

Curva de Fecha Pendiente | Coeficiente(r)
Calibracion
1 30-01-2020 0,0951 0,9992
2 05-02-2020 0,0942 0,9991
3 12-02-2020 0,0957 0,9994
4 19-02-2020 0,0913 0,9999
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Tabla N°14: Valores obtenidos en cada curva y areas promedio.

Nivel | Concentracién Area 1 Area 2 Area 3 Area 4 Area DS | CV%
(mg/L) (mAU) (mAU) (mAU) (mAU) Promedio
1 50 3381 4178 | 4480 | 4096 4034 | 465 | 12
2 100 8769 8686 | 9003 | 8720 8795 |143| 1,6
3 150 12901 | 13316 | 13747 | 13213 | 13294 (350 | 2,6
4 200 17675 | 17702 | 18587 | 17747 | 17928 [ 441 | 2,5
5 300 27557 | 27803 | 28710 | 26963 | 27758 | 726 | 2,6

En el grafico N°1 podemos ver las 4 curvas superpuestas entre si, mientras que

en el grafico N°2 podemos ver la linealidad promedio en base a los valores de

abscisas y ordenadas promedio de las 4 curvas de la tabla N°14.

Grafico N°1: Curvas de calibracion realizadas
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Gréafico N°2: Curva de calibracion realizada con valores promedios

Curva de calibraciéon promedio
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A partir de los valores obtenidos de la curva (Gréafico N°2 y N°1) se realiz6 una

evaluacion estadistica usando la prueba t-Student como indicador de modelo

lineal a partir de la ecuacion N°3:
Coeficiente de relacion (r) = 0,9998
Coeficiente de determinacion (r?) = 0,9997
Numero de niveles =5

Grado de libertad = 4

o 0,9998|/(3)
T J(1-09997)

99,980
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teri (a=0,05m=1) = DIST.t.INV = 3,182
Asi:
Hipodtesis nula Ho: No existe correlacion entre X e Y
Hipotesis alternativa Hi: existe correlacion entre X e Y

Como tr > teri sSe rechaza hipétesis nula siendo la correlacién lineal significativa

con la probabilidad calculada.
7.5.3.1.- Test de Mandel

El test de Mandel se determiné usando un modelo estadistico de las desviaciones
estandar residuales. La base del modelo es comparar entre un modelo lineal y

un modelo alternativo (modelo cuadratico).

Los célculos y resultados a partir de la ecuacion N°4 se realizan en una planilla
Excel de control interno del laboratorio, en donde se evallGa el resultado de

probabilidad donde:

Hipotesis nula Ho: El modelo lineal es adecuado para describir los datos de

calibracion.

Hipotesis alternativa Hi: EI modelo lineal no es adecuado para describir los

datos de calibracion.

La probabilidad (p) dada a partir de la ecuacion N°4 debe ser > 0,05 para que Ho

sea verdadero, entonces el valor de p calculado es:
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p = 0,27 > 0,050

No se rechaza hipétesis nula Ho

Se concluye entonces que el modelo lineal es razonable o adecuado.

7.5.4.- Precisioén

7.5.4.1.- Repetibilidad

Para determinar la repetibilidad se midieron de forma independiente 10 muestras
de bebida no alcohdlica con ciclamato de sodio como ingrediente declarado, cuya
concentracion se encuentra dentro del rango de linealidad (180 mg/L) expresados

en la tabla N°15:

Tabla N°15: Valores del analito declarado obtenidos en la matriz.

Ensayo Fecha Valor obtenido (mg/L)
1 30-01-2020 188,5
2 30-01-2020 183,4
3 30-01-2020 175,9
4 30-01-2020 181,3
5 30-01-2020 175,4
6 30-01-2020 179,2
7 30-01-2020 180,2
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8 30-01-2020 177,8

9 30-01-2020 190,4

10 30-01-2020 180,9

A partir de los datos anteriores se evaluaron los siguientes parametros:
Promedio: 181,3 mg/L

DS: 5,0

n: 10

Para CV% y CVh% aplicando las ecuaciones N°2 y 3 tenemos que:

C =1,8x10*

)

181,3

CV% = * 100 = 2,7

CVh% — 2(1—0.5*log0,0000180) =73

CVi%
2=

3,7

Para la repetibilidad del método se acepta, ya que CVi% < % CVn%, para

condiciones de repetibilidad intralaboratorio en la concentracion analizada.

47



7.5.4.2.- Precision intermedia

Para determinar la precision intermedia se midieron de forma independiente 12
muestras fortificadas de bebida con concentracion dentro del rango de linealidad

(150 mg/L), realizadas en dos dias como se describe en la tabla N°16:

Tabla N°16: Ensayos realizados en matriz fortificada en dias distintos

Ensayo Fecha Valor obtenido (mg/L)
1 05-02-2020 144,9
2 05-02-2020 154,2
3 05-02-2020 141,2
4 05-02-2020 155,6
5 05-02-2020 135,7
6 05-02-2020 1455
7 18-02-2020 157,0
8 18-02-2020 151,3
9 18-02-2020 147,3
10 18-02-2020 147,1
11 18-02-2020 1455
12 18-02-2020 145,2

A partir de los datos anteriores se evaluaron los siguientes parametros:
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Promedio: 147,6

DS: 6,1

n:12

Para CV% y CVh% aplicando las ecuaciones N°2 y 3 tenemos que:

C =1,5x10*

)

147,6

CV% = * 100 = 4,2

th% — 2(1—0.5*log0,0000150) =75

5. CVa%
* =
3

50

Para la precision se acepta el método, ya que CV < ECVh para las condiciones de

reproducibilidad intralaboratorio, en la concentracion analizada.

7.5.5.- Veracidad
7.5.5.1.- Recuperacion

Para determinar el porcentaje de recuperacibn se midieron de forma

independiente 6 muestras fortificadas a nivel bajo (50 mg/L) en una muestra de
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bebida que contenia el analito de interés en dos dias distintos. Se evaluaron 12
muestras fortificadas en bebida sin analito a una concentracion media (150 mg/L).
Ademas, se evalué la recuperacion a un nivel alto (280 mg/L), donde se midieron

de forma independiente 5 muestras de bebida fortificada sin el analito.
7.5.5.2.- Recuperacion con fortificado de 50 mg/L y matriz con el analito

En la tabla N°17 se resumen los ensayos realizados y el porcentaje de

recuperacion:

Tabla N°17: Bebida con analito + fortificado 50 mg/L

Conc.
Conc. Concentracion
Adicionada Recuperacion
Ensayo Fecha Muestra final muestra
muestra %
blanco (mg/L) (mg/L)
(mg/L)
1 20-02-2020 50,0 180,0 236,1 112,1
2 20-02-2020 50,0 180,0 230,7 101,5
3 20-02-2020 50,0 180,0 228,3 96,7
4 24-02-2020 50,0 180,0 232,8 105,6
5 24-02-2020 50,0 180,0 235,0 110,0
6 24-02-2020 50,0 180,0 221.8 83,6
%R Promedio: 101,6 n: 6
DS: 5,2 Vn =25
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En el caso de la recuperacion este debe estar en el rango establecido por la

AOAC (Anexo B, Tabla N°1), para la concentracion de 50, 150 y 250 mg/L.

A partir de la ecuacion N°7 tomando solo los ensayos 1, 2 'y 3 como ejemplos de

calculo:

[(236,1 — 180,0)]
Ry = 0 * 100 = 112,1%

(230,7 — 180,0)
R, = 0 *100 = 101,5%

[(228,3 — 180,0)
3 =

— 0
=0 l * 100 = 96,7%

Segun la tabla de referencia de la AOAC para una concentracién de 100 ppm

(Anexo B, Tabla N°1).
Por tanto, se cumple lo establecido por la AOAC.

Cada uno de los niveles de concentracion analizados debe cumplir con lo

siguiente tcaic < terit
A partir de la ecuacion N°8 procedemos a averiguar tcaic

_(00-1016) _
calc — (5’2 *\/g) — Y
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Para obtener tcit Se consideran los grados de libertad (v) y el porcentaje de
seguridad deseado (1 — a) para un error a de 0,05, es decir con un 95% de

confianza. Para ello se utliz6 la funcion DIST.t.INV en Excel.
tcrit (a=0,05;n—1) = DIST.t.INV = 2,57

Por tanto, a partir de los valores anteriores se tiene que tcalc < terit. Se acepta los

resultados obtenidos en los intervalos de recuperacion.

7.5.5.3.- Recuperacion con fortificado de 150 mg/L y matriz blanco

En la tabla N°18 se resumen los ensayos realizados junto a los porcentajes de

recuperacion obtenidos.

Tabla N°18 Bebida matriz blanco sin analito + fortificado 150 mg/L

Ensayo Fecha Conc. Conc. Concentracion | Recuperacién
Adicionada Muestra final muestra %
muestra blanco (mg/L) (mg/L)
(mg/L)
1 05-02-2020 150 N/D 144.9 96,6
2 05-02-2020 150 N/D 154,2 102,8
3 05-02-2020 150 N/D 141,2 94,1
4 05-02-2020 150 N/D 155,6 103,7
5 05-02-2020 150 N/D 135,7 90,5
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6 05-02-2020 150 N/D 1455 97,0
7 18-02-2020 150 N/D 157,0 104,7
8 18-02-2020 150 N/D 151,3 100,9
9 18-02-2020 150 N/D 147,3 98,2
10 18-02-2020 150 N/D 147,1 98,0
11 18-02-2020 150 N/D 1455 97,0
12 18-02-2020 150 N/D 145,2 96,8

%R Promedio: 98,4 n: 12

DS: 6,1 Vn =35

Asi como en 7.5.8.1 se aplica la ecuacién N°7 en todos los ensayos dando los

% Recuperacion correspondientes a cada uno.
A partir de la ecuacion N°8 procedemos a averiguar tcarc

. _(00-984
calc (6,1*\/ﬁ) )

Para tcrit siguiendo lo detallado en 6.4.1.1:
tcrit (a=0,05;n—1) == DIST t.INV = 2,20

Se cumple lo establecido segun el criterio de la AOAC (Anexo B, Tabla N°2)
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Por tanto, a partir de los valores anteriores se tiene que tcalc < tcrit. Se acepta los

resultados obtenidos en los intervalos de recuperacion.

7.5.5.4.- Recuperacion con fortificado de 280 mg/L y matriz blanco

Se realizacion 5 ensayos a la concentracion mencionada y con sus porcentajes

de recuperacion correspondiente, lo anterior resumido en la tabla N°19.

Tabla N°19: Bebida matriz blanco sin analito + fortificado 280 mg/L

Ensayo Fecha Conc. Conc. Concentracion | Recuperacion
Adicionada Muestra final muestra %
muestra blanco (mg/L) (mg/L)
(mg/L)
1 19-02-2020 280 N/D 270,4 96,6
2 19-02-2020 280 N/D 265,2 94,7
3 19-02-2020 280 N/D 2729 97,5
4 19-02-2020 280 N/D 267,1 95,4
5 19-02-2020 280 N/D 2594 92,7
%R Promedio: 95,4 n:5
DS: 5,2 Vn =22
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Asi como en 7.5.8.2 se aplica la ecuacién N°7 en todos los ensayos dando los %

Recuperacion correspondientes a cada uno expresado en la tabla.
A partir de la ecuacion N°6 procedemos a averiguar tcarc

_(100-954)
calc (5’1 B \/g) ’

Para tcrit siguiendo lo detallado en 5.4.1.1:
tcrit (a=0’05;n_1) = DIST tINV = 2,78
Se cumple lo establecido segun el criterio de la AOAC (Anexo B, Tabla N°1)

Por tanto, a partir de los valores anteriores se tiene que tcalc < tcrit. Se acepta los

resultados obtenidos en los intervalos de recuperacion.
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8.- DISCUSION

El presente trabajo tuvo como objetivo la optimizacién y validacion de un método
HPLC-UV para la determinacion de ciclamato en bebidas no alcohdlicas,

habiéndose adoptado un procedimiento basado en la norma EN 12857.

La decision de utilizar este método se basé fundamentalmente por ser una
técnica de facil aplicacion y la disponibilidad del equipo HPLC en el Laboratorio

Salud Ambiental de la Seremi de Salud del Bio-Bio.

Si bien en el presente trabajo el método fue validado en una matriz de bebida, el
procedimiento de derivatizacion del ciclamato es un procedimiento “universal’

gue se puede aplicar a cualquier tipo de matriz 0 muestra homogeneizada.

Asi, lanorma EN:12857 es aplicable a productos alimenticios mas complejos, por

ejemplo, chocolates, gelatinas, entre otros.

8.1.- Solvente

El laboratorio de la Seremi de Salud Bio-Bio si contaba con n-Hexano de calidad
HPLC y en mucha mayor cantidad, por lo cual, elegimos este solvente en la
cuantificacion del analito, al no tener mayores diferencias fisicoquimicas respecto

al n-Heptano, a excepcion importarte de la viscosidad.

56



No se observé una diferencia significativa en las muestras de prueba ni tampoco
en los tiempos de retencion (ver resultados en Tabla N°6), pero si se observo una
ligera mejora en la definicion de los picos y areas obtenidos al usar n-Hexano por
sobre n-Heptano. Por tanto, el uso de n-Hexano es adecuado para la

cuantificacion de ciclamato de sodio.

8.2.- Composicion de la fase movil

El uso de Acetonitrilo, en vez de Metanol como recomiendo la norma EN 12857,
se debe a que se obtuvieron picos mas definidos y con menos ruido base como

se vio en los cromatogramas obtenidos que corresponden a la figura N°2 y N°3.

Otras publicaciones se refieren al uso de acetonitrilo en lugar de metanol (Dong
F., Li Z., Zhou G., Jiang J — 2010) y (Zheng L., Li L., Yyuan A., Li Y — 2006). Sin
embargo, se ha informado que no existen diferencias apreciables en el uso de
uno u otro solvente organico. Aca encontramos diferencias en una mayor
absorbancia del analito el cual es méas definido con mayor area y altura como se
resume en la Tabla N°8 en resultados, pero con un tiempo de retencién mayor
debido a la naturaleza del acetonitrilo (mas apolar) y menor viscosidad. El tiempo
de retencidon mayor se puede deber a que el MeCN tiene un mayor pH respecto
al MeOH, el cual interactia también con un analito con un pH de similares
caracteristicas. Sin embargo, la ganancia en sensibilidad usando Acetonitrilo es

notoria.
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8.3.- Preparacién de soluciones patron de ciclamato de sodio siguiendo

Norma EN 12857

Este procedimiento se realizé segun lo indica la norma EN 12857, en donde a
partir de la solucion madre (4.4.5) se prepararon disoluciones a las
concentraciones de los distintos niveles de la curva de calibrado (50, 100, 150,
200 y 300 mg/L). A continuacion, se derivatizd6 cada una de las disoluciones
preparadas correspondiente a la curva de calibracion siguiendo el proceso de

derivatizacién en (4.5). Este procedimiento se realizd por triplicado.

Luego estas fueron cuantificadas en el HPLC siguiendo las condiciones

cromatograficas modificadas ya establecidas para este trabajo.

Los resultados obtenidos en (7.3) muestran una variacion aceptable menor al 5%
en los triplicados de cada punto de la curva. El cual, luego es comparado con la
curva optimizada utilizada en la cuantificacion (7.5.3). Ambas curvas son

comparadas mas detalladamente en el Anexo C.

8.4.- Preparacién de soluciones patron de ciclamato de sodio siguiendo el

el método optimizado

Este procedimiento consistio en una derivatizacion directa de un volumen dado
de la solucion patron stock (indicado ya en Materiales y Métodos), y la posterior
realizacion de las diluciones apropiadas a los puntos de la curva de calibracion a

partir de la solucidon derivatizada. Este cambio permitié reducir los tiempos de
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ejecucion de manera empirica asociado a la derivatizacion de cada una de las
cinco soluciones recomendada por la norma, ya que resulté en la realizacion de

una Unica derivatizacion.

Este procedimiento fue adoptado solo después de que sus resultados fueran
comparados con los determinados por el procedimiento indicado en la norma.
Para ello, se llevaron a cabo tres ensayos de acuerdo con los dos procedimientos

para un rango de trabajo dado, utilizando la misma solucion del estandar madre.

Los resultados obtenidos en (7.4.3) permitieron concluir que la realizacion del
nuevo proceso es equivalente (Ver Anexo C). Este hallazgo se justificé por el
hecho de que hubo un solapamiento de las curvas de calibracion obtenidas, y por
qué los valores obtenidos de la curva optimizada del nuevo procedimiento se
encuentran dentro de los limites de las desviaciones estandar de la curva del

procedimiento descrito en la norma.

La adopcion de este nuevo procedimiento para la preparacion de soluciones
estdndar ha permitido no solo validar un rango de trabajo y su curva de
calibracion, sino también ahorrar tiempo de ejecucion, reactivos de forma
significativa y reducir el error asociado a la realizacion de derivatizaciones
continuas en cada uno de los puntos de la curva (error relativo de volumen en

distintos matraces, micropipetas, etc.).
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8.5.- Concentracion de hipoclorito de sodio

Se evalud la cantidad de cloro activo presente en la solucion de hipoclorito
comercial por yodometria, la cual, luego de realizar los procedimientos del Anexo
A, tenemos que el cloro activo presente corresponde a 4.3% (ver 7.4). Este

resultado esta dentro del rango declarado por el fabricante (4 — 5%).

Se evalu6 verificar si existia alguna diferencia notoria respecto al uso de
hipoclorito de sodio distinta a la concentracion inicial de 1,7% de cloro activo

como indica la norma EN 12857.

Se prepararon soluciones de hipoclorito de sodio (siguiendo los pasos en 4.4.3)
a concentraciones de 1,7%, 3,5% y 4,3% de cloro activo. Este ultimo valor de
concentracion corresponde al calculado que viene en la solucion comercial sin
diluir y, luego, usados en matriz de bebida con analito posterior a la derivatizacion

de cada una de las concentraciones de cloro activo mencionadas.

A continuacion, las soluciones preparadas fueron inyectados al HPLC siguiendo
las mismas condiciones cromatograficas de la tabla N°3, a excepcion de la fase

movil que fue MeOH/Agua en proporcién 80/20.
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Tabla N°20: Inyeccion de matriz con analito usando distintas concentraciones de

hipoclorito de sodio

Analito + % cloro | Tiempo Area (MAU*min) | Altura (mAU)
activo retencion (min)

Ciclamato 1,7% | 5,360 4547 20517
Ciclamato 3,5% | 5,373 4321 18922
Ciclamato 4,3% | 5,380 4091 18106

Podemos concluir de la tabla N°20 que no existe diferencia significativa en el
tiempo de retencion, pero si una mayor altura y definicion del pico usando una

concentracion de 1,7% como sugiere el estdndar EN 12857.
8.6.- Linealidad

La elaboracion de la curva de calibracion consisti6 en 5 niveles de
concentraciones, los que fluctuaron entre 50 y 300 mg/L para el &cido
ciclohexilsulfamico. La cuantificacion de este edulcorante no cal6rico fue
realizada por medio de analisis de regresion del area del pico obtenido frente a

la concentracion del analito.

Los coeficientes de correlacion ry r? fueron de 0,9998 y 0,9997 respectivamente.
Autores anteriores plantean que para que el método se considere lineal, el

coeficiente de correlacion debe ser mayor a 0,999, por lo que se concluye que el
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sistema cumple con los requisitos de linealidad dentro del rango de trabajo, esto
quiere decir que existe proporcionalidad entre la concentracion de analito y su

respuesta (Diaz y Fernandez, 2002).

Con el objetivo de verificar que el modelo lineal utilizado es el adecuado se realizo
otra hipotesis nula Ho en base al Test de Mandel, el cual es un modelo estadistico
de desviaciones estandar residuales. Para la probabilidad (p) debe ser mayor a

0,05 para que se cumpla la hipotesis nula Ho.

Con los resultados obtenidos en 7.5.3.1. se tiene que el valor de p calculado es

0,269. Por tanto, p > 0,050, por tanto, no se rechaza la hip6tesis nula Ho.

La metodologia propuesta a partir de la Norma Europa EN 12857 presenta un
factor de conversion de pesos moleculares de 1,1091 (ver 4.4.5), razén por la
cual las areas y concentraciones obtenidas en el cromatograma deben ser
multiplicadas por 1,1091, pudiéndose determinar concentraciones de ciclamato

de sodio entre un rango de 55,5 mg/L (LOQ) a 330,6 mg/L.

8.7.- Precision del método

La precision fue evaluada en términos de repetibilidad y precisién intermedia

intralaboratorio.
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8.7.1.- Repetibilidad

En el procedimiento de la determinacion del parametro de repetibilidad se evalué
el valor del coeficiente de variacion CV% en 10 mediciones a una concentracion

de 180 mg/L de &cido ciclohexilsulfamico.

El valor de CV% promedio arrojé un resultado de 2,7%, valor que es aceptado

por la AOAC (Anexo B Tabla N°1).

Ademas, el coeficiente de variacion promedio de las muestras debe ser menor a
% del coeficiente de variacion de Horwitz. Como vemos en resultados, esto se

cumple ya que ¥2 CVh = 3,66.

Por lo que se determina que el método es preciso y se acepta para condiciones

de repetibilidad intralaboratorio en la concentracion analizada.

8.7.2.- Precisiéon intermedia

Esta se realiz6 en dos dias distintos, con 6 repeticiones cada dia de muestras
fortificadas de concentracién 150 mg/L en una matriz blanco sin analito. El
coeficiente de variacién promedio (CV%) arrojé un resultado de 4,2%, por lo cual

es aceptado por la AOAC (Anexo B tabla N°1).

Ademas, el coeficiente de variacion promedio de las muestras debe ser menor a
2/3 del coeficiente de variacion de Horwitz. Como vemos en resultados, esto se

cumple ya que 2/3 CVh =5,017.
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Por lo que se determina que el método es preciso y se acepta para condiciones

de repetibilidad intralaboratorio en la concentracion analizada.

Durante los dos dias, hubo pequefias variaciones en la concentracion
determinada, estas ligeras diferencias pueden ser ocasionadas por errores en la
manipulacion de muestras estandares, principalmente el pipeteo y cantidad de
muestra extraida en la derivatizacion, por lo que se recomienda precaucion y

rigurosidad por parte del analista.

8.8.- Veracidad

La veracidad fue determinada por recuperacion, la cual determina el grado de
coincidencia entre el valor medio obtenido en una serie de resultados y un valor

de referencia aceptados (Guia técnica de validacién de métodos — ISP 2010).

8.8.1.- Recuperacién

La recuperacion permite ver el rendimiento de un método analitico en cuanto al
proceso de extraccion y la cantidad de analito existente en la muestra original,
por lo cual, la recuperacion esté intrinsicamente relacionada a las caracteristicas

de la matriz de la muestra.

Para determinar el porcentaje de recuperacion, se midieron de forma
independiente 6 muestras fortificadas a nivel bajo (50 mg/L) en una muestra de

bebida que contenia el analito de interés. Se evalué 12 muestras fortificadas de
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bebida matriz blanco a una concentraciéon media (150 mg/L). Ademas, se evalud
la recuperacion a un nivel alto (280 mg/L), donde se midieron de forma

independiente 5 muestras de bebida matriz blanco fortificada.

En estos procedimientos se evaluara la prueba t (tcal < teri).

En (7.5.5.2) el tcac = 0,74 Yy teri = 2,57

En (7.5.5.3) el teac = 0,92 y teri = 2,20

En (7.5.5.4) el teaic = 2,01 y teri = 2,78

Por tanto, los 3 procedimientos para evaluar el método cumplen con la prueba t,
siendo tcaic < teri, N0 hay diferencias estadisticamente significativas y por tanto no

€s necesaria ninguna correccion.

El criterio de aceptacion utilizado es en base al valor obtenido en el porcentaje
de recuperacion en cada uno de los 3 procedimientos se basan en la AOAC la
cual relaciona la concentracion del analito con el porcentaje de recuperacion.

(Anexo B, tabla N°2).

Para el rango de concentracién de 100 ppm la AOAC estableci6 porcentajes de
recuperacion de 90% - 107%, por lo que el método analitico desarrollado es
exacto, ya que el promedio de porcentajes de recuperacion en cada
procedimiento fue de 103,4%, 98,36% y 95,36% para 7.5.5.2, 7.5.5.3y 7.5.5.4

respectivamente.
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Se observa que al aumentar la concentracion de &cido ciclohexilsulfamico
disminuye el porcentaje de recuperacion, por tanto, tenemos que, a
concentraciones elevadas sobre 300 mg/L, como establece el método, se tendria
tendencia a presentar porcentajes de recuperacion inferiores al promedio

estimado.
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9.- CONCLUSION Y PROYECCIONES

Se desarrollé la metodologia analitica para la identificacion y cuantificacion de
ciclamato de sodio en bebidas no alcoholicas por medio de HPLC, siguiendo y
optimizando el método desarrollado por la UE bajo la norma EN 12857, la cual
describe como cuantificar ciclamato de sodio por HPLC en diferentes matrices

alimentarias.

La metodologia realizada cumple con los pardmetros de linealidad, precision (en
base a repetibilidad y precision intermedia) y veracidad (en base a recuperacion)
exigidos para ser implementado como un método analitico en el Laboratorio de
Salud Ambiental perteneciente a la Seremi de Salud Bio-Bio. Obteniendo
resultados confiables y reproducibles a lo largo del tiempo. Por lo que el método
y técnica se pueden emplear para el analisis de muestras de bebidas no

alcohdlicas como matriz alimentaria.

Se concluye que, se implement6 una nueva metodologia para la determinacion
de ciclamato de sodio como edulcorante que no existia anteriormente en el
Laboratorio de Salud Ambiental, siendo simple, especifico y econémico. Y que
sera util en la vigilancia de la concentracién de ciclamato de sodio de bebidas no
alcoholicas vendidas en la regién del Bio-Bio que cumplan con la cantidad
maximas declaradas en el envase, ademas de cumplir la cantidad maxima

permitida por el Reglamento Sanitario de Alimentos DTO 997/96 del MINSAL
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actualizado al afio 2021 que es de 250 mg/L, concentracion que esta dentro del

rango de cuantificacion utilizado.

Este nuevo método de deteccién de ciclamato implementado en el Laboratorio
de la Seremi de salud Bio-Bio servira como basé para su utilizacion en otras
matrices alimentarias que no sean bebidas no alcohdlicas en donde la utilizaciéon
de ciclamatos es comun, como son gelatinas, productos lacteos, golosinas, entre
otras. Permitiendo asi tener un control del uso de este edulcorante en un mayor

rango de alimentos y ver si se cumplen las concentraciones permitidas.
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10.- ANEXOS

Anexo A: Determinacién de cloro activo en hipoclorito de sodio

El método utilizado para la determinacion de la concentracién de cloro activo en
muestras de hipoclorito de sodio comercial es una titulacion de éxido-reduccion
indirecta: yodometria. En estas titulaciones se utiliza yoduro de potasio en exceso
como reactivo intermediario, quien reacciona con el analito para producir una
cantidad estequiométrica de yodo, el cual es titulado con una solucién patron
secundaria de tiosulfato de sodio. La reaccion cuantitativa del tiosulfato (S203%)
con el yodo es Unica, obteniéndose como producto tetrationato (S40e%) (Lide,

David R., ed. - 2006).
Procedimiento:

- Se traspasan 8 mL de hipoclorito de sodio comercial (4 -5% cloro activo)
a un matraz aforado de 100 mL. Aforar con agua ultrapura. A esta
solucién la llamaremos solucién 1.

- Preparar 1 mL de disolucion de almidén al 1%.

- Enun matraz Erlenmeyer de 250 mL se afiaden 2,0 g de Kls) y 50 mL de
agua ultrapura, a continuacion se agita para disolver completamente el
Kl, luego se afiaden 10 mL de acido acético glacial y agitar. Finalmente,

se afaden 25 mL de la soluciéon B. La solucidn final en el matraz
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Erlenmeyer se tornara de color marrén oscuro inmediatamente al afiadir
la solucidn 1. Asi esta solucion pasa a ser Solucion 2.

- Enuna probeta de 25 mL agregar tiosulfato de sodio (Na2S203) 0,1N y
luego valorar la solucién 2 hasta obtener color amarillo pato.

- Afadir 1 mL de la disolucion de almidon al 1% a la solucion titulada de
color amarillo pato. Esta cambia inmediatamente a color azul oscuro.

- Seguir titulando con tiosulfato de sodio hasta que la solucion sea incolora
(transparente).

- Anotar el Vi de tiosulfato gastado

Céalculos:

Vt+N(Na2S203)*meq Cl,
8 mLxFd

% Cl, activo = (ecuacién N°10)

Teniendo que:

Vt: Volumen total utilizado de tiosulfato

N (Na2S203): Normalidad tiosulfato = 0,0940

mEq Cl2= 0,0355

Fd: Factor de dilucion = 25/100 = 0,25

70



Anexo B: Criterios de aceptacion

Tabla N°1: Criterio de aceptacion de la AOAC para parametro de veracidad,

relacionando el porcentaje de recuperacion en funcién de la concentracion del

analito.
Analito % Radio analito Unidad Porcentaje de
recuperacion
100 1 100% 98-102
>=10 101 10% 98-102
>=1 10-2 1% 97-103
>=0.1 10-3 0.1% 95-105
0.01 104 100ppm 90-107
0.001 10-5 10ppm 80-110
0.0001 10-6 1ppm 80-110
0.00001 10-7 100ppb 80-110
0.000001 10-8 10ppb 60-115
0.0000001 10-9 1ppb 40-120

Tabla N°2: Criterios de aceptacién de la AOAC para parametro de precision en

funcién de la concentracion del analito

Analito % Radio analito Unidad C.V. (%)
100 1 100% 1.3
10 101 10% 2.8
1 10-2 1% 2.7
0.1 10-2 0.1% 3.7
0.01 10-4 100 ppm 53
0.001 10-5 10 ppm 7.3
0.0001 10-6 1 ppm 1
0.00001 10-7 100 ppb 15
0.000001 10-8 10 ppb 21
0.0000001 10-9 1 ppb 30
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Tabla N°3: Tabla de Horwitz

CONCENTRACION REPETIBILIDAD  REPRODUCIBILIDAD INTERNA
CV%r CVH%R

1 ppt 1/10% 1,00E-12

10/ 10%
100 ppt 100 /10* 1,00E-10 32,0 42,7
1 ppb 22,6 30,2
10ppb  10/10° 1,00E-08 16,0 21,3
100 ppb | 100/ 10° 11,3 15,1
1 ppm 1/10° 1,00E-06 8,00 10,7

° o

100 ppm 100/ 10° 1,00E-04 4,00 5,33

1000 ppm | 1000 / 10°| 1,00E-03

1% 1/ 10’ 1,00E-02 2,00 2,67

10/ 102
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ANEXO C: Comparacion de curvas de trabajo

Grafico N°1: Comparacion de curvas de trabajo con areas promedio
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Tabla N°1: Curva segun EN 12857 por triplicado

Concen. |Areal |Area2 |Area3 |Area DS CV%
(mg/L) Prom

50 4021 3868 4073 3987 107 2,7
100 7676 8220 8303 8066 341 4,2
150 12225 12414 12979 12539 392 3,1
200 16676 16840 16449 16655 196 1,8
300 25645 25769 24549 25321 671 2,7
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Tabla N°2: Curva método optimizado por triplicado

Concen. |Areal Area 2 Area 3 Area DS CV%
(mg/L) Prom

50 4178 4480 4096 4251 202 4.8
100 8686 9003 8720 8803 174 2,0
150 13316 13747 13213 | 13425 | 283 2,1
200 17702 18578 17747 | 18009 | 493 2,7
300 27803 28710 | 26963 |27825 | 874 3,1
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