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DETERMINACION DE CAFEINA ENBEBIDAS GASIFICADAS OSCURAS Y
DETERMINACION DE CASEINA EN LECHE. APLICACION DE LA
ESPECTROFOTOMETRIA DE SEGUNDA DERIVADA
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Abstract: It shows the use of 2 Darivative Spectrophotometry to determine caffeine concentration in kola drinks, the
direct determination is not possible due to the dark coloring, and the determination of caseln in milk, a turbid sample; using
for both standard addition method. The concentration of caffeine was 107ppm and 3% of casain.
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Resumen: Se muestra el uso de la Espectrofotometria de 2da derivada para determinar la concentracion de cafelna
an bebidas gasificadas oscuras, {la determinacion directa no es posible debido al color intenso de la muestra) vy la
determinacién de caseina en leche {muestra turbia), usando para ambos casos la técnica de adicién de patrén. La

concentracién de cafeina fue de 107ppm y la de caseina, 3%.
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INTRODUCCION

La espectroscopla de derivadas es una técni-
ca de medida espectrofotométrica que desde
su inicio a mediados de la década del 50,
cuando se usé para separar dos bandas de
absorcién con valores de longitud de onda muy
cercanos, se ha aplicado a casi todas las
areas de la espectroscoplia atémica vy
molecular, tanto en emision como absorcidn.
Debido a que permite una mejor resolucién
especiral, el método de las derivadas ha con-
tribuido a la soiucion de problemas de interfe-
rencia ® en la determinacion de trazas (“'y
de mezclas de sustancias 3.

Este trabajo se presenta basado en la tesis
para obtener el titulo de Quimico presentado
por la autora ),

PARTE EXPERIMENTAL

Las aplicaciones de la espectroscopia de deri-
vadas siguen las mismas pautas fundamenta-
les de la Espectroscopla de absorcion
moelecular en el UV-Visible, es decir, estéd suje-
ta a los efectos de los factores que afectan la
absorcion, tanto en los aspectos cualitativos
como cuantitativos en el analisis.

Reactivos y materiales

Se han empleado los necesarios y de uso co-
miin en el laboratorio.
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Instrumentos

Espectrofotémetro UV-Vis, UV- 1601
{SHIMADZU), Tokio-Japén), controlado por com-
putadora, que puede registrarde la 1raala 4ta
derivada.

Muestras y su Preparacion

Para el analisis, el espectro de 2da derivada
se aplica a sustancias que son altamente in-
terferidas por turbidez, por el color intenso de
la muestra ¢ por su baja congentracién . En
este caso, se realizé la determinacion de
cafeina en bebidas gasificadas oscuras {cuyo
color interfiere altamente), comprobando pre-
viamente la presencia de ésta en la muestra,
y la determinacién de caselna en la leche
{efecto de turbidez producido por la emulsién
de grasas)®, preparando estas muestras con-
venientemente.

Técnica

Como se conoce, el anaiisis cuantitativo es
la aplicacién de la ecuacion de Lambert-Beer:
A=abgc, la que permite la cuantificacién por
medio de la comparacion con patrones de con-
centracion definida, a través del grafico de
Absorbancia vs. Concentracién del patrén,
gue 56 preparan con una composicion seme-
jante a la muestra, que es la téchica normal
mas usual.



TABLA |. Determinacién de cafefna en bebida gasificada oscura- Técnica por
adicion de patrén

Muestra: Bebida gasificada oscura, dilucién 10: 100,
(10.0 mL contienen 1.0 mL de gaseosa )

Patron: Estandar de referencia de cafeina USP, Sigma \mex: 272.80
Solucién Patrén de Trabajo: 5 ppm

Fiola Solucién Patrén de Trabajo Concentracion | Amplitud
(50.0 mL) [muestra(ml) {(mL) patrén (ppm) (mm.)
+
fo solvente 0.00 0.00 blanco
t, 10.00 10.00 1.00 19.00
T 10.00 20.00 2.00 24.50
fy 10.00 30.00 3.00 30.50
fr 10.00 0.00 C,=2.20 13.50

Fig. 1 : Grafico de adicién de patrén
: (cafeina)

14

Amplitud (mm)

35 7

30 7

Concentracién (ppm)
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TABLA Il. Determinacién de caseina en leche fresca - técnica por adicion de

patrén
Muestra: Leche fresca, dilucion 10: 100
(1.0 mL. contienen 0,1 mL de leche )
Patron: Estandar de referencia de caseina, Merck )4 290,80
Solucidn Patrén de Trabajo: 1000 ppm
Fiola Solucién Patrén de Trabajo Concentracion | Amplitud
(100,0 mL) | muestra(mL) (mL) patrén (ppm) (mm,)
+
f solvente 0.00 0.00 blanco
f, 1.00 2,00 20,00 34,50
f 1.00 4,00 40,00 48,00
fa 1.00 6,00 60,00 60,50
f, 1.00 ' 0.00 C, =33 22,00

Fig. 2 : Grafico de adicién de patrén
(caseina)

TOOU

Amplitud (mm)

60.00
50.00
40.00

30.00

Z L.
C X 1e.00 |

! } | ) | | po ! | I I )

Concentracién (ppm}

-70.00 -60.00 -50,00 -40.00 -30.00 -20.00 -10.00 0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00
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FIG. B. ESPECTRO 2DA DERIVADA DEL PATRON DE CASE{NA (500 PPM)

:'m. Espectro de In 2da darivada
No. [“Léng. Da onda - ’
{rwm)
1 I00.20 =0.1568
2 280.80 =0.328
3 247.00 -=1.108
1.000
Espectro 2da derivada
-~ [\
-] .
-
s .
r /
-] o.000
-
n
H />
a T
T* 1
®
-1.000D AW
3
-2.000 .
IR00

2200

0.0 280.0 300G
Longltud de Onda (nm)

FIG. A. ESPECTRO 2DA DERIVADA DEL PATRGON DE CAFEINA (5PPM)
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Sin embargo, en esta aplicacion, considerando
la naturaleza de las musestras y sus caracteris-
‘ticas dificiles de reproducir, esta ecuacion se
aplica empleando la técnica de adicién de pa-
trén; que basicamente consiste en tomar
alicuotas iguales de muestra (4) y adicionarle a
3 de ellas diferentes concentraciones del analito.
L.uego se realizan los registros y medidas.

Latabla |y la Fig. 1 muestran en forma objetiva_

la técnica, asl como el valor C, correspondien-

310.0 .

te a la muestra de cafeina y la tabla Il y 1a Fig.2

y C, para la muestra de caselna.
Se debe mencionar que los valores de

- Absorbancia empleados, se han encontrado por

la técnica de la Linea Base, que se emplea
debido al fraccionamiento de la banda, por la

polaridad del espectro y sobre todo cuando la

banda no es simétrica.
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a) Determinacion de cafeina en bebida
gasificada oscura

Preparacion de muestras y patrones

Patron Base (concentraciéon 500 ppm). Pesar
0,050 g de estandar de referencia de cafeina
USP, Sigma y llevar a volumen con agua desti-
lada en fiola de 100mL.

Solucion Patron de trabajo (5 ppm ).- Solucidn
muestra. La bebida gasificada fue desgasificada
hasta absorbancia constante, con un equipo
de vacio (presion 40 psi) y un agitador magné-
tico. Tomar 10,0 mL de solucion muestra
desgasificada y llevar a volumen con agua des-
tilada en ficla de 100,0 mL. Para la solucién
muestra se tomaron 10,0 mL de esta solucion
y se llevd a volumen en ficla de 50,0 mL.

Registro de espectros y pardmetros, L.as mues-
tras en solucién, tal como se han preparado se
colocan en la celda de absorcion y se procede
al registro. En primer lugar, se registré el es-
pectro normal (orden cero) y después la 2da
derivada. Rango de 1902320 nm. ;Ade-2a
2; Al = 8y factor de escala = 130,

b) Determinacion de caseina en leche fresca
Preparacion de muestras y patrones

Patrén Base (concentracion 1000 ppm). Pesar
0,1g del estandar de referencia de caseina,
Merck, disolver con agitacion constante utili-
zando NaOH 0,025N y llevar a volumen en una
fiola de 100,0 mL. .

Solucién Muestra de Trabajo. Tomar 10,0 mL
de leche y disolver con NaOH 0,025N y llevar a
volumen en fiola de 100,0 mL. Para la solucién
muestra se tomd 1,0 mL de esta solucidn y se
llev6 a volumen en fiola de 100 mL con NaOH
0,025N.

Registro de espectros y pardmetros. Las mues-
tras en solucidn, tal come se han preparado,
se colocan en la celda de absorcién y se pro-
cede al registro. En primer lugar se registré el
espectro normal (orden cero) y después la 2da
derivada. Rangode 220a320nm.;Ade-2a
2; Al = 8 y factor de escala = 1300.

PRESENTACION DE DATOS Y GRAFICOS
OBTENIDOS

Los resultados y los gréficos obtenidos se
muestran en las Tablas | y Il y las figuras Ay
B muestran el espectro de 2da derivada de
los estandares de cafeina y caseina raspecti-
vamente.

76

Calculos

a) Determinacién de cafeina en Bebida
gasificada oscura: se realizé por triplicado.

Voal. de fiola Vol. Cx ppm
(mL) 50 muestra
1 2,2 =110 ppm

C, {del grafico)| Conc. de muestra

(ppm)
2,2 110
2,1 105
2.1 105

Prom. = 107 ppm

La muestra de bebida gasificada oscura tisne
107 ppm de cafeina.

Desviacion Estandar (5) :
d, =3,30
d, =170
d, =1,70
& =2,04

b) Determinacién de caseina en leche fresca :
sa realizé por triplicado.

Vol. fiola (mL) | Vol. muestra (mL) | G, ( ppm)

100 01 a3
100 mL x 34 =0,1 mL x ppm
= 33,000 ppm
=33¢g/L

En porcentaje (%) = 3,30 %

C, (del grafico) |Conc. de muestra ( %)

33 3,3
34 3,4
34 3,4

Promedio = 3,0%

.2 muestra de leche tiene 3,0% de caseina.
Desviacion Estandar (8) :

d, =007

d,=0,03

d,= 0,03

8 =0,06



RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el analisis cuanti-
tativo de la cafeina en bebida gasificada oscu-
ra de 107 ppm, asl como el de la caselha en
leche fresca de 3,0% por la técnica empleada,
permite apreciar los alcances de la 2da deriva-
da, aplicados a estos tipos de muestra. Aun-
que no se tiene una referencia para &l caso de
la cafeina en gaseosa oscura, para la caselna
en la lechs, el valor obtenido es del 3%, que es
lo gue contiene la lecha.

Estos analisis fueron realizados por triplicado
en cada caso, para asegurar que los resulta-
dos son aceptables y no presentan desviacio-
nes apreciables. La desviacién estandar para
la cafeina fue:

8=2,04 y para la caseina 6 = 0,08 '

Par otra parte, como se puede apreciar por los
graficos A | vs. Concentracion, en ambos casos
se observa uha linearidad que indica que los sis-
temas obedecen a la Ley de Lambert-Beer, lo
que refuarza la validez de los resultados.

CONCLUSIONES

1. En los andlisis de las muestras seleccio-
nadas, por las técnicas conocidas, se requiers
un tratamiento previo, que es largo y tedioso;

=

psto, como se aprecia, es simplificado por la
espectrofotometria de 2da derivada en la medi-
da de absorcion.

2. Porotro lado, no hay dificultad en la aplica-
cién de la Ley de Lambert - Beer, como se pue-
de observar, por la linearidad de los graficos A
vs Concentracién.
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