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1. FORMULACION DEL PROBLEMA

Desde finales del siglo XVII el consumo de ron ha aumentado notablemente
alrededor del mundo, su popularidad es tan evidente que se han debido
perfeccionar sus procesos de produccién y mantener un control de calidad del
mismo.

Teniendo en cuenta que un exceso de metales en las bebidas alcohdlicas
puede deteriorar el producto y traer potenciales riesgos para la salud del
consumidor, es necesario realizar un andlisis rutinario para controlar estas
variables en él; variables que al ser analizadas por la técnica de absorcion
atomica en llama son enmascaradas por algunas componentes inherentes a la
muestra las cuales pueden ser los carbohidratos, que al quemarse presentan
una falsa absorciobn al momento de la lectura, por esto se plantea si ¢Es
posible realizar una validacion para la determinacién de Hierro y Cobre en
muestras de ron de la Industria licorera de Caldas?



2. JUSTIFICACION

El ron es un licor obtenido a partir de la extraccion del jugo de cafia de azucar, el
cual se fermenta y posteriormente es llevado a destilacion para refinar y purificar el
fermentado y eliminar las impurezas; una vez terminado este proceso el producto
es llevado a barricas de roble para su afiejamiento.

En la Industria licorera de Caldas, el ron es elaborado con las aguas mas puras
ubicadas en las montafias cercanas y afejado 3, 5 y 8 afios en barriles de roble
colombiano a 2.500 metros sobre el nivel del mar, con un contenido alcohdlico de
40% en volumen [1]

La determinacién de Hierro y Cobre se realiza en muestras de ron ya que la
concentracion de metales en muchas bebidas alcohdlicas puede ser un parametro
tanto positivo como negativo. Elevadas cantidades de estos metales pueden
deteriorar la bebida y causar dafios en la salud del consumidor; moderadas
cantidades ayudan en la conservaciéon del producto y pueden ser ingeridas por el
consumidor como una materia esencial en la digestion. Por las anteriores razones
se comparo con los valores maximos permitidos por la Norma Técnica Colombiana
278 Version 2005 para metales en rones y por las normas establecidas dentro de
la misma industria las cuales son de 0 a 3 mg/L para Cuy de 0 a 8 mg/L para Fe.

Es importante determinar especificamente la presencia de estos metales por
varias razones:

El Hierro (Fe) es absorbido en el cuerpo con mayor rapidez que en las plantas y se
necesita, pues es parte esencial en la hemoglobina, es el agente colorante que le
da el color rojo a la sangre la cual transporta el oxigeno a través de nuestros
cuerpos, pero si bien es un importante suplemento para el organismo, un exceso
conduce a dos enfermedades: la hemosiderosis (exceso de deposito en el higado
y bazo) y hemocromatosis (exceso de Hierro en los tejidos corporales). [2]

En el ron, el hierro puede ser adquirido por tuberias galvanizadas presentes en el
proceso de produccion de la bebida alcohdlica, las cuales pueden liberar 6xidos de
este metal y contaminar el producto final.

El Cobre (Cu) en contacto prolongado con los seres humanos puede llegar a
producir gripe conocida como fiebre del metal, esta fiebre pasara después de dos
dias y es causado por una sobre sensibilidad; puede también irritar la nariz, boca y



ojos y causar dolor de cabeza, estomago, mareos, vomito y diarreas. Una toma
grande de cobre puede causar dafio al higado y los rifiones e incluso la muerte.

El cobre en el ambiente es facilmente liberado desde fuentes naturales como por
ejemplo volcanes, vegetacion en descomposicion e incendios forestales. Al no
degradarse en el medio ambiente puede ser facilmente adherido a particulas de
materia organica como por ejemplo azucares y etanol, en el caso especifico de las
bebidas alcohdlicas.

La técnica que se efectuard es la de espectroscopia de absorcion atémica por
llama, la cual puede detectar concentraciones muy pequefias de los elementos a
analizar; con los datos obtenidos por esta técnica se pretende validar el método
analitico por medio de un andlisis estadistico previamente planteado con el cual se
determinara exactitud, precision, limite de deteccion, cuantificacion, linealidad,
reproducibilidad, sensibilidad, desviacion estandar y porcentaje de recuperacion.
[3.4]

La validacion es el proceso documentado por el cual se verifica la veracidad de un
método y su adecuacidbn a unos determinados requisitos previamente
establecidos; un buen resultado de esta, trae consigo la mejora en la calidad del
método, optimizacion de procesos y reduccion de costos. [5]

Validar el método para el laboratorio de analisis de Aguas y Alimentos de la
Universidad Tecnoldgica de Pereira aporta beneficios como una mayor credibilidad
y confiabilidad en el servicio de calidad del mismo, ademas por medio del anélisis
que se realiza se busca verificar la calidad de los rones y aguardientes de la
Licorera de Caldas los cuales se acreditan por las NTC.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Validar las metodologias en el laboratorio de andlisis de Aguas y Alimentos
de la Universidad Tecnolégica de Pereira para la determinacion de Hierro y
Cobre en muestras de ron provenientes de la Industria Licorera de Caldas,
por medio de la técnica de absorcién atomica de llama.

3.2 Objetivos especificos

Analizar la concentracion de metales en muestras de ron y aguardiente ,
compararlas con los parametros establecidos en la Norma Técnica
Colombiana Numero 278 y 411 version 2005 y los pardmetros establecidos
dentro de la Industria Licorera de Caldas

Determinar las interferencias en el método para la determinacién de Fe y
Cu en las muestras de ron viejo de Caldas.

Establecer el mejor método para la determinacion de Fe y Cu en muestras
de aguardiente.

Validar la determinacion de Hierro y Cobre a través de los estadisticos:

exactitud, precision, linealidad, limite de deteccion, limite cuantificacion y
porcentaje de recuperacion.
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4. MARCO DE REFERENCIA
4.1 Bebidas espirituosas

Se considera bebidas espirituosas a aquellas bebidas con contenido alcohdlico
procedentes de la destilacidon de materias primas agricolas (uva, cereales, frutos
secos, remolacha, cafia, fruta, etc.). Se trata, asi, de productos como el brandy, el
whisky, el ron, la ginebra, el vodka, entre otros.

La definicion técnica y legal de bebida espirituosa segun el Reglamento CE
110/2008 (art. 1) del parlamento Europeo, en cuya virtud se entiende basicamente
por bebida espirituosa la bebida alcohdlica destinada al consumo humano, con
cualidades organolépticos particulares, con una graduacion minima de 15%vol ,
obtenida por destilacion, en presencia o0 no de aromas, de productos naturales
fermentados, o por maceracion de sustancias vegetales, con adicion o no de
aromas, azucares, otros edulcorantes, u otros productos agricolas.

El proceso de destilacion no sélo concentra el alcohol, sino que elimina una gran
cantidad de impurezas de sabor desagradable. Luego, durante el proceso de
envejecimiento, que por lo general tiene lugar en barriles de madera quemada, las
impurezas, que son sobre todo una mezcla de alcoholes superiores, se oxidan
parcialmente a &cidos, que reaccionan con los alcoholes remanentes formando
esteres de sabor agradable. Algunos ejemplos de estas bebidas, se presentan a
continuacion [6]:

RON

| Bebida espirituosa obtenida exclusivamente por fermentacién alcohdlica
¢ y destilacion, bien de melazas o de jarabes procedentes de la fabricacién
3 de cafia de azlcar. J

WHISKY

Bebida espirituosa obtenida por la destilacion de mosto de cereales,
sacarificado por la diastasa de malta, fermentado bajo la accién de la
levadura, destilado a menos de 94,5% vol y envejecido al menos durante
tres afios en toneles de madera. )

ANIS

. Bebida espirituosa obtenida por la aromatizacién de un alcohol etilico con

. extractos naturales de anis estrellado (illicumverum), de anis verde
(pimpinella anissum), de hinojo, u ofra planta que contenga el mismo
constituyente aromdtico principal.

»

Fig. 1. Algunas bebidas espirituosas
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Las caracteristicas de cada tipo de bebida se deben a las diferencias en las
proporciones de los diversos compuestos, mientras que los matices que distinguen
a las bebidas intimamente relacionadas se deben a la presencia de compuestos
minoritarios.

Los compuestos de aroma y sabor de las bebidas destiladas provienen de dos
fuentes principales: del proceso de fermentacion y de la madera de los toneles en
los que se madura el destilado. [7]

El presente trabajo se centré en dos tipos de bebidas espirituosas, el ron y
aguardiente (bebida anisada), con las cuales se busca validar un método para la
determinacion de algunos metales en las mismas.

4.2Ron

El ron es una bebida alcohdlica destilada a partir de cafia de azucar. Es una
bebida conocida desde hace muchos siglos y que se ha elaborado en aquellos
lugares cuyo clima permite el cultivo de la cafia azucarera. Sin embargo, su
produccion se centra en las Indias Occidentales.

Las materias primas empleadas habitualmente en la elaboracion de ron son el
azucar de cafia, los jarabes (almibar) y las melazas. EI zumo de cafia es lo mas
apropiado para la elaboracion del ron suave, este zumo se fermenta directamente
o bien, en la obtencion de ron de mayor calidad, después de calentarlo y
clarificarlo. Las melazas se emplean en la elaboracién de ron con gran aroma.

En la fermentacion del ron, las levaduras tienen que ser capaces de conseguir un
elevado contenido de etanol y un contenido correcto en compuestos del aroma. En
la produccién a pequefia escala, particularmente en Jamaica, se sigue confiando
en la fermentacion espontanea, por lo que los rones que se obtienen son muy
caracteristicos y con mucho aroma. En los demés casos se utilizan cultivos puros
de levaduras. Para los rones suaves se prefieren las cepas de fermentacion rapida
de Sacch. Cerevisiae, pero para los rones fuertes se prefiere utilizar
Schizosaccharomycespombe. Las melazas son la mejor fuente de levaduras y
pueden contener una amplia variedad de géneros, entre los que se cuentan
Candida, Hansenula, Kloeckera, Pichia, Saccharomyceas, Saccharomycodes,
Schizosaccharomyces y Torulopsis.
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Las bacterias acido butiricas como Clostridiumbutirycum, Cl. Pasterianum y CI.
Saccharobutyricum son importantes en la produccion de acidos volatiles en el ron
fuerte. Las acido lacticas estan presentes y pueden producir problemas en al bajar
el pH del extracto por debajo del 6ptimo de 5,5- 5,8. Las bacterias acido acéticas
también estdn presentes, principalmente Acetobacter. Estas bacterias son
principalmente una de las causas del deterioro de las bebidas alcohdlicas, pero
pueden ser beneficiosas en el ron suave, en el que el acido acético participa en la
produccion y el gusto del aroma final.

Al final de la fermentacién las levaduras se separan y el ron se clarifica mediante
centrifugacién y se pasa a las torres de destilado. Finalmente, el ron fuerte se
madura en toneles de roble, los cuales normalmente son de madera quemada.
Los periodos de maduracién de 10-12 afios son comunes y pueden llegar a ser de
15 afios. Antes del embotellado se normaliza el contenido alcohdlico y se ajusta el
color con caramelo. En pocos casos se afiaden especias, y mas raramente zumos
de fruta. El ron suave se madura en toneles sin quemar. Normalmente no se
producen muchos cambios en la maduracion por lo que los periodos suelen ser
cortos. En el caso del ron incoloro (blanco), se realiza una filtracion en carbon
activo para eliminar cualquier pigmento y afinar el aroma.

En el ron se han identificado 497 compuestos del aroma y varian enormemente los
niveles de alcoholes superiores. La composicion de alcoholes superiores en el ron
es basicamente la misma que en otras bebidas destiladas, aunque algunas
pueden derivar de las melazas mas que de la fermentacion. El ron se caracteriza
por un nivel muy elevado de 2-butanol, el alto nivel de alcohol se atribuye al
metabolismo bacteriano, también contiene cantidades importantes de 1- propanol
y asi mismo una significativa concentracién de 1-octen- 3-ol.

El contenido en aldehidos totales de ron varia entre 50 y 90 mg/L. El acetaldehido
es el compuesto carboxilico mas importante, pero los aldehidos alifaticos de
cadena mas larga tienen una importancia considerable en el aroma. Las cetonas
que también participan en el aroma, estan también presentes en niveles
significativamente altos.

En el comercio mundial, los rones reciben diferentes clasificaciones, asi:

Sequn su afiejamiento

* De 18 a 36 meses: Ron Blanco, Light, Carta Plata o Silver Label.
* De 5 afos: Ron Rubio, Dorado, Etiqueta de Oro.

* De 7 afos: Ron Afiejo.

* De 10 a mas afios: Ron Extra Afiejo.
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Por Materia Prima

Rones Agricolas: Estos se producen a partir del jugo de cafia. Se producen
principalmente en las Antillas Francesas.

Rones Industriales: Se hacen a partir de derivados del jugo de la
cafa (melazas), generalmente productos secundarios de la produccion de
azucar. La mayoria de los rones producidos en el mundo pertenecen a esta
categoria.

Por Método de Elaboracién

Rones Destilados en Lotes: Son aquellos que se destilan en lotes y no
continuamente, usando alambiques. Si provienen de la primera destilacion,
se llaman de “primer destilado”. Pero al nivel comercial, los que abundan
son los provenientes de una segunda destilacion por los que se les
denomina de “segundo destilado”.

Rones Destilados Continuamente: Estos son los que son producidos en
mayor cantidad en el mundo y se producen por destilacion continda en
columnas.

Por Presentacion

Blanco: Estos son claros, secos y ligeros, aunque el contenido alcohdlico es
el mismo que en otros rones. El licor que sale de las destilerias es incoloro
“blanco” debido a su corto envejecimiento (a veces solamente 1 afio)

Dorado/Ambar: Similar al blanco pero con un color &mbar mas o menos
intenso, debido a que normalmente tienen un periodo de
envejecimiento (afiejamiento) mas prolongado que en el caso de los
blancos. A veces, para acentuar el color, se le agrega caramelo y otros
colorantes.

Negro/Oscuro: Estos son rones pesados y con mucho cuerpo. La mayoria
provienen de destilados en alambiques por lo que conservan un fuerte
sabor a melaza. Los principales productores de este tipo de Ron son
Jamaica y Barbados.

Con Especias/Con Sabor: En esta categoria, los rones son mezclados con
diversos extractos para darle sabor a dichos rones. Se usan sabores tanto
de frutas (naranja, limé6n, banana, pifia, coco, etc.)como de
especias (vainilla, nuez moscada, canela, etc.).Normalmente se usa Ron
blanco para los sabores de frutas mientras que para sabores de especias
se emplean los rones dorados o afiejos.
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e Premium: Los rones “Premium” son aquellos en los que los procesos de
afejamiento y mezclado han sido llevados a un punto maximo de calidad
sin que se produzcan pérdidas econdémicas. Con frecuencia tienen fines
publicitarios, casos especiales son los de aquellos rones que, por un motivo
u otro, son producidos en pequefias cantidades. Destinados para uso
privado o desarrollados para ocasiones especiales. [7]

La Industria Licorera de Caldas en su produccion de rones, cuenta con tres
clasificaciones segun su tiempo de afiejamiento:

Ron viejo caldas 3 afios: Es una bebida alcohdlica elaborada a partir de las mieles
finales de la cafia de azucar las que se depositan en grandes tanques donde se
diluyen en agua y se les agrega levaduras para que mediante la fermentacion se
transformen en alcoholes. El Ron Viejo de Caldas es uno de los pocos rones
nacionales que pueden certificar su afiejamiento natural, con 3 afios en barriles de
roble para lograr ese aroma y espirituoso sabor que se impone donde se brinde.

Ron 5 afios, Juan de la Cruz: Nacido de la cafia de azucar y el espiritu caribefio, el
Ron Juan de la Cruz es apetecido por los catadores por esa magia que le brinda
su afiejamiento de 5 afios de sabor extra.

Ron 8 afos, Carta de oro: Es el resultado del afiejamiento por 8 afios en barriles
de roble colombiano, de las melazas de la cafia de azlUcar mas refinadas,
destilado con las aguas mas puras, provenientes directamente de las montafias de
los Andes Colombianos a 6.500 pies sobre el nivel del mar. Este proceso da como
resultado un ron Unico con un intenso color ambar, un fino sabor y viscosidad,
unos aromas profundos y armoénicos para el mas elegante bouquet. [1]
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Fig 2.Ron viejo de Caldas

4.3 Aguardiente

Se denomina aguardiente a la bebida espirituosa anisada, azucarada 0 no,
elaborada a partir de un destilado de macerados de anis en mezcla
hidroalcohodlica, normalmente se utiliza extractos naturales de anis verde
(Pimpinellaanissu), anis estrellado (llliciumverum) o] de hinojo
(Foeniculumvulgare).Debe emplearse agua desmineralizada y azlcar en caso que
proceda, de cuya pureza dependerd la calidad del producto final.

En paises mediterrdneos se preparan bebidas anisadas, como son el anis
escarchado en Portugal, el Sambuca ltaliano, Ouzo y mastika en Grecia y el raki
Turco. En Iberoamérica también se producen aguardientes de anis, siendo
bastante conocidos los de Colombia, Costa rica, Argentina y México. [8]
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Fig 3. Aguardiente Cristal

Para la Industria Licorera de Caldas, el denominado aguardiente Cristal es un
licor obtenido de la cafia de azlcar y producido a base de alcohol extraneutro a 96
grados Celsius, al cual se le agrega agua, que brota de los manantiales del
Nevado del Ruiz. El agua pura a partir de las montafias primaverales, es el
secreto al elaborar esta bebida alcohdlica de anis. Ademas de esto un anis rico en
aceites de hinojo es mezclado con alcoholes cuidadosamente limpiados. Esta
calidad de ingredientes concedid la medalla de plata a esta bebida en el “San
Francisco World Spirits Competition”. Este licor posee un contenido alcohdlico del
30 % [1]
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4.4 Metales en bebidas alcohélicas

Las propiedades organolépticas de las bebidas destiladas dependen de sus
componentes organicos e inorganicos. La determinacion cuantitativa de estos
compuestos es de gran importancia desde el punto analitico y tecnoldgico, tanto
para realizar el control de calidad del producto elaborado como por su posible
interés nutricional y toxicolégico.

La presencia de metales puede tener distintos origenes, puede deberse tanto a
factores naturales como exdgenos. Los naturales se relacionan con la variedad del
cultivo, clima y composicién del suelo. Por otro lado, los factores exdgenos se
relacionan con el uso de fertilizantes, insecticidas, fungicidas, procesos de
elaboracion, fermentacion, corrosion de equipos y otras fuentes de contaminacion.

La concentracion de metales en muchas bebidas alcohdlicas puede ser un
parametro importante que trae efectos negativos y positivos frente al consumo y
conservacion del producto.

Los efectos negativos incluyen la alteracion de las bebidas en sus caracteristicas
organolépticas, algunos metales que se han venido investigando como posible
contaminantes por su facil adherencia al producto son el Hierro y Cobre; estos
minerales pueden generar turbiedades irreversibles en los licores, ademas
grandes cantidades de Cu pueden aumentar la acidez de la bebida. También es
bien sabido que pueden ser perjudiciales e incluso mortales si llegan al organismo
concentraciones por encima de niveles permitidos.

Contrario a lo anterior los efectos positivos incluyen la eliminacion de malos olores
y sabores, una concentracion clave de los metales pueden acelerar la
fermentacion del extracto; igualmente la ingesta moderada de algunos minerales
puede ayudar en el organismo humano.

Las técnicas analiticas mas utilizadas en la determinacion del contenido mineral
en bebidas alcohdlicas son las de absorcion y emisidon atémica. Por el contenido
organico que presentan las bebidas destiladas, es necesario llevar a cabo un
pretratamiento de la muestra para evitar interferencias en el equipo. [2, 8, 9]
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4.5Espectrometria de Absorcion Atdmica

La espectrometria de absorcion atbmica es una técnica capaz de detectar y
determinar cuantitativamente los metales del sistema periddico, dado que utiliza la
absorcion de la luz para medir la longitud de onda especifica de cada atomo.

La sensibilidad de la técnica permite identificar pequefias concentraciones de cada
metal, desde partes por millén (ppm) a partes por billon (ppb).

Todas las especies cuentan con un estado de baja energia al cual se le denomina
estado fundamental y un estado excitado con alta energia.

Al &tomo no excitado le es necesario absorber energias externas para pasar a un
nivel més alto.

La energia requerida para esta transicion puede ser suministrada por un fotén de
luz con una energia dada por:

Donde h = constante de planck

v = es la frecuencia

Esto corresponde a una longitud de onda (A) de:

Donde c es la velocidad de la luz en vacio.

4.5.1 Absorcidén

En teoria atbmica cuantica se postula la existencia, en el interior del atomo, de un
nuacleo formado por protones de carga positiva y neutrones o particulas
eléctricamente neutras, en torno al cual se mueven los electrones o cargas
elementales negativas en diversos orbitales o niveles de energia. Asi, el método
de absorcion atébmica se basa en la diferente capacidad de absorcion de radiaciéon

de los atomos de los distintos elementos en estado fundamental, en presencia de
atomos excitados del mismo tipo. Se llama estado fundamental de un atomo a una
disposicién de los electrones en sus orbitas de minima energia, que son las mas

19



proximas al nucleo atémico; un atomo excitado, por el contrario, posee electrones
gue ocupan las orbitas mas alejadas y dejan vacias algunas de las interiores.
Cuando un atomo recibe una radiacion electromagnética (luz visible, infrarroja,
rayos X, etc.) de la frecuencia o longitud de onda adecuada, absorbe un foton, que
es un cuanto o cantidad minima e indivisible de energia electromagnética, y pasa
a un estado excitado al transferir uno de sus electrones interiores a una oOrbita mas
alejada.

Fig 4. Diagrama de absorcion
E, > E,

4.5.2 Ley de Beer — Lambert

La absorcién que ocurre en un sistema de la absorcion atémica sigue la ley de
Beer- Lambert, asi:
A=abc

Donde a=constante de proporcionalidad llamada absortividad.

b= espesor de la celda
c= Concentracion g/L

Cuando se expresa la concentracibn en moles por litro la absortividad se

denomina absortividad molar y se representa con el simbolo €. En consecuencia
cuando b se expresa en centimetros y ¢ en moles por litro.

A=¢bc
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4.5.3 Instrumentacion

— —1 o |+

Fusnte de
radiacion

Guemadar Mhorios rormador Cetector Procesador
de =efial

Fig 5. Equipo basico de Absorcion atémica

4.5.3.1 Fuente de radiacioén

Los métodos de absorcién atomica son potencialmente muy especificos, ya que
las lineas de absorcion atémica son considerablemente estrechas (0,002 a 0,005
nm), esta limitada anchura de la linea crea problemas ya que para que se cumpla
la relacion lineal entre la absorbancia del analito y su concentracion (ley de Beer)
es necesario que el ancho de banda de la fuente sea mas estrecha que el ancho
del pico de absorcion.

El problema creado por el ancho reducido de las lineas de absorcion atomicas se
resuelve utilizando fuentes de lineas con anchos de banda aun mas estrechos que
los picos de absorcion. Esto hace necesario que la técnica utilice una lampara
distinta para cada elemento.

Esta técnica utiliza generalmente la lampara de catodo hueco como fuente de
energia externa. En el interior de la lampara se encuentra un anodo de Wolframio
y un catodo cilindrico construido con el metal cuyo espectro se desea obtener,
sellado herméticamente con un tubo de vidrio lleno de nedn o argdn a una presion
de 1 a 5 torr. Cuando un alto voltaje se aplica a través del anodo y el catodo, los
atomos de metal en el catodo se excitan y producen luz con una determinada
longitud de onda.

Catodo
Anodo hueco
— e
="
— = 5 - ”\
e / Ventana
Protector Ne o Ara de cuarzo Fig 6. Lampara de
- 1-5 torr o P}rﬁzx ,
de vidrio catodo hueco
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4.5.3.2 Atomizador

Los atomizadores son quemadores que permiten la separacion de las moléculas
para formar atomos libres por medio de un gas combustible.

El atomizador mas utilizado para la absorcién atdbmica es el atomizador de llama,
el cual es un tipico mechero de flujo laminar que emplea un nebulizador de tubo
concéntrico, en donde la muestra se vuelve niebla y mezclada con un flujo de gas
oxidante y un combustible pasan por una serie de deflectores que eliminan las
gotas no muy finas a un contenedor de desechos y las finamente divididas las
deja pasar a un mechero provisto de una ranura que produce una llama
relativamente estable y larga, propiedades que aumentan la sensibilidad y
reproducibilidad de la técnica.

Tornillo de
Oxidante ajuste del
auxiliar deflector
3 \

Valvulas para disminuir
S la presion

Combustible

Ajuste del
nebulizador -

v
Nebulizador

7 = R
Capilar de la - .. Oxidante del
muestra Al recipiente nebulizador
de desechos

Fig 7. Mechero de flujo laminar

Mientras la muestra permanece dentro del atomizador, se da lugar a diferentes
procesos los cuales se muestran a continuacion.
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Fig 8. Algunos procesos durante la atomizacion



Para la llama, se utilizan como gases de combustién el propano, Hidrogeno vy el
Acetileno, el aire, 6xido nitroso y oxigeno son utilizados como oxidantes.

Velocidad de
Combustible Oxidante Temperatura °C | combustion (cm s™)
Gas natural Aire 1700- 1900 39-43
Gas natural Oxigeno 2700- 2800 370- 390
Hidrogeno Aire 2000- 2100 300- 440
Hidrogeno Oxigeno 2550- 2700 900- 1400
Acetileno Aire 2100- 2400 158- 266
Acetileno Oxigeno 3050- 3150 1100- 2480
Acetileno Oxido nitroso 2600- 2800 285

Tabla 1. Propiedades de la llama

4.5.3.3 Monocromador

En general, dispone de una rendija o ranura de entrada que limita la radiacion
luminica producida por la fuente y la confina en un area determinada, un conjunto
de espejos para pasar la luz a través del sistema éptico, un elemento para separar
las longitudes de onda de la radiacion luminica, que puede ser un prisma o una
rejilla de difraccion, y una rendija de salida para seleccionar la longitud de onda
con la cual se desea iluminar la muestra. El monocromador elimina las radiaciones
interferentes y parte de la radiacion no absorbida es dirigida hacia el detector.

4.5.3.4 Detector

El sistema de deteccion puede estar disefiado con fotoceldas, fototubos,
fotodiodos o fotomultiplicadores. Esto depende de los rangos de longitud de onda,
de la sensibilidad y de la velocidad de respuesta requeridas. El sistema de
deteccion recibe la energia luminica proveniente de la muestra y la convierte en
una sefal eléctrica proporcional a la energia recibida. La sefal eléctrica puede ser
procesada y amplificada, para que pueda interpretarse a través del sistema de
lectura que una vez procesada es presentada al analista de diferentes maneras
(por ejemplo, unidades de absorbancia).
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45.4 |Interferencias

Se llaman interferencias a la influencia que ejerce uno o mas elementos presentes
en la muestra sobre el elemento que se pretende analizar. La clasificacion de los
distintos tipos de interferencias se muestra a continuacion:

¢ Interferencias fisicas: Efectos causados por las propiedades fisicas de la
muestra en disolucion.

¢ Interferencias espectrales: Se producen cuando la absorcion de una
especie interferente se solapa o aparece muy préoxima a la absorcion del
analito, lo cual hace que su resoluciébn por el monocromador resulte
imposible. Estas interferencias se dan también debido a la presencia de
productos de combustion, que poseen bandas de absorcién anchas, o en
forma de particulas, que dispersan la radiacién. Ambos dan lugar a errores
positivos, ya que disminuyen el haz de luz.

e Interferencias quimicas: Son mas comunes que las espectrales, se
presentan cuando la muestra reacciona con otra especie quimica,
afectando la absorcion. Frecuentemente sus efectos pueden minimizarse
escogiendo las condiciones de trabajo adecuadas. Existen en la actualidad
evidencias de que en la llama se desarrollan procesos que estan proximos
al equilibrio termodinamico, los de mayor interés a la hora caracterizar las
interferencias son los equilibrios de disociacion, ionizacion y formacion de
compuestos poco volatiles.

¢ Interferencia por efecto de matriz: Estas interferencias se pueden presentar
en algunas muestras que contienen especies organicas o0 cuando se
utilizan disolventes organicos para disolver la muestra. En este caso la
combustién incompleta de la matriz organica deja sustancias carbonosas
gue son capaces de dispersar la luz. [10,11,12]

4.6 Calidad

En la actualidad, la constante carrera por conquistar clientes genera un ambiente
de competencia cada dia mas fuerte y la Unica via para sobrevivir en ese medio es
concebir productos de mayor calidad. Es por eso que no existe asunto mas
importante en los negocios de hoy que ofrecer bienes y servicios de la mas alta
calidad.

Por lo tanto se hace imprescindible definir que se comprende por calidad. Para

comenzar se analizan las definiciones de calidad promulgadas por algunos de los
gurus de la calidad:
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e Phil Crosby (Crosby, 1979) calidad es: Ajustarse a las especificaciones o
conformidad de unos requisitos.

e W. E. Deming (Deming, 1982) es: El grado perceptible de uniformidad y
fiabilidad a bajo costo y adecuado a las necesidades del cliente.

e Joseph Juran Juran,(1993) define calidad como: Adecuado para el uso,
satisfaciendo las necesidades del cliente.

Algunas instituciones también han definido el término calidad, a continuacion se
relacionan algunos ejemplos de las mismas:

e La familia de normas ISO (ISO 9000:2000) lo define como el grado en que
un conjunto de caracteristicas inherentes cumple con unos requisitos.

e La Real academia Espanola define la calidad como: “Propiedad o conjunto
de propiedades inherentes a una cosa que permite apreciarla como igual,
peor 0 mejor que las restantes de su especie.”

e La Sociedad Americana para el Control de Calidad (A.S.Q.C.) la define
como: “Conjunto de caracteristicas de un producto, servicio o proceso que
le confieren su aptitud para satisfacer las necesidades del usuario o
cliente”. [13]

En los laboratorios de control de calidad es de gran importancia ir en busca de
nuevas metodologias y asi mismo mantener una continua supervision de los
métodos ya establecidos, buscando en el cliente un mayor nivel de confianza y el
buen reconocimiento del mismo laboratorio. Por esto es adecuado mantener los
procedimientos en constante validacién y mejora.

4.7 ¢ Qué es validacion?

La validacion de un método analitico es un requisito importante en las practicas de
laboratorios de andlisis quimico, promoviéndole al mismo un buen sistema de
gestion de calidad. Para tal fin, muchos laboratorios de la region, se rigen por la
Norma ISO/IEC 17025:2006 “Requisitos Generales para la competencia de los
laboratorios de ensayo y calibracion”

Millones de mediciones analiticas se realizan diariamente en miles de laboratorios
alrededor del mundo, con innumerables razones para realizarlas, por ejemplo: una
forma de evaluar bienes para propoésitos de comercio y como apoyo a la salud.
Virtualmente, cada aspecto de la sociedad esta apoyado de algun modo por
mediciones analiticas.
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La validacion de un método consiste en verificar mediante examenes y provision
de evidencias objetivas que se cumplen unos requisitos previamente establecidos.
Un método debe validarse cuando sea necesario verificar que sus pardmetros de
desempeiio son adecuados para el uso en un problema analitico especifico. Por
ejemplo:

» Un nuevo método desarrollado para un problema especifico.

* Un método ya establecido revisado para incorporar mejoras o extenderlo a un
nuevo problema.

* Cuando el control de calidad indica que un método ya establecido esta
cambiando con el tiempo.

« Un método establecido usado en un laboratorio diferente o con diferentes
analistas o con diferente instrumentacion.

» Para demostrar la equivalencia entre dos métodos, por ejemplo, entre un método
nuevo y uno de referencia.

El alcance de la validacion o la revalidacion requerida dependera de la naturaleza
de los cambios hechos al aplicar un meétodo a diferentes laboratorios,
instrumentacién, operadores y circunstancias en las cuales el método va a ser
utilizado. Siempre es apropiado algun grado de validacién, aun cuando se usan
métodos aparentemente bien caracterizados ya sean de referencia o publicados.
[3,4,12]

El método establecido debe ser sometido a ensayos y muestras particularmente
disefiados, con el fin de identificar los puntos débiles y ajustarlos. A continuacién
se establecen las caracteristicas de tales muestras:

e Patrones
Preparados en el laboratorio y por lo menos un patron externo certificado.
La concentracion de estos patrones debera estar dentro del rango de
aplicacion del método. Estos son utilizados para realizar una representacion
gréfica de la sefal, conocida como curva de calibracién.

e Blanco
Sistema fisico que no contiene el analito de interés pero si todos los demas
reactivos utilizados en el método de andlisis, debera ser sometida a las
mismas condiciones y el mismo procedimiento que las muestras reales.
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e Muestra
El término se refiere a cada sistema fisico que sea sometido al
procedimiento de analisis siguiendo el método que se esta estandarizando,
ya sea un blanco, estandar, muestra adicionada o muestra real.

e Muestra adicionada: Es una muestra natural o real a la cual se le ha
adicionado una cantidad conocida del analito que se esta estudiando.

El grupo basico de muestras a analizar en la validacion son:

UBk (Blanco de reactivos y procedimiento)

UEDb (Estandar de concentracion baja)

UEm (Estandar de concentracion media)

UEa (Estdndar de concentracién alta)

UM1 (Muestra natural para efectos de la matriz real)
uM1. A.b (M1 adicionada con nivel bajo)

UuM1 A.a (M1 adicionada con nivel alto)

4.7.1 Aspectos de medicién

El laboratorio tiene que decidir cuales de los parametros de desempefio que el
método necesita caracterizar con el fin de ser validado. Para respaldar el método,
es necesario realizar un andlisis estadistico de los datos; los aspectos de medicion
a evaluar, son:

e T de rechazo: Inicialmente se debe contar con una prueba estadistica que
confirme los valores dispersos en la validacion. El test de Grubbs es
utilizado para este proposito. (Anexo. 3). Se debe contar con un nivel de
confianza de 95% y n de mediciones adecuada. Se calcula:

T max= (max- media)/s
T min= (min- media)/s

Donde S= Desviacion estandar.
Es importante aclara que este test permite eliminar un maximo de dos datos

por poblacion; si la aplicacién del criterio es mayor a dos datos, el método
debera repetirse.
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Exactitud: Grado de aproximacion entre el valor obtenido
experimentalmente y el valor aceptado; normalmente se expresa en
términos de error. Se tendra como referencia los patrones preparados en el
laboratorio, y al menos un patrén externo certificado. La concentracion de
estos patrones debera estar localizada dentro del rango de aplicacion del
método. La exactitud expresada como porcentaje de error se calcula por:

% error= (tedrico- leido)/ tedrico *100

Precision: Indica el grado de concordancia entre los resultados obtenidos
para réplicas de una misma muestra, aplicando el mismo procedimiento
experimental bajo condiciones prefijadas. Usualmente se expresa en
términos de desviacion estandar (s), desviacion estandar relativa o
coeficiente de variacion (CV), que se calcula:

CVv=s/ X

Donde s = desviacion estandar
X= media aritmética

Reproducibilidad: Es una medida de precision de datos, obtenidos por un
mismo operador trabajando siempre bajo las mismas condiciones.

Linealidad: Se refiere a la proporcionalidad entre la concentracion y la
sefal producida por el instrumento y se debe verificar si en el laboratorio se
cumple el rango y tipo de linealidad que reporta el método.

Sensibilidad: Es una medida del factor de respuesta del instrumento como
una funcion de la concentracion. Normalmente se mide como la pendiente
de la curva de calibracién. Como valor se puede reportar el promedio para
las curvas obtenidas en los ensayos de estandarizacion y en la medicion de
las muestras, indicando su desviacion estandar.

Y=mX +b
Donde m=pendiente de la recta

Recuperacion: Es la capacidad que tiene un procedimiento analitico para
identificar cuantitativamente una especie quimica que ha sido adicionada a
una muestra. Se expresa como porcentaje de recuperacion (%R) y se
calcula como:

%R= (Cx- Cbk)/CA *100
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Donde Cx= Concentracién promedio de las determinaciones
Cbk=Concentracion blanco
CA= Concentracion real adicionada

Limite de deteccion (LD): Se define a partir de la mas pequefia cantidad
detectable por encima del ruido de un procedimiento y dentro de un limite
declarado de aceptacion. El limite de deteccién se calcula de la siguiente
manera:

LD=0 + 3s bK

Donde: s= Deviacion estandar
X= media del blanco

e Limite de cuantificacion (LC): es la concentracién mas baja del analito
que puede ser determinada con un nivel aceptable de precision de
repetitividad y veracidad. El limite de deteccion se calcula de la siguiente
manera:

LD= 0+ 10s bK

Donde: s= Deviacion estandar
X= media del blanco
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5. MARCO LEGAL

La Industria Licorera de Caldas dentro de su normatividad ha establecido un rango
maximo de metales para sus productos terminados en los cuales nos hemos
basado para dar paso a la validacion; para hierro el valor maximo permitido es de
8 mg/L y para Cobre de 5 mg/L.

Se tomo también como referencia los siguientes apartados de la Norma Técnica
Colombiana version 2005, en los cuales se define el ron y aguardiente como
bebidas alcohdlicas y se da un rango de aceptacion para hierro y cobre en las
muestras a analizar. [1, 15]

NTC 278 Bebidas alcohélicas. Ron (anexo 1)
NTC 411 Bebidas alcohdlicas. Anis 0 anisado (anexo 2)
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6. METODOLOGIA

Para la realizacion del presente trabajo, se llevaron a cabo una serie de etapas
con las cuales se pudo finalizar adecuadamente la validacion del método; estas
etapas son referidas a algunos manuales de estandarizacion y validacion [4, 14] y
se presentaran a continuacion:

6.1 PREPARACION DE SOLUCIONES MADRE DE Fe Y Cu 10 mg/L

Las soluciones madre de 10 mg/ L para determinacion de Fe y Cu se prepararon
tomando 2 mL de cada patrén estandar Sharlau de 1000 mg/L y se afora 200 mL
con agua desionizada.

6.2 VALIDACION

Para realizar todo el proceso concerniente a la validacion, se llevaran a cabo una
serie de etapas que nos permitan identificar las mejores condiciones para el
tratamiento de muestras de ron de la Industria Licorera de Caldas; generando
resultados veridicos los cuales puedan ser establecidos en el laboratorio como
formato guia.

6.2.1 FASE |

Antes de empezar el andlisis, es necesario establecer la mejor metodologia para
la determinacion de la concentracion de cada metal teniendo en cuenta que las
bebidas espirituosas poseen por lo general un alto contenido de materia organica
la cual interfieren considerablemente en los valores arrojados en cada medicion. A
continuacion se presentan los ensayos Yy lecturas realizadas en el equipo de
absorcion atémica en llama Shimadzu AA-7000 del laboratorio de analisis de
aguas y alimentos de la Universidad Tecnoldgica de Pereira, para tal fin.

6.2.1.1 Digestion acida

Tomar 15 mL de solucién madre de Fe y adicionar 2mL de HNO3 concentrado, 2
mL de HCI (1:1) y 2 mL de H,SO, concentrado. Llevar a calentamiento lento por
30 min evitando perdida de muestra. Un vez concentrada, filtrar y aforar a 100 mL
con agua desionizada. La concentracién final esperada debera ser de 1.5 mg/L.
Leer Fe en el equipo de absorcion atdbmica con corriente de lampara de 10 mA,
longitud de onda 248,3 nm, modo de lampara BGC- D2, caudal del gas
combustible 2,2 L/min, tipo de llama aire- C2H2, altura del quemador 9 mm.
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Std

Std average

Patrones Fe | concentracion | Absorbancia | concentraciéon | absorbancia % R
0,0422 -0,0079
0 (blanco) 0,0143 -0,009 0.0282 -0,0085
1,4673 0,0481
15 1,4826 0,0487 1,4749 0,0484 96,45

Tabla 2. Lecturas previas utilizando digestién acida y calculando % recuperacion

6.2.1.2 Método de calcinacién

Tomar 15mL de solucién madre de Fe, llevar a calentamiento lento hasta casi
sequedad, posteriormente llevar a la mufla con una rampa de calentamiento de:
150 2h, 250 1h, 550 2h. Después de obtener la ceniza, adicionar 2mL de HCI (1:1)
y 0.2 mL de HNO3; concentrado dejando actuar los acidos por 5 minutos, aforar el
residuo a 100 mL con agua desionizada. La concentracion final esperada debera
ser de 1.5 mg/L. Leer Fe en el equipo de absorcion atomica con corriente de
lampara de 10 mA, longitud de onda 248,3 nm, modo de lampara BGC- D2, caudal
del gas combustible 2,2 L/min, tipo de llama aire- C2H2, altura del quemador 9 mm

Std Std average
Patrones concentracion | Absorbancia concentracion | absorbancia | % R
0,0372 -0,0081
0 (blanco) 0,0473 -0,0077 0,0423 -0,0079
1,447 0,1326
1,5 1,4552 0,1334 1,4511 0,133 93,92

Tabla 3. Lecturas previas utilizando calcinacién y calculando % recuperacién

De las digestiones anteriores, se evidencia mediante los valores obtenidos
después de cada lectura, que ambas son adecuadas en el analisis del metal;
Teniendo en cuenta que los dos procedimientos arrojan buenos resultados, queda
a criterio del analista decidir cual metodologia va a utilizar para dicho fin.

En el presente trabajo empleando el Cookbook del equipo, se decidié utilizar la
segunda metodologia (calcinacion), ya que hay una disminucion en los volimenes
adicionados de acidos los cuales en algun momento podrian ser un factor de
interferencia y ademas la incineracion de la muestra, asegura una mayor
eliminacion de la materia organica.
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6.2.2 FASE |l

Después de analizar y seleccionar la metodologia mas adecuada, se procedio a la
parte experimental del método, donde se prepararon patrones para curva de
calibracion, patrones para validacion y contaminacion de algunas muestras reales.

6.2.2.1 Materiales y equipos

e Materiales

Balones Volumétricos de 200 mL y 100 mL
Bureta de 25 mL clase A

Erlenmeyer de 250 mL

Pipeta volumétrica de 2 mL clase A

Pipeta graduada de 1 mL clase A
Embudos de tallo largo

Varillas de agitacion

Crisoles de porcelana

Frasco lavador

Porta muestras equipo SHIMADZU AA-7000

e Equipos

Plancha de calentamiento

Mufla

Espectrofotdmetro de absorcion atomica SHIMADZU AA-7000
Equipo de destilacion Elix 10

6.2.2.2Preparacion de curvas de calibracion

e Patrones de Fe
Se toma el volumen necesario de la solucion madre de Fe para preparar cada uno
de los patrones de acuerdo a la siguiente tabla:

., Volumen de Solucion
Concentracion p
Patrones estandar a tomar
(mg/L) (mL)
Blanco 0,0 0,0
1 0,5 5
2 1.0 10
3 15 15
4 2.0 20
5 3.0 30
6 5.0 50

Tabla 4. Patrones para Hierro en ron.
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Posterior a ello adicionar 0.2 mL HNO3z y 2 mL HCL (1:1), aforar a 100 mL con
agua desionizada. Leer Fe en el equipo de absorcién atdbmica con corriente de
lampara de 10 mA, longitud de onda 248,3 nm, modo de ldmpara BGC- D2, caudal
del gas combustible 2,2 L/min, tipo de llama aire- C2H2, altura del quemador 9
mm.

e Patrones de Cu
Se toma el volumen necesario de la solucion madre de Cu para preparar cada
uno de los patrones de acuerdo a la siguiente tabla:

» Volumen de Solucion
Concentracion 2
Patrones estandar a tomar
(mg/L) (mL)
Blanco 0,0 0,0
1 0,5 5
2 1.0 10
3 1.5 15
4 2.0 20
5 3.0 30

Tabla 5. Patrones para Cobre en ron

Posterior a ello adicionar 0.2 mL HNO3z y 2 mL HCL (1:1), aforar a 100mL con agua
desionizada. Leer Cu en el equipo de absorcion con corriente de lampara de 8 mA,
longitud de onda 324.8 nm, modo de lampara BGC- D2, caudal del gas
combustible 1.8 L/min, tipo de llama aire-C2H2, altura del qguemador 7mm.
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6.2.2.3 Preparacion de patrones para validacion

Se toma el volumen necesario de la solucibn madre para preparar cada uno de los
patrones de acuerdo a las siguientes tablas:

., Volumen de Solucion
Concentracion

Patron Fe estdndar a tfomar
(mg/L) (mL)
Blanco Bk 0,0 0,0

Estandar de
concentracion baja
(UE.b (0,5 mg/l) 0.5 5

Estandar de
concentracion media
UE.m (2.0mg/l) 2.0 20

{iEa (5.0 mg/L) 5.0 50

Tabla 6. Patrones para validacién de Fe

.y Volumen de Solucion
Concentracion

Patrén Cu estandar a tfomar
(mg/L) (mL)
Blanco Bk 0,0 0,0

Estandar de
concentracion media
UE.m (2.0mg/L) 2.0 20
Estandar de
concentracion alta UEa
(3.0 mg/L) 3.0 30

Tabla 7. Patrones para validacion de Cu

Posterior a ello adicionar 0.2 mL HNO3z y 2 mL HCL (1:1), y aforar a 100 mL con
agua desionizada. Leer en el equipo de absorcion atomica bajo las de condiciones
dadas para cada metal.

6.2.2.4 Preparacion de las muestras
Para dar cumplimiento al desarrollo de la investigacion, se trabajara muestras de

ron proporcionadas por la industria Licorera de Caldas, entidad interesada en el
control de calidad del producto a investigar. Se utilizé el método de calcinacion.
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e Muestras para Fe
Para realizar el respectivo andlisis de Hierro en la muestra, se utilizO Ron 8 afios
carta de oro. Se tomo el volumen necesario de solucién madre segun la siguiente
tabla:

Muestra natural de ron GM1 N.A 0
Muestra de ron iiM1a
adicionada de concentracion 5.0 50
alta(5.0 mg/L)

Tabla 8. Muestras adicionadas de Fe en ron

e Muestras para Cu
Para realizar el respectivo analisis de Cobre en la muestra, se utiliz6 Ron
tradicional 3 afios. Para dichas muestras se tomd el volumen necesario de
solucion madre segun la siguiente tabla:

Muestra natural de ron GM1 N.A 0
Muestra de ron tiM1b
adicionada concentracion baja 1.0 10
(1.0 mg/L)
Muestra de ron UMla
adicionada concentracion alta 3.0 30
(3.0 mg/L)
Muestra de ron adicionada 05 5
(0.5 mg/L) '
Muestra de ron adicionada
(3.0 mg/L) 3.0 30

Tabla 9. Muestra adicionada de Cu en ron
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Después de tomar el volumen necesario, se afora con ron hasta completar 100
mL, se somete a calentamiento lento evitando perdida de muestra hasta casi
sequedad y posterior a ello se lleva a la mufla con una rampa de calentamiento de:
150 2h, 250 1h, 550 2h, después de enfriar, se adiciona 0,2 mL HNO3 y 2 mL HCL
(1:1) y se dejan actuar los acidos durante 5 minutos para finalmente aforar a 100
mL con agua desionizada. Se realiza la lectura de cada metal en el equipo de
absorcion atémica SHIMADZU A-7000 y el software Wizard bajo las condiciones
dadas para cada metal.

6.2.3FASE IlI

Antes de iniciar las mediciones, se garantiza que el método es el adecuado y que
el equipo funciona en condiciones Optimas para la lectura de las muestras.

La parte experimental consiste en la corrida de las muestras y registro de datos
de ensayos realizados en 7 dias alternos [anexos 4,5]. A continuacion se
muestran los datos obtenidos durante las lecturas y los estadisticos analizados
para cada metal.

6.2.3.1 Andlisis de Fe

Patrones Media N Desviacion | Maximo | Minimo Nivel
estandar confianza 95%

Ubk -0,1901 14 0,0813 -0,0993 | -0,3421 0,0470

Ueb (0,5 mg/L) 0,3750 12 0,0568 0,4531 | 0,2797 0,0361

Uem (2,0 mg/L) 1,8296 14 0,2772 2,1525 | 1,488 0,1601

Uea (5,0 mg/L) 4,8182 13 0,0611 4,9064 | 4,7229 0,0370

uM1. Ab (1,0 mg/L) 0,7827 12 0,1177 0,9606 | 0,6604 0,0748

uM1. Aa (5,0 mg/L) 4,6988 12 0,0404 4,791 | 4,6408 0,0257

uM1 0,0918 14 0,1101 0,2939 |-0,0343 0,0636

Tabla 10. Estadisticos determinados a los patrones de Fe en ron
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Precisién: Para determinar la precision del método, se calcula el coeficiente de
variacion de los patrones y las muestras el cual debe ser un valor menor o igual a
15 para considerarse preciso.

Patrones cv
Ueb (0,5 mg/L) 15,1438
Uem (2,0 mg/L) 15,1519
Uea (5,0 mg/L) 1,2691
(iM1. Ab (1,0 mg/L) | 15,0438
(iM1. Aa (5,0 mg/L) 0,8600

Tabla 11. Coeficiente de variacion de los patrones de Fe en ron

Exactitud: La exactitud del método se determina con los patrones de validacion,
calculando el porcentaje de error. (Ueb, Uem, Uea)

Error relativo Ueb Error relativo Error relativo

Lecturas Fe (0,5 mg/L) Uem (2,0 mg/L) | Uea (5,0 mg/L)
Primera lectura: 44,06 7,625 | e
27/10/2010 44,06 5,725 5,24
Segunda lectura; | = -------- 6,77 2,11
29/10/2010 | . 4,095 2.406
Tercera lectura: 24,46 5,045 1,872
03/11/2010 23,96 6,075 2,564
Cuarta lectura: 32,16 3.91 4,51
09/12/2010 24,08 3,005 3,682
Quinta lectura: 15,04 23,33 ©,542
10/03/2011 17,04 23,935 3,4
Sexta lectura: 10,34 21,365 4,986
10/03/2011 9,38 20,97 3,578
Séptima lectura: 28,84 24,595 2,99
10/03/2011 26,62 25,6 4,394
MEDIA 25,00 13,00 3,64

Tabla 12. Determinacion del error relativo de patrones de Fe en ron
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Porcentaje recuperacién: El porcentaje de recuperacion se establece con las

muestras de ron adicionadas.

% Recuperacion iM1.

% Recuperacion iM1.

Lecturas Fe Ab (1,0 mg/L) Aa (5,0 mg/L)
Primera lectura: 38,79 87,25
Segundalectura: | = -mmeeee- 92,71
29/10/2020 |
Tercera lectura: 61,03 93,68
03/11/2010 6232 |
Cuarta lectura: 70,3 94,02
09/12/2010 67,64 93,68
Quinta lectura: 77,93 91,10
10/03/2011 76,03 91,22
Sexta lectura: 79,79 91,37
10/03/2011 79,01 91,37
Séptima lectura: 80,63 94,53
10/03/2011 81,73 94,75
MEDIA 66,37 91,98

Tabla 13. Porcentaje de recuperacion lectura de Fe en ron
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Linealidad:

e Primeralectura: 27/10/2010

e Cuartalectura: 09/12/2010

Primera lectura Fe y=0,0843x+0,0165
R2=0,9926
0,6
S 04
c
©
2 02
[e]
2
< 0 T T 1
0 2 4 6
Concentracion

y =0,094x + 0,0238

Cuarta lectura Fe
R? = 0,9888

0,6
0,4

0,2

Absorbancia

0 T T 1
0 2 4 6

Concentracion

Fig 9. Primera grafica de Fe en ron

e Segunda lectura: 29/10/2010

Segunda lectura Fe ¥=00747x +0,0215
R?=0,9906
0,5
0,4
03
0,2
0,1
0 T T \
0 2 4 6
Concentracion

Absorbancia

Fig 12. Cuarta grafica de Fe en ron

e Quintalectura: 10/03/2011

Quinta lectura Fe y =0,1x +0,0196
R?=0,9893
0,6
8
=
S 04
2
2 02
<
0 . : ‘
0 2 4 6
Concentracion

Figl0. Segunda grafica de Fe en ron

e Terceralectura: 03/11/201

Figl3. Quinta grafica de Fe en ron

e Sextalectura: 10/03/2011

Tercera lectura Fe Y=0078x+0,0205
R? =0,9935
0,6
Ko
S 04
©
el
s 02
wv
o)
< 0 T T 1
0 2 4 6
Concentracion

Sexta lectura Fe  v=01023x+0,0159

R2=0,9925
0,6
0
(%]
£ 04
2
6 0,2
(7]
2
< O T T 1
0 2 4 6

Concentracion

Fig 11. Tercera grafica de Fe en ron

Figl4. Sexta grafica de Fe en ron
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e Séptima lectura: 10/03/2011

] y = 0,0997x + 0,0256
Septima lectura Fe R? = 0.9837
0,6
©
€ 0,4
m ’
2
30,2
o)
<
0 w * ‘
0 2 4 6
Concentracion

Fig 15. Septima grafica de Fe en ron

Se presenta la grafica con los 7 ensayos de Fe realizados para corroborar la
linealidad del método:

0,6

0,5 primera lectura
3 0,4 segunda lectura
c
©
2 0,3 tercera lectura
o
é 0,2 cuarta lectura

0,1 quinta lectura

0 x T T T T 1 =—=sexta lectura
0 1 2 3 4 5 6 .
. septima lectura
Concentracion

Figl6. Curvas de linealidad de Fe en ron

Se muestran también algunos datos para determinar la sensibilidad del equipo e
igualmente verificar su linealidad.

Parametro Valor
0,9901

RZ
LD (mg/L) 0,0539
LC (mg/L) 0,6232
Sensibilidad 0,0901

Tabla 14. Estadisticos para determinar funcionamiento del equipo con Fe
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Confiabilidad: Para mayor nivel de confianza se verifican los puntos de las

lecturas con el criterio de rechazo.

Tabla | Tabla de Tabla de
Patrones test maximo minimo
Ubk 2,37 1,1160 1,8696
Ueb (0,5 mg/L) 2,29 1,3756 1,6779
Uem (2,0 mg/L) 2,37 1,1648 1,2323
Uea (5,0 mg/L) 2,33 1,4428 1,5581
UiM1. Ab (1,0 mg/L) 2,29 1,5113 1,0384
uM1. Aa (5,0 mg/L) 2,29 2,2829 1,4341
uM1 2,37 1,8351 1,1452

Tabla 15.Test de Grubbs para patrones de Fe en ron

6.2.3.2 Anélisis de Cu

Desviacion Nivel
Patrones Media N | estandar maximo minimo | confianza 95%
Ubk -0,0428 | 14 0,0719 0,0933 -0,1512 0,0415
Ueb (0,5 mg/L) 0,4810| 8 0,0563 0,5876 0,4282 0,0470
Uem (1,5 mg/L) 1,6636 | 14 0,1824 1,9112 1,4392 0,1053
Uea (3,0 mg/L) 3,0827 | 14 0,4701 3,7377 2,0735 0,2714
UM1. Ab (1,0 mg/L) 0,8207 | 14 0,1006 0,9919 0,7255 0,0581
iM1. Aa (3,0 mg/L) 2,2130| 12 0,1776 2,5248 2,0153 0,1128
Um1l -0,0302 | 14 0,0651 0,0823 -0,1466 0,0376
Ron 0,5mg/L 0,5788 | 14 0,0798 0,6791 0,4697 0,0461
Ron 3mg/L 2,4748 | 14 0,2978 3,0148 1,955 0,1719

Tabla 16. Estadisticos determinados a los patrones de Cu en ron
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Precisién: Para determinar la precision del método, se determina el coeficiente de
variacion de los patrones y las muestras.

Patrones cv

Ueb (0,5 mg/L) 11,6976
Uem (1,5 mg/L) 10,9669
Uea (3,0 mg/L) 15,2492
{iM1. Ab (1,0 mg/L) 12,2642
{iM1. Aa (3,0 mg/L) 8,0238
Ron 0,5mg/L 13,7877

Ron 3mg/L 12,0335

Tabla 17. Coeficientes de variacién de patrones de Cu en ron

Exactitud: La exactitud del método se determina con los patrones de validacion,
calculando el porcentaje de error. (Ueb, Uem, Uea)

Error relativo Ueb | Error relativo Uem | Error relativo Uea

Lecturas Cu (0,5 mg/L) (1,5 mg/L) (3,0 mg/L)
Primera lectura: 6,62 2,89 2,71
27/10/2010 0,58 4,05 4,34
Segunda lectura: 6,88 0,90 4,69
29/10/2010 17,52 0,68 3,18
Tercera lectura: 9,78 27,41 24,59
03/11/2010 14,36 27,25 23,82
Cuarta lectura: 9,78 0,77 27,18
09/12/2010 14,36 3,34 30,88
Quinta lectura: | - 15,11 7,83
10/03/2011 | = -—me- 15,39 8,21
Sexta lectura: | - 15,64 7,34
10/03/2011 | = —emeee- 16,32 8,06
Séptimalectura: | 24,51 8,37
10/03/2011 | = e 21,90 7,62
MEDIA 9,99 12,58 12,06

Tabla 18. Determinacion del error relativo de patrones de Cu en ron
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Porcentaje recuperacién: El porcentaje de recuperacion se establece con las

muestras de ron adicionadas

Lecturas Cu % Recuperacion % Recuperacion | % Recuperacion | % Recuperacion

iM1. Ab (1,0 mg/L) | iiM1. Aa (3,0 mg/L) | Ron 0,5mg/L Ron 3,0 mg/L
Primera lectura: 75,85 66,64 98,72 81,84
27/10/2010 75,98 67,07 99,26 81,06
Segunda lectura: 8201 | e 116,02 91,41
29/10/2010 8247 | e 114,8 90,19
Tercera lectura: 90,96 81,39 119,2 97,51
03/11/2010 90,01 81,42 119,36 97,75
Cuarta lectura: 109,33 71,62 120,4 68,63
09/12/2010 106,31 72,72 123,26 72,00
Quinta lectura: 79,53 73,90 130,84 78,82
10/03/2011 80,08 74,36 131,56 79,33
Sexta lectura: 81,51 74,16 131,82 83,32
10/03/2011 81,09 75,19 133,02 82,62
Séptima lectura: 78,68 78,08 134,6 83,03
10/03/2011 77,37 76,79 132,22 81,48
MEDIA 85,08 74,44 121,79 83,50

Tabla 19.Porcentaje de recuperacion en lecturas de Cu en ron

Linealidad: Para determinar Cobre en ron, se muestra la linealidad a

continuacion:

e Primeralectura: 27/10/2011

Segunda lectura: 29/10/2010

Primera lectura C

0,6

Absorbancia
o o
N H

o

u ¥ =01491x-0,0091
R? =0,9995

0,6
0,4
0,2

Segunda lectura Cu -°

,1308x + 0,0052
R?=0,9964

°
N

Concentracion

0

Absorbancia

-0,2

Concentracion

Fig 17. Primera grafica Cu en ron

Fig18. Segunda grafica Cu enron

45




e Terceralectura: 03/11/2010

e Sexta lectura: 10/03/2011

y =0,1416x - 0,0046
Tercera lectura Cu R? = 0,9997

0,6
0,4
0,2

0

Absorbancia

-0,2

Concentracion

y =0,166x + 0,0123
Sexta lectura Cu R? = 0,9961
0,6
0
£ 0,4
©
o]
5 0,2
(%]
]
< 0 * ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4
Concentracion

Fig19. Tercera grafica Cu en ron

e Cuartalectura: 09/12/2010

Fig 22. Sexta grafica Cu en ron

e Séptima lectura: 10/03/2011

y =0,1663x + 0,0168
Cuarta lectura Cu R? = 0.9996
0,6
0,4
0,2
0 w * ‘ ‘

Absorbancia

Concentracion

- =0,1608x + 0,0112
Septima lectura Cu v - 0.9674

0,6
0,4
0,2
0 T T T \

Absorbancia

Concentracion

Fig 20. Cuarta grafica Cu en ron

e Quintalectura: 10/03/2011

Quinta lectura Cu y-0,1651x+0,0116
R2=0,9972
0,6
K]
§ 0,4
20,2
§ O T T T 1
< 0 1 2 3 4
Concentracion

Fig21. Quinta grafica Cu en ron
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Se presenta la grafica con los 7 ensayos de Cu realizados para corroborar la
linealidad del método:

0,6
0.5 = primera lectura
0,4 segunda lectura
= tercera lectura
0,3
e cuarta lectura
0,2 '
= quinta lectura
0,1 = sexta lectura
0 T T T T T T \ Septima lectura
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
-0,1

Fig 24. Curvas de linealidad de Cu

Se presentan también otros parametros para sensibilidad y linealidad del equipo:

Parametro Valor
R? 0,9981

LD (mg/L) | 0,1729

LC (mg/lL) | 0,6762

Sensibilidad 0,1539
Tabla 20.estadisticos para determinar funcionamiento del equipo con Cu
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Confiabilidad: Se realiz6 el test de Grubbs a los datos para analizar puntos de
dispersion.

Patrones Tabla | Tabla de | Tabla de
test | maximo minimo
Ubk 2,37 | 1,89297 |1,507518773

Ueb (0,5 mg/L) 2,03 | 1,89513 |0,938010544
Uem (2,0 mglL) 2,37 | 1,35703 |1,230029228
Uea (5,0 mglL) 2,37 | 1,39336 |2,146839929
iM1. Ab (1,0 mg/L) | 2,37 | 1,70116 |0,945642324
iM1. Aa (5,0 mg/L) | 2,29 | 1,75627 |1,113123604

iml 2,37 | 1,72841 |1,789441898
Ron 0.5 mg/L 2,37 | 1,25695 |1,367041014
Ron 3mg/L 2,37 | 1,81324 |1,745458624

Tabla 21. Test de Grubbs para patrones de Cu en ron

Observando los resultados obtenidos en la etapa de validacion puede decirse:

Precision

La precision del método es adecuada en el analisis de Fe donde los coeficientes
de variacion obtenidos para el patron de 5,0 mg/L y la muestra adicionada de
concentraciéon alta tUM1.Aa de concentracion alta (5,0 mg/L) estd muy por debajo
del limite 15%. Para la muestra adicionada tiM1. Ab de concentracion baja (1,0
mg/L) y los patrones de 0,5 y 2,0 mg/L se destacan valores de 15,0438; 15,1438 y
15,1519 respectivamente, ubicandose en el limite permitido sin sobrepasarlo
notablemente; esto puede deberse a evaporacion o perdida de muestra por el
constante calor al que se someten las mismas, error que se puede reparar con un
calentamiento lento.

Para el analisis de Cu se determina una buena precision ya que los patrones de
0.5, 1.5y 3.0 mg/L y las muestras adicionadas de 0.5, 1.0 y 3.0 mg/L presentan
coeficientes de variacion entre el 8% y 15%, valores aceptables para la precision
del método.

Exactitud

La exactitud del método para andlisis de Fe expresada como porcentaje de error
muestra un bajo error de 3.64% en el patron de 5.0 mg/L, para el patrén de 2.0
mg/L el porcentaje es de 13%, un valor relativamente aceptable ya que el limite
establecido en el laboratorio es del 12%, en este caso se presento una
disminucién de concentracion en las tres ultimas lecturas (anexo 4) que puede
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deberse a descomposicién del patrén con el paso del tiempo, otro factor puede ser
una poca agitacion de la muestra y por consiguiente un asentamiento en la
concentracion del metal; finalmente se evidencia un alto error de 25% en el patrén
de 0.5 mg/L, donde las lecturas (anexo 4) muestran concentraciones inferiores a la
deseada probablemente por perdidas de muestra.

Para Cu, la exactitud se muestra adecuada ya que el patrén de 0.5 mg/L tiene un
porcentaje de error inferior al 12% y los patrones de 1.5 y 3.0 mg/L estan en un
valor aproximado a este.

Porcentaje de recuperacion

Para Fe la muestra con adicion baja (UM1b) presento un porcentaje de
recuperacion de 66.37% un valor bajo debido a la primera lectura realizada (anexo
4), la cual muestra porcentajes de 38,79 y 36,65% que pueden deberse a un
asentamiento de la muestra por falta de agitacion, las demas lecturas de la
muestra presentan porcentajes relativamente buenos; la muestra con adicion alta
(UM1a) presento un porcentaje de recuperacion adecuado de 91.98%

Para el caso del Cu la muestra tratada con adicion baja (iIM1b) y dos muestras
mas adicionadas con 0.5 y 3.0 mg/L muestran valores de recuperacion adecuados
alrededor de 80y 121%; para la adicién alta (IMl1a) se presenta un valor de
recuperacion de 74.44%, un poco bajo pues la concentracion leida evidencia
perdidas de la muestra.

Se puede comprobar que las muestras se encuentran en valores cercanos al
rango de aceptacion el cual va de 80 a 120%. Esto indica que el método de
calcinacion utilizado para la determinacion de Fe y Cu en muestras de ron por
absorcion atomica en llama, presenta una buena recuperacién del analito el cual
no sufre demasiadas alteraciones durante el proceso de preparacion y analisis; es
importante regular el calentamiento lento para evitar disminucién de la
concentracion en las muestras.

Linealidad

Cada uno de los ensayos de Fe y Cu presenta coeficientes de regresion
superiores a 0,99 lo cual es el resultado de la alta correlacion entre las variables y
a su vez indica una buena linealidad del método. Al observar cada una de las
graficas se corrobora lo dicho anteriormente determinando también que no se
muestran puntos anormales dentro de las curvas.
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Sensibilidad

El método tiene buena sensibilidad para ambos metales, tomando esta como la
pendiente de la curva de calibracion, la cual fue para Fe y Cu de 0,0901 y 0,1539
respectivamente. Lo anterior indica que el método puede detectar pequefias
variaciones de concentracién en forma precisa cuando se realiza el analisis.

Limite de deteccidn:

Fe: Para este metal la desviacion estandar de una muestra natural adicionada
con un valor de 1.0 mg/L es de (s= 0,1177)

El valor del limite de deteccion para el Fe es: 0,3532 mg/L
Un valor muy por debajo del limite maximo permitido por la NTC 278 de 8 mg/L

Cu: Tomando como referencia la desviacién estandar de una muestra natural,
adicionada con un valor de 0.5 mg/L (s=0,0719)

El valor del limite de deteccion para el Cu es: 0,2394 mg/L
Un valor 4 veces menor al requerimiento de la NTC 278 el cual estipula el valor
maximo permitido como 1 mg /L

Limite de Cuantificacion:

Fe: Para este metal la desviacion estandar de una muestra natural adicionada
con un valor de 1.0 mg/L es de (s= 0,1177)

El valor del limite de Cuantificacion para Fe es: 1,1774 mg/L

Cu: Tomando como referencia la desviaciéon estandar de una muestra natural,
adicionada con un valor de 0.5 mg/L (s=0,0719)

El valor del limite de Cuantificacion para Cu es: 0,798 mg/L

Confiabilidad

Para corroborar la confiabilidad del método se realizo el test de rechazo a las
muestras en el analisis de ambos metales, certificando que todas las lecturas
(anexo 4) cumplen con el rango y que Unicamente se llegaron a rechazar dos
datos de dispersion para cada muestra.
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6.3 METODO DE COMPARACION

Para verificar si el método funciona en todas las bebidas espirituosas, se realiza la
lectura con muestras de aguardiente igualmente suministradas por la Industria
Licorera de Caldas. Las cuales se analizan siguiendo las mismas etapas
anteriores.

6.3.1 FASE |

Se realizaron los mismos ensayos que en las muestras de ron, por digestion acida
contaminando a (1mg/L) y calcinacion contaminando a (3 mg/L), arrojando los
siguientes resultados:

Std Std average
Fe Concentracion | Concentracion Concentracion
esperada mg/L | leida mg/L | absorbancia mg/L absorbancia
Digestion 1 mg/L 0.7930 0.0715
Aguardiente 0.7953 0.0717 0.7942 0.0716
Calcinacion 3 mg/L 0.9935 0.0887
Aguardiente 0.9912 0.0885 0.9924 0.0886

Tabla 22. Comparacion de metodologias

Teniendo en cuenta los datos obtenidos después del tratamiento de la muestra, se
decidi6 trabajar con la digestion acida ya que en la calcinacién se evidencia gran
pérdida de muestra esto puede deberse a que dicha matriz cuenta con un bajo
contenido de materia organica, la cual se elimina facilmente por digestion sin ser
necesario someterla a rampas de calentamiento mas elevadas.

6.3.2 FASE I

Igualmente se prepararon patrones de calibracion y se contaminaron muestras de
la bebida a diferentes concentraciones. En esta etapa no se realizaron patrones de
validacion ya que se pretende Unicamente comprobar el método frente a otras
matrices espirituosas.
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6.3.2.1 Materiales y equipo
¢ MATERIALES

Balones Volumétricos de 200 mL y 100 mL
Bureta de 25 mL clase A

Erlenmeyer de 250 mL

Pipeta volumétrica de 2 mL clase A

Pipeta graduada de 1 mL clase A

Embudos de tallo largo

Frasco lavador

Porta muestras equipo SHIMADZU AA-7000

e EQUIPOS
Planchas de calentamiento
Espectrofotdmetro de absorcion atomica SHIMADZU AA-7000
Equipo de destilacion Elix 10

6.3.2.2 Preparacion de curvas de calibracién

e Patrones de Fe: Se toma el volumen necesario de la solucion madre de
hierro para preparar cada uno de los patrones de acuerdo a la siguiente

tabla:
.s Volumen de Solucion
Concentracion A
Patrones estandar a tomar
(mg/L) (mL)
Blanco 0,0 0,0
1 0,5 5
2 1.0 10
3 2.0 20
4 3.0 30
5 5.0 50

Tabla 23. Patrones de Fe para comparacion de metodologia
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Posterior a ello, adicionar 0.2 mL HNO3z y 2 mL HCL (1:1), aforar a 100 mL
con agua desionizada. Leer Fe en el equipo de absorcion atomica con
corriente de lampara de 10 mA, longitud de onda 248,3 nm, modo de
lampara BGC- D2, caudal del gas combustible 2,2 L/min, tipo de llama aire-
C2H2, altura del quemador 9 mm.

e Patrones de Cu

Se toma el volumen necesario de la solucion madre de cobre para preparar
cada uno de los patrones de acuerdo a la siguiente tabla:

.s Volumen de Solucion
Concentracion A
Patrones estandar a tomar

(mg/L) (mL)

Blanco 0,0 0,0
1 0,5 5

2 1.0 10

3 1.5 15

4 2.0 20

5 3.0 30

Tabla 24. Patrones de Cu para comparacion de metodologias

Posterior a ello adicionar 0.2 mL HNO3z y 2 mL HCL (1:1), aforar a 100mL
con agua desionizada. Leer Cu en el equipo de absorcién con corriente de
lampara de 8 mA, longitud de onda 324.8 nm, modo de lampara BGC- D2,
caudal del gas combustible 1.8 L/min, tipo de llama aire-C2H2, altura del
guemador 7 mm.

6.3.2.3 Preparacion de muestras de aguardiente

e Muestras para Fe
Para realizar el respectivo analisis de Hierro, se utiliz6 una muestra de
aguardiente tomando el volumen necesario de solucibn madre segun la
siguiente tabla:
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Volumen de Soluciéon

Patron Concentracion .
estandar a tfomar
(mg/L) (mL)
Muestra natural de aguardiente

Blanco N.A 0
Muestra de aguardiente 10 10
adicionada (1.0 mg/L) '
Muestra de aguardiente 30 30

adicionada (3.0 mg/L)
Tabla 25. Muestras de Fe en aguardiente

Posterior a ello adicionar 0.2 mL HNO3 y 2 mL HCL (1:1), aforar a 100 mL
con agua desionizada someter a calentamiento lento hasta casi sequedad,
finalmente aforar a 100 mL con agua desionizada. Leer Fe en el equipo de
absorcion atémica con corriente de lampara de 10 mA, longitud de onda
248,3 nm, modo de lampara BGC- D2, caudal del gas combustible 2,2
L/min, tipo de llama aire- C2H2, altura del quemador 9 mm

e Patrones para Cu
Para realizar el respectivo analisis de Hierro en la muestra, se utilizd una

muestra de aguardiente tomando el volumen necesario de solucion madre de
10 mg/L segun la siguiente tabla:

Volumen de Solucion
estandar a tomar
(mg/L) (mL)

Patrén Concentracion

Muestra natural de aguardiente

Blanco N.A 0
Muestra de aguardiente 10 10
adicionada (1.0 mg/L) '

Muestra de aguardiente 30 30

adicionada (3.0 mg/L)

Tabla 26. Muestras de Cu para aguardiente

Posterior a ello adicionar 0.2 mL HNO3z y 2 mL HCL (1:1), aforar a 100mL
con agua desionizada, someter a calentamiento hasta casi sequedad y
finalmente aforar con agua desionizada. Leer Cu en el equipo de absorcion
con corriente de lampara de 8 mA, longitud de onda 324.8 nm, modo de
lampara BGC- D2, caudal del gas combustible 1.8 L/min, tipo de llama aire-
C2H2, altura del quemador 7 mm.
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6.3.3 FASE Il

Las lecturas de aguardiente se

realizaron en 5 dias alternos (anexob5)

garantizando que el método previamente seleccionado y las condiciones del
equipo funcionaran adecuadamente. A continuacion se presentan los resultados
obtenidos y su respectivo analisis.

6.3.3.1 Analisis de Fe

Desviacién Nivel
Patrones Media N estandar maximo minimo | confianza 95%
Blanco 0,0556 10 0,0492 0,1457 -0,0129 0,0352
0,5 0,7770 10 0,1123 0,8948 0,6193 0,0803
1 1,1025 10 0,0583 1,1674 1,0056 0,0417
2 2,2203 10 0,0988 2,3773 2,0845 0,0707
3 3,1451 10 0,0494 3,2446 3,0578 0,0354
5 4,7765 10 0,0798 4,9291 4,6863 0,0571
Blanco

aguad. 0,0725 15 0,0325 0,1039 0,0119 0,0180
Adic. 1mg/L 1,6337 15 0,0677 1,715 1,5097 0,0375
Adic. 3mg/L 2,6866 15 0,0917 2,7713 2,4847 0,0508

Tabla 27. Determinacion de estadisticos para matriz de aguardiente

Precision

Patrones cv
0,5 14,4498
1 5,2867
2 4,4483
3 1,5717
5 1,6698
Adic. Img/L 4,1460
Adic. 3mg/L 3,4125

Tabla 28. Coeficiente variacion de patrones en aguardiente
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Exactitud

Error Error Error Error Error
relativo relativo relativo relativo relativo
Lecturas Fe (0,5 mg/L) |[(1,0 mg/L)| (2,0 mg/L) | (3,0 mg/L) | (5,0 mg/L)

Primera lectura: 23,86 4,43 6,07 3,21 1,42
27/10/2010 27,32 6,16 4,22 1,93 3,03
Segunda lectura: 33,84 4,03 8,24 4,46 4,16
29/10/2010 36,02 0,56 7,23 5,62 2,84
Tercera lectura: 64,82 13,47 18,87 5,06 6,27
03/11/2010 62,84 16,74 18,67 4,63 5,72
Cuarta lectura: 77,88 15,55 13,22 5,06 5,48
09/12/2010 78,96 15,20 10,21 4,31 4,43
Quinta lectura: 74,42 13,47 11,41 8,15 5,61
10/03/2011 74,06 12,92 12,05 5,91 5,75
MEDIA 55,40 10,25 11,02 4,84 4,47

Tabla 29. Error relativo de patrones de Fe en aguardiente

Porcentaje de recuperacion

Lecturas Fe % Recuperacion | % Recuperacion
(1,0 mg/L) (3.0 mg/L)

140,78 81,16
Primera lectura: 141.93 79.36
27/10/2010 145 2 81,61
152,12 86,73

Segunda lectura:
29/10/2010 151,93 89,30
151,16 88,34
160,86 88,54

Tercera lectura:
03/11/2010 154,82 87,98
158,58 87,45
160,07 87,23
Cuarta lectura: 160,34 89,33
09/12/2010 162,96 88,79
Quinta lectura: 163,41 89,23
10/03/2011 167,91 90,18
169,74 91,80
MEDIA 156,12 87,14

Tabla 30. Porcentaje recuperacion muestras de Fe en aguardiente.
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Linealidad

e Primeralectura: 07/06/2011

e Cuartalectura:13/06/2011

Primera lectura Fe Y=00503x+0,0057
R? =0,9989
0,3
<
£ 0,2
3
5 01
(7]
-g 0 T T 1
0 2 4 6
Concentracion

=0,1014x + 0,0335
Cuarta lectura F€e RZ = 0.9939
0,6
o
204
3
§ 0,2
g 0 | ‘ ‘
0 2 4 °
Concentracion

Fig25. Primera grafica Fe aguardiente

e Segunda lectura: 07/06/2011

Fig28. Cuarta grafica Fe aguardiente

e Quintalectura: 13/06/2011

Segunda lectura Fe ™72 29076

0,3
0,2
0,1

0 T T 1
0 2 4 6

Concentracion

Absorbancia

Quinta lectura Fe y=00998x+0,0313

R?=0,9913
0,6
o
04
[¢*]
20,2
3
o 0 T T 1
< 0 2 4 6

Concentracion

Fig26. Segunda grafica Fe aguardiente

e Tercera lectura:09/06/2011

Tercera lectura Fe Y =00934x+0,0263

R2 = 0,9866

0,6

S 0,4

c

©

S 02

3

'g O T T 1
02 2 4 6

Concentracion

Fig27. Tercera grafica Fe aguardiente
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Se presenta la gréfica con los 5 ensayos de Fe realizados para aguardiente,
corroborando la linealidad del método:

0,6
0,5 /
© 0,4 / = primera lectura
§ 0,3 segunda lectura
]
g 0,2 tercera lectura
< e cuarta lectura
0,1
= (uinta lectura
0
0 1 2 3 4 5 6
-0,1

Concentracion

Fig30. Curvas para linealidad Fe en aguardiente

Algunos paradmetros de sensibilidad y linealidad:

Pardmetro | Valor
R 0,9934
LD (mg/L) 0,2032
LC (mg/L) 0,5476
Sensibilidad 0,079

Tabla 31. Parametros para corroborar funcionamiento del equipo con Fe
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Confiabilidad: Determinado por el test de Grubbs

Blanco 2,18 1,8316 1,3918

0,5 2,18 1,0491 1,4047

1 2,18 1,1129 1,6630

2 2,18 1,5894 1,3751

3 2,18 2,0139 1,7651

5 2,18 1,9140 1,1303
Blanco aguad. 2,41 0,9657 1,8637
Adic. Img/L 2,41 1,2002 1,8308
Adic. 3mg/L 2,41 0,9243 2,2018

Tabla 32. Test de Grubbs para patrones de Fe en aguardiente

6.3.3.2 Anélisi

sdeCu

Blanco -0,0137 10 0,0191 0,0131 -0,0368 0,0137

0,5 0,4998 10 0,0082 0,5145 0,4917 0,0058

1 0,9998 10 0,0277 1,0484 0,9726 0,0198

1,5 1,5075 10 0,0128 1,5257 1,491 0,0091

2 2,0254 10 0,0211 2,0562 1,9976 0,0151

3 2,9758 10 0,0220 3,0071 2,9421 0,0157
Blanco aguad. -0,0147 10 0,0164 0,0131 -0,0362 0,0117
Adic. Img/L 1,0203 10 0,0306 1,0558 0,9706 0,0219
Adic. 3mg/L 2,9617 10 0,0316 3,005 2,9076 0,0226
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Precision

Patrones cv

0,5 1,6342

1 2,7695

2 0,8468

3 1,0422

5 0,7396
Adic. Img/L 2,9989
Adic. 3mg/L 1,0680

Tabla 34. Coeficiente de variacion de patrones de Cu en aguardiente

Exactitud
Error Error Error Error Error
relativo relativo relativo relativo relativo

Lecturas Cu (0,5 mg/L) | (1,0 mg/L) | (1,5 mg/L) | (2,0 mg/L) | (3,0 mg/L)
Primera lectura: 1,04 2,74 0,43 2,81 1,72
27/10/2010 1,66 0,11 0,60 2,81 1,93
Segunda lectura: 1,58 3,63 1,71 1,23 0,88
29/10/2010 1,32 4,84 1,03 0,01 1,22
Tercera lectura: 29 2,02 0,55 0,74 0,28
03/11/2010 1,44 2,74 0,42 0,98 0,16
Cuarta lectura: 0,24 2,02 0,71 0,53 0,04
09/12/2010 0,96 2,38 0,16 0,12 0,24
Quinta lectura: 2,06 1,79 1,08 2,10 0,84
10/03/2011 0,5 0,59 1,51 1,64 1,24
MEDIA 1,37 2,29 0,82 1,30 0,85

Tabla 35. Error relativo de patrones de Cu en aguardiente
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Porcentaje de recuperacion

% Recuperacion | % Recuperacion
Lecturas Cu (1,0 mg/L) (3.0 mg/L)

Primera lectura: 27/10/2010 102,75 98,87
101,31 97,68
Segunda lectura: 29/10/2010 101,83 99,92
100,68 98,35
Tercera lectura: 03/11/2010 108,25 99,46
104,1 100,23
Cuarta lectura: 09/12/2010 104,63 98,81
102,85 99,25
Quinta lectura: 10/03/2011 107,47 99,70
106,13 99,86
MEDIA 103,5 99,21

Tabla 36. Porcentaje de recuperacion muestras de Cu en aguardiente.

Linealidad

Primera lectura:30/05/2011

e Segunda lectura: 01/06/2011

Primera lectura

Absorbancia

Cﬁz 0,1596x + 0,005

Segunda lectura C

(3 0,1569x + 0,0072

R?=0,9981 R? =0,9992
0,6
’ 0,6
Rt
0,4 5]
’ S04
2
0,2 2 0,2
E
0 T T T 1 0 T T T 1
0 1 2 3 4 1 2 3 4

Concentracion

Concentracion

Fig31. Primera grafica Cu
aguardiente

Fig32. Segunda grafica Cu
aguardiente
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e Terceralectura: 07/06/2011

Tercera lectura Cu Y =00825x+0,0002

R? =0,9998
0,3
gud
£ 0,2
m 7
2
o 0,1
2
< O T T T 1
0 1 2 3 4

Concentracion

° Cuarta lectura:; 07/06/2011

Cuarta lectura Cu Y =0.0842x-0,0002
R? = 0,9999

03

0,2

0,1

Absorbancia

0

-0,1

Concentracion

Fig33. Tercera grafica Cu en
aguardiente

e Quinta lectura: 09/06/2011

Quinta lectura Cu Y =0141x+0,0034
R? = 0,9994

0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0 T 1

0 2 4

Concentracion

Absorbancia

Fig35. Quinta grafica Cu en
aguardiente

Fig34. Cuarta grafica Cu en
aguardiente
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Se presenta la grafica con los 5 ensayos de Cu realizados para aguardiente,
corroborando la linealidad del método:

0,6

0,5

© 0.4 // = primera lectura
‘S
E 0,3 segunda lectura
g 0,2 = tercera lectura
< = cuarta lectura
0,1
= quinta lectura
0
1 2 3 4
-0,1

Concentracion

Fig36. Curvas para linealidad de Cu en aguardiente

Parametros de sensibilidad y linealidad:

Parametro Valor

R? 0,9993
LD (mg/L) 0,0438
LC (mg/L) 0,1778

Sensibilidad 0,1244
Tabla 37. Patrones para corroborar funcionamiento del equipo con Cu
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Confiabilidad:

Tabla de Tabla de
Patrones | Tabla test | maximo minimo

Blanco 2,18 1,3982 1,2081
0,5 2,18 1,8010 0,9905
1 2,18 1,7559 0,9816
2 2,18 1,4273 1,2910
3 2,18 1,4576 1,3184
5 2,18 1,4230 1,5303
Blanco aguad. 2,18 1,6937 1,3131
Adic. 1Img/L 2,18 1,1592 1,6253
Adic. 3mg/L 2,18 1,3698 1,7094

Tabla 38.Test de Grubbs para patrones de Cu en aguardiente

De acuerdo a los datos presentados para el método de comparacién realizado con
aguardiente, puede decirse:

Precision

En el andlisis de Fe los coeficientes de variacién obtenidos para los patrones de
0.5, 1.0, 2.0, 3.0 y 5.0 mg/L y para las muestras adicionadas de concentraciones
1,0 y 3,0 mg/L no sobrepasan el limite permitido de 15%, mostrando una buena
precision para el analisis del metal.

Para el Cu los coeficientes de variacion de los patrones de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, y 3.0
mg/L y las muestras adicionadas de 1.0 y 3.0 mg/L no sobrepasan el 3%, lo cual
indica una excelente precision del método para el analisis de este metal.

Exactitud

La exactitud del método para analisis de Fe muestra porcentajes de error por
debajo del 12% para patrones de 1.0, 2.0, 3.0 y 5.0 mg/L; sin embargo el patrén
de 0.5 mg/L presenta un alto error 55.4% el cual puede deberse segun las lecturas
(anexo 5) a una contaminacion de la muestra o una mala medicién del analista al
momento de adicionar el metal, ya que se leen concentraciones mas altas de la
requerida.

Para Cu, la exactitud se muestra adecuada ya que el porcentaje de error de todos
los patrones (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, y 3.0 mg/L) esta por debajo del 3%.
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Porcentaje de recuperacion

Para Fe la muestra con adicién baja (1.0 mg/L) presento un porcentaje de
recuperacion de 156.12% el cual sobrepasa el rango de aceptacion 80-120%, esto
puede deberse a una contaminacién de la muestra ya que como se observa en las
lecturas (anexo 5) la concentracion marca por encima del valor adicionado, dando
asi lugar a valores de recuperacién mas altos de los que se deberian obtener,
para verificar lo dicho, se realizo una verificacion de toda la metodologia y de esta
manera minimizar errores; por el contrario, la muestra con adicion alta (3.0 mg/L)
presento un porcentaje de recuperacion adecuado de 87.14%

Para el caso del Cu ambas muestras presentan valores de recuperacion dentro
del rango de aceptacion.

Linealidad

Para cada uno de los metales analizados Fe y Cu, se presentan coeficientes de
regresion préximos  lo cual es el resultado de la alta correlacién entre las
variables y a su vez indica una buena linealidad del método. Al observar cada una
de las graficas se corrobora lo dicho anteriormente determinando también que no
se muestran puntos anormales dentro de las curvas.

Sensibilidad

El método tiene buena sensibilidad para ambos metales, tomando esta como la
pendiente de la curva de calibracion, la cual fue para Fe y Cu de 0,079y 0,1244
respectivamente. Lo anterior indica que el meétodo puede detectar pequefios
cambios de concentracién en forma precisa cuando se realiza el analisis.

Limite de deteccion:

Fe: Para este metal la desviacion estandar de una muestra natural adicionada
con un valor de 1.0 mg/L es de (s= 0,0677)

El valor del limite de deteccion para el Fe es: 0,2032mg/L
Un valor debajo del limite maximo permitido por la NTC 411 de 8 mg/L

Cu: Tomando como referencia la desviacién estandar de una muestra natural,
adicionada con un valor de 1.0 mg/L (s=0.0306)

El valor del limite de deteccién para el Cu es: 0,0918 mg/L
Un valor menor al requerimiento de la NTC 411 el cual estipula el valor maximo
permitido como 1 mg /L
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Limite de Cuantificacion:

Fe: Para este metal la desviacion estandar de una muestra natural adicionada
con un valor de 1.0 mg/L es de (s= 0,0677)

El valor del limite de Cuantificacion para Fe es: 0,6773 mg/L

Cu: Tomando como referencia la desviaciéon estandar de una muestra natural,
adicionada con un valor de 1.0 mg/L (s=0.0306)

El valor del limite de Cuantificacion para Cu es: 0,306 mg/L

Confiabilidad:

Para corroborar la confiabilidad del método se realizé el test de rechazo a las
muestras en el analisis de ambos metales, certificando que todas las lecturas
(anexo 5) cumplen con el rango y que Unicamente se llegaron a rechazar dos
datos de dispersion para cada muestra.

6.4 VERIFICACION DE LAS METODOLOGIAS

Finalmente se realizan lecturas de ron viejo de Caldas tradicional 3 afos y
aguardiente con las condiciones y metodologias planteadas en el desarrollo de
proyecto; como se dijo anteriormente, con el fin de corregir errores y verificar si la
validacién produjo los resultados esperados, se presta especial cuidado de no
adicionar exceso de volumen en la muestra al momento de contaminarla e
igualmente cuidar que en ningun instante se presenten perdidas del analito. A
continuacion se muestran las lecturas realizadas a las muestras:
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6.4.1 Lectura de Fe

0 (blanco) 0,0034
0,5 0,0426
1 0,10465
1,5 0,16165

2 0,2137

3 0,2899

5 0,4843

Tabla 39. Patrones Fe para

Verificacion

Curva de calibracion Fe Y=00951x+0,0107

R?=0,9998

Absorbancia

2,0

Concentracion

Fig 37.Curva de calibracion Fe para verificacion

-0,0025 0,0083
-0,0088 0.0077
Bco. ron -0,0119 0,0074 -0,0077 0,0079
1,6008 0,1619
Adicionada 1 1,6091 0,1627
ron 2mg/L 1,6122 0,163 1,6074 0,1625
1,9369 0,1941
Adicionada 2 1,9233 0,1928
ron 2mg/L 1,9515 0,1955 1,9372 0,1941
-0,1506 0,0002
Bco. -0,1495 0,0003
aguardiente -0,1431 0,0009 -0,1477 0,0005
Adic. 2,1999 0,2193
aguardiente 2,1707 0,2165
2mg/L 2,1467 0,2142 2,1724 0,2167

Tabla 40. Lecturas Fe en muestras de ron y aguardiente

67




Fe mg/L % error
29,10
0,5 28,90
0,37
1 0,27
6,23
15 6,85
6,81
2 7,34
2,28
3 1,93
1,20
5 0,16
Media 7,62

Tabla 41. Porcentajes de error patrones de Fe para verificacion

Adic. 1 ron 2mg/L | Adic. 2 ron 2mg/L | Adic. aguardiente 2mg/L

’ %R 80,76 97,25 116,01
Tabla 42. Porcentaje de recuperacion muestras adicionadas Fe en ron y
aguardiente.

6.4.2 Lecturade Cu

Cu - .
v . Curva calibracion Cu y=0,1629x+0,0103
concentracién | absorbancia R? = 0,9983

0 (blanco) 0,0034 0,6

0,5
0,5 0,0426
0,4

o
(8]
c
: &
1 0,10465 203 /
w
2 02
1,5 0,16165
0,1
2 0,2137 0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4
3 0,2899 Concentracion
Tabla43. Patrones Cu para
Verificaciéon Fig38. Curva calibracion Cu para verificacion
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o

Bco. ron -0,0251 0,0124
-0,0264 0,0122 -0,0258 0,0123

Adicionada 1 ron 1,8197 0,3075
2 mg/L 1,818 0.3072 1,8188 0,3075

Adicionada 2 ron 1,7553 0,2972
2 mg/L 1,7478 0,296 1,7516 0,2966

Bco. aguardiente -0,1045 -0,0003
-0,1051 -0,0004 -0,1048 -0,0004

Adic. 2,051 0,3445

aguardiente

2mg/L 2,0547 0,3451 2,0529 0,3448

Tabla 44. Lecturas Cu en muestras ron y aguardiente

Cu mg/L % error
7,00
0,5 8,38
5,01
1 3,51
2,73
1,5 2,39
2,11
2 2,49
0,81
3 0,56
Media 3,50

Tabla 45. Porcentajes de error patrones de Cu para verificacion

92,23

88,87

107,88

Tabla 46. Porcentajes de recuperacion muestra adicionadas con Cu
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e Por los porcentajes de recuperacion de las muestras y la linealidad de las
curvas, se pudo comprobar que el método analizado es el adecuado, para
hallar Cu y Fe en Ron y otras bebidas alcoholicas.

e La precision en la lectura de estos dos metales, es adecuada tanto en la matriz
de ron como en la de aguardiente, ya que para ambos casos el método tiene
una buena repetibilidad y reproducibilidad, lo cual indica que no hay una
dispersion considerable que afecte la lectura de las muestras.

e Se presentan porcentajes de error bajos para ambos metales, a excepcion del
patron de 0,5 mg/L de Cu que presenta valores un poco altos, eso puede
deberse a una pérdida de muestra; sin embargo en términos generales se
muestra una buena exactitud en los métodos.

e Elvalor de R? es adecuado ya que los valores obtenidos se aproximan a 1 que
es lo ideal, generando de este modo una linea recta, como resultado de una
alta correlacion entre las variables.

Con todos los resultados antes expuestos, se comprueba que el método de
absorcion atomica de llama para el analisis de Hierro y Cobre en bebidas
espirituosas es adecuado para su aplicacion en el laboratorio de analisis de aguas
y alimentos, ya que los niveles de rendimiento especificados que se obtuvieron en
esta validacion cumplen los parametros estadisticos que el laboratorio requiere.
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7. CONCLUSIONES

Se evalué un formato de procedimientos para cada una de las
matrices analizadas.

Se validé la técnica de determinaciébn de Fe y Cu en diferentes
matrices en el laboratorio de Aguas y Alimentos de la Universidad
Tecnoldgica de Pereira.

La metodologia empleada en el andlisis de las diferentes matrices
evidentemente fue adecuada, utilizando la calcinacion para bebidas
espirituosas con alto contenido de materia organica (ron) y la
digestion acida para matrices con mas bajo nivel orgéanico
(aguardiente). Esto se pudo evidenciar en los valores arrojados por
los diferentes parametros estadisticos que se le realizaron a las
muestras.

Los patrones realizados tuvieron una preparacion adecuada ya que
su comportamiento es lineal, lo cual indica que el coeficiente de
correlacién es muy bueno y confiable.

La buena exactitud y precision en términos de reproducibilidad y
repetitividad de los resultados obtenidos en las técnicas validadas
indican la presencia de errores aleatorios pequefios, haciendo que
los resultados de la validacion no difieran mucho entre si.

Se estableci6 experimentalmente y para las condiciones del
laboratorio de andlisis de aguas y alimentos de la Universidad
Tecnologica de Pereira, los atributos de las técnicas: precision en
términos de repetitividad y reproducibilidad, exactitud, limite de
deteccion, limite de cuantificacion y linealidad.

Al realizar el analisis de las muestras naturales, se demostré que no

contenian los metales estudiados, lo cual manifiesta una excelente
calidad en los productos de la ILC.
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8. RECOMENDACIONES

Se debe realizar un buen y completo analisis estadistico que permita
determinar y comprobar que dicho método si tiene aplicabilidad en el
laboratorio.

Se debe asegurar un lento calentamiento de las muestras, para
poder garantizar que no haya pérdidas, y por ende una mala lectura
de los metales.

Durante el analisis de Hierro se observo una degradacion del mismo
durante el paso del tiempo, por tal razén es muy importante realizar
los ensayos en un periodo corto para asi, evitar errores en las
lecturas.

Al momento de llevar a cabo la preparacion de patrones, se debe
trabajar con material volumétrico de alta calidad, el cual garantice
una medida adecuada de las alicuotas necesitadas para la
preparacion de cada muestra.

Es de suma importancia conocer qué tipo de interferencias presentan
los acidos utilizados en el tratamiento de las muestras, para que no
haya un solapamiento de los metales objeto de analisis.

Cuando las muestras son llevadas a calcinacion, se debe
programar adecuadamente la rampa de calentamiento; es
recomendable una rampa lenta, esto con el fin de garantizar que no
haya pérdida de muestra, y que se elimine completamente la materia
presente en dicha matriz.

Antes de empezar a trabajar, se debe lavar todo el material, con
jabon libre de Sulfatos y posterior a ello adicionar acido nitrico  1-1,
el cual facilite la eliminacion de jabdn que puede quedar presente en
el material de vidrio; finalmente purgar con agua desionizada, para
garantizar que el material este completamente limpio.
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10. ANEXOS
ANEXO 1. Norma Técnica Colombiana NTC 278 Bebidas alcohdlicas. Ron

e OBJETO
Esta norma establece los requisitos y ensayos que debe cumplir la bebida
alcohdlica denominada ron.

e DEFINICIONES
Para los efectos de esta norma se establecen las siguientes definiciones
ademas de las contempladas en la NTC 222:

o Ron: Aguardiente obtenido por destilacibn especial de mostos
fermentados del zumo de cafa de azucar, sus derivados 0 sus
productos, y no se priva de los principios aromaticos a los cuales debe
sus caracteristicas especificas, se madura minimo seis meses es
recipientes de roble, de forma que al final posee el gusto y el aroma que
le son caracteristicos. También se puede obtener por muestras de
rones.

o Ron joven o blanco: Ron que se ha sometido a un proceso de
maduracién minimo de seis meses.

o Ron afiejo o viejo: Ron que se ha sometido a un proceso de
maduracién minimo de tres afios.

o Ron muy afiejo extrafiejo 0 extraviejo: Ron que se ha sometido a un
proceso de maduracién minimo de cinco afios.

o Maduracion o afiejamiento: Proceso que consiste en dejar desarrollar
naturalmente en recipientes apropiados de madera de roble, ciertas
reacciones quimicas que confieren a la bebida alcohdlica cualidades
sensoriales particulares del producto. Se deben conservar los registros
gue permitan hacer la trazabilidad del tiempo de afiejamiento.

o Tiempo de maduracion: Numero de meses o afios cumplidos a partir
de la fecha en que se inicié la maduracion.
Nota: Cuando se mezclan rones de diferentes edades, se considera
como edad de la mezcla la mas joven, sin tener en cuenta su
proporcion.
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o Congeéneres: Sustancias volatiles naturales diferentes de los alcoholes
etilico y metilico, las cuales provienen de las materia primas
empleadas o que se han originado durante el proceso de elaboracion
de una bebida alcohdlica. Dentro de los congéneres se consideran
sustancias tales como acidos, aldehidos, furfural, esteres y alcoholes
superiores.

e REQUISITOS GENERALES

o El ron debe ser un liquido transparente que posea el aroma, color y
sabor generalmente atribuidos a este.

o EI sabor del ron se puede suavizar por adiciébn de azlUcar u otro
edulcorante permitido

o El color se puede modificar con caramelo o carbén activado.

o Se podran agregar maceraciones, lixiviaciones o extracciones de frutas
frescas 0 secas, cortezas o virutas de roble.

o En la elaboracion de ron no se permite ninguna de las siguientes
practicas: Adicion de edulcorantes diferentes al caramelo de azucar.
Adicién de edulcorantes artificiales.
Adicion de esenciales naturales o artificiales o de bonificadores total o
parcialmente sintéticos, que modifiquen las caracteristicas sensoriales
del ron.
Cualquier practica tendiente a sustituir el tiempo de afiejamiento
natural en recipientes de roble.

76



e REQUISITOS ESPECIFICOS

El ron debera cumplir con los siguientes requisitos fisicoquimicos
especificados en la tabla:
Valores
Requisitos Minimo | Maximo

Contenido de alcohol en grados alcoholimetricos a 20°C 35
Extracto seco total, expresado en mg/dm® a 100°C-105°C |  ----- 20000
Acidez total, expresado como acido acético en mg/dm® de alcohol
anhido e 1000
Acidez volatil, expresado como acido acético en mg/dm® de alcohol
anhido ] e 1000
Aldehidos, expresado como aldehido acético en mg/dm® de alcohol
anhido e 400
Esteres, expresado como acetato de etilo en mg/dm® de alcohol
anhidro 10000
Alcoholes superiores, expresado como alcohol amilico en mg/dm?®
de alcohol anhido ] - 3000
Total de congéneres ( acidez volatil, aldehidos, esteres, furfural, y
alcoholes superiores) en mg/dm® de alcohol anhidro 250 | -
Metanol en mg/dm?® de alcohol anhido | . 300
Furfural en mg/dm® de alcohol anhidro | 10
Cobre expresado como Cuen mg/dm®* | 1
Hierro expresado como Feen mg/dm* | 8
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ANEXO 2. Norma Técnica Colombiana 278 Bebidas alcohdlicas. Anis o anisado

OBJETO

Esta norma establece los requisitos y ensayos que debe cumplir la bebida
alcohdlica denominada anis o anisado.

DEFINICIONES
Para los efectos de esta norma se establecen las siguientes:

o Anis o anisado: Licor obtenido por destilacion alcohdlica en presencia

de semillas maceradas de anis (anis comun, estrellado o su mezcla), al
que se adicionan 0 no otras sustancias aromaticas, de destilacion y
posterior dilucién hasta el grado alcohdlico correspondiente. Se pueden
adicionar otras sustancias aromaticas edulcorantes o colorantes
permitidos.

NOTA: En Colombia se da la denominacion de aguardiente al licor
anisado, que se obtiene destilando una maceracién de semillas de anis
(anis comun, estrellado o su mezcla) adicionado o no de otras
sustancias aromaticas en alcohol rectificado neutro o extraneutro, o
mezclando alcohol rectificado neutro con agentes aromaticos seguido o
no de destilacion, adicionando o0 no otras sustancias aromaticas,
edulcorantes o colorantes permitidos.

Congéneres: Sustancias volatiles naturales diferentes de los alcoholes
etilico y metilico, las cuales provienen de las materia primas empleadas
0 que se han originado durante el proceso de elaboracion de una
bebida alcohdlica. Dentro de los congéneres se consideran sustancias
tales como &cidos, aldehidos, furfural, esteres y alcoholes superiores

CLASIFICACION
El anis o anisado de acuerdo con su contenido de azucar se clasifica en:
Seco, semiseco y dulce.
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e REQUISITOS GENERALES

o Los colorantes, edulcorantes y aromatizantes empleados en la
elaboracion del anis o anisado, seran los permitidos por el ministerio
de proteccion social.

e REQUISITOS ESPECIFICOS

El anis 0 anisado debera cumplir con los siguientes requisitos especificados

en la tabla:

Requisitos Limite
Contenido de alcohol en grados alcoholimetricos a 20°C 29
Azucares totales, expresado como sacarosa en g/dm®> | -
Seco 0
Semiseco 0,1-50
Dulce 5,1-150
Total de congéneres ( acidez volatil, aldehidos, esteres, furfural, y
alcoholes superiores) en mg/dm? de alcohol anhidro 80
Metanol en mg/dm?® de alcohol anhidro ND
Furfural en mg/dm?® de alcohol anhidro 100
Cobre expresado como Cu en mg/dm?® 1
Hierro expresado como Fe en mg/dm?® 8
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ANEXO 3. Valores de T. de Grubbs, para rechazo de datos

N 0.1 0,075 0,05 0,025 0,01
3 1,15 1,15 1,15 1,15 1,15
4 1,42 1,44 1,46 1,48 1,49
5 1,6 1,64 1,67 1,71 1,75
6 1,73 1,77 1,82 1,89 1,94
7 1,83 1,88 1,94 2,02 2,1
8 191 1,96 2,03 2,13 2,22
9 1,98 2,04 2,11 2,21 2,32
10 2,03 2,1 2,18 2,29 2,41
11 2,09 2,14 2,23 2,36 2,48
12 2,13 2,2 2,29 2,41 2,55
13 2,17 2,24 2,33 2,46 2,61
14 2,21 2,28 2,37 2,51 2,66
15 2,25 2,32 2,41 2,55 2,71
16 2,28 2,35 2,44 2,59 2,75
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ANEXO 4. Lecturas de ron

Hierro
Lecturas Fe Ubk Lecturas Fe Ueb (0,5 mg/L)
Primera lectura: -0,1152 Primera lectura: 0,2797
27/10/2010 -0,1164 27/10/2010 0,2797
Segunda lectura: -0,2545 Segunda lectura: | = -------
29/10/2010 -0,2612 29/10/2010 | @ e
Tercera lectura: -0,1481 Tercera lectura: 0,3777
03/11/2010 -0,0993 03/11/2010 0,3802
Cuarta lectura: -0,149 Cuarta lectura: 0,3392
09/12/2010 -0,1351 09/12/2010 0,3796
Quinta lectura: -0,2195 Quinta lectura: 0,4248
10/03/2011 -0,2035 10/03/2011 0,4148
Sexta lectura: -0,1502 Sexta lectura: 0,4483
10/03/2011 -0,1296 10/03/2011 0,4531
Séptima lectura: -0,3421 Séptima lectura: 0,3558
10/03/2011 -0,3371 10/03/2011 0,3669

Lecturas Fe Uem (2,0 mg/L) Lecturas Fe Uea (5,0 mg/L)
Primera lectura: 2,1525 Primeralectura: |  --—--—---
27/10/2010 2,1145 27/10/2010 4,738
Segunda lectura: 1,8646 Segunda lectura: 4,8945
29/10/2010 1,9181 29/10/2010 4,8797
Tercera lectura: 2,1009 Tercera lectura: 4,9064
03/11/2010 2,1215 03/11/2010 4,8718
Cuarta lectura: 2,0782 Cuarta lectura: 4,7745
09/12/2010 2,0601 09/12/2010 4,8159
Quinta lectura: 1,5334 Quinta lectura: 4,7229
10/03/2011 1,5213 10/03/2011 4,83
Sexta lectura: 1,5727 Sexta lectura: 4,7507
10/03/2011 1,5806 10/03/2011 4,8211
Séptima lectura: 1,5081 Séptima lectura: 4,8505
10/03/2011 1,488 10/03/2011 4,7803
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Lecturas Fe

iiM1. Ab (1,0 mg/L)

Primera lectura: 0,6664
27/10/2010 0,6604
Segunda lectura: | -
29/10/2010 | = -
Tercera lectura: 0,7174
03/11/2010 0,7021
Cuarta lectura: 0,6785
09/12/2010 0,6806
Quinta lectura: 0,914
10/03/2011 0,904
Sexta lectura: 0,9606
10/03/2011 0,9509
Séptima lectura: 0,774
10/03/2011 0,783
Lecturas Fe imi
Primera lectura: 0,2785
27/10/2010 0,2939
Segunda lectura: 0,0053
29/10/2010 0,0067
Tercera lectura: 0,1071
03/11/2010 0,0789
Cuarta lectura: -0,0245
09/12/2010 0,0042
Quinta lectura: 0,1347
10/03/2011 0,1437
Sexta lectura: 0,1627
10/03/2011 0,1608
Séptima lectura: -0,0323
10/03/2011 -0,0343

Lecturas Fe

iiM1. Aa (5,0 mg/L)

Primera lectura: 4,6408
27/10/2010 4,6953
Segunda lectura: 4,6408
29/10/2010 | = -
Tercera lectura: 4,791
03/11/2010 | = .
Cuarta lectura: 4,6766
09/12/2010 4,6883
Quinta lectura: 4,6899
10/03/2011 4,7049
Sexta lectura: 4,7311
10/03/2011 4,7291
Séptima lectura: 4,6941
10/03/2011 4,7031
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e Cobre

Lecturas Cu Ueb (0,5 mg/L)
Primera lectura: 0,5331
27/10/2010 0,5029
Segunda lectura: 0,4656
29/10/2010 0,5876
Tercera lectura: 0,4511
03/11/2010 0,4282
Cuarta lectura: 0,4511
09/12/2010 0,4282

Lecturas Cu Ubk
Primera lectura: -0,0309
27/10/2010 -0,0309
Segunda lectura: -0,1512
29/10/2010 -0,1512
Tercera lectura: 0,0464
03/11/2010 0,0472
Cuarta lectura: 0,0933
09/12/2010 0,0151

Quinta lectura:

10/03/2011 -0,068
-0,068
Sexta lectura: -0,0746
10/03/2011 -0,0752
Séptima lectura: -0,0747
10/03/2011 -0,0766

Lecturas Cu

Uem (1,5 mg/L)

Lecturas Cu

Uea (3,0 mg/L)

Primera lectura: 1,4566
27/10/2010 1,4392
Segunda lectura: 1,5135
29/10/2010 1,4898
Tercera lectura: 1,9112
03/11/2010 1,9088
Cuarta lectura: 1,4884
09/12/2010 1,4499
Quinta lectura: 1,7267
10/03/2011 1,7309
Sexta lectura: 1,7346
10/03/2011 1,7448
Séptima lectura: 1,8677
10/03/2011 1,8285

Primera lectura: 2,9187
27/10/2010 2,8697
Segunda lectura: 3,1406
29/10/2010 3,0955
Tercera lectura: 3,7377
03/11/2010 3,7146
Cuarta lectura: 2,1847
09/12/2010 2,0735
Quinta lectura: 3,2348
10/03/2011 3,2463
Sexta lectura: 3,2202
10/03/2011 3,2419
Séptima lectura: 3,251
10/03/2011 3,2286
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Lecturas Cu

iiM1. Ab (1,0 mg/L)

Lecturas Cu uMm1
Primera lectura: 0,0194
27/10/2010 0,0033
Segunda lectura: -0,0786
29/10/2010 -0,0992
Tercera lectura: 0,0823
03/11/2010 0,0823
Cuarta lectura: -0,104
09/12/2010 -0,1466
Quinta lectura: -0,0299
10/03/2011 -0,0305
Sexta lectura: -0,0336
10/03/2011 -0,0336
Séptima lectura: -0,0268
10/03/2011 -0,0268

Lecturas Cu

iM1. Aa (3,0 mg/L)

Primera lectura: 2,0187
27/10/2010 2,0153
Segunda lectura: | = ---------
29/10/2010 | = .
Tercera lectura: 2,524
03/11/2010 2,5248
Cuarta lectura: 2,0446
09/12/2010 2,035
Quinta lectura: 2,187
10/03/2011 2,2003
Sexta lectura: 2,1912
10/03/2011 2,222
Séptima lectura: 2,3155
10/03/2011 2,277

Primera lectura: 0,7779
27/10/2010 0,7631
Segunda lectura: 0,7415
29/10/2010 0,7255
Tercera lectura: 0,9919
03/11/2010 0,9824
Cuarta lectura: 0,9893
09/12/2010 0,9165
Quinta lectura: 0,7654
10/03/2011 0,7703
Sexta lectura: 0,7815
10/03/2011 0,7773
Séptima lectura: 0,76
10/03/2011 0,7469
Lecturas Cu ron 0,5 mg/L
Primera lectura: 0,513
27/10/2010 0,4996
Segunda lectura: 0,5015
29/10/2010 0,4748
Tercera lectura: 0,6783
03/11/2010 0,6791
Cuarta lectura: 0,498
09/12/2010 0,4697
Quinta lectura: 0,6243
10/03/2011 0,6273
Sexta lectura: 0,6255
10/03/2011 0,6315
Séptima lectura: 0,6462
10/03/2011 0,6343




Lecturas Cu

ron 3 mg/L

Primera lectura: 2,4747
27/10/2010 2,4351
Segunda lectura: 2,6637
29/10/2010 2,6064
Tercera lectura: 3,0076
03/11/2010 3,0148
Cuarta lectura: 1,955
09/12/2010 2,0133
Quinta lectura: 2,3348
10/03/2011 2,3493
Sexta lectura: 2,466
10/03/2011 2,4449
Séptima lectura: 2,4642
10/03/2011 2,4175
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ANEXO 5. Lecturas de Aguardiente

e Hierro
Lecturas Fe blanco Lecturas Fe 0.5 mg/L

0,0365 0,6193

Primera lectura: 07/06/2011 0,0385 Primera lectura: 07/06/2011 0,6366
0,0347 0,6692

Segunda lectura: 07/06/2011 0,0384 Segunda lectura: 07/06/2011 0,6801
-0,0129 0,8241

Tercera lectura: 09/06/2011 -0,003 Tercera lectura: 09/06/2011 0,8142
0,1457 0,8894

Cuarta lectura: 13/06/2011 0,0971 Cuarta lectura: 13/06/2011 0,8948
0,0881 0,8721

Quinta lectura: 13/06/2011 0,0927 Quinta lectura: 13/06/2011 0,8703
Lecturas Fe 1 mg/L Lecturas Fe 2 mg/L

1,0443 2,1213

Primera lectura: 07/06/2011 1,0616 Primera lectura: 07/06/2011 | 2,0845
1,0403 2,1648

Segunda lectura: 07/06/2011 | 1,0056 Segunda lectura:07/06/2011 | 2,1446
1,1347 2,3773

Tercera lectura: 09/06/2011 1,1674 Tercera lectura: 09/06/2011 | 2,3733
1,1555 2,2643

Cuarta lectura: 13/06/2011 1,152 Cuarta lectura: 13/06/2011 | 2,2041
1,1347 2,2281

Quinta lectura: 13/06/2011 1,1292 Quinta lectura: 13/06/2011 2,2409
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Lecturas Fe 3 mg/L Lecturas Fe 5 mg/L

3,0963 4,9291

Primera lectura: 07/06/2011 3,0578 Primera lectura: 07/06/2011 4,8483

3,1338 4,7921

Segunda lectura: 07/06/2011 3,1685 Segunda lectura: 07/06/2011 | 4,8579

3,1519 4,6863

Tercera lectura: 09/06/2011 3,139 Tercera lectura: 09/06/2011 4,714

3,1519 4,7262

Cuarta lectura: 13/06/2011 3,1294 Cuarta lectura: 13/06/2011 4,7787

3,2446 4,7196

Quinta lectura: 13/06/2011 3,1773 Quinta lectura: 13/06/2011 | 4,7123

Lecturas Fe Blanco aguard. Lecturas Fe adicion (1,0 mg/L)
Primera lectura: 0,1019 Primera lectura: 1,097
07/06/2011 0,1039 07/06/2011 1,5232
0,0846 1,5366
Segunda lectura: 0,1039 Segunda lectura: 1,6251
o7/06/2011 0,0923 67/06/2011 1,6116
0,0923 1,6039
Tercera lectura: 0,0673 Tercera lectura: 16759
09/06/2011 0.0878 09/06/2011 1,6155
0,0584 1,6442
Cuarta lectura: 0,0989 Cuarta lectura: 1,6996
13/06/2011 0,0845 13/06/2011 1,6879
0,0854 1,715
Quinta lectura: 0,022 Quinta lectura: 16561
13/06/2011 09,0119 13/06/2011 1,691
0,0129 1,7103
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Lecturas Fe

adicién (3,0 mg/L)

2,5367

Primera lectura: 2 4847
07/06/2011 '

2,5328

2,7059

Segunda lectura: 27713
07/06/2011 '

2,7424

2,7235

Tercera lectura: 2 7067
09/06/2011 X

2,682

2,7158

Cuarta lectura: 2,7643
13/06/2011 '

2,749

2,699

Quinta lectura: 2,7174
13/06/2011 '

2,7669
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e Cobre

Lecturas Cu blanco Lecturas Cu 0.5 mg/L

-0,0277 0,4948

Primera lectura: 30/05/2011 -0,0284 Primera lectura: 30/05/2011 0,4917

-0,0368 0,4921

Segunda lectura: 01/06/2011 | -0,0362 Segunda lectura: 01/06/2011 0,4934
0,0018 0,5145

Tercera lectura: 07/06/2011 0,0006 Tercera lectura: 07/06/2011 0,5072
0,0119 0,5012

Cuarta lectura: 07/06/2011 0,0131 Cuarta lectura: 07/06/2011 0,4952

-0,0175 0,5103

Quinta lectura: 09/06/2011 -0,0175 Quinta lectura: 09/06/2011 0,4975

Lecturas Cu 1mg/L Lecturas Cu 1,5 mg/L

1,0274 1,4935

Primera lectura: 30/05/2011 1,0011 Primera lectura: 30/05/2011 1,491
1,0363 1,5257

Segunda lectura: 01/06/2011 1,0484 Segunda lectura: 01/06/2011 1,5155
0,9798 1,5083

Tercera lectura: 07/06/2011 0,9726 Tercera lectura: 07/06/2011 1,4937
0,9798 1,5107

Cuarta lectura: 07/06/2011 0,9762 Cuarta lectura: 07/06/2011 1,4976

0,9821 1,5162

Quinta lectura: 09/06/2011 0,9941 Quinta lectura: 09/06/2011 1,5226
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Lecturas Cu

2 mg/L

2,0562
Primera lectura: 30/05/2011 2,0562
2,0246
Segunda lectura: 01/06/2011 1,9998
2,0149
Tercera lectura: 07/06/2011 2,0197
2,0107
Cuarta lectura: 07/06/2011 1,9976
2,0419
Quinta lectura: 09/06/2011 2,0327
Blanco
Lecturas Cu Aguard.
-0,0233
Primera lectura: 30/05/2011 -0,0227
-0,0362
Segunda lectura: 01/06/2011 -0,0362
-0,0018
Tercera lectura: 07/06/2011 -0,0018
0
Cuarta lectura: 07/06/2011 0,0131
-0,0189
Quinta lectura: 09/06/2011 -0,0189
adicion
Lecturas Cu (3,0 mg/L)
2,9427
Primera lectura: 30/05/2011 2,9076
2,9614
Segunda lectura: 01/06/2011 2,9142
2,982
Tercera lectura: 07/06/2011 3,005
2,9644
Cuarta lectura: 07/06/2011 2,9905
2,972
Quinta lectura: 09/06/2011 2,9769
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Lecturas Cu 3 mg/L
2,9484
Primera lectura: 30/05/2011 2,9421
2,9735
Segunda lectura: 01/06/2011 2,9633
2,9917
Tercera lectura: 07/06/2011 2,9953
2,9988
Cuarta lectura: 07/06/2011 3,0071
2,9748
Quinta lectura: 09/06/2011 2,9628
adicion

Lecturas Cu (1,0 mg/L)
1,0042
Primera lectura: 30/05/2011 0,9904
0,9821
Segunda lectura: 01/06/2011 0,9706
1,0307
Tercera lectura: 07/06/2011 1,0392
1,0463
Cuarta lectura: 07/06/2011 1,0416
1,0558
Quinta lectura: 09/06/2011 1,0424




