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RESUMEN

El presente trabajo tuvo por objetivo determinar la conformidad de un método UPLC-DAD
para la cuantificacion de eritrosina (E127) en bebidas gaseosas y rehidratantes frente a
los requisitos de validacion establecidos en la norma ISO/IEC 17025:2017. Para ello, se
desarrollé un procedimiento cromatografico orientado a la identificacion y cuantificacion
del analito, empleando curvas de calibracion en el rango de 0,05-2,50 pg/mL y un
esquema experimental aplicado y controlado. La validacion se efectué siguiendo
lineamientos internacionales (Eurachem e ISO/IEC 17025) y considerd selectividad,
linealidad, limites de deteccion y cuantificacion, precision (repetibilidad y precision
intermedia), exactitud, robustez e incertidumbre de medida. El método mostrdé un
comportamiento lineal consistente (R? entre 0,9970 y 0,9995), ausencia de interferencias
relevantes en el tiempo de retencion del analito y un desempefio adecuado de precision
y exactitud para su uso rutinario. Los LOD/LOQ fueron 0,0193/0,0642 ug/mL en
rehidratante y 0,0117/0,0391 pg/mL en gaseosa, con incertidumbre expandida relativa
de 7,97% (k=2). Finalmente, se aplico el método a 12 bebidas del mercado ecuatoriano,
obteniéndose resultados no detectados (<LOD), lo que confirma su aptitud para control

analitico.

Palabras claves: Eritrosina (E127), UPLC-DAD, validacién analitica, ISO/IEC 17025,
bebidas.



ABSTRACT

The present study aimed to determine the conformity of a UPLC-DAD method for the
quantification of erythrosine (E127) in carbonated and rehydration beverages with the
validation requirements established in ISO/IEC 17025:2017. For this purpose, a
chromatographic procedure was developed for the identification and quantification of the
analyte, using calibration curves in the range of 0.05-2.50 ug/mL and a controlled
experimental design. Method validation was performed following international guidelines
(Eurachem and ISO/IEC 17025:2017) and included selectivity, linearity, limits of detection
and quantification, precision (repeatability and intermediate precision), accuracy,
robustness, and measurement uncertainty. The method showed consistent linear
behavior (R? between 0.9970 and 0.9995), absence of relevant interferences at the
analyte retention time, and adequate precision and accuracy for routine use. The
LOD/LOQ values were 0.0193/0.0642 pg/mL in rehydration beverages and
0.0117/0.0391 ug/mL in carbonated beverages, with a relative expanded uncertainty of
7.97% (k = 2). Finally, the method was applied to the analysis of 12 beverages from the
Ecuadorian market, yielding non-detected results (<LOD), which confirms its suitability
for analytical control.

Keywords: Erythrosine (E127), UPLC-DAD, analytical validation, ISO/IEC 17025,
beverages.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

En los ultimos afios, la presentacién visual se ha vuelto un factor clave en alimentos y
bebidas industrializados, ya que influye en la eleccion del consumidor y en la
construccion de una imagen reconocible del producto. En la industria alimentaria, los
colorantes forman parte del grupo de aditivos utilizados para conservar o ajustar el
aspecto visual de alimentos y bebidas cuando ocurren cambios de color por procesos
tecnoldgicos o por variaciones propias de la materia prima; dado que la apariencia influye
en la eleccién del consumidor, su empleo se relaciona con criterios de aceptabilidad del
producto (U.S. Food and Drug Administration, 2023). Dentro de estos aditivos, los
colorantes sintéticos se han extendido por ofrecer coloracién uniforme, buena estabilidad
y una implementacion practica y costo-eficiente en comparacion con fuentes naturales,
razon por la cual se encuentran en multiples tipos de alimentos y bebidas (Dey &
Nagababu, 2022).

En este contexto, la eritrosina (E127), también conocida como Rojo No. 3, ha sido
evaluada por organismos regulatorios debido a consideraciones de seguridad, lo que ha
generado criterios de aceptacion y restriccion diferentes entre paises (EFSA, 2011). Ante
ello, los laboratorios requieren métodos analiticos confiables para verificar su presencia
y concentracion en matrices de alto consumo como las bebidas; en este sentido, la
cromatografia liquida (HPLC/UPLC) con deteccién por arreglo de diodos (DAD) permite
separar e identificar el analito y apoyar su confirmacién (Ma et al., 2025) Sin embargo,
en el contexto local no siempre se dispone de procedimientos validados que sirvan como

base para su implementacion rutinaria en laboratorios nacionales.

La validacion de métodos analiticos es un paso clave para demostrar que un
procedimiento es apto para su proposito y ofrece un desempefio aceptable en
condiciones definidas. En términos operativos, este proceso permite establecer el
comportamiento del método dentro de un rango de trabajo determinado y sustentar, con

evidencia verificable, la confiabilidad de los resultados obtenidos. En laboratorios que

1



operan bajo sistemas de gestion alineados con la norma ISO/IEC 17025, esta evidencia
se respalda mediante la evaluacién documentada de parametros como selectividad,
linealidad, precisidon, exactitud, limites de detecciéon y cuantificacién, y robustez,

siguiendo lineamientos técnicos reconocidos como los propuestos por Eurachem.

Finalmente, para contextualizar y delimitar el estudio, en los apartados siguientes se
presentan los antecedentes del tema, el planteamiento del problema, los objetivos
general y especificos, la hipotesis de trabajo y el alcance de la investigacion.
Posteriormente, se describe la metodologia adoptada para el desarrollo y validacién del
método por UPLC-DAD para la determinacion de eritrosina (E127) en bebidas, bajo
criterios de ISO/IEC 17025 y Eurachem, estableciendo la base para el analisis y

discusion de resultados.

1.1 Antecedentes

Segun Sanchez (2013), desde tiempos antiguos el ser humano ha utilizado colorantes
en los alimentos con el fin de mejorar su apariencia, haciéndolos mas atractivos y
aceptables para el consumo. Estos aditivos pueden clasificarse en colorantes naturales,
extraidos de fuentes vegetales o animales, y colorantes sintéticos, obtenidos por sintesis
quimica. Entre estos ultimos, los colorantes sintéticos han ganado protagonismo por su
intensidad, estabilidad y bajo costo, siendo comunmente empleados en una amplia
variedad de alimentos procesados. La eritrosina, identificada como E127, es uno de los
colorantes sintéticos mas utilizados, y se aplica en productos como golosinas, cerezas
confitadas, bebidas y postres, cumpliendo principalmente la funcion de restaurar o

reforzar el color perdido durante el procesamiento y almacenamiento (pp. 235-245).

Segun Ibanez, Torre y Irigoyen (2003), La aparicién de los colorantes sintéticos en la
industria alimentaria tuvo un auge destacado durante el siglo XIX, periodo en el que se
consolidd el desarrollo de compuestos organicos de sintesis aplicados al coloreado de
alimentos. Esta transicién respondio, en gran medida, a la inestabilidad de los colorantes
naturales, los cuales mostraban limitaciones frente a los cambios que sufrian los
alimentos durante su procesamiento y conservacion. En sus primeras aplicaciones,
algunos de estos aditivos artificiales se emplearon de forma incorrecta o incluso
fraudulenta, utilizando sustancias derivadas de metales pesados como el cobre, el plomo
o el arsénico, las cuales representaban riesgos para la salud. Con el tiempo, la industria

alimentaria ha tendido hacia una mayor precaucion, priorizando, cuando es viable, el uso
2



de pigmentos de origen natural, aunque los colorantes sintéticos siguen desempefiando

un papel relevante por su intensidad, estabilidad y bajo costo (pp. 1-10).

La eritrosina (E127), uno de los colorantes sintéticos mas empleados en productos como
bebidas, golosinas y postres, ha sido objeto de regulacion en distintas partes del mundo.
Su aceptacion varia considerablemente entre paises, generando un escenario normativo
heterogéneo. Mientras algunas autoridades permiten su uso bajo limites maximos
establecidos, otras lo restringen o prohiben debido a preocupaciones toxicoldgicas. Esta
disparidad normativa se debe, en parte, a los distintos enfoques en la evaluaciéon del
riesgo y a la ausencia de un consenso internacional. Como resultado, colorantes
autorizados en la Union Europea pueden estar vetados en lugares como Estados Unidos,
Japon o Noruega, lo que ha impulsado multiples estudios sobre su seguridad y uso

responsable (Ibafez et al., 2003).

De acuerdo con U.S. Food and Drug Administration (2017), Diversos paises han
adoptado medidas para restringir o prohibir el uso del colorante sintético Rojo 3
(eritrosina) en productos alimenticios, motivados por estudios que evidencian riesgos
para la salud. En enero de 2025, la Administracion de Alimentos y Medicamentos de
Estados Unidos (FDA) anuncio la revocacion de la autorizacion para su uso en alimentos
y medicamentos ingeridos, basandose en la Clausula Delaney, que prohibe aditivos que
causen cancer en humanos o animales. Esta decision se fundamento en investigaciones
que demostraron la aparicion de tumores tiroideos en ratas macho expuestas a altas
dosis del colorante. Previamente, en 1990, la FDA ya habia prohibido su uso en
cosméticos y medicamentos toépicos por razones similares (U.S. Food and Drug
Administration, 2025).

En la literatura cientifica se han documentado multiples investigaciones que emplean
técnicas cromatograficas modernas, como la cromatografia liquida de alta eficiencia con
deteccidn por arreglo de diodos (HPLC-DAD), para el andlisis de colorantes sintéticos en
matrices alimentarias complejas. En este contexto, (Palianskikh et al., 2022).
desarrollaron y validaron un método cromatografico capaz de cuantificar dieciséis
colorantes artificiales en diferentes matrices, demostrando una alta linealidad, precisiéon
y exactitud. Este tipo de estudios representa un referente técnico relevante que, al ser

adaptado y evaluado en distintas matrices, continua ampliando el conocimiento cientifico



sobre el comportamiento analitico de los colorantes sintéticos, contribuyendo asi al

fortalecimiento de los sistemas de control en la industria alimentaria.

1.2. Descripcion del problema

Frente a las crecientes preocupaciones sobre la seguridad de ciertos colorantes
sintéticos, en enero de 2025 la FDA revocé la autorizacién del Rojo 3 (eritrosina) en
alimentos y medicamentos via oral, al considerar su vinculacion con tumores tiroideos en
estudios con animales (Sanchez, 2013). Sin embargo, a pesar de esta decision, la
ausencia de un control eficaz puede derivar en una exposicion prolongada de los
consumidores a este aditivo, sin que se tenga certeza sobre el cumplimiento de los

niveles permitidos.

Para ejercer un control real sobre este tipo de aditivos, es necesario contar con métodos
analiticos validados que permitan su deteccion y cuantificacion en los productos donde
se utiliza. La falta de procedimientos especificos para matrices como las bebidas impide
verificar si se cumplen los limites establecidos y dificulta la intervencion de las

autoridades sanitarias frente a posibles riesgos.

Con base en la revision realizada, la mayoria de los métodos disponibles para la
determinacién de eritrosina han sido desarrollados para matrices distintas, como
capsulas, mezclas vitaminicas o alimentos sélidos, y no pueden aplicarse directamente
al analisis de bebidas debido a las diferencias en la composicién, las posibles
interferencias y el comportamiento cromatografico. Estas particularidades de la matriz
liquida exigen que cada ensayo sea abordado de forma especifica, lo cual limita la

aplicabilidad general de los procedimientos existentes.

Cabe sefialar que actualmente no se cuenta con un método oficial estandarizado a nivel
nacional para la cuantificacién de eritrosina en bebidas, lo que representa una limitacion
técnica en los procesos de control y vigilancia alimentaria, especialmente en lo

relacionado con la trazabilidad y calidad metrolégica de los resultados.

Esta falta de procedimientos validados y adaptados a bebidas representa un obstaculo

especialmente critico para muchos laboratorios del pais que, debido a restricciones

presupuestarias o limitaciones en su infraestructura técnica, no disponen de los recursos

necesarios para desarrollar estudios propios de validacion sin un punto de partida En

este contexto, la Agencia Nacional de Regulacién, Control y Vigilancia Sanitaria (ARCSA,
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2025) ha iniciado acciones orientadas al fortalecimiento del control y la vigilancia
preventiva, asi como al desarrollo de estrategias regulatorias que contemplan un plazo
hasta enero de 2028 para la reformulacion de alimentos y medicamentos que contengan

el colorante Rojo No. 3.

Esta situacién reduce el incentivo para que las industrias realicen estos analisis de
manera sistematica. En consecuencia, los laboratorios no cuentan con una base
metodoldgica local que oriente sus procesos analiticos ni con un respaldo regulatorio que
justifique la inversion en este tipo de ensayos. No obstante, este proyecto se plantea de
manera anticipada a un posible escenario en el que el control de colorantes como la
eritrosina llegue a ser exigido oficialmente, permitiendo asi contar con una herramienta

validada que facilite su implementacion técnica y normativa en el futuro.

En atencién a lo expuesto, y considerando la necesidad de contar con un procedimiento
analitico validado y aplicable a bebidas, el presente estudio se orienta a responder la

siguiente pregunta de investigacion:

¢ El método de analisis por UPLC-DAD para la determinacion de eritrosina (E127) en
bebidas gaseosas y rehidratantes cumple con los requisitos de validacidén establecidos
en la norma ISO/IEC 17025:20177

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

e Validar un método analitico basado en UPLC-DAD para la cuantificacién de
eritrosina (E127) en bebidas de consumo humano, conforme a los lineamientos

de estandares internacionales basados en la norma ISO/IEC 17025.
1.3.2 Objetivos especificos

e Desarrollar un procedimiento cromatografico mediante UPLC para la identificacion
y cuantificacion de eritrosina (E127) en matrices de bebidas.
e Evaluar el desempefo del método desarrollado mediante la determinacion de

parametros de validacion analitica: selectividad, linealidad, precision (repetibilidad



y reproducibilidad), exactitud, limite de deteccién (LOD), limite de cuantificacion
(LOQ) e incertidumbre de medicion.

e Aplicar el método validado a muestras comerciales de bebidas disponibles en el
mercado ecuatoriano para la determinacion cuantitativa de eritrosina (E127), y

comparar los resultados con los limites establecidos en la normativa vigente.

1.4. Hipotesis

Bajo las condiciones cromatograficas establecidas, el método UPLC-DAD desarrollado
para la determinacion de eritrosina (E127) en bebidas gaseosas e hidratantes es
adecuado para el propdsito analitico propuesto, ya que cumple con los requisitos de
validacion establecidos en la norma ISO/IEC 17025:2017

1.5. Alcance

El presente estudio se enfoca en la validacion de un método analitico instrumental por
cromatografia liquida de ultra alta eficiencia (UPLC) para la deteccién y cuantificacion de
eritrosina (E127) en bebidas comercializadas en Ecuador. Para evaluar el desempefo
del método en distintas condiciones de matriz, se trabajara con dos tipos de bebidas que
representan niveles bajos, medios y altos de concentracién del colorante: bebidas
gaseosas Yy bebidas hidratantes. El método sera validado exclusivamente para bebidas
y no sera aplicable a otras matrices alimenticias no consideradas en este estudio.
Asimismo, el alcance del proyecto no incluye estudios toxicolégicos ni evaluaciones de
estabilidad del colorante. El tiempo de ejecucion del estudio sera de cuatro meses,

correspondientes al periodo 2025-2026.



CAPITULO 2
2. MARCO TEORICO

2.1. Los colorantes sintéticos en la industria alimentaria

En la actualidad, el color constituye un elemento determinante en los alimentos
procesados, pues influye notablemente en la manera en que el consumidor percibe su
calidad y aceptabilidad. Por este motivo, los colorantes se emplean como aditivos
destinados a uniformar y realzar la apariencia visual de los productos. En los ultimos
anos, el interés por los pigmentos naturales ha aumentado de forma considerable,
impulsado por una mayor conciencia sobre los posibles efectos negativos asociados a
los colorantes sintéticos y por la preferencia de los consumidores hacia opciones mas
saludables. Estas tendencias coinciden con las nuevas demandas del mercado, que
promueven la transparencia en la informacion al consumidor y la sustitucion progresiva

de ingredientes artificiales (Luzardo et al., 2021).

Los colorantes naturales han cobrado relevancia no solo por su funcién estética, sino
también por el papel que pueden desempenar en el desarrollo de alimentos mas
sostenibles y funcionales, lo que ha motivado una creciente atencion desde la

investigacién y la innovacion tecnoldgica en este campo (Luzardo-Ocampo et al., 2021).

2.1.1. Clasificacion de los colorantes alimentarios

2.1.1.1 Por su origen
Colorantes naturales

De acuerdo con Pino et al. (2020), Los pigmentos naturales empleados como colorantes
alimentarios provienen de una amplia variedad de materias primas vegetales, entre las
que se incluyen frutas, hortalizas, flores y subproductos agroindustriales. Su
incorporacion en alimentos responde a la tendencia creciente hacia productos mas
saludables, libres de aditivos sintéticos y con beneficios funcionales. Estos compuestos,
ademas de su funcién colorante, pueden ejercer actividad antioxidante, lo que los
convierte en ingredientes de valor agregado dentro del desarrollo de alimentos

funcionales (pp. 9-10).



Colorantes artificiales

Segun Dey y Nagababu (2022), los colorantes alimentarios cumplen una funcién esencial
en la aceptabilidad sensorial del alimento, ya que el color influye de manera determinante
en la percepcion y preferencia del consumidor (pp. 2—-3). Los colorantes sintéticos no
poseen un origen natural, ya que se obtienen mediante sintesis quimica o
transformaciones fisico-quimicas que les otorgan propiedades diferenciadas respecto a

los pigmentos naturales (Sanchez, 2013, pp. 235-238).

La produccion sintética confiere ventajas tecnoldgicas importantes, ya que permite
controlar propiedades como estabilidad, solubilidad, intensidad cromatica y costo de
produccién. Historicamente, muchos colorantes se originaron a partir de la brea de hulla,
lo que favorecid su estandarizacién industrial. Estas caracteristicas han permitido su

amplio uso en alimentos y bebidas (Sanchez, 2013, pp. 236-244).
2.1.1.2 Clasificacién regulatoria segun la FDA

La U.S. Food and Drug Administration (FDA) clasifica los colorantes alimentarios en dos
categorias principales: aquellos que requieren certificacion y aquellos exentos de
certificacion. Los primeros son producidos por sintesis quimica y deben someterse a
revision por lote para verificar el cumplimiento de estandares de pureza y calidad. Los
segundos, generalmente de origen natural, no requieren certificacion por lote, pero
deben cumplir criterios de seguridad y condiciones de uso establecidos por la autoridad
reguladora (FDA, 2023).

2.1.1.3 Por su solubilidad

La solubilidad constituye un criterio clave al momento de elegir y formular colorantes
alimentarios, porque determina como se dispersan, se estabilizan y se comportan en
distintas matrices. Segun (Novais et al., 2022) el caracter hidrofilico o lipofilico de la
molécula define si el colorante se disuelve mejor en medios acuosos o grasos,
condicionando asi su desempefio tecnoldgico. Los pigmentos solubles en agua, como
las antocianinas y las betalainas, se adaptan con mayor facilidad a productos liquidos,
mientras que otros mas apolares, entre ellos carotenoides y clorofilas, necesitan
sistemas ricos en lipidos o estrategias como la encapsulacion para lograr una mayor
estabilidad. En conjunto, la solubilidad influye tanto en la intensidad y homogeneidad del
color como en la respuesta frente a factores de degradacion, entre ellos el pH, la luz, la
8



temperatura y los procesos oxidativos, aspectos que han sido objeto de amplio analisis

en la literatura reciente sobre colorantes naturales.
2.1.2. Funcion tecnoldgica de colorantes

Desde la perspectiva tecnoldgica, los colorantes se incorporan a los alimentos para
manejar y sostener su apariencia visual, especialmente cuando el procesamiento o el
almacenamiento afectan negativamente el color original del producto. En términos
practicos, esto implica reforzar o recuperar tonalidades que se debilitan, disimular
diferencias de color entre lotes y mantener un aspecto homogéneo que el consumidor
reconozca y asocie con cierta calidad. De esta manera, los colorantes no solo “pintan” el
alimento, sino que contribuyen a preservar su identidad visual y a mantenerlo atractivo y

aceptable a lo largo de su vida util (Dey & Nagababu, 2022).
2.1.3. Riesgos toxicolégicos asociados

Diversos estudios aportan evidencia de que los colorantes sintéticos pueden generar
efectos adversos en determinadas poblaciones, especialmente en nifios. Miller et al.
(2022) revisaron investigaciones clinicas y toxicolégicas en grupos infantiles de entre 3
y 16 afios y observaron que, tras la ingesta de colorantes como rojo 40, amarillo 5 o
amarillo 6, se presentaron alteraciones relacionadas con la actividad, la atencion, la

impulsividad y otros cambios conductuales.

Aunque la magnitud de los efectos varia entre estudios, el patréon es consistente: un
subgrupo de nifios muestra sensibilidad particular a estos aditivos, manifestando
respuestas neuroconductuales que no suelen observarse en adultos. La relevancia de
estos hallazgos radica en que se repiten de manera constante en la literatura reciente,
lo que sugiere que la exposicidbn continua a colorantes sintéticos podria tener
implicaciones toxicologicas significativas, especialmente en etapas tempranas del
desarrollo.(Miller et al., 2022).

Otro estudio que también menciona las consecuencias de la ingesta de colorantes
sintéticos es el de Patel (2025). En este trabajo se revisan estudios realizados en ratas
y otros animales a los que se les administraron dosis altas de colorantes como rojo 40,
tartrazina, amarillo 6 y azul brillante. En estos ensayos se observaron tumores en

distintos 6rganos y sefales de dano en el ADN de las células (pp. 16-17).



Ademas, plantea que estos colorantes podrian actuar a través de mecanismos como el
aumento del estrés oxidativo y posibles alteraciones hormonales, lo que a largo plazo
podria favorecer el desarrollo de algunos tipos de cancer. Por ello, el autor sugiere limitar
el consumo de colorantes sintéticos y promover el uso de colorantes naturales, aun
cuando presenten desventajas como menor estabilidad, mayor costo o cambios en la

textura y apariencia de los alimentos (Patel, 2025).

2.2 La eritrosina (E127): caracteristicas y regulacién

2.2.1 Estructura quimica y propiedades fisicoquimicas

La eritrosina, es un colorante sintético de tipo xanténico utilizado como aditivo en
alimentos, principalmente para aportar tonalidades rosadas o rojizas de alta intensidad.
La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) la clasifica dentro de los
colorantes de la familia de los xantenos evaluados para su uso en productos alimenticios,
considerando su estructura quimica y los posibles efectos derivados de su consumo. En
este grupo de colorantes, la presencia de un sistema conjugado de dobles enlaces
favorece la absorcion de luz en la region visible, lo que explica la intensidad y estabilidad

del color que proporcionan (EFSA, 2011).

El Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) describe a la
eritrosina como la sal disédica de un derivado tetraiodado de la fluoresceina, con el
nombre quimico disodium 2-(2,4,5,7-tetraiodo-6-oxido-3-oxoxanthen-9-yl) benzoate
monohydrate. Esta definicién indica que la molécula posee un nucleo xanténico
sustituido con cuatro &tomos de yodo y que se encuentra en forma iénica, lo que favorece
su solubilidad en agua y su incorporaciéon en matrices alimentarias de caracter acuoso.
Ademas, la forma monohidratada es importante para establecer con precision su peso
molecular y sus especificaciones de pureza (JECFA, 1993)

La base de datos PubChem, del National Center for Biotechnology Information (NCBI),
reporta para la eritrosina sddica la férmula molecular C,oHg¢ls,Na,Os y una masa
molecular aproximada de 879,9 g/mol, destacandose la presencia de cuatro atomos de
yodo como rasgo caracteristico de su estructura. Esta combinacion de un nucleo
aromatico extendido, grupos idnicos y atomos de yodo contribuye a su buena solubilidad

en agua y a su capacidad para absorber luz visible, propiedades que se relacionan
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directamente con su comportamiento fisicoquimico y su utilidad como colorante en

sistemas alimentarios (NCBI, n.d.).
2.2.2 Propiedades fisicoquimicas

La eritrosina sédica se presenta como un polvo o granulos de color rojo intenso, sin olor
apreciable, que se disuelven con facilidad en agua y también en etanol, lo que facilita su
incorporacion en jarabes y otros sistemas hidroalcohdlicos (JECFA, 1993). En las
preparaciones reguladas el sdlido incluye, ademas del colorante, agua de hidratacion y
pequefias proporciones de cloruro y sulfato de sodio como componentes incoloros, de
modo que el producto mantiene buena fluidez, se dispersa rapidamente y conserva una

estabilidad adecuada durante el almacenamiento (Apostol & Gavrilescu, 2013)

Desde el punto de vista fisicoquimico, la elevada halogenacién del nucleo xanténico con
cuatro atomos de yodo se traduce en una masa molecular alta y en un comportamiento
optico muy marcado, con coeficientes de absorcion molar elevados en la region visible y
fosforescencia asociada al estado triplete, caracteristicas tipicas de los colorantes
xanténicos yodados (Apostol & Gavrilescu, 2013). Al mismo tiempo, su caracter iénico y la
combinacion de un croméforo aromatico hidrofébico con grupos cargados explican que
el colorante sea muy soluble en medios acuosos y, a la vez, capaz de interactuar con
superficies menos polares, lo que resulta relevante tanto para su desempefio como
aditivo en alimentos como para su movilidad y persistencia en el ambiente (JECFA,
1993).

2.2.3 Usos industriales y aplicaciones

La eritrosina (E127) se emplea como aditivo colorante en diversos productos
alimenticios, con especial presencia en formulaciones liquidas como bebidas
saborizadas, jarabes y cocteles sin alcohol. Su estructura quimica le permite disolverse
facilmente en agua y conservar su color bajo condiciones de procesamiento exigentes,
lo que la hace funcionalmente util en matrices donde otros pigmentos pierden estabilidad.
En este contexto, su uso no solo responde a fines estéticos, sino también a la necesidad
de mantener una apariencia uniforme y atractiva a lo largo de la vida util del producto
(Dey & Nagababu, 2022). Esta situacién ha generado un mayor interés por su monitoreo
en productos alimenticios, en particular en aquellos que se comercializan en grandes

volumenes y de consumo frecuente, como las bebidas.
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2.3 Métodos analiticos para la determinacion de colorantes

2.3.1 Métodos espectrofotométricos

la espectrofotometria UV-Visible se considera una alternativa util para la determinacion
de colorantes porque permite evaluar su comportamiento de absorcién en funcion de la
longitud de onda y las condiciones del medio. En el caso de la eritrosina (E127), el
analisis espectrofotométrico evidencia que su respuesta esta fuertemente influenciada
por los equilibrios acido—base en solucién acuosa; (Snigur et al., 2022) determinaron
experimentalmente constantes de ionizaciéon (pKa) mediante UV/Vis y describieron cémo
la variacién del pH puede modificar la intensidad y la posicion de las bandas de
absorcion, lo cual justifica el control del pH y de las condiciones de medicion para
asegurar resultados repetibles durante la calibracién y el analisis de muestras (Snigur et
al., 2022)

2.3.2. Métodos cromatograficos

Los métodos cromatograficos se consideran una herramienta clave para la
determinacion de colorantes, sobre todo cuando la muestra es compleja y se necesita
una medicion mas especifica. Su ventaja principal es que permiten separar el analito de
otros componentes de la matriz antes de cuantificarlo, disminuyendo asi la influencia de
interferencias y mejorando la confiabilidad del resultado (Ntrallou et al., 2020). En la
practica, la cromatografia liquida permite resolver mezclas de colorantes y obtener
sefales individuales para cada compuesto, lo que facilita tanto su cuantificacion como la
verificacion de su presencia dentro de un esquema de control de calidad (Han et al.,
2021). Adicionalmente, cuando se emplea deteccion UV-Visible con arreglo de diodos
(DAD/PDA), es posible registrar el espectro asociado a cada pico cromatografico, lo que
aporta un criterio adicional para apoyar la identificacion y evaluar la pureza espectral del
analito durante el analisis. En casos donde la confirmacion requiere mayor especificidad
instrumental, la cromatografia puede acoplarse a espectrometria de masas, lo cual

fortalece la identificacion en el analisis de colorantes (Tsai et al., 2015).
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2.4 Parametros de validacion analitica

2.4.1 Concepto y propésito de la validaciéon

La validacién representa una fase esencial en el desarrollo de métodos analiticos, ya que
permite verificar que el procedimiento cumple adecuadamente con su finalidad. A través
de este proceso, el laboratorio asegura que los resultados generados son coherentes,
precisos y técnicamente confiables. De acuerdo con la norma ISO/IEC 17025:2017, la
validacién incluye la revision sistematica de parametros como la especificidad, la
exactitud, la precision, la linealidad, los limites de deteccion y cuantificacion, asi como la
estimacion de la incertidumbre asociada a la medicién (International Organization for
Standardization, 2017)

La guia EURACHEM establece orientaciones practicas que permiten planificar, ejecutar
y evaluar la validacion de métodos en laboratorios de ensayo. Este documento detalla
como estructurar los experimentos, analizar los resultados y definir criterios de
aceptacién. Junto con la guia ICH Q2(R1), proporciona un marco técnico reconocido a
nivel internacional que respalda la implementacién de métodos analiticos robustos y
adecuados para diferentes tipos de muestras (Magnusson & Ornemark, 2014),

(International Council for Harmonisation (ICH), 2005).

2.4.2. Parametros fundamentales de validacion

2.4.2.1. Selectividad/Especificidad

La selectividad, llamada también especificidad segun el enfoque, se entiende como la
capacidad del método para reconocer y medir el analito aunque la muestra contenga
otros compuestos. Esto implica que la respuesta analitica asociada al analito se
mantenga clara y confiable, sin alterarse por efectos de la matriz, impurezas u otros
componentes como posibles productos de degradacion. En la practica, un método
selectivo se demuestra cuando no aparecen interferencias relevantes en la senal del
analito y el procedimiento conserva su desempefio incluso en presencia de sustancias
que podrian afectar la medicion (Eurachem, 2014; International Council for
Harmonisation [ICH],2023).
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2.4.2.2. Linealidad

La linealidad indica si, dentro del intervalo de concentracion elegido, el método responde
de forma coherente: cuando se prepara una serie de estandares con concentraciones
crecientes, la sefal cromatografica (area o altura del pico) debe aumentar en la misma
direccion y con un patrén proporcional. Esta relacion se modela mediante una regresion
lineal en la curva de calibracidén y se revisa su calidad con criterios estadisticos para
confirmar que el rango seleccionado es adecuado para cuantificar (Eurachem, 2014;
ICH, 2023).

2.4.2.3. Rango de trabajo

El rango de trabajo corresponde al conjunto de concentraciones en el que el método
puede aplicarse con confianza, porque dentro de esos limites produce resultados validos
y utiles segun los criterios definidos en la validacion. En ese intervalo, el desempefio del
meétodo se mantiene aceptable (por ejemplo, en linealidad y consistencia de resultados)

sin sobrepasar los limites de aceptacion establecidos (Eurachem, 2014; ICH, 2023).
2.4.2.4. Limite de detecciéon (LOD)

El LOD puede entenderse como el umbral minimo a partir del cual el método deja de
“confundir’ la sefal del analito con el ruido o el fondo del sistema. Es decir, por encima
de ese punto ya es razonable afirmar que el analito esta presente, aunque todavia no

sea apropiado reportar una concentracion con exactitud (Eurachem, 2014; ICH, 2023).
2.4.2.5. Limite de cuantificacion (LOQ)

El limite de cuantificacion (LOQ) es el punto a partir del cual el método ya no solo
“detecta” el analito, sino que permite reportarlo con numeros confiables, porque la
medicion mantiene precision y exactitud dentro de los criterios de aceptaciéon. Por debajo
de ese nivel, la sefial puede existir, pero la variabilidad suele ser demasiado alta para

asegurar una cuantificacién adecuada (Eurachem, 2014; ICH, 2023).
2.4.2.6. Exactitud

La exactitud refleja qué tan proximos estan los resultados del método a un valor de
referencia, por lo que evidencia si el procedimiento mide con bajo sesgo y dentro de los

limites de aceptacién establecidos (Eurachem, 2014; ICH, 2023).
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2.4.2.7. Precision

La precisidbn se entiende como la estabilidad de los resultados cuando el mismo
procedimiento se repite siguiendo condiciones definidas. En la practica, si analizas una
misma muestra varias veces y los valores obtenidos quedan muy parecidos entre si, se
considera que el método es preciso; en cambio, si los resultados se “dispersan”
demasiado, la precisidon es baja. Por eso, este parametro se evalua observando la
variabilidad entre mediciones repetidas, ya que una menor variacion refleja un mejor

desempeno del método para el uso previsto (Eurachem, 2014; ICH, 2023).
2.4.2.8. Repetibilidad

La repetibilidad es una forma especifica de evaluar la precisién, pero en su escenario
“‘mas controlado”. Se analiza qué tan parecidos son los resultados cuando el ensayo se
repite sin cambiar practicamente nada, si en esas condiciones los valores se mantienen
cercanos, se concluye que el método tiene buena repetibilidad; si se observa mucha
dispersion, el desempefio del método en condiciones idénticas no es consistente
(Eurachem, 2014; ICH, 2023).

2.4.2.9. Precision intermedia

La precision intermedia evalua la consistencia de los resultados cuando el método se
aplica en el mismo laboratorio, pero incorporando variaciones esperables en la operacion
rutinaria. Estas variaciones pueden incluir cambios en el dia de analisis, el analista o el
equipo utilizado (Eurachem, 2014; ICH, 2023).

2.4.2.10. Robustez

La robustez indica si el método conserva un desempefio aceptable cuando se introducen
pequenos cambios intencionales en condiciones o parametros del procedimiento. En
validacion, se verifica aplicando variaciones controladas (por ejemplo, ajustes menores
en condiciones operativas) y evaluando si el método continia cumpliendo los criterios de

desempeno definidos para su uso rutinario (Eurachem, 2014; ICH, 2023).
2.4.2.11. Incertidumbre de medida

La incertidumbre de medida expresa el margen de dispersion razonable que acompafa

a un resultado analitico; es decir, no se limita al valor reportado, sino que comunica qué
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tan amplio puede ser el intervalo de valores compatibles con la medicion
(Eurachem/CITAC, 2012).

2.5. Sostenibilidad, control de calidad y vigilancia sanitaria

2.5.1 Importancia del control de aditivos alimentarios

El control de los aditivos alimentarios es clave porque define en qué productos pueden
usarse y hasta qué nivel, de modo que la exposicion del consumidor se mantenga dentro
de margenes aceptables. Esto se aprecia en la eritrosina (E127): el Reglamento (CE) n.°
1333/2008 no la autoriza de forma general, sino que la limita a usos puntuales y, por
ejemplo, fia un maximo de 200 mg/kg cuando se emplea en cerezas de coctel o
confitadas (Reglamento (CE) n.° 1333/2008, 2008). Desde el punto de vista toxicoldgico,
la EFSA recoge como referencia una IDA de 0-0,1 mg/kg de peso corporal/dia, valor que
sirve para interpretar el riesgo por ingesta y sustentar decisiones de control sobre este
colorante (EFSA, 2011).

En Estados Unidos, el uso de colorantes en alimentos se gestiona bajo un marco
regulatorio en el que la FDA define qué sustancias pueden emplearse y en qué
condiciones. Esto significa que su utilizacion no se asume como automatica, sino que
depende de autorizaciones y requisitos disefiados para resguardar la seguridad del
consumidor (FDA, 2023).

Bajo ese enfoque, el 15 de enero de 2025 la FDA comunicé que revocara la autorizacion
de uso de Red No. 3 en alimentos y medicamentos de ingesta. La agencia explica que
la decisién se adopta por el marco legal aplicable y se apoya en evidencia toxicolégica
considerada en el proceso regulatorio, lo que refuerza el caracter restrictivo con el que
se evallan ciertos aditivos cuando existen preocupaciones relevantes para la salud
(FDA, 2025).

Este tipo de decisiones se entiende mejor al considerar la Clausula Delaney, la cual
establece un criterio legal estricto para los aditivos: si un compuesto ha mostrado inducir
cancer en humanos o animales bajo evidencia pertinente, se lo considera no seguro para
usos regulados. En consecuencia, el control de algunos colorantes no responde
Unicamente a consideraciones técnicas, sino también a un mandato normativo que

orienta cuando corresponde limitar o retirar autorizaciones (FDA, 2017; FDA, 2025).
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2.5.2 Contexto Nacional

En Ecuador, Arcsa informé que, tras la alerta emitida por la FDA sobre los posibles
riesgos asociados al colorante FD&C Rojo No. 3 (E-127 o eritrosina), inicié un proceso
inmediato de evaluacién de riesgo para precautelar la seguridad de los productos que lo
contengan en el mercado nacional. En el mismo comunicado, la institucion reporté que
el uso declarado de este aditivo corresponde al 0,9% de los productos que contienen
colorantes y que se identifico su presencia en aproximadamente 83 medicamentos
(dentro de mas de 60 mil registrados) y en cerca de 198 alimentos (de mas de 55 mil
certificados a nivel nacional), (ARCSA, 2025).

Asimismo, Arcsa sefialé que ha desarrollado mesas de trabajo con representantes de las
industrias de alimentos y medicamentos para que, como medida preventiva, se analicen
y adopten alternativas seguras y cientificamente avaladas. De manera complementaria,
recomendo a la ciudadania revisar las listas de ingredientes declaradas en las etiquetas
para reconocer si el producto contiene “Rojo No. 3", “E-127” o “eritrosina” (ARCSA,
2025).

2.5.3 Toxicologia y estudios relevantes

En raices de Allium cepa, Singh y Chadha reportaron que la eritrosina (E127) puede
provocar cambios importantes en las células. Después de 96 horas, observaron una
disminucién del indice mitético del 57,81% incluso a 0,1 mg/mL, lo que sugiere que la
division celular se reduce. También informaron un aumento del malondialdehido (hasta
5,47 veces) y una disminucion de enzimas relacionadas con la proteccion celular.
Ademas, el ensayo cometa indic6 mayor dafo en el ADN conforme aumentod la
concentracion, y el andlisis in silico mostré una interaccion marcada con el ADN (Singh
& Chadha, 2024).

En un modelo celular humano (HepG2), se ha reportado que la eritrosina B puede inducir
efectos genotdxicos y mutagénicos bajo condiciones experimentales (Chequer et al.,
2012). De forma complementaria, en un modelo animal orientado a promocion tumoral,
se describié que la eritrosina (Red 3) incremento la aparicion de tumores tiroideos en

ratas bajo un disefio especifico del estudio (Hiasa et al., 1988).
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CAPITULO 3
3. METODOLOGIA

3.1 Enfoque de la investigacion

3.1.1 Tipo de investigacion

La investigacion se clasifica como aplicada y experimental, ya que busca desarrollar un
método analitico util para determinar eritrosina (E127) en bebidas. (Hernandez &
Mendoza, 2018), la investigacion aplicada se orienta a resolver necesidades especificas
mediante el uso del conocimiento cientifico, mientras que la experimental supone trabajar
bajo condiciones controladas en las que se modifican variables para observar sus
efectos. En este estudio, esa dinamica se evidencia en la preparacion de estandares y
en el ajuste de parametros cromatograficos para evaluar la respuesta del analito
mediante UPLC-DAD.

Al tratarse de un estudio experimental, se manipulan de forma directa las condiciones
del sistema cromatografico con el fin de analizar como estos cambios influyen en la sefial
obtenida. Este enfoque es esencial en la validacion de métodos, ya que permite verificar
si el procedimiento mantiene un desempefio consistente bajo diferentes situaciones.
Para ello, se siguen los criterios establecidos por la guia EURACHEM (Magnusson &
Ornemark, 2014) y los requisitos definidos por la norma ISO/IEC 17025 (International
Organization for Standardization [ISO] & International Electrotechnical Commission [IEC],
2017).

3.1.2 Diseio de investigaciéon

El disefio adoptado en este estudio es experimental, ya que las pruebas se realizaron
manipulando deliberadamente las condiciones del sistema cromatografico para observar
coémo estas variaciones influian en la respuesta del analito. Trabajar bajo un entorno
controlado permitié ajustar parametros como el flujo, la composicion de la fase movil, la
temperatura de la columna y las concentraciones estandar, con el fin de evaluar el
desempeno del método de forma ordenada y controlada. Este disefo hizo posible

analizar parametros clave para la validacién, entre ellos la selectividad, los limites de
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deteccién y cuantificacion, la linealidad, la precision y la robustez, asegurando que el

método responda de manera consistente frente a diferentes condiciones de analisis.

3.2 Metodologia
3.2.1 Variables

e Variable independiente
Niveles de concentracion de eritrosina (E127) en soluciones patron y/o muestras
fortificadas (para curva y validacion).

e Variable dependiente
Respuesta del sistema UPLC-DAD (area y/o altura del pico cromatografico de
eritrosina), a partir de la cual se calcula la concentracion del analito en las
muestras.

e Variables controladas
Condiciones del método mantenidas constantes durante el analisis por UPLC-
DAD, incluyendo el volumen de inyeccién (L), el flujo (mL/min), la composicién
de la fase movil, la temperatura de la columna (°C), el tiempo de agitaciéon manual

(min), el tiempo de sonicacion (min) y la temperatura del autosampler (°C).

3.2.2. Diseno experimental

El disefio experimental se organizé en una serie de etapas que permitieron desarrollar y
evaluar el método de manera ordenada. Cada fase cumplié una funcion especifica dentro
del proceso, desde la preparacion y acondicionamiento de las muestras hasta la
validacion del método. Esta organizacién por etapas permitié asegurar la trazabilidad del
trabajo, mantener condiciones controladas durante el analisis y garantizar que los

resultados obtenidos sean consistentes con los objetivos del estudio.

Adicionalmente, la secuencia planteada facilité la identificacion de los parametros criticos
del método, asi como la verificacion progresiva de su desempefio analitico en funcion de
los criterios de aceptacion establecidos. De este modo, se integraron tanto los aspectos
operativos del sistema cromatografico como la preparacion de las muestras y el

tratamiento de datos, asegurando una evaluacién integral del método.
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Tabla 3.1 Plan experimental de estudio

ETAPA DE ESTUDIO DESCRIPCION RESUMIDA

Acondicionamiento | Seleccion, desgasificacion (cuando corresponde) y

de muestras filtracion de las bebidas antes del analisis.

Ajuste del método Optimizacion del sistema cromatografico: fase movil,

UPLC-DAD flujo, temperatura, longitud de onda y parametros de
inyeccion.

Validacion del Evaluacion de selectividad, linealidad, exactitud,

método precision, LOD, LOQ vy robustez, conforme a guias

EURACHEM e ISO/IEC 17025.
Procesamiento de Analisis y verificacion del cumplimiento de criterios de
datos aceptacion establecidos para cada parametro calculado.
Documentacion Registro completo de procedimientos, ajustes,

resultados, conclusiones y recomendaciones.

3.3. Recoleccion de datos
3.3.1 Métodos y técnicas

3.3.1.1 Procedimiento para la cuantificacion de eritrosina (E127) en

bebidas

La informacion empleada para definir el procedimiento de analisis se tomé como
referencia del estudio desarrollado por Bagyalakshmi et al. (2008), quienes describen un
método cromatografico para la determinacion de eritrosina utilizando HPLC acoplado a
un detector PDA. Este trabajo proporcion6 una base técnica inicial para comprender el
comportamiento del colorante y orientd la seleccion de parametros que luego fueron

adaptados al sistema UPLC-DAD disponible en el laboratorio.
a. Soluciones de trabajo en matriz

Las bebidas seleccionadas para el estudio corresponden a dos tipos de matrices

ampliamente comercializadas: bebidas hidratantes y gaseosas. Debido a que no existen
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productos en el mercado ecuatoriano que contengan eritrosina (E127) de manera
declarada, las matrices fueron fortificadas en laboratorio para simular la presencia del
colorante en distintos niveles de concentracion. Para la fortificacion se partié de una
solucion madre de eritrosina de 2000 ug/mL, a partir de la cual se prepararon las
soluciones de trabajo necesarias mediante diluciones sucesivas, registrando los

volumenes empleados y los factores de dilucién correspondientes.

Previo a su acondicionamiento, cada bebida sera desgasificada manualmente mediante
agitacién suave durante 1 minuto y luego colocada en un bafo ultrasénico durante 15
minutos, lo que permite eliminar el gas disuelto y obtener una matriz mas estable para el
analisis cromatografico. Una vez desgasificada, se tomara un volumen representativo de
la bebida y se anadira el volumen correspondiente de la solucidén estandar de eritrosina
para obtener las concentraciones definidas para los ensayos. La mezcla resultante se
homogenizara y posteriormente se filtrara con un filiro de jeringa de nylon de 0,45 ym
para remover particulas y obtener una solucion limpia apta para la inyeccion en UPLC-
DAD. Las muestras filtradas se transferiran a viales ambar y se conservaran en

condiciones adecuadas hasta su analisis.
b. Soluciones estandar para la curva de calibraciéon

Para la preparacién de los estandares, se asignd la concentracién real al estandar
secundario de eritrosina utilizando el estandar primario, con el fin de contar con un valor
fiable para las diluciones posteriores. Una vez establecida su concentracion, se preparo
una solucién madre de 1000 ug/ml en agua ultrapura, a partir de la cual se obtuvieron
los patrones de calibracién mediante diluciones sucesivas para cubrir el rango de 0.05 a
2.50 ug/ml. Todas las soluciones se homogenizaron y se conservaron en viales ambar

protegidos de la luz hasta su analisis por UPLC-DAD.
c. Condiciones cromatograficas

Durante el desarrollo del método se hicieron varias pruebas iniciales para encontrar las
condiciones cromatograficas que permitieran observar la eritrosina de manera clara y sin
interferencias. Estas pruebas incluyeron cambios en la fase movil, el flujo y la longitud
de onda, tomando como referencia algunos métodos publicados y lo que se pudo verificar
directamente en el equipo durante las primeras inyecciones considerando que se trabajé

con matrices complejas como bebidas gaseosas e hidratantes. Una vez definidos los
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ajustes mas estables incluyendo fase movil, flujo, temperatura, longitud de onda y
volumen de inyeccion se fijaron las condiciones finales empleadas en todo el proceso de

validacion, las cuales se detallan en la Tabla a continuacion:

Tabla 3.2 Condiciones cromatograficas

PARAMETRO CONDICION SELECCIONADA
Columna Columna UPLC BEH, 2.1 x 100 mm, 1.7 ym
Fase movil (isocratica) Acetato de amonio 10 mM:Metanol : Acetonitrilo
(50:25:25 viviv), filtrada y desgasificada
Flujo 0.40 ml/min
Temperatura de columna 30°C
Temperatura de autosampler 20°C
Detector DAD/PDA
Longitud de onda principal 529 nm (200-600 nm para verificacion de pureza)
Volumen de inyeccion 2.0 ul
Modo de elucién Isocratico

d. Validacion del método

Con las condiciones cromatograficas ya definidas, se procedi6 a validar el método para
confirmar que su desempenio fuera adecuado para la determinacién de eritrosina (E127)
en las bebidas analizadas. La validacion se desarroll6 conforme a los criterios
recomendados por la guia Eurachem y los requisitos de la norma ISO/IEC 17025,
evaluando parametros fundamentales como selectividad, linealidad, limite de deteccidn,
limite de cuantificacion, exactitud, precision y robustez. Para ello se utilizaron soluciones
estandar dentro del rango de concentracion establecido para la curva de calibracion, asi
como muestras fortificadas que permitieron comprobar el comportamiento del analito en

la matriz.

A continuacién, una sintesis del disefio experimental empleado en la validacién del
método, incluyendo por parametro el ensayo realizado y sus condiciones (matriz, niveles,
réplicas y criterios de aceptacion). Este resumen permitid6 ordenar y verificar el

cumplimiento de los requisitos establecidos para el desempefio del método.
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Tabla 3.3 Sintesis del disefio experimental

EVALUACION

ENSAYO

Selectividad / Especificidad

Se evalud la selectividad del método UPLC-DAD para
eritrosina (E127) en dos matrices: bebida tipo
gaseosa y bebida hidratante. Se analizaron blanco
del diluyente, matriz sin fortificar y matrices fortificadas
al LOQ (0.096 pg/mL) y al nivel de trabajo (0.496
pg/mL). La adquisicion se realizé con detector PDA a
529 nm, verificandose ausencia de interferencias en
el TR del analito. La resolucién cromatogréfica (Rs)
se calculara unicamente si la matriz presenta un pico
adyacente cercano al analito; en caso de no existir
picos préoximos, la selectividad se evaluara
unicamente mediante la ausencia de interferencias en

el tiempo de retencién del estandar.

Por matriz: 1 blanco del diluyente (agua
Milli-Q) + 1 matriz sin fortificar + 1 matriz
fortificada a nivel bajo + 1 matriz
fortificada a nivel medio + 1 estandar de
eritrosina

Orden de

Blanco del diluyente (agua Milli-Q) (1

inyeccion por matriz
inyeccion)

Matriz sin fortificar(1inyeccion)
Matriz fortificada — nivel bajo (cercano al
LOQ)

Matriz fortificada — nivel medio (nivel de

(1inyeccion)

trabajo) (1inyeccion)

Estandar de eritrosina (1 inyeccion).

LOD

Se estimo el LOD mediante réplicas en matriz a nivel
bajo. A partir de las concentraciones obtenidas con la
curva de calibracion, se calculé la desviacion estandar
(so) en ese nivel y, con base en esta variabilidad, se

obtuvo el valor estimado del LOD para cada matriz.

Se analizaron 10 réplicas de bebida
gaseosa y 10 réplicas de bebida
hidratante, fortificadas a 0.096 pg/mL y
cuantificacion con la curva 0.05-2.50

pg/mL.

LoQ

Se estim6 el LOQ mediante réplicas en matriz a
nivel bajo. A partir de las concentraciones calculadas
con la curva de calibracion, se obtuvo la desviacion
estandar (so) en ese nivel y, con base en esta
variabilidad, se determiné el valor estimado del LOQ

para cada matriz.

Se analizaron 10 réplicas de bebida
gaseosa y 10 réplicas de bebida
hidratante, fortificadas a 0.096 pg/mL y
cuantificacion con la curva 0.05-2.50

pg/mL.

Linealidad

Se evalud la linealidad del método mediante curvas de
calibracion de 6 niveles en el rango 0.05-2.50 pg/ml
preparado en diluyente. Los datos se ajustaron por
regresion lineal al modelo y = Sx + b y se evaluaron
R?, la ecuacion de la recta (pendiente e intercepto) y
el comportamiento de los residuos para verificar la

proporcionalidad de la respuesta en todo el rango.

En los 3 dias se realiz6 1 curva de
calibracion en diluyente con 6 niveles
(0.05-2.50 pg/mL), con 3 réplicas por
nivel (0.05; 0.10; 0.25; 0.50; 1.00; 2.50
Mg/mL).
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Tabla 3. 4 Sintesis del disefio experimental

EVALUACION

ENSAYO

Precision (Repetibilidad)

Se determind la repetibilidad del método en matrices
fortificadas (bebida gaseosa y bebida hidratante) a
tres niveles de concentracion: nivel bajo (0.096
ug/mL), nivel de trabajo (0.496 pg/mL) y nivel alto
(2.496 pg/mL), bajo condiciones de mismo analista,
mismo dia y mismo equipo, expresando la
variabilidad como %RSD de la respuesta (area y/o

concentracion).

Se determiné la repetibilidad del método en
bebidas hidratantes y gaseosas a tres
medio, alto.

niveles bajo,

Matriz: bebida hidratante y gaseosa.
Concentracion: en cada nivel: bajo (0.096
pg/mL), trabajo (0.496 ug/mL) y alto (2.496
pg/mL).

Réplicas: 6 por matriz (preparaciones

independientes, 1 inyeccion c/u).

Precision intermedia

Se evalué la precision intermedia del método
mediante la variabilidad entre corridas (dia/analista)
en matrices reales (bebida gaseosa y bebida
hidratante), a tres niveles de concentracion (bajo
0.096 pg/mL, trabajo 0.496 pg/mL y alto 2.496
Mg/mL), manteniendo el mismo  sistema
cromatografico. Se expresé como %RSDi y se verificd
el efecto de la corrida (dia/analista) mediante

ANOVA de un factor (a = 0,05).

Corridas (dia/analista/matriz): 6 (3 dias x
2 matrices).
Por corrida: 3 niveles (0.096; 0.496 y 2.496
pg/mL).
Réplicas: 6 inyecciones por nivel
(independientes, 1
%RSDi por
comparaciéon entre corridas (dia/analista)

mediante ANOVA de 1 factor.

inyeccion  clu).

Calculo: matriz 'y nivel;

Exactitud

Se evalué la exactitud del método mediante estudios
de recuperacion en dos matrices reales (bebida
libres de E127,
fortificadas a tres niveles: bajo (0.096 ug/mL), nivel de
trabajo (0.496 pg/mL) y alto (2.496 pg/mL).

hidratante y bebida gaseosa)

Matrices gaseosa e hidratante sin E127
fortificadas a 0.096; 0.496 y 2.496 ug/mL.
Seis réplicas por nivel y por matriz en un
mismo dia. Calculo de %Rec. comparando
la concentracion obtenida frente a la

concentracion tedrica adicionada.

Robustez

Valoracion de la influencia de pequefias variaciones
en siete parametros operativos e instrumentales
sobre la respuesta del método al nivel de trabajo
(0.496 pg/mL), mediante un disefio tipo Youden

(equivalente a Plackett—Burman de 8 corridas).

Ocho ensayos combinados por matriz
segun el plan de robustez. Una inyeccion

por ensayo.

Incertidumbre

Se estimara la incertidumbre de medicion del
resultado de eritrosina por UPLC-DAD mediante un
enfoque por componentes, considerando: patron,
preparacion de la curva de calibracion (regresion) y el
desempefio del método (precision y %recuperacion).

Se reportara U con k =2 (=95%).

Recopilar certificados/tolerancias: patron +

pipetas + material volumeétrico.
Obtener aporte de regresion (curva) y de
precision/recuperacion (validacién).

Calcular uc, y luego U = 2-ucc,.
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e. Procedimiento experimental para cada parametro de validaciéon
Selectividad

La selectividad del método se comprobé trabajando con dos matrices: bebida hidratante
y bebida gaseosa. Para cada una de ellas se registraron los cromatogramas del blanco
de diluyente (agua Milli-Q), de la matriz sin fortificar, del estandar de eritrosina y de las
matrices fortificadas a un nivel bajo (cercano al LOQ, 0.096 pg/mL) y a un nivel medio
(nivel de trabajo, 0.496 pg/mL). Las inyecciones se realizaron bajo las condiciones
cromatograficas establecidas y la sefial se monitoreé con el detector DAD/PDA a 529

nm.

En cada caso se comparo el tiempo de retencion del pico atribuido a la eritrosina con el
obtenido para el estandar, verificandose que en los cromatogramas del blanco y de la
matriz sin fortificar no aparecieran picos en el tiempo de retencién del analito con
respuesta significativa. Asimismo, se verific6 que en las matrices fortificadas el pico
correspondiente se presentara en el mismo tiempo de retencion y mantuviera un
comportamiento consistente con el estandar. Bajo estos criterios se considerdé que el
método presentaba selectividad adecuada para la determinacion de eritrosina (E127) en

las bebidas evaluadas.
Limite de deteccién (LOD) y cuantificacion (LOQ)

El limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) del método se estimaron
a partir de muestras en matriz fortificadas a un nivel bajo, correspondiente al rango
inferior de trabajo de la curva de calibracion (0.05-2.50 ug/mL). Para ello, se prepararon
y analizaron diez réplicas independientes de bebida gaseosa y diez réplicas
independientes de bebida hidratante, ambas libres de E127 y fortificadas a 0.096 ug/mL,
las cuales se sometieron a las mismas condiciones del analisis cromatografico. Las
concentraciones se calcularon empleando la curva de calibracion establecida para el
método y se determind la desviacién estandar en concentracién (s,) para cada matriz.
Con base en este parametro se obtuvieron los valores de LOD y LOQ, expresados en

pg/mL.

LOD=3s, (3.1)
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LOQ=10s, (3.2)

Donde s, es la desviacion estandar de las concentraciones obtenidas para las 10 réplicas

independientes de la muestra fortificada a 0.096 ug/mL en cada matriz.

Linealidad

La linealidad del método se evalué mediante curvas de calibracion en el rango de 0.05 a
2.50 pg/mL de eritrosina. El estudio se realizé durante tres dias independientes,
construyendo una curva de calibracion por dia bajo las mismas condiciones
cromatograficas. En cada jornada se trabajo con seis niveles de concentracion y se
efectuaron tres réplicas por nivel. Con los datos obtenidos se ajusté un modelo de
regresion lineal por minimos cuadrados y se evalué el comportamiento de la sefial en

funcion de la concentracion, de acuerdo con el modelo:

y=Sx+b (3.3)

Precision (repetibilidad)

La repetibilidad del método se evalud por separado para cada matriz de estudio (bebida
gaseosa y bebida hidratante). En cada matriz se trabajé en tres niveles de concentracion:
nivel bajo (0.096 pg/mL), nivel de trabajo (0.496 pg/mL) y nivel alto (2.496 pg/mL),
inyectando seis réplicas independientes por nivel en un mismo dia, con el mismo analista
y el mismo sistema cromatografico. En ambos casos, la repetibilidad se expresé como el
porcentaje de desviacion estandar relativa (%RSD;) de las respuestas obtenidas por

matriz y por nivel.

SD
%RSD; = —x 100 (3.4)

Donde SD es la desviacion estandar de las seis mediciones y x la media correspondiente.
Precision intermedia

La precision intermedia del método se evalué en matrices reales (bebida gaseosa y

bebida hidratante) a tres niveles de concentracion: nivel bajo (0,096 ug/mL), nivel de
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trabajo (0,496 ug/mL) y nivel alto (2,496 pg/mL). El estudio se realizé en tres corridas
independientes (dia/analista), conforme al plan de validacién establecido, manteniendo
las mismas condiciones instrumentales. En cada corrida se prepararon e inyectaron seis
réplicas por matriz y por nivel (preparaciones independientes, 1 inyeccion c/u). En total
se obtuvieron 18 resultados por matriz y por nivel. La precision intermedia se expreso
como porcentaje de desviacion estandar relativa (%RSD_i) calculado a partir de los

resultados combinados por matriz y nivel.

SD
%RSDi = ra x 100 (3.5)

La distribucion de corridas (dia/analista), matrices, niveles y numero de réplicas

considerada en este estudio se presenta en la Tabla

Tabla 3. 5 Plan de validacion

PLAN DE VALIDACION
DIA | ANALISTA MATRIZ NIVEL BAJO NIVEL MEDIO NIVEL ALTO
1 AN 1 Gaseosa 6 réplicas 6 réplicas 6 réplicas
AN 1 Bebida hidratante 6 réplicas 6 réplicas 6 réplicas
2 AN 2 Gaseosa 6 réplicas 6 réplicas 6 réplicas
AN 2 Bebida hidratante 6 réplicas 6 réplicas 6 réplicas
3 AN 1 Gaseosa 6 réplicas 6 réplicas 6 réplicas
AN 2 Bebida hidratante 6 réplicas 6 réplicas 6 réplicas
Exactitud

La exactitud del método se evalué mediante ensayos de recuperacién en dos matrices
reales (bebida hidratante y bebida gaseosa) inicialmente libres de eritrosina (E127), las
cuales se fortificaron con el analito a tres niveles de concentracion: nivel bajo (0.096
pMg/mL), nivel de trabajo (0.496 ug/mL) y nivel alto (2.496 ug/mL). Para cada nivel y cada
matriz se prepararon seis réplicas independientes (n = 6), que se sometieron al mismo
tratamiento de preparacién de muestra y analisis por UPLC-DAD. La exactitud se

expres6 como porcentaje de recuperacion promedio (%Rec), calculado como:

(3.6)

Cpréctica

%Rec = x 100

tebrica
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Robustez

La robustez del método se evalud al nivel de trabajo (2.496 pg/mL) en las matrices de

bebida tipo cola y bebida hidratante. Para este estudio se introdujeron pequefias

variaciones deliberadas en siete parametros operativos del sistema UPLC-DAD: volumen

de inyeccion, flujo, composicién de fase movil isocratica, temperatura de columna, tiempo

de agitacion manual, tiempo de sonicacién y temperatura de autosampler, conforme a

los valores alto y bajo establecidos en el plan de robustez. La robustez se evalud

mediante un diseno tipo Youden de ocho ensayos (equivalente a un disefio Plackett—

Burman de 8 corridas) para siete factores a dos niveles. Se realiz6 una inyeccién por

ensayo y las respuestas obtenidas en cada condicion combinada se compararon para

estimar el efecto de cada parametro y verificar si las variaciones instrumentales afectan

de forma significativa el resultado del analisis.

Tabla 3.6 Plan de robustez
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PLAN DE ROBUSTEZ NIVEL DE TRABAJO 2,50 uG/ML
Asignacion Parametro Condicioén actual Valor alto Valor bajo

A,a Volumen de inyeccion (ul) 2 21 1.9
B,b Flujo (ml/min) 0.4 0.44 0.36
Cc Fase movil isocratica (Acetato de amonio 50:25:25 49:25.5:25.5 | 51:24.5:24.5

10 mM: Metanol: Acetonitrilo v/viv)
D,d Temperatura de columna (°C) 30 32 28
E,e Tiempo agitacion manual (min) 1 1,5 0,5
F,f Tiempo de sonicacion (min) 15 17 13
G,g Temperatura de ausampler (°C) 20 22 18

Tabla 3.7 Distribucién de experimentos por parametros
Parametro 1 2 3 4 5 6 7 8

A,a A A A A a a a a

B,b B B b b B B b b

C.c C c C c C c C c

D,d D D d d d d D D

E,e E e E e e E e E

F,f F f f F F f f F

G.,g G g 9 G g G G 9

Resultado S t u % w X y z
Xmax — Xmin < V2 +SD (3.7)




Tabla 3.8 Objetivos de validaciéon

CRITERIO CRITERIO DE ACEPTACION
Selectividad / Blanco del diluyente y matriz sin fortificar: no debe observarse un pico con
Especificidad respuesta significativa en el tiempo de retencion (RT) del analito (zona RT del

estandar + 2%).

Matriz fortificada al nivel bajo (0,096 pg/mL): el pico de eritrosina debe ser
detectable y definible en el RT esperado (RT muestra dentro de + 2% respecto al RT
del estandar).

Matriz fortificada al nivel medio (0,496 pg/mL): el pico de eritrosina debe ser
definido y presentarse en el RT esperado (RT muestra dentro de + 2% respecto al
estandar).

Resoluciéon cromatografica (Rs): si la matriz presenta un pico adyacente cercano al
analito, la resolucion debera ser Rs = 1,5.

Confirmacion espectral (PDA/DAD): el maximo de absorcion del analito (Amax)

debera ser 529 + 2 nm respecto al estandar.

Limite de deteccion

LOD=3s,
*desviacion estandar de las concentraciones obtenidas en 10 réplicas independientes de la
matriz fortificada al nivel mas bajo de la curva (0,096 ug/mL)

Limite de LOQ=10s,
s .. *desviacion estandar de las concentraciones obtenidas en 10 réplicas independientes de la matriz
cuantificacion fortificada al nivel mas bajo de la curva (0,096 pg/mL).
Linealidad Rz > 0.995.
Fcalc > Fcrit (a=0.05).
Residuos sin tendencia (distribucién aleatoria)
0,05-2,50 pg/mL
Precision Nivel bajo (0,096 pg/mL): RSDr<5 %

(Repetibilidad)

Nivel de trabajo (0,496 pg/mL): RSDr<5 %
Nivel alto (2,496 pg/mL): RSDr<5 %

Precision intermedia

Nivel bajo (0,096 pg/mL): RSDi <8 %
Nivel de trabajo (0,496 ug/mL): RSDi < 8 %
Nivel alto (2,496 pg/mL): RSDi < 8 %

Exactitud Nivel bajo (0,096 pg/mL): %Recuperacion = 80-120 %
Nivel de trabajo (0,496 pg/mL): %Recuperacion = 90-110 %
Nivel alto (2,496 pg/mL): %Recuperacion = 90-110 %
Robustez RSD < 5 % dentro de cada condicion (n=6).

Incertidumbre

Incertidumbre expandida (U) < + 10 % del valor medido.
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3.4. Recursos

3.4.1 Reactivos

Tabla 3.9 Lista de reactivos

Reactivo Pureza/Grado Marca
Metanol grado UPLC 99% Fisher Chemical
Acetonitrilo grado UPLC 99% Fisher Chemical
Acetato de amonio 98% LobaChemie
Agua ultrapura (agua Milli-Q) Agua ultrapura tipo | N/A
Eritrosina B- estandar primario 99.10% Sigma Aldrich
Eritrosina B- estandar 90% Sigma Aldrich
secundario
3.4.2 Equipos
Tabla 3.10 Lista de equipos
Equipo Descripcion

Sistema UPLC / DAD

UPLC con detector DAD

Columna cromatografica

Columna UPLC BEH, 2.1 x 100 mm, 1.7 ym

Bano ultrasonido

40 kHz para disolver/desgasificar soluciones

Balanza analitica

Resolucion 0.1 mg, capacidad

Sistema de purificacion de

agua

Produccién de agua ultrapura tipo Milli-Q

3.4.2 Materiales

Tabla 3.11 Lista de materiales

Equipo Descripcion
Punta de micropipetas Puntas desechables
Vidrio reloj Pesar estandar primario
Espatula Acero inoxidable (micro espatula)

Matraces aforados

10 ml (6 unidades) - 25ml (6 unidades)

Micropipetas

Rango 10-100ul y 100-1000ul

Viales

Tipo dmbar

tapas

Con septum PTFE/silicona

Frascos ambar

Guardar soluciones

Filtro de jeringa Nylon

0.45 um

Rotulador

Escribir descripcion en las etiquetas
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3.5. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos obtenidos durante la validacion del método UPLC-
DAD para la determinacion de eritrosina (E127) se realizé sobre variables cuantitativas
continuas (areas de pico, concentraciones calculadas, %RSD, %recuperacion y
parametros de regresion). El tratamiento estadistico se ejecuté con apoyo de Microsoft
Excel mediante la funcion “Analisis de datos”, y el uso de formulas de calculo para cada
parametro de validacion, de acuerdo con el disefio experimental establecido en esta

investigacion
a) Estadistica descriptiva

Se aplicé estadistica descriptiva para resumir y presentar los resultados por matriz y por
nivel de concentracion, priorizando la variabilidad de las mediciones. En los ensayos de
precision, la dispersion de los resultados se evalué mediante desviacion estandar y
%RSD a partir de las réplicas realizadas, con el fin de evidenciar la consistencia del

método bajo las condiciones evaluadas.

En los ensayos de exactitud, los resultados se expresaron como porcentaje de
recuperacién por nivel de concentracién, con el propdsito de evidenciar el grado de

concordancia entre el valor obtenido y el valor tedrico de fortificacion.

Adicionalmente, se determinaron frecuencias de cumplimiento (n y %) frente a los
criterios de aceptacion definidos (por ejemplo, limites de %RSD y rangos de
recuperacién), para evidenciar el desempefo global del método en las condiciones de

trabajo establecidas.
b) Estadistica inferencial

Se emplearon procedimientos inferenciales porque el objetivo del estudio no solo fue
describir los resultados, sino verificar, con base estadistica, el cumplimiento de los
parametros de desempeno del método. Para ello, se trabajoé con un nivel de confianza
del 95% (a = 0.05) y se aplicaron pruebas de hipdtesis orientadas a comparar

condiciones y a sustentar decisiones sobre el desempefio del procedimiento analitico.

La precision intermedia se evalué mediante ANOVA de un factor, considerando como
grupos las corridas definidas por la combinacién dia—analista, a fin de identificar posibles

diferencias significativas entre condiciones. La linealidad se evalué mediante regresion
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lineal por minimos cuadrados entre la concentracién tedrica y la respuesta instrumental
(area de pico), reportandose los parametros del modelo (pendiente e intercepto), el
coeficiente de determinacion (R?) y la significancia del ajuste mediante el ANOVA de la

regresion, conforme a los criterios de aceptacion establecidos.

El procesamiento, organizacion y analisis de la informacién se realizoé en Microsoft Excel,
empleando férmulas de calculo y la herramienta “Andlisis de datos” para la estimacion
de regresion y ANOVA. Esto permitidé gestionar la base de datos generada, estandarizar
los célculos y obtener los estadisticos necesarios para la interpretacién de resultados y

la verificacién del cumplimiento de los criterios establecidos.

=

Desgasificar manualmente
(1 minuto)

!

Sonicar
(15 minutos)

!

Diluir solo en caso de ser
necesario (1:5 0 1:10)

!

Filtrar (Nylon 0.45 um)

:

Medir UPLC-DAD

!

Figura 3.1 Diagrama de flujo de proceso
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS

Los resultados presentados en este capitulo corresponden al tratamiento y analisis de
los datos experimentales obtenidos durante el desarrollo y validacion del método
analitico por cromatografia liquida de ultra alta eficiencia acoplada a detector de arreglo
de diodos (UPLC-DAD) para la determinacion de eritrosina (E127) en bebidas de

consumo humano.

Los ensayos realizados permitieron evaluar el desempefio del método bajo las
condiciones establecidas, de acuerdo con los lineamientos de la norma ISO/IEC
17025:2017 y las recomendaciones de la guia EURACHEM. En este sentido, se reportan
de manera sistematica los resultados correspondientes a los parametros de validacién
analitica, incluyendo selectividad, linealidad, limites de deteccidon y cuantificacion,

precision, exactitud, robustez e incertidumbre de medida.

La presentacion de los resultados se organizé mediante tablas, figuras y analisis
estadisticos, con el fin de evidenciar el comportamiento del método frente a las matrices
evaluadas y su desempefio dentro del rango de trabajo definido para la cuantificacién de

eritrosina en bebidas gaseosas e hidratantes.

4.1 Procedimiento UPLC-DAD para eritrosina en bebidas: disefio

cromatografico e identificacion

En esta etapa se conté con un procedimiento cromatografico mediante UPLC para la
identificacion y cuantificacion de eritrosina en matrices de bebidas de consumo humano,
el cual sirvid6 como base operativa para la ejecucion de los ensayos posteriores y la
obtencion de los datos presentados en este capitulo. Este procedimiento reunié de forma
estructurada las condiciones instrumentales del sistema, los pasos de preparacion de
soluciones y estandares, asi como el tratamiento de las muestras previo al analisis. Para
evitar extender el cuerpo del capitulo con informaciéon operativa detallada, el
procedimiento completo se incluyé en los Anexos del presente trabajo (Apéndice A),

donde se presenta en formato de documento técnico.
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De acuerdo con Xie (2022), report6 para bebidas un enfoque mas complejo, que incluyo
eluciéon en gradiente con acetonitrilo y acetato de amonio (0,02 mol/L), ajuste de pH,
extracciéon ultrasoénica (30 min) vy filtracién a 0,20 um. En contraste, el procedimiento
desarrollado priorizé una preparacién directa (desgasificacion vy filtracion) y condiciones
orientadas a la rutina, controlando puntos criticos observables como espuma, turbidez y

necesidad de dilucion.

Esta decision permitid contar con un flujo de trabajo viable y estandarizado para el
laboratorio sin incorporar etapas adicionales cuando la matriz lo permite. La importancia
del procedimiento radicO en que asegurd consistencia operativa entre analistas y
corridas, sirviendo como base para la generacion confiable de los resultados y para

futuras ampliaciones o etapas posteriores del estudio.

La elaboracién del procedimiento no solo definié el flujo técnico de toma/preparacion y
andlisis, sino que también incorporé aspectos alineados con ISO/IEC 17025:2017, en
particular: recepcion e identificacion de la muestra (verificacion de integridad, registro de
datos y etiquetado), generacion de registros técnicos (lote/condiciones del estandar,
calculos, factor de dilucion y observaciones), control interno durante la secuencia
mediante QC con criterio de aceptacion, y control documental mediante realizacion

revision aprobacion, version y control de cambios.

4.2 Desempeiio y validacién analitica del método UPLC-DAD: selectividad,

linealidad, precision, exactitud, LOD/LOQ e incertidumbre

Se evalud el desempefio del método desarrollado mediante la determinacion de los
parametros de validacion analitica establecidos para este estudio. Para ello, se
realizaron los ensayos correspondientes y se procesaron los datos obtenidos con el fin
de verificar, frente a criterios de aceptacion definidos, la capacidad del método para
identificar y cuantificar eritrosina (E127) en las matrices evaluadas. En los apartados
siguientes se presentan de forma organizada los resultados asociados a selectividad,
linealidad, precision, exactitud, limites de deteccion y cuantificacién, e incertidumbre de
medicion.
4.2.1 Evaluacion preliminar del desempefio cromatografico del método

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos durante el establecimiento de las

condiciones instrumentales iniciales del método UPLC-DAD vy la evaluacion preliminar de
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la respuesta de eritrosina en estandar y en la matriz evaluada. Esta etapa permitié definir
parametros operativos consistentes y establecer referencias para la identificacion del

analito en los ensayos posteriores de validacion.

Para el inicio del desarrollo del método se utilizaron los datos descritos en la tabla 3.2,
se trabajo en modo isocratico con una fase moévil compuesta por acetato de amonio (A),
metanol (B) y acetonitrilo (D) en proporcion 50:25:25 (v/v), utilizando un flujo de 0,40
mL/min y un tiempo total de corrida de 4,0 min. La temperatura de la columna se fij6 en
30 °C y la del compartimiento de muestras en 20 °C. La deteccion se realizé mediante
arreglo de diodos (DAD) en modo absorbancia, seleccionandose una longitud de onda

de 529 nm para el seguimiento del analito.

Bajo estas condiciones, se evaluo la respuesta cromatografica del estandar de eritrosina,
observandose un pico principal definido con un tiempo de retencion aproximado de 1,57
min, el cual se considerd como referencia para la identificacion del analito en corridas
posteriores Figura 4.1. Adicionalmente, en la matriz evaluada no se evidenciaron sefiales
con interferencia directa en la ventana cromatografica del analito durante esta etapa

preliminar.

Eritrosina 100 ppm R1 Diode Array
157 Range: 2.523e+1

2.2e+14 |
2.0e+14
1.8e+14
1.6e+14 “

1.4e+11

AU

1.2e+14

1.0e+14

809

0.0 S — T T 1 Time
0.00 0.50 1.00 1.50 250 350 3.50

Figura 4.1 Cromatograma del estandar de eritrosina (E127) bajo
condiciones iniciales
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Con el fin de resumir el procedimiento de trabajo y la Iégica de la validacion, la Figura
4.3 muestra el flujo general desde la preparacion de soluciones y muestras hasta la

evaluacion de los parametros analiticos.

ESQUEMA METODOLOGICO PARA EL DESARROLLO Y VALIDACION DEL
METODO UPLC-DAD PARA ERITROSINA (E127) EN BEBIDAS.

Planteamiento analitico Desarrollo del método I Validacion del metodo ]

s N\ Preparacion de Prepqracibn de Condiciones . % Tratamiento
Objetivo y alcance muestras estandares UPLC-DAD « SD de datos
(analito/matriz) « RSD%

\. J « Desgasificar « Solucion madre « Columna » %Rec
_ « Filtrar « Intermedias « Fase movil » R*(regresion)

. Analfto o Diluir « Nivel de curva « Flujo » ANOVA
o Matriz « Fortificar « Blanco « Tcol v
» Rango de trabajo « QC/Verificacion X g
« Criterios de aceptacion 4 Parametros de
desemperio
(calidad)
) Selectividad Presicion
. > ) LOD/LOQ
Seleccion, recoleccion e Exactitud Linealidad
identificacion de muestras
¢ Rotulacion del item: Robustez
Seleccion de matrices « Codigo ¢
comerciales « Lote
« Condiciones de almacenamiento .
« Responsable de recepcion C°"‘I:_'(‘;5'9!‘ de
Asignacion de codificacion » Descripcion: valicacion
tnica: e Dia
« Analista
« Bebida rehidratante
(MRH01..)
« Bebida gaseosa (MGS01..)
I

Figura 4.2 Esquema metodolégico del desarrollo del método

4.2.2 Resultados de validacion

4.2.2.1 Selectividad

La selectividad del método UPLC-DAD para la determinacion de eritrosina (E127) se
comprobo en dos matrices de bebidas comerciales (bebida gaseosa y bebida hidratante).
Para cada matriz se registraron los cromatogramas del blanco del diluyente (agua Milli-
Q), de la matriz sin fortificar, de matrices fortificadas a un nivel bajo cercano al LOQ
(0.096 ug/mL) y a un nivel medio de trabajo (0.496 ug/mL), ademas del estandar de
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eritrosina. La adquisicién se realizé con detector PDA/DAD a 529 nm bajo las condiciones

cromatograficas establecidas.

En los cromatogramas del blanco del diluyente y de la matriz sin fortificar no se
observaron picos con respuesta significativa en la ventana correspondiente al tiempo de
retencion del analito (RT del estandar + 2%). En las matrices fortificadas se evidencioé un
pico atribuible a eritrosina en el tiempo de retencién esperado, consistente con el
estandar (variacion de RT dentro de +2%). Debido a que no se presentaron picos
adyacentes cercanos al analito en la ventana evaluada, no fue necesario calcular la

resolucion cromatografica (Rs). Con base en estos criterios se detallaron los resultados

de la tabla
Tabla 4.1 Resultados de selectividad
Matriz Condicion Nivel RT ART vs Interferencia | Criterio de | Criterio
(ug/mL) | (min) | estandar en RT aceptacion | cumple
(%) (Si/No) (Si/No)
Agua Milli | Blanco de N/A N/A N/A NO Sin pico en SI
Q diluyente RT del
analito
Bebida tipo | Matriz sin N/A N/A N/A NO Sin pico en SI
gaseosa fortificar RT del
analito
Bebida tipo Matriz 0.096 1.372 0.513 NO RT < +2% SI
gaseosa fortificada ug/ml vs estandar
Bebida tipo Matriz 0.496 1.368 0.22 NO RT < +2% SI
gaseosa fortificada ug/ml vs estandar
(nivel
trabajo)
Estandar Estandar 0.496 1.365 | Referencia N/A Referencia N/A
de del analito ug/ml (RT y Amax)
eritrosina
Agua Milli | Blanco de N/A N/A N/A NO Sin pico en SI
Q diluyente RT del
analito
Bebida Matriz sin N/A N/A N/A NO Sin pico en SI
hidratante fortificar RT del
analito
Bebida Matriz 0.096 1.372 0.513 NO ART £ +2% SI
hidratante | fortificada ug/ml vs estandar
Bebida Matriz 0.496 1.371 0.44 NO ART £ +2% SI
hidratante | fortificada ug/ml vs estandar
(nivel
trabajo)
Estandar Estandar 0.496 1.365 | Referencia N/A Referencia N/A
de del analito ug/ml (RT y Amax)
eritrosina
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Figura 4.3 Cromatograma de gaseosa fortificada a 0.096 pg/mL
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Figura 4.4 Cromatograma de bebida hidratante fortificada a 0.496 pg/mL
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4.2.2.2 Limite de detecciéon (LOD) y Limite de cuantificacion (LOQ)

El limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) del método UPLC-DAD
se estimaron empleando réplicas en matriz fortificada a un nivel bajo (0,096 ug/mL),
correspondiente al extremo inferior del rango de trabajo de la curva de calibracién. Para
ello, se analizaron diez réplicas independientes (n = 10) por matriz (bebida hidratante y

bebida gaseosa), bajo las condiciones cromatograficas establecidas.

Las concentraciones se calcularon utilizando la curva de calibracion del método y, a partir
de la variabilidad obtenida en este nivel, se estimaron los valores de LOD y LOQ
conforme a las expresiones establecidas (ver Ecuacion (3.1) y Ecuacion (3.2)). Los
resultados para cada matriz se presentan en la Tabla 4.2, mientras que los datos
individuales de area y concentracién utilizados para el célculo se incluyen en el Apéndice
B (Tabla B.1).

Tabla 4.2 LOD y LOQ de eritrosina (E127) por UPLC-DAD

Matriz Nivel n | Pendiente So Sy LOD LOQ
usado S (SD de (SDde | (ug/mL) | (ng/mL)
(ng/mL) concentracion) areas)
Bebida 0.0960 10 | 494.2070 0.0064 3.1715 0.0193 0.0642
hidratante
Bebida 0.0960 10 | 494.2070 0.0039 1.9314 0.0117 0.0391
gaseosa

En términos de sensibilidad el procedimiento permitié trabajar con concentraciones muy
bajas de eritrosina, evidenciando una alta sensibilidad analitica, y ademas generd6
resultados consistentes en matrices de bebidas. Los LOQ obtenidos en este estudio son
comparables e incluso inferiores al rango de LOQ reportado en validaciones multiclorante
por HPLC-DAD (0,077-0,262 ug/mL) (Palianskikh et al., 2022).

En matrices liquidas complejas, como cocteles premezclados, también se han descrito
recuperaciones de 75,01-114,45% y valores de precision inter-dia (RSD) de 0,89-
5,44%, lo que permite contextualizar que los rangos de precision y recuperacion
alcanzados por el método se encuentran dentro de lo esperable para técnicas
cromatograficas con DAD/PDA (Ma et al., 2025).
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4.2.2.3 Linealidad

La linealidad del método se evalué mediante curvas de calibracion externas en el rango
de 0.05-2.50 pg/mL de eritrosina. El estudio se realizé durante tres dias independientes,
construyéndose una curva de calibracion por dia bajo las mismas condiciones
cromatograficas. En cada jornada se trabajo con seis niveles de concentracion y se

efectuaron tres réplicas por nivel.

Los datos experimentales se ajustaron mediante regresion lineal por minimos
cuadrados, de acuerdo con el modelo lineal establecido (ver Ecuacion 3.3). La evaluacién
incluyo el coeficiente de determinacion (R?), la verificacion de la significancia del modelo
mediante la prueba F (a = 0.05), la estimacién de pendiente e intercepto con sus errores
asociados, y el analisis del comportamiento de los residuos. Los parametros resumidos
de cada curva se presentan en la Tabla 4.3, mientras que los resultados individuales

obtenidos por dia se incluyen en el Apéndice C.

Tabla 4.3 Parametros de regresion para la evaluacion de la linealidad

Curva de Pendiente | Intercepto | Coeficiente de | Error estandar Error estandar
calibraciéon determinacién | de la pendiente del intercepto
S b R? Sm Sb
Curva Dia | 493.5833 0.8603 0.9970 13.6039 15.2855
1
Curva Dia 501.6288 -9.6560 0.9995 5.4860 6.1641
2
Curva Dia | 479.1823 1.7949 0.9992 6.5641 7.3755
3

4.2.2.4 Precision

4.2.2.4.1 Repetibilidad

La repetibilidad del método se evalué en dos matrices de estudio (bebida hidratante y
bebida gaseosa) a tres niveles de concentracion: bajo (0.096 ug/mL), medio (0.496
pMg/mL) y alto (2.496 pg/mL), bajo condiciones intra-dia. En cada nivel se analizaron seis
réplicas independientes, manteniéndose constantes el analista, el equipo y las
condiciones cromatograficas. La variabilidad de las respuestas se expres6 como

porcentaje de desviacion estandar relativa en condiciones de repetibilidad (%RSDr).
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Durante los tres dias de evaluacion, los valores de %RSD: obtenidos para ambas
matrices y en todos los niveles de concentracion se mantuvieron dentro del criterio de
aceptacion establecido (%RSDr <5 %). En el nivel bajo, los rangos de %RSDr se situaron
entre 3.343 y 4.236 %; en el nivel medio variaron entre 2.731y 4.343 %; y en el nivel alto
entre 1.644 y 3.100 % (Tabla 4.4). En conjunto, se observo una mayor dispersion relativa
en el nivel bajo, con disminucién en los niveles medio y alto, conforme a lo esperado para

métodos cuantitativos.

Tabla 4.4 Repetibilidad por dia y nivel de concentracién

Evaluacion | %RSD nivel | %RSD nivel | %RSD nivel Criterio Cumple
bajo medio alto

Dia 1 3.956—4.236 | 2.731-3.961 | 3.086-3.100 | %RSDr <5% Si
% % %

Dia 2 3.673-4.128 | 3.064-3.267 | 1.644-2.543 | %RSDr<5% Si
% % %

Dia 3 3.343-3.834 | 3.834-4.334 | 2.297-3.075 | %RSDr<5% Si
% % %

General 3.343-4.128 | 2.731-4.334 | 1.644-3.100 | %RSDr < 5% Si
(dias 1-3) % % %

Al analizar la repetibilidad por matriz, la bebida hidratante presenté rangos de %RSD: de
3.343-4.128 %, 3.064-3.961 % y 1.644-3.086 % para los niveles bajo, medio y alto,
respectivamente. Por su parte, la bebida gaseosa mostré rangos de 3.673—4.236 %,
2.731-4.343 % y 2.543-3.100 % en los mismos niveles. En todos los casos, la
variabilidad se mantuvo dentro del limite establecido, evidenciando un comportamiento

consistente del método bajo condiciones de repetibilidad (Tabla 4.5).

Tabla 4.5 Repetibilidad por matriz y nivel

Evaluaciéon | Concentracion Hidratante — Gaseosa — Criterio | Cumple
(nivel) tedrica %RSD (rango dias %RSD (rango
(ng/mL) 1-3) dias 1-3)
Bajo 0.0960 3.343-4.128 % 3.673-4.236 % | %RSDr= Si
5%
Medio 0.4960 3.064 — 3.961 % 2.731-4.334% | %RSDr< Si
5%
Alto 2.4960 1.644 — 3.086 % 2.543-3.100% | %RSDr= Si
5%
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4.2.2.4.2 Precision intermedia

El disefio experimental empleado para la evaluacién de la precision intermedia en
bebida gaseosa y bebida hidratante considero tres grupos correspondientes a corridas
dia/analista y seis determinaciones por grupo, aplicandose el mismo esquema para los

niveles bajo, medio y alto.

Tabla 4.6 Parametros y grados de libertad precisién intermedia.

Parametro Descripcion Simbolo Valor
Numero de (Corridas k 3
grupos dia/analista)

Tamano de (Réplicas por p 6
grupo corrida)

Grados de Dentro del v p-1(=95)
libertad grupo

Como parte del tratamiento estadistico, se obtuvo el resumen descriptivo por corrida

(dia/analista) para cada nivel de concentracion, incluyendo el numero de
determinaciones (n), la suma, el promedio y la varianza. Estos estadisticos constituyen
la base para la evaluacién de la precision intermedia y el posterior analisis de varianza

(ANOVA).

Tabla 4.7 Corrida (dia/analista) Matriz bebida gaseosa

Nivel Matriz Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Bajo Gaseosa DIiA 1-AN1 6 0.5198 0.0866 1.35E-05
DiA 2-AN2 6 0.5846 0.0974 1.28E-05
DIA 3-AN2 6 0.5660 0.0943 1.31E-05
Medio Gaseosa DIiA 1-AN1 6 29176 0.4863 0.0002
DIiA 2-AN2 6 2.9164 0.4861 0.0003
DIA 3-AN2 6 2.9171 0.4862 0.0004
Alto Gaseosa DIiA 1-AN1 6 14.6510 24418 0.0057
DIiA 2-AN2 6 14.7744 2.4624 0.0039
DIA 3-AN2 6 14.7406 2.4568 0.0057

Con el fin de determinar si existian diferencias estadisticamente significativas entre las
corridas (dia/analista) en cada nivel de concentracion, se aplicé un ANOVA de un factor,
considerando como factor la corrida (dia/analista). En la Tabla 4.8 se presentan la suma

de cuadrados, grados de libertad, cuadrados medios, el estadistico F, el p-valor
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(probabilidad) y el valor critico de F para a = 0,05, utilizados para la toma de decision

respecto a la hipétesis nula.

Tabla 4.8 ANOVA de un factor bebida gaseosa

. Promedio Valor
Nivel Matriz Ong.en d e las Suma de Gr.ados de de los F Probabilidad | critico
variaciones cuadrados | libertad
cuadrados para F
Entre grupos 0.0004 2 0.0002 14.1456 0.0004 3.6823
Bajo |Gaseosa| DenMtrodelos 4600 15 0.0000
grupos
Total 0.0006 17
Entre grupos | 1.24E-07 2 6.19608 | 0.0002 | 09998 | 3.6823
Medio Dentro de los 0.0046 15 0.0003
Gaseosa grupos
Total 0.0046 17
Entre grupos 0.0014 2 0.0007 0.1324 | 0.8770 | 3.6823
Dentro de los
Alto Gaseosa arupos 0.0768 15 0.0051
Total 0.0782 17

Como parte del tratamiento estadistico, se obtuvo el resumen descriptivo por corrida

(dia/analista) para cada nivel de concentracion en la matriz bebida hidratante, incluyendo

el numero de determinaciones (n), la suma, el promedio y la varianza. Estos estadisticos

constituyen la base para la evaluacion de la precisiéon intermedia y el posterior analisis
de varianza (ANOVA).

Tabla 4.9 Corrida (dia/analista) Matriz bebida hidratante

Nivel Matriz Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Bajo Hidratante DIA1-AN1 6 0.5365 0.0894 1.25E-05
DIA 2-AN2 6 0.5415 0.0903 1.39E-05
DIA3-AN1 6 0.5454 0.0909 9.24E-06
Medio Hidratante DIA1-AN1 6 2.9427 0.4905 0.0004
DIA 2-AN2 6 2.8211 0.4702 0.0002
DIA3-AN1 6 2.8565 0.4761 0.0003
Alto Hidratante DIA1-AN1 6 15.0191 2.5032 0.0060
DIA 2-AN2 6 14.9457 2.4909 0.0017
DIA3-AN1 6 14.7967 2.4661 0.0032

Con el fin de evaluar si existian diferencias estadisticamente significativas entre las

corridas (dia/analista) en la matriz bebida hidratante, se aplico un ANOVA de un factor

para cada nivel de concentracién (bajo, medio y alto), considerando como factor la
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corrida (dia/analista). En la Tabla 4.10 se presentan la suma de cuadrados, los grados

de libertad, los cuadrados medios, el estadistico F, el p-valor (probabilidad) y el valor

critico de F (a = 0,05), utilizados para la toma de decision respecto a la hipotesis nula.

Tabla 4.10 ANOVA de un factor bebida hidratante

. Promedio Valor
Nivel | Matriz | Origendelas | Sumade |Gradosde| ;.\ o F  |Probabilidad| critico
variaciones cuadrados | libertad
cuadrados para F
Entre grupos 6.64E-06 2 3.32E-06 0.2795 0.7600 3.6823
. . Dentro de los
Bajo | Hidratante grupos 0.0002 15 1.19E-05
Total 0.0002 17
Entre grupos 0.0013 2 0.0007 2.1330 ‘ 0.1530 | 3.6823
. . Dentro de los
Medio | Hidratante grupos 0.0046 15 0.0003
Total 0.0059 17
Entre grupos 0.0043 2 0.0021 0.5916 0.5659 3.6823
. Dentro de los
Alto | Hidratante grupos 0.0543 15 0.0036
Total 0.0585 17

En cuanto a la precision intermedia, los resultados obtenidos en bebidas (%RSDi 2,42—

4,05% en hidratante y 2,92-7,19% en gaseosa) se mantienen en rangos comparables a

los reportados en matrices mas complejas donde también se determinan colorantes,

como productos de confiteria. Por ejemplo, en un método UPLC-PDA aplicado a jelly y

gummy candy se informaron recuperaciones entre 81,4-97,5% y valores de precision
(RSD%) que se ubican en rangos de 0,90-8,74% (intra-dia) y 3,36-9,62% (inter-dia), lo

que se solapa con el comportamiento observado en este estudio, especialmente

considerando que en niveles bajos suele aumentar la variabilidad relativa (Yang et al.,
2014).

4.2.2.5 Exactitud

En el dia 1, la exactitud del método, expresada como %REC promedio (n=6), cumplid

los criterios de aceptacion en ambas matrices (hidratante y gaseosa) y en los tres

niveles evaluados. Las recuperaciones promedio se ubicaron entre 90.239-90.868%
(bajo), 98.036-98.352% (medio) y 97.830-100.773% (alto).
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En el dia 2, se mantuvo el cumplimiento de exactitud para todos los niveles y matrices.
El %REC promedio estuvo entre 93.358—101.489% (bajo), 93.350-97.700% (medio) y

98.654-101.940% (alto), evidenciando resultados consistentes dentro de los rangos

establecidos.

En el dia 3, los resultados también cumplieron los criterios de aceptacion en ambos

tipos de matriz y niveles. Las recuperaciones promedio se encontraron entre 92.311—
98.261% (bajo), 90.680-98.022% (medio) y 98.066—98.428% (alto), manteniendo la
exactitud dentro del limite establecido.

Tabla 4.11 %REC por dia (bajo, medio y alto).

o .
Evaluacién | %REC nivel bajo ARrE;:d?(:vel %REC nivel alto Criterio Cumple
. 98.036-98.352 Bajo: 80—-120% .
— 0, _ 0,
Dia 1 90.239-90.868 % % 97.830-100.773 % Medio/Alto: 90—110% Si
. 93.358-101.489 | 93.350-97.700 B o Bajo: 80—-120% .
Dia 2 % % 98.654—-101.940 % Medio/Alto: 90—110% Si
. 90.680-98.022 Bajo: 80-120% .
— 0, . [}
Dia 3 92.311-98.261 % % 98.066-98.428 % Medio/Alto: 90—110% Si
General | 90.239-101.489 | 90.680-98.352 o Bajo: 80—-120% .
(dias 1-3) % % 97.830-101.940 % | \; gio/Alto: 90-110% Si

Con base en el cuadro resumen por nivel y matriz, se confirma que la exactitud del

método fue adecuada durante los tres dias de evaluacion, ya que tanto en la matriz

hidratante como en la gaseosa los valores de %REC promedio se mantuvieron dentro

de los criterios de aceptacion establecidos para los niveles bajo (0.096 pug/mL), medio

(0.496 pg/mL) y alto (2.496 ug/mL). En conjunto, los rangos observados evidencian un

desempenfo consistente del método en términos de recuperacidn, por lo que se concluye

que cumple con el requisito de exactitud.

Tabla 4.12 %REC por nivel y matriz (dias 1-3).

.l L . Gaseosa —
)
Evalt_Jamon an.centracmn H|dratante’ Y%oREC %REC (rango Criterio Cumple
(nivel) tedrica (ug/mL) (rango dias 1-3) :
dias 1-3)
Bajo 0.096 90.868-93.358 % 90'239;/201 489 | 80120 % Si
Medio 0.496 90.680-98.352 % 97.700-98.036 % | 90-110 % Si
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Alto

2.496

98.066-101.940 %

97.830-98.654 %

90-110 %

Si

4.2.2.6 Robustez

Para evaluar la robustez del método se aplico un disefio de variacién deliberada de

parametros, en el que se modificaron en dos niveles (alto y bajo) siete condiciones

operativas (A—-G), incluyendo: volumen de inyeccion, flujo, composicién de fase movil,

temperatura de columna, tiempo de agitacibn manual, tiempo de sonicacion y

temperatura del autosampler. Para cada factor se calculd la respuesta promedio cuando

el parametro estuvo en nivel alto (X) y en nivel bajo (x), y se determind la diferencia

absoluta |X-x|. La aceptacion se establecié comparando dicha diferencia con el umbral

definido para el estudio (ver Ecuacién 3.7), clasificandose como “ROBUSTO” cuando la
diferencia se mantuvo dentro del criterio y como “SENSIBLE A VARIACION” cuando lo

excedid. A continuacién, se presentan los resultados para la matriz bebida hidratante ya

la matriz bebida gaseosa.

Tabla 4.13 Robustez bebidas hidratantes

(X) (x) |Diferencia Criterio
Observaciones | Parametro Parametro . (X-x) | Clasificacion
(Alto) | (Bajo) IX=x|
<v2 DS

Vol. inyeccién NO SENSIBLE A

2.4646 Aa (L) 1.6076|1.4435| 0.1641 CUMPLE | VARIACION

. . NO SENSIBLE A

2.4148 B,b Flujo (mL/min) |1.4410(1.6102| 0.1692 CUMPLE | VARIACION

2.4477 cc | Composicionde |4 535011 5161| 00189 |CUMPLE| ROBUSTO

fase movil
Temperatura de NO SENSIBLE A
2.5469 Dd columna (°C) 1.5844|1.4668| 0.1176 CUMPLE | VARIACION
Tiempo de
2.4043 E.e agitaciéon manual | 1.5172|1.5340| 0.0168 |CUMPLE| ROBUSTO
(min)
2.5183 F f Tiempode |4 5457 15050| 0.0393 |CUMPLE| ROBUSTO
sonicacion (min)
0.0566 Gg | lemperaturade |, 5 60115044 00424 |CUMPLE| ROBUSTO
sD autosampler (°C)
L=+2
DS 0.0801

Tabla 4.14 Robustez bebidas gaseosas
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. .| Criterio
Observaciones | Parametro Parametro (X) (x} Diferencia (X-x) [Clasificacion
(Alto) | (Bajo) IX-x| <2 DS
Vol. inyeccion NO SENSIBLE A
23283 Aa L) 1.9758 |1.7523 | 0.2235 CUMPLE | VARIACION
. . NO SENSIBLE A
2 4466 B,b Flujo (mL/min) |1.6082|2.1199| 0.5116 CUMPLE | VARIACION
cc | Composicionde |, ga56 |1 8425| 00431 |CUMPLE| ROBUSTO
25394 fase movil
Dd | lemperaturade |, o539 |4 8742| 0.0204 |CUMPLE| ROBUSTO
2.4637 columna (°C)
Tiempo de
.y NO SENSIBLE A
E.e ag|taC|oq manual | 1.9546 | 1.7735| 0.1811 CUMPLE | VARIACION
2.5253 (min)
Ff Tiempode |4 8802|1.8479| 0.0324 |CUMPLE| ROBUSTO
24374 sonicacion (min)
Temperatura de NO SENSIBLE A
G,g N 1.7554 (1.9727 | 0.2174 -
sD 0.0756 autosampler (°C) CUMPLE | VARIACION
L=+2DS 0.1068

4.2.2.7 Incertidumbre

Para iniciar el analisis de incertidumbre del método de determinacién de eritrosina (E127)
por UPLC-DAD en bebidas, se identificaron de manera sistematica las posibles fuentes
que pueden afectar el resultado de concentracion reportado. Con este propdsito se
elaboré un diagrama de causa—efecto (Ishikawa), el cual permite visualizar y organizar
los factores que contribuyen a la variabilidad del mensurando a lo largo de todo el
proceso analitico. En el diagrama se agrupan las causas potenciales en cinco categorias
principales: método, equipos, materiales, condiciones ambientales y operador. Entre los
aspectos considerados se incluyen la preparaciéon de la muestra (desgasificacion,
dilucion vy filtracion), la preparacion del estandar y su certificado, la curva de calibracién
(pendiente e intercepto), el desempefo del sistema cromatografico (bomba, columna y
temperatura), la calibracién de material volumétrico (micropipetas, pipetas y matraces),
asi como componentes asociados a sesgo Yy precision intermedia. Este analisis
cualitativo constituye la base para seleccionar los componentes relevantes v,

posteriormente, construir el presupuesto de incertidumbre del método.
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iox . o Precision intermedia
Solucion estandar de Eritrosina
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Curva de calibracién L .
Certificado/ fabricante

Determinacion de
Eritrosina (E127) por
UPLC-DAD en bebidas

Incertidumbre Sesgo

ipeta graduada
r Y

Columna cromatografica

EQUIPOS

Balanza |
T Calibracidn e
UPLC-DAD v Resolucion ' Temperatura t
1 T Calibracion
T ; Calibracion
Bomba flujo 'emperatur;
: de columpa CONDICIONES Matraces volumétricos
AMBIENTALES Y

MATERIALES

Calibracion

Figura 4.5 diagrama de causa-efecto (Ishikawa)

Tabla 4.15 Componentes de la incertidumbre

Componente repf:;:nta Tipo Dato Valor | Unidad | Distribucion | Divisor (d:;i?:llal) u_rel”2
Precision intermedia Variacion real
(RSD_Pi) del método A RSD_Pi 2.4186 % Normal 1 0.0241 | 0.0005
- (dias/analista)
Calibracion (u rel Incertidumbre
cal) asociadaala | A u_rel_cal 1.1275 % Normal 1 0.0112 | 0.0001
curval/ajuste
Diferencia
Sesgo"?sggerac'on r‘:ggﬁftgea B |REC_promedio| 95 % | Rectangular | 3 | 00288 | 0.0008
recuperacion
Inc. del
Patrén (CoA) f’:&f;‘s:/zalor B | U_certificado | 1.1 % | Rectangular | 1.7321 | 0.0064 |4.1E-05
asignado)
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Tabla 4.16 Resumen de incertidumbre (k = 2)

Componente Siglas Valor Unidad
SCombinada relativa urel,c 0.039830927 -
Factor de cobertura k 2 -
Resultado (concentracion C 0.096 (png/mL)
reportada)
Incertidumbre combinada uc 0.003823769 | (ug/mL)
Incertidumbre expandida U 0.007647538 | (ug/mL)
Incertidumbre expandida relativa U% 7.966185438 %

Tabla 4.17 Resultados obtenidos

CRITERIO

CRITERIO DE ACEPTACION

Selectividad / Especificidad

No se evidenciaron interferencias en blancos/matriz sin fortificar; el pico
del analito se observo definido en matrices fortificadas, con RT dentro de

tolerancia y criterios espectrales consistentes.

Limite de deteccion

Hidratante: 0.0193 pg/mL | Gaseosa: 0.0117 pg/mL

Limite de cuantificacion

Hidratante: 0.0642 pug/mL | Gaseosa: 0.0391 ug/mL

Linealidad

Dia 1: R =0.9970 | Dia 2: R? = 0.9995 | Dia 3: R? = 0.9992

Precision (Repetibilidad)

Hidratante: 1.644—4.128% | Gaseosa: 2.543-4.334%

Precision intermedia

Hidratante
%RSDi Bajo: 4.05%
%RSDi Medio: 3.98%
%RSDi Alto: 2.42%
Gaseosa
%RSDi Bajo: 7.19%
%RSDi Medio: 3.60%
%RSDi Alto: 2.92%

Exactitud

Hidratante (rango dias 1-3): Bajo 90.868-93.358%; Medio 90.680—
98.352%; Alto 98.066—101.940%. Gaseosa (rango dias 1-3): Bajo
90.239-101.489%; Medio 97.700-98.036%; Alto 97.830-98.654%.

Robustez

El método mostré sensibilidad principalmente a volumen de inyeccion,
flujo y temperatura (y en gaseosa también a temperatura de
autosampler/tiempo de agitacion segun el caso). Otros factores
evaluados se comportaron robustos.

Incertidumbre

U% = 7.97% (k=2)

Al comparar los resultados obtenidos con la literatura, se observa que el desempefio del

método se mantiene dentro de rangos habituales para la validacibn de métodos
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cromatograficos aplicados a colorantes sintéticos, especialmente en términos de
precision y recuperacion. Como referencia, en un método HPLC-DAD para multiples
colorantes, Palianskikh et al. (2022) reportaron recuperaciones entre 83,7-107,5% vy
valores de LOQ en el intervalo 0,077-0,262 ug/mL, lo cual permite contextualizar que los
niveles de desempefo alcanzados en este estudio son coherentes con reportes previos

y con criterios de aceptacion comunmente utilizados.

En ese contexto, que el método cumpla el criterio interno de %RSDi < 8% en ambos tipos
de bebida respalda que el desempefio se mantiene estable dentro del laboratorio, aun
cuando cambian condiciones habituales como el dia de analisis, la corrida o el analista.
Estos resultados conviene interpretarlos junto con la robustez, ya que, segun la ICH, esta
se verifica introduciendo variaciones deliberadas en parametros del procedimiento para
confirmar su confiabilidad; por ello, reconocer qué variables generan mayor impacto
resulta atil para definir qué condiciones deben controlarse con mayor rigor en el uso
rutinario (ICH, 2023). Asimismo, la incertidumbre de medida se alinea con el enfoque de
Eurachem/CITAC, que recomienda aprovechar datos reales (por ejemplo, de validacion
y control de calidad) y considerar aportes relevantes como los asociados a la

recuperacion y materiales de referencia (Eurachem/CITAC, 2012).

4.3 Aplicacion en bebidas comerciales y verificacién regulatoria de E127 en

el mercado ecuatoriano

Para dar cumplimiento al tercer objetivo (aplicar el método validado a muestras
comerciales), se analiz6 un total de 12 muestras disponibles en el mercado ecuatoriano:
6 bebidas hidratantes y 6 bebidas gaseosas. Dado que no existe un limite maximo
vigente aplicable en el pais para eritrosina (E127) en este tipo de bebidas y considerando
que, en la practica, las empresas no deberian incorporar este colorante (aunque exista
un plazo de retiro del mercado), el criterio de aceptacion adoptado fue la ausencia del
analito, es decir, reportar como ND (no detectado) cuando la concentracién calculada se

encuentre por debajo del limite de deteccién (LOD) del método.
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Tabla 4.18 Muestras de bebidas comerciales

DESCRIPCION AREA RESULTADO CONCENTRACION
MUESTRA HIDRA 1 | 0.9460 -0.0059 ND
MUESTRA HIDRA 2 | 0.5900 -0.0067 ND
MUESTRA HIDRA 3 | 0.4040 -0.0071 ND
MUESTRA HIDRA 4 | 1.8590 -0.0040 ND

MUESTRA GAS 5 0.3100 -0.0073 ND
MUESTRA HIDRA 6 | 0.6360 -0.0066 ND
MUESTRA GAS 7 0.1770 -0.0076 ND
MUESTRA GAS 8 0.6320 -0.0066 ND
MUESTRA GAS 9 1.8550 -0.0040 ND
MUESTRA GAS 10 | 1.0950 -0.0056 ND
MUESTRA GAS 11 | 0.3160 -0.0073 ND
MUESTRA GAS 12 | 1.3840 -0.0050 ND

La cuantificacion se realiz6 mediante la curva de calibracién obtenida (pendiente e
intercepto), y la decision “ND” se establecié comparando la concentracién calculada con
los LOD determinados para cada matriz: hidratante (LOD = 0.0193 pg/mL; LOQ =0.0642
pMg/mL) y gaseosa (LOD = 0.0117 pg/mL; LOQ = 0.0391 ug/mL). En todas las muestras
evaluadas, las areas registradas generaron concentraciones calculadas inferiores al LOD
(incluso con valores negativos producto de la variacion alrededor del blanco y del ajuste
de la curva), por lo que todas fueron clasificadas como ND. En consecuencia, bajo el
criterio establecido para este estudio, los resultados indican que no se evidencid

presencia detectable de eritrosina (E127) en las muestras comerciales analizadas.

Respecto a la incertidumbre de medida, esta se aplica formalmente a resultados
cuantificables (tipicamente a partir del LOQ). En este caso, al encontrarse todas las
muestras por debajo del LOD, el reporte apropiado es “< LOD (ND)”, y la incertidumbre
no modifica la conclusion de clasificacion, ya que no se dispone de una concentracion

valida para expresar como C+U dentro del rango de cuantificacion.
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CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Se desarrollé y estandarizé un procedimiento cromatografico por UPLC-DAD/PDA
para la identificacién y cuantificacion de eritrosina (E127) en matrices de bebidas
(hidratantes y gaseosas), estableciendo de forma coherente la preparacion de
muestras (homogeneizacién/desgasificacion, dilucién cuando corresponda y
filtracion), las condiciones cromatograficas (columna, fase movil, flujo,
temperaturas, volumen de inyeccion y longitud de onda) y los criterios de
identificacion (TR y confirmacion espectral) y cuantificacion mediante curva de
calibracion en el rango de trabajo definido. Adicionalmente, el procedimiento
incorpora controles operativos (QC) y su formato fue estructurado y adaptado
conforme al enfoque documental y de aseguramiento de la validez de resultados
de la norma ISO/IEC 17025, favoreciendo la trazabilidad y la aplicacion rutinaria

en el laboratorio.

El desempeno del método desarrollado fue satisfactorio segun los parametros de
validacién evaluados. Se evidencio selectividad (sin interferencias relevantes en
el tiempo de retencién), linealidad en el rango 0,05-2,50 ug/mL (R? altos),
precision adecuada en repetibilidad y precisién intermedia dentro de los criterios
establecidos, y exactitud conforme en los tres niveles (bajo: 80—-120%; medio/alto:
90-110%). Ademas, se determinaron los LOD/LOQ por matriz (hidratante:
0,0193/0,0642 ug/mL; gaseosa: 0,0117/0,0391 ug/mL) y la incertidumbre
expandida relativa fue U% = 7,97% (k=2), menor al 10%, confirmando la aptitud
del método para bebidas hidratantes y gaseosas.

El método validado se aplicé a 12 muestras comerciales del mercado ecuatoriano
(6 bebidas hidratantes y 6 gaseosas). Considerando que no se dispone de limites
nacionales vigentes aplicables y que, para este estudio, el criterio adoptado fue la
no presencia de eritrosina (E127), todas las muestras fueron reportadas como ND

(< LOD), al obtenerse concentraciones calculadas por debajo del limite de
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deteccion correspondiente a cada matriz. En consecuencia, bajo las condiciones

evaluadas, no se evidencio eritrosina detectable en las bebidas analizadas.

5.2 Recomendaciones

Para fortalecer la evaluacién de la precision intermedia y la identificacién de
fuentes de variacién, se recomienda que futuros estudios consideren un ANOVA
de dos factores (dia y analista, o dia y matriz), permitiendo estimar de manera
mas clara la contribuciéon de cada factor y su interaccion sobre la variabilidad del
método, y asi obtener una interpretacion mas robusta de los errores asociados.

Ampliar la aplicabilidad del método mediante: (i) validacion y vigilancia en matrices
con mayor probabilidad de contener eritrosina, como golosinas y confiteria, donde
histéricamente se ha reportado su uso; y (ii) extension del alcance a otras bebidas,
incluyendo bebidas alcohdlicas y otras matrices complejas como lacteos o vinos,
ajustando la preparacion de muestra para controlar efectos de matriz y verificando
nuevamente parametros clave (selectividad, exactitud, LOD/LOQ e

incertidumbre).

Establecer e implementar un plan de control de calidad para la ejecucién rutinaria
del procedimiento, basado en los resultados de la validacion, que incluya controles
internos (QC), verificacion de calibracion, criterios de aceptacion por corrida para
exactitud/precision, control de blancos y acciones ante resultados fuera de control,

con el fin de asegurar la validez continua de los resultados conforme al enfoque.

Se recomienda participar de forma planificada en ensayos de aptitud (pruebas
externas/proficiency testing) y/o comparaciones interlaboratorio aplicables al
analisis de colorantes en alimentos y bebidas, con proveedores reconocidos para
el contexto de acreditacién en Ecuador. Esta participacion constituye la base para
demostrar la competencia técnica del método y el desempefio del laboratorio ante
terceros, ya que aporta evidencia objetiva del aseguramiento externo de la validez
de resultados, complementando la validacién interna y fortaleciendo el soporte

documental requerido para la acreditacién del método bajo ISO/IEC 17025.
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7. APENDICES Y ANEXOS

APENDICE A: PROCEDIMIENTO DE OBJETIVO 1

Codigo: TESIS-PROG-01
Procedimiento para identificacion y | Versién: 01

LOGO cuantificacion de eritrosina (E127) Fecha de emision: dd-mmm-aaaa
en bebidas por UPLC-DAD Proxima revision: dd-mmm-aaaa
Pagina 1 de 9

Cldusula 7.2 de Norma ISO/IEC 17025:2017

PROCEDIMIENTO PARA IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION
DE ERITROSINA (E127) EN BEBIDAS POR UPLC-DAD

Fecha Nombre Firma
Realizado dd-mmm-aaaa Nombre Apellido
Revisado dd-mmm-aaaa Nombre Apellido
Aprobado dd-mmme-aaaa Nombre Apellido
Documento controlado: Este dt es de uso ivo del laboratorio. No estd permitida su reproduccion,
distribucién o dificacién sin autorizacién expresa de la administracién del siste de gestion.

Fig A.1 Procedimiento para identificacidon y cuantificacion de Eritrosina
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LOGO cuantificacion de eritrosina (E127) | Fecha de emision: dd-mmm-aaaa
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Pdgina2 de 9

Cldusula 7.2 de Norma ISO/IEC 17025:2017

iNDICE
1. OBJETIVO
2. ALCANCE
3. DEFINICIONES
4. RESPONSABILIDADES
5. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS
6. PROCEDIMIENTO
7. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS
8. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

9. CONTROL DE CAMBIOS

Documento controlado: Este documento es de uso exclusivo del laboratorio. No esta permitida su reproduccion,
distribucién o modificacién sin autorizacién expresa de la administracién del sistema de gestion.

Fig A.2 Procedimiento para identificaciéon y cuantificacion de Eritrosina
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Pégina 3 de 9

Clédusula 7.2 de Norma ISO/IEC 17025:2017

1. OBJETIVO

Establecer la metodologia a seguir por el laboratorio LAB-TESIS para la
identificacion y cuantificacion de eritrosina (E127) en bebidas hidratantes y
gaseosas mediante cromatografia liquida UPLC con detector DAD/PDA, bajo las

condiciones cromatograficas definidas en este procedimiento.
2. ALCANCE

Este procedimiento aplica al andlisis de eritrosina (E127) en matrices de bebidas
hidratantes y gaseosas que ingresen al laboratorio LAB-TESIS para su ensayo
por UPLC-DAD/PDA.

Rango de trabajo: 0.05 a 2.50 ug/mL (segun curva de calibracién del método).
3. DEFINICIONES
Eritrosina (E127): Analito objetivo de este procedimiento.

UPLC: Cromatografia liquida de alta eficiencia usada para separar compuestos

antes de su deteccidn.

Fase mévil: Mezcla de solventes que transporta los compuestos a través de la

columna.

Solucion madre: Solucion concentrada a partir del estandar, usada para
preparar diluciones.

Solucidén intermedia: Dilucion previa que facilita preparar los niveles de la curva.

Solucion estandar (patrén): Solucién de concentracién conocida usada para

construir la curva.

Curva de calibracién: Relacién entre respuesta del detector (area/altura) y

concentraciéon de los estandares.

Documento controlado: Este documento es de uso exclusivo del laboratorio. No esta permitida su reproduccién,
distribucion o modificacién sin autorizacion expresa de la admini: de gestidn.

racién del

Fig A.3 Procedimiento para identificaciéon y cuantificacion de Eritrosina
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Factor de dilucién (FD): Nomero que representa cuanto se diluyé una muestra

antes del andlisis.

4, RESPONSABILIDADES

Gerente Técnico:

v

Revisar y aprobar la implementacién del procedimiento.

Coordinador de laboratorio:

RN LR

Supervisar la correcta aplicacion del procedimiento en el laboratorio.
Coordinar con los analistas la ejecucién del monitoreo interno.
Asegurar la calibracién y mantenimiento de los equipos utilizados.
Asegurar el cumplimiento de los controles internos de calidad.
Revisar los registros de ensayos y reportar anomalias.

Implementar acciones correctivas en caso de desviaciones en los

resultados.

Coordinador de calidad:

v
v
v
v
v

Realizar auditorias internas sobre la validez de los resultados.
Supervisar el control de calidad de reactivos, insumos y equipos.
Analizar tendencias en los resultados de los ensayos.

Reportar hallazgos y proponer mejoras al Gerente Técnico.

Mantener los registros de calidad y documentacion del procedimiento.

Analistas de laboratorio:

L T N

Ejecutar los ensayos siguiendo los procedimientos establecidos.
Registrar los datos de los ensayos en los formatos correspondientes.
Aplicar controles internos de calidad en cada andlisis.

Notificar al coordinador de laboratorio cualquier anomalia en los

resultados.

Documento controlado: Este documento es de uso exclusivo del laboratorio. No esta permitida su reproduccién,

P _—

racién del

distribucidn o modificacién sin autorizacién expresa de la

de gestidn.

Fig A.4 Procedimiento para identificaciéon y cuantificacion de Eritrosina
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v Verificar el estado de los reactivos, insumos y equipos antes de cada
analisis.

v Participar en capacitaciones sobre aseguramiento de calidad.

¥ Apoyar en la implementacién de mejoras en el laboratorio.

5. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS
5.1 Equipos

e Sistema UPLC con detector DAD/PDA (andlisis)

e Columna BEH, 100 x 2.1 mm, 1.7 um (separacion)

e Bafo ultrasénico (sonicacion/desgasificacion)

e Balanza analitica (si pesas para preparar solucién madre desde s6lido)
e Micropipetas automaticas (10-100 uL, 100—1000 pL)

e Sistema de purificaciéon de agua tipo Milli-Q

5.2 Materiales

e Matraces aforados 10 mL y 25 mL

e Vidrio reloj

« Espatula

e Piseta

e Jeringas desechables para filtracidén

e Filtros de jeringa nylon 0,45 um

e Viales ambar para UPLC con tapas/septa
» Frascos/botellas para fase mévil (A/B)

e Puntas para micropipeta

5.3 Reactivos

Documento controlado: Este documento es de uso exclusivo del laboratorio. No estd permitida su reproduccion,
distribucién o modificacién sin autorizacion expresa de la administracién del sistema de gestion.

Fig A.5 Procedimiento para identificacion y cuantificacion de Eritrosina
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e Metanol grado UPLC (fase movil)

e Acetonitrilo grado UPLC (fase movil)

e Acetato de amonio (preparacién de 10 mM)

e Agua ultrapura (tipo Milli-Q) (diluciones y fase movil)

e Eritrosina (E127) estandar primario (asignacién/confirmacion de
concentracion)

e Eritrosina (E127) estandar secundario (preparacion de soluciones de

trabajo y curva)
6. PROCEDIMIENTO
6.1 Principio del método

La eritrosina se separa por cromatografia liquida en fase reversa (columna C18)
bajo elucion isocréatica. La identificacion se sustenta en la coincidencia del TR
con el estandar y en la comparacion del espectro UV-Vis obtenido por DAD/PDA.
La cuantificacion se realiza mediante una curva de calibracion (respuesta vs

concentracion).
6.2 Preparacion de soluciones estandar (curva 0.05-2.50 pg/mL)

a) Verificar y registrar la informacién del estandar de eritrosina (lote,
pureza/valor asignado, fecha de apertura y condiciones de conservacion).

b) Asignar la concentracién de trabajo del estandar (segtn certificado o valor
asignado por el laboratorio) y registrar el calculo correspondiente.

¢) Preparar una solucién madre de eritrosina de 1000 pg/mL en agua
ultrapura.

d) Preparar una solucién intermedia de 25 pg/mL en matraz aforado de 25
mL, a partir de la solucion madre, de acuerdo con los volimenes

establecidos en la Tabla de preparacion de curva de calibracién.

Documento controlado: Este documento es de uso exclusivo del laboratorio. No estd permitida su reproduccion,
distribucion o modifi 5n sin autorizacion expresa de la administracidn del sist de gestion.
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e) Preparar las soluciones estandar de calibracién (0.05, 0.10, 0.25, 0.50,
1.00 y 2.50 pg/mL) en matraces aforados de 10 mL, utilizando la solucién
intermedia (25 pg/mL) y completando con agua ultrapura. Homogeneizar
y transferir a viales ambar debidamente identificados (concentracion,
fecha, analista). Conservar protegidos de la luz hasta el analisis.

. . Estandar » )
Solucidn intermedia (25 ug/ml) Solucion estandar

objetivo

Solucion V agua
Volumen | Volumen | Concentracion | V aforo
. madre ultrapura
V aforo | solucién agua (ug/ml) (ml)
volumen (ul) (ml)
(ml) |intermedia| ultrapura
0.05 10 20 9.98
(ul) (ml)
0.1 10 40 9.96
0.25 10 100 9.90
0.5 10 200 9.80
25 250 24.75
1 10 400 9.60
2.5 10 1000 9.00

6.3 Preparacion de muestras (bebidas hidratantes y gaseosas)

a) Recepcion e identificacion: Verificar integridad del envase y registrar la
muestra (cédigo interno, cliente, matriz, fecha/hora de recepcion).
Etiquetar el recipiente de trabajo y el vial final con el c6digo de muestra.

b) Atemperado y homogeneizacion: Llevar la muestra a temperatura
ambiente (si aplica) y homogeneizar mediante inversion/agitacion suave,
evitando formacién excesiva de espuma.

c) Desgasificacion
Desgasificar mediante agitacion suave 1 minuto y colocar en bafio
ultrasdnico 15 minutos para reducir gas disuelto.

Documento controlado: Este documento es de uso exclusivo del laboratorio. No estd permitida su reproduccion,
distribucion o modificacién sin autorizacién expresa de la administracion del sisti de gestién.
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d) Preparacién para inyecciéon: Tomar un volumen representativo de
muestra. Si la respuesta esperada pudiera exceder el rango de trabajo,
realizar dilucion con agua ultrapura) y registrar el factor de dilucién (FD).

e) Filtracién: Filtrar la muestra mediante filtro de jeringa nylon 0.45 pm.

f) Vial y conservacién: Transferir el filtrado a vial &mbar y cerrar
correctamente. Conservar protegido de la luz y bajo condiciones
adecuadas hasta el analisis.

g) Registro: Registrar en la hoja de trabajo cualquier observacion
relevante (presencia de gas, turbidez, precipitado, necesidad de dilucién,
anomalias en el filtrado).

7. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

e Columna: BEH C18, 100 x 2.1 mm, 1.7 um.

e Fase movil (isocratica): acetato de amonio 10 mM: Metanol: Acetonitrilo
(50:25:25 v/v/v), filtrada y desgasificada.

e Flujo: 0.40 mL/min.

e Temperatura de columna: 30 °C.

e Temperatura de autosampler: 20 °C.

» Detector: DAD/PDA.

e Longitud de onda: 529 nm; barrido 200-600 nm para verificacién
espectral.

e Volumen de inyeccién: 20 pL.

« Modo de elucién: isocratico.

Documento controlado: Este documento es de uso exclusivo del laboratorio. No esta permitida su reproduccién,
distribucion o modificacién sin autorizacion expresa de la admini: de gestidn.
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8. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

En la determinacién de eritrosina (E127) en bebidas hidratantes y gaseosas
mediante UPLC-DAD/PDA, se implementa un control interno de calidad basado
en la inyeccion periddica de un control de calidad (QC) dentro de la secuencia
analitica. Esto significa que, por cada 10 muestras de rutina analizadas, se
inyectara al menos un QC preparado a una concentracion conocida de 1,00
pg/mL de eritrosina.

El estandar de verificacion se considerara conforme cuando el valor calculado
se encuentre entre 0,90 y 1,10 pg/mL (£10%). Esta medida permite verificar que
el método se mantiene bajo control durante el andlisis rutinario, asegurando la
confiabilidad de los resultados reportados; en caso de incumplimiento del criterio,
se evaluarad la secuencia desde el daltimo QC conforme y se aplicaran las
acciones definidas por el laboratorio antes de liberar resultados.

9. CONTROL DE CAMBIOS

Fecha de | Seccion Descripcion | Motivo | Responsable | Version
modificacién | modificada | del cambio | del del cambio actualizada
cambio
Creacion del Coordinador
dd-mm-aaaa N/A N/A o1
documento de calidad

Documento controlado: Este documento es de uso exclusivo del laboratorio. No esta permitida su reproduccién,
distribucion o modificacién sin autorizacion expresa de la admini:

racién del

de gestidn.

Fig A.9 Procedimiento para identificacion y cuantificacion de Eritrosina
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APENDICE B: LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Matriz hidratante fortificada Matriz gaseosa fortificada (0.096
(0.096 pg/mL) ug/mL)

AREA CONCENTRACION AREA CONCENTRACION
44.4990 0.0884 41.3400 0.0820
43.8730 0.0871 42.0680 0.0835
43.9170 0.0872 42.5840 0.0845
45.5770 0.0906 41.6270 0.0826
48.2870 0.0961 44.7430 0.0889
41.3440 0.0820 44.4170 0.0882
52.4540 0.1045 47.3090 0.0941
43.9130 0.0872 42.0680 0.0835
44.4970 0.0884 41.6270 0.0826
48.2770 0.0961 44.4170 0.0882

Sy | 31715 | So 0.0064 | s, | 1.9314 | So 0.0039

LOD | 0.0193 | LOD | 0.0193 |LOD | 0.0117 | LOD | 0.0117

LoQ | 0.0642 | LOQ | 0.0643 |LOQ | 0.0391 | LOQ | 0.0391

Fig B.1 Datos para la estimacion de LOD y LOQ

IWJyQuatemary Solvent Manager Instrument Method i x|
| Quaternary Solvent Manager Auto+Blend [Run Time:
: Plus 4.00 min
General IMsc | Data |
|
s 2]
PN rmonm Acetate K2 0] al
B [Methanal <]
C | vI
D [Acetontrie ~ Seal Wash Period: [0.50  min
Gradient:
Flow A [
[AR| Tme iy | R4 %8 %C %0 | curve Q]
1 [intal (0400 (500 (250 (00 (250 inmar| M
2
3 ,l
Comment: [Column BEH 2.1X100mm 1.7um |

Fig B.2 Condiciones iniciales
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APENDICE C: LINEALIDAD

N° N° Conce?t.racién ) Concentracion
Andlisis | Réplica tedrica Area calculada
(ng/mL) (ng/mL)
1 R1 0.0500 26.2410 0.0514
2 R2 0.0500 26.1680 0.0513
3 R3 0.0500 23.8800 0.0466
4 R1 0.1000 94.9210 0.1906
5 R2 0.1000 91.3750 0.1834
6 R3 0.1000 87.6660 0.1759
7 R1 0.2500 119.2340 0.2398
8 R2 0.2500 119.9400 0.2413
9 R3 0.2500 114.7840 0.2308
10 R1 0.5000 228.8880 0.4620
11 R2 0.5000 221.8030 0.4476
12 R3 0.5000 232.2960 0.4689
13 R1 1.0000 462.9180 0.9361
14 R2 1.0000 465.4350 0.9412
15 R3 1.0000 466.3990 0.9432
16 R1 2.5000 1254.4630 2.5398
17 R2 2.5000 1256.5290 2.5440
18 R3 2.5000 1237.8440 2.5061

Fig C.1 Datos experimentales de la curva de calibraciéon dia 1

Concentracion ‘2
teérica Area Concentracion
(ng/mL) calculada (pg/mL)
0.0500 25.4297 0.0498
0.1000 91.3207 0.1833
0.2500 117.9860 0.2373
0.5000 227.6623 0.4595

1.0000 464.9173 0.9402
2.5000 1249.6120 2.5300

Fig C.2 Promedios por nivel de calibracién (Curva Dia 1)
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R?=0,9969
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0,50

1,00
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Concentracidn estandar (nug/mL)

Fig C.3 Curva de calibracion dia 1

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacion
mdultiple 0.998434186
Coeficiente de determinacién
R"N2 0.996870825
R"2 ajustado 0.996675251
Error tipico 24.96996898
Observaciones 18
R?>0.995

ANALISIS DE VARIANZA

Fig C.4 Estadisticas de regresion dia 1

3,00

Grados de Suma de Promedio de los £ Valor critico de F
libertad cuadrados cuadrados
Regresion 1 3178081.17 3178081.167 5097.168366 1.80777E-21
Residuos 16 9975.98961 623.4993507
Total 17 3188057.16

HO: Las variables X'y Y no estan relacionadas entre si
Ha: Las variables Xy Y si estan relacionadas entre si
Se rechaza la HO y se acepta la Ha porque Fcal > Fcritico

Fig C.5 Analisis de varianza dia 1

El valor p 1.80E-21 < 0.05 la pendiente; por tanto, es estadisticamente diferente de 0
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Superior

Coeficientes  Error tipico Estadistico t Probabilidad  Inferior 95% 05%
Intercepcion 0.8603 7.7680 0.1107 0.9132 -15.6073 17.3278
Concentracion
tedrica 493.5833 6.9135 71.3945 0.0000 478.9274 508.2392
(ug/mL)

Fig C.6 Coeficientes e intervalo de confianza regresion dia 1

El intervalo de confianza al 95% para el intercepto fue de -15.607 a 17.328, incluyendo el valor 0 dentro del
rango.

Grafico de los residuales Dia 1

60,0000 -
a0,0000 | &

20,0000 -

Residuos

0,0000 -4 : : : : : ‘

.
0,0000  0,5000 1,0000 1,5000 2,0000 2,5000 3,0000
-20,0000 - .

* s *

-40,0000 -
Concentracion estandar (pg/mL)

Fig C.7 Grafico de residuales dia 1
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Prondstico Residuos
Observacion Area Residuos estandares

1 25.5394 0.7016 0.0290
2 25.5394 0.6286 0.0259
3 25.5394 -1.6594 -0.0685
4 50.2186 44,7024 1.8453
5 50.2186 41.1564 1.6990
6 50.2186 37.4474 1.5459
7 124.2561 -5.0221 -0.2073
8 124.2561 -4.3161 -0.1782
9 124.2561 -9.4721 -0.3910
10 247.6519 -18.7639 -0.7746
11 247.6519 -25.8489 -1.0671
12 247.6519 -15.3559 -0.6339
13 494 .4435 -31.5255 -1.3014
14 494 .4435 -29.0085 -1.1975
15 494.4435 -28.0445 -1.1577
16 1234.8185 19.6445 0.8109
17 1234.8185 21.7105 0.8962
18 1234.8185 3.0255 0.1249

Fig C.8 Analisis de residuales dia 1

Los residuos se distribuyen alrededor de cero sin evidencia de una tendencia sistematica con la
concentracion. Los residuos estandarizados se mantienen dentro de limites aceptables (+2), lo que sugiere
ausencia de valores atipicos y un ajuste lineal adecuado. La dispersion de los residuos es comparable a lo

largo del rango evaluado, lo cual es consistente con el supuesto de homocedasticidad.
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N° N° Concentracion A Concentracion
Analisis Réplica |teérica (ug/mL) Area calculada
(ng/mL)
1 R1 0.0500 24.5900 0.0683
2 R2 0.0500 25.7240 0.0705
3 R3 0.0500 24.1750 0.0674
4 R1 0.1000 40.9860 0.1010
5 R2 0.1000 52.1370 0.1232
6 R3 0.1000 43.2060 0.1054
7 R1 0.2500 116.5670 0.2516
8 R2 0.2500 119.0280 0.2565
9 R3 0.2500 108.4040 0.2354
10 R1 0.5000 236.1450 0.4900
11 R2 0.5000 228.9300 0.4756
12 R3 0.5000 251.6000 0.5208
13 R1 1,0000 474.2110 0.9646
14 R2 1.0000 471.4680 0.9591
15 R3 1.0000 474.4130 0.9650
16 R1 2.5000 1253.0460 25172
17 R2 2.5000 1256.3850 25239
18 R3 25000 1246.6760 25045

Fig C.9 Datos experimentales de la curva de calibracion dia 2

Conce’nt.racién i Concentracion
tedrica Area
(ug/mL) calculada (ung/mL)
0.0500 24.8297 0.0687
0.1000 45.4430 0.1098
0.2500 114.6663 0.2478
0.5000 238.8917 0.4955
1.0000 473.3640 0.9629
2.5000 1252.0357 2.5152

Fig C.10 Promedios por nivel de calibraciéon (Curva Dia 2)
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Curva de calibracion Dia 2
1400,0000 -
1200.0000 4 y =501,63x - 9,656
' R? =0,9994
1000,0000 -
b 800,0000 -+
<< 600,0000 -
400,0000 -
200,0000 -
0,0000 - : : : : : ‘
0,0000 0,5000 1,0000 1,5000 2,0000 2,5000 3,0000
Concentracion estandar (ug/mL)
Fig C.11 Curva de calibracion dia 2
Estadisticas de la regresién
Coeficiente de correlacion multiple 0.9997
Coeficiente de determinacion R"2 0.9994
R?"2 ajustado 0.9993
Error tipico 11.2516
Observaciones 18
Rz 20.995
Fig C.12 Estadisticas de regresion dia 2
Grados de Suma de Promedio de los F Valor critico
libertad cuadrados cuadrados de F
Regresién 1 3282531.9738  3282531.9738 25928.6997 0.0000
Residuos 16 2025.5744 126.5984
Total 17 3284557.5483

Fig C.13 Analisis de varianza dia 2

HO: Las variables X y Y no estan relacionadas entre si
Ha: Las variables X y Y si estan relacionadas entre si
Se rechaza la HO y se acepta la Ha porque Fcal > Fcritico

El valor p 4.11E-21 < 0.05 la pendiente; por tanto, es estadisticamente diferente de 0
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Superior

Coeficientes
fi Error tipico Estadisticot  Probabilidad Inferior 95% 95%

Intercepcion -9.6560 3.5003 -2.7586 0.0140 -17.0764 -2.2357

Concentracion

. 501.6288 3.1152 161.0239 0.0000 495.0248 508.2328
tedrica (ug/mL)

El intervalo de confianza al 95% para el intercepto fue de -17.076 a -2.236, no incluye el valor 0 dentro del
rango.
Fig C.14 Coeficientes e intervalo de confianza regresién dia 2

Grafico de los residuales Dia 2
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5 0,0000 , 0,5000 1,0000 1,5000 2,0000 2,5000 3,0000
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-30,0000 -
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Fig C.15 Grafico de residuales dia 2
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Prondstico Residuos
Observacion Area Residuos estdndares

1 15.4254 9.1646 0.8396
2 15.4254 10.2986 0.9435
3 15.4254 8.7496 0.8016
4 40.5068 0.4792 0.0439
5 40.5068 11.6302 1.0655
6 40.5068 2.6992 0.2473
7 115.7511 0.8159 0.0747
8 115.7511 3.2769 0.3002
9 115.7511 -7.3471 -0.6731
10 241.1583 -5.0133 -0.4593
11 241.1583 -12.2283 -1.1203
12 241.1583 10.4417 0.9566
13 491.9727 -17.7617 -1.6272
14 491.9727 -20.5047 -1.8785
15 491.9727 -17.5597 -1.6087
16 1244.4159 8.6301 0.7906
17 1244.4159 11.9691 1.0965
18 1244.4159 2.2601 0.2071

Fig C.16 Andlisis de residuales dia 2

Los residuos oscilan alrededor de cero sin evidencia de una tendencia sistemdtica con la
concentracion. Los residuos estandarizados se mantienen dentro de limites aceptables (+2),
alcanzando aproximadamente valores entre -1.88 y +1.10, lo que sugiere ausencia de valores
atipicos y un ajuste lineal adecuado. La dispersién de los residuos es comparable a lo largo del rango
evaluado, lo cual es compatible con el supuesto de homocedasticidad.
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N° N° Concentracién A Concentracion
Analisis Réplica tedrica (ug/mL) Area calculada

(ng/mL)
1 R1 0.0500 43.1000 0.0862
2 R2 0.0500 26.9210 0.0524
3 R3 0.0500 36.0980 0.0716
4 R1 0.1000 47.5300 0.0954
5 R2 0.1000 58.6140 0.1186
6 R3 0.1000 60.3790 0.1223
7 R1 0.2500 130.6210 0.2688
8 R2 0.2500 128.1030 0.2636
9 R3 0.2500 126.0270 0.2593
10 R1 0.5000 229.4080 0.4750
11 R2 0.5000 232.3960 0.4812
12 R3 0.5000 225.9670 0.4678
13 R1 1.0000 461.2840 0.9589
14 R2 1.0000 464.9840 0.9666
15 R3 1.0000 460.2630 0.9568
16 R1 2.5000 1206.6030 2.5143
17 R2 2.5000 1209.8860 2.5212
18 R3 2.5000 1209.3300 2.5200

Fig C.17 Datos experimentales de la curva de calibracion dia 3

Concentracion ..
teérica Area Concentracion
(Hg/mL) calculada (ug/mL)
0.0500 35.3730 0.0701
0.1000 55.5077 0.1121
0.2500 128.2503 0.2639
0.5000 229.2570 0.4747
1.0000 462.1770 0.9608
2.5000 1208.6063 2.5185

Fig C.18 Promedios por nivel de calibracién (Curva Dia 3)
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Curva de calibracion Dia 3

1400,0000 -
1200.0000 y =479,18x + 1,7949
’ R? = 0,9992
1000,0000 -
o 300,0000 -
g
< 600,0000 -
400,0000 -
200,0000 -
0,0000 T T T T T )
0,0000 0,5000 1,0000 1,5000 2,0000 2,5000 3,0000
Concentracion tedrica (ug/mL)
Fig C.19 Curva de calibracion dia 3
Estadisticas de la regresién
Coeficiente de correlacion
multiple 0.9996
Coeficiente de determinacion
RA2 0.9992
RA2 ajustado 0.9991
Error tipico 12.5668
Observaciones 18.0000
R2 2 0.995
Fig C.20 Estadisticas de regresion dia 3
Grados de Suma de Promedio de F Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados de F
Regresion 1.0000 2995336.4664 2995336.4664 18966.7545 0.0000
Residuos 16.0000 2526.8099 157.9256
Total 17.0000 2997863.2763

Fig C.21 Anadlisis de varianza dia 3

HO: Las variables Xy Y no estan relacionadas entre si
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Ha: Las variables X y Y si estdn relacionadas entre si
Se rechaza la HO y se acepta la Ha porque Fcal > Fcritico
El valor p 5.00E-26 < 0.05 la pendiente; por tanto, es estadisticamente diferente de 0

_ - e - Inferior Superior
Coeficientes Error tipico Estadisticot Probabilidad 95% 95%
Intercepcion 1.7949 3.9095 0.4591 0.6523 -6.4929 10.0826
Concentracion 474 1553 3.4794 137.7198 0.0000  471.8063  486.5583

tedrica (ug/mL)

Fig C.22 Coeficientes e intervalo de confianza regresién dia 3

El intervalo de confianza al 95% para el intercepto fue de -6.493 a 10.083, incluyendo el valor 0 dentro del rango.

Grafico de residuales Dia 3
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.
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7 50008'0303 0,5000 1,0000 1,5000 2,0000 2,5000 3,0000
e |
-10,0000 0g
.
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Fig C.23 Gréafico de residuales dia 3
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Observacion | Pronéstico Area Residuos er:r:ﬂZ?:s
1 25.7540 17.3460 1.4228
2 25.7540 1.1670 0.0957
3 25.7540 10.3440 0.8485
4 49.7131 -2.1831 -0.1791
5 49.7131 8.9009 0.7301
6 49.7131 10.6659 0.8749
7 121.5904 9.0306 0.7407
8 121.5904 6.5126 0.5342
9 121.5904 4.4366 0.3639
10 241.3860 -11.9780 -0.9825
11 241.3860 -8.9900 -0.7374
12 241.3860 -15.4190 -1.2647
13 480.9772 -19.6932 -1.6153
14 480.9772 -15.9932 -1.3118
15 480.9772 -20.7142 -1.6990
16 1199.7506 6.8524 0.5621
17 1199.7506 10.1354 0.8313
18 1199.7506 9.5794 0.7857

Los residuos oscilan alrededor de cero sin evidencia de una tendencia sistematica con la
concentracion. Los residuos estandarizados se mantienen dentro de limites aceptables (%2),
alcanzando aproximadamente valores entre —-1,70 y +1,42, lo que sugiere ausencia de valores
atipicos y un ajuste lineal adecuado. La dispersién de los residuos es comparable a lo largo del rango

Fig C.24 Analisis de residuales dia 3

evaluado, lo cual es compatible con el supuesto de homocedasticidad.
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APENDICE D: PRECISION REPETIBILIDAD

CONCENTRACION

CONCENTRACION

MATRIZ TEORICA (ug/mL) NIVEL | REPLICA (ug/mL) CALCULOS
1 0.0884 RESUMEN
2 0.0871 ESTADISTICO (N=6)
3 0.0872 X 0.0894
HIDRATANTE 0.0960 BAJO 4 0.0906 SD 0.0035
5 0.0961 %RSD 3.9562
6 0.0870 CRITERIO %RSDr < 5%
QC 0.1045 CUMPLE Sl
1 0.0920 RESUMEN
2 0.0835 ESTADISTICO (N=6)
3 0.0845 X 0.0866
GASEOSA 0.0960 BAJO 4 0.0826 SD 0.0037
5 0.0889 %RSD 4.2361
6 0.0882 CRITERIO %RSDr < 5%
QC 0.0941 CUMPLE Sl
1 0.4574 RESUMEN
2 0.5021 ESTADISTICO (N=6)
3 0.4878 X 0.4905
HIDRATANTE 0.4960 MEDIO 4 0.4828 SD 0.0194
5 0.5132 %RSD 3.9607
6 0.4994 CRITERIO %RSDr < 5%
QC 0.5050 CUMPLE Sl
1 0.4709 RESUMEN
2 0.5025 ESTADISTICO (N=6)
3 0.4718 X 0.4863
GASEOSA 0.4960 MEDIO 4 0.4982 SD 0.0133
5 0.4910 %RSD 2.7308
6 0.4831 CRITERIO %RSDr < 5%
QC 0.4902 CUMPLE Sl
1 2.4688 RESUMEN
2 2.4503 ESTADISTICO (N=6)
3 2.5153 X 2.5032
HIDRATANTE 2.4960 ALTO 4 2.4558 SD 0.0772
5 2.6538 %RSD 3.0859
6 2.4751 CRITERIO %RSDr 5%
QC 25777 CUMPLE Sl
1 2.3448 RESUMEN
2 2.4531 ESTADISTICO (N=6)
3 2.3637 X 2.4418
GASEOSA 2.4960 ALTO 4 2.4583 SD 0.0757
5 2.4852 %RSD 3.1004
6 2.5460 CRITERIO %RSDr = 5%
QC 2.4592 CUMPLE Sl

Fig D.1 Repetibilidad dia 1

81




MATRIZ | CONCENTRACION | NvEL | REPLICA | CONCENTRACION CALCULOS
TEORICA (ug/mL) (ng/mL)
1.0000 0.0846 RESUMEN
2.0000 0.0874 ESTADISTICO (N=6)
3.0000 0.0896 X 0.0903
HIDRATANTE 0.0960 BAJO | 4.0000 0.0941 sD 0.0037
5.0000 0.0926 %RSD 4.1279
6.0000 0.0933 CRITERIO %RSD: < 5%
QcC 0.1048 CUMPLE Sl
1.0000 0.0954 RESUMEN
2.0000 0.0999 ESTADISTICO (N=6)
3.0000 0.0962 X 0.0974
GASEOSA 0.0960 BAJO | 4.0000 0.0936 sD 0.0036
5.0000 0.1034 %RSD 3.6728
6.0000 0.0961 CRITERIO %RSD: < 5%
Qc 0.0963 CUMPLE Sl
1.0000 0.4890 RESUMEN
2.0000 0.4772 ESTADISTICO (N=6)
3.0000 0.4630 X 0.4702
HIDRATANTE 0.4960 MEDIO | 4.0000 0.4756 SD 0.0144
5.0000 0.4696 %RSD 3.0644
6.0000 0.4467 CRITERIO %RSD: < 5%
QcC 0.4975 CUMPLE Sl
1.0000 0.4710 RESUMEN
2.0000 0.5100 ESTADISTICO (N=6)
3.0000 0.4628 X 0.4861
GASEOSA 0.4960 MEDIO | 4.0000 0.4980 SD 0.0174
5.0000 0.4912 %RSD 3.5811
6.0000 0.4833 CRITERIO %RSD: < 5%
QcC 0.4902 CUMPLE Sl
1.0000 2.4352 RESUMEN
2.0000 2.4984 ESTADISTICO (N=6)
3.0000 2.5444 X 2.4909
HIDRATANTE 2.4960 ALTO | 4.0000 2.4646 SD 0.0409
5.0000 2.4747 %RSD 1.6437
6.0000 2.5284 CRITERIO %RSDr = 5%
Qc 2.3350 CUMPLE Sl
1.0000 2.4800 RESUMEN
2.0000 2.5173 ESTADISTICO (N=6)
3.0000 2.4524 X 2.4624
GASEOSA 2.4960 ALTO | 4.0000 2.4322 SD 0.0626
5.0000 2.5321 %RSD 2.5426
6.0000 2.3604 CRITERIO %RSD: < 5%
QcC 2.5383 CUMPLE Sl

Fig D.2 Repetibilidad dia 2
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CONCENTRACION

CONCENTRACION

MATRIZ TEORICA (ug/mL) NIVEL REPLICA (ug/mL) CALCULOS
1. 0.0963 RESUMEN
2 0.0890 ESTADISTICO (N=6)
3 0.0886 X 0.0909
HIDRATANTE 0.0960 BAJO 4 0.0883 SD 0.0030
5 0.0912 %RSD 3.3434
6 0.0919 CRITERIO %RSD: < 5%
QC 0.0934 CUMPLE Sl
1. 0.0909 RESUMEN
2. 0.0994 ESTADISTICO (N=6)
3 0.0919 X 0.0943
GASEOSA 0.0960 BAJO 4 0.0967 SD 0.0036
5 0.0908 %RSD 3.8343
6 0.0963 CRITERIO %RSD: < 5%
QC 0.0984 CUMPLE Sl
1 0.4957 RESUMEN
2 0.4898 ESTADISTICO (N=6)
3 0.4498 X 0.4761
HIDRATANTE 0.4960 MEDIO 4 0.4632 SD 0.0183
5 0.4686 %RSD 3.8338
6 0.4895 CRITERIO %RSD: < 5%
QC 0.5092 CUMPLE Sl
1 0.4703 RESUMEN
2 0.4903 ESTADISTICO (N=6)
3 0.4803 X 0.4862
GASEOSA 0.4960 MEDIO 4 0.4610 SD 0.0211
5 0.5212 %RSD 4.3343
6 0.4939 CRITERIO %RSD:r < 5%
QC 0.4850 CUMPLE Sl
1 2.4646 RESUMEN
2 2.4148 ESTADISTICO (N=6)
3 2.4477 X 2.4661
HIDRATANTE 2.4960 ALTO 4 2.5469 SD 0.0566
5 2.4043 %RSD 2.2969
6 2.5183 CRITERIO %RSD:r < 5%
QC 2.5319 CUMPLE Sl
1 2.3283 RESUMEN
2 2.4466 ESTADISTICO (N=6)
3 2.5394 X 2.4568
GASEOSA 2.4960 ALTO 4 24637 sSD 0.0756
5 2.5253 %RSD 3.0753
6 2.4374 CRITERIO %RSD:r < 5%
QC 2.4649 CUMPLE Sl

Fig D.3 Repetibilidad dia 3
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GASEOSA NIVEL BAJO (0,096 pg/mL

APENDICE E: PRECISION INTERMEDIA

Gaseosa Nivel bajo (0,096 pg/mL)
L AN1 ANZ ANZ Promedio SCF DiA 1-AN1 DiA 2-AN2 DIA 3-AN2 SCE
1 0.0920 0.0954 0.0909 0.0928 0.0002 0.0054 -0.0020 -0.0035 0.0001
2 0.0835 0.0999 0.0994 0.0943 0.0001 -0.0031 0.0025 0.0051 0.0001
3 0.0845 0.0962 0.0919 0.0909 0.0000 -0.0021 -0.0012 -0.0024 0.0001
i 0.0826 0.0936 0.0967 0.0910 SCF Total -0.0040 -0.0038 0.0024 SCE Total
S5 0.0889 0.1034 0.0908 0.0944 0.0004 0.0023 0.0060 -0.0035 0.0002
6 0.0882 0.0961 0.0963 0.0935 0.0016 -0.0013 0.0020
Promedio 0.0866 0.0974 0.0943 0.0928
Por componentes |Calculo directo Parametro Resultado
0.0006 0.0006 Varianza por repetibilidad DCMW 0.0000
0.0002 0.0002 Varianza entre corridas DCMb 0.0002
Desv. estdndar por repetibilidad Sr 0.0036
Fv sC GL mc F Componente de varianza (dia/analista) VL 2.87E-05
Factor 0.0004 2.0000 0.0002 14.1456 Varianza precisién intermedia Vi 4.19E-05
Error 0.0002 15.0000 1.31E-05 Desv. esténdar precisién intermedia Si 0.0065
SCcT 0.0006 17.0000 %RSD precision intermedia %RSDi 6.9720
Criterio (< 8%) Cumple
Prob F HO: No existen diferencias significativas entre las medias de las corridas (dia/analista).
0.1000 2.6952] Ha: Al menos una corrida (dia/analista) presenta una media significativamente diferente.
0.0500 3.6823] Se rechaza HO porque Fealc (14,15) > Ferit (3,682) a a = 0,05; por tanto, existen diferencias
0.0100 6.3589) significativas entre corridas y se considera este efecto en la precision intermedia (%RSDR = 6,97%,
0.0050 7.7008] cumple < 8%).

Fig E.1 Precision intermedia gaseosa nivel bajo

GASEOSA NIVEL MEDIO (0,496 pug/m

L Dial Dia2 Dia 3 ore
AN1 AN2 AN2 Promedio SCF DIA 1-AN1 DIA 2-AN2 DIA 3-AN2 SCE
a1 0.4709 0.4710 0.4703 0.4708 0.0000 -0.0153 -0.0150 -0.0159 0.0009
2 0.5025 0.5100 0.4903 0.5010 0.0000 0.0163 0.0240 0.0041 0.0015
3 0.4718 0.4628 0.4803 0.4717 0.0000 -0.0144 -0.0232 -0.0058 0.0022
4 0.4982 0.4980 0.4610 0.4857 SCF Total 0.0119 0.0119 -0.0252 SCEtotal
L 0.4910 0.4912 0.5212 0.5011 0.0000 0.0047 0.0051 0.0350 0.0046
6 0.4831 0.4833 0.4939 0.4868 -0.0031 -0.0027 0.0077
Promedio 0.4863 0.4861 0.4862 0.4862
]Por componentes |Calculo directo Parametro Simbolo Resultado
SCT 0.0046 0.0046 Varianza por repetibilidad DCMW 0.0003
SCE 0.0046 0.0046 Varianza entre corridas DCMb 0.0000
Desv. estandar por repetibilidad Sr 0.0175
FV SC GL mc E Comy de vari (dia/analista) VL 0.0000
Factor 0.0000 2.0000 0.0000 0.0002 Varianza precision intermedia Vi 0.0003
Error 0.0046 15.0000 0.0003 Desv. estdndar precision intermedia Si 0.0175
ScT 0.0046 17.0000 %RSD precisién intermedia %RSDi 3.6086
Criterio (< 8%) Cumple
Prob F HO: No existen diferencias significativas entre las medias de las corridas (dia/analista).
0.1000 2.6952 Ha: Al menos una corrida (dia/analista) presenta una media significativamente diferente.
0.0500 3.6823
0.0100 6.3589 No se rechaza HO porque Feale (0.0002) < Ferit (3,682) a a =0,05; por tanto, no existen diferencias
0.0050 7.7008 significativas entre corridas y no se considera este efecto en la precisién intermedia (VL = 0). En
consecuencia, la precision intermedia fue satisfactoria (%RSDR = 3,51%, cumple < 8%)

Fig E.2 Precision intermedia gaseosa medio bajo
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GASEOSA NIVEL ALTO 6 pg/mlL)

Gaseosa Nivel Alto (2,496 pug/mlL)
Di

ANT ANZ ANZ Promedio S m—s&_
il 2.3448 2.4800 2.3283 2.3844 0.0008 -0.0971 0.0176 -0.1285 0.0287
2 2.4531 2.5173 2.4466 2.4723 0.0005 0.0113 0.0549 -0.0102 0.0196
3 2.3637 2.4524 2.5394 24518 0.0001 -0.0782 -0.0100 0.0826 0.0285
4 24583 2.4322 2.4637 24514 SCF Total 0.0165 -0.0302 0.0070 SCEtotal
S 24852 2.5321 2.5253 2.5142 0.0014 0.0434 0.0697 0.0685 0.0768
6 2.5460 2.3604|  2.4374 2.4479 0.1041 -0.1020 -0.0194
Promedio 2.4418 2.4624 2.4568 2.4537
Por componentes |Célculo directo Parémetro Simbolo Resultado
0.0782 0.0782 Varianza por repetibilidad DCMW 0.0051
0.0768 0.0768 Varianza entre corridas DCMb 0.0007
Desv. estdndar por repetibilidad sr 0.0716
Fv sc GL Mc F C de l (dit lista) VL 0.0000
Factor 0.0014 2.0000 0.0007 0.1324 Varianza precisién intermedia Vi 0.0051
Error 0.0768 15.0000 0.0051 Desv. estdndar precisicn intermedia Si 0.0716
scr 0.0782 17.0000 %RSD precision intermedia %RSDi 2.9162
Criterio (< 8%) Cumple
Prob F HO: No existen diferencias significativas entre las medias de las corridas (dia/analista).
0.1000 2.6952 Ha: Al menos una corrida (dia/analista) presenta una media significativamente diferente
0.0500 3.6823
0.0100 6.3589 No se rechaza HO porque Feale (0,13) < Ferit (3.682) a a = 0,05; por tanto, no existen diferencias
0.0050 7.7008 significativas entre corridas y no se considera este efecto en la precision intermedia (VL = 0). En

consecuencia, la precision intermedia fue satisfactoria (%RSDi = 2.92%, cumple < 8%).

Fig E.3 Precision intermedia gaseosa nivel alto

HIDRATANTE NIVEL BAIO (0,096 pg/mL)

Hidratante Nivel bajo (
Réplicas =
Promedio SCF DIA 1-AN1 DIA 2-AN2 DIA 3-AN1 SCE
1.0000 0.0884 0.0846 0.0963 0.0898 0.0000 -0.0010 -0.0056 0.0054 0.0001
2.0000 0.0871 0.0874 0.0830 0.0878 0.0000 -0.0023 -0.0029 -0.0019 0.0001
3.0000 0.0872 0.0896 0.0886 0.0885 0.0000 -0.0022 -0.0006 -0.0023 0.0000
4.0000 0.0906 0.0941 0.0883 0.0910 SCF Total 0.0012 0.0038 -0.0026 SCEtotal
5.0000 0.0961 0.0926 0.0912 0.0933 0.0000] 0.0067 0.0023 0.0003 0.0002
6.0000 0.0870 0.0933 0.0919 0.0507 -0.0024 0.0030 0.0010
Promedio 0.0894 0.0903 0.0909 0.0902
Por componentes |Calculo directo Parémetro Resultado
0.0002 0.0002 Varianza por repetibilidad
0.0002 0.0002 Varianza entre corridas DCMb 0.0000
Desv. estandar por repetibilidad Sr 0.0034
Tabla ANOVA %RSD repetibilidad %RSDr 3.8211
FV SC GL mMcC F C de varianza (dia/anali VL 0.0000
Factor 0.0000 2.0000 3.32E-06 0.2795 Varianza precision intermedia Vi 0.0000
Error 0.0002 15.0000 1.19E-05 Desv. estdndar precisién intermedia Si 0.0034
SCT 0.0002 17.0000 %6RSD precision intermedia %RSDR 3.8211
Criterio (< 8%) Cumple
'

Prob F HO: No existen diferencias significativas entre las medias de las corridas (dia/analista).
0.1000 2.6952 Ha: Al menos una corrida (dia/analista) presenta una media significativamente diferente.
0.0500 3.6823 No se rechaza HO porque Fealc (0,28) < Ferit (3,682) a a = 0,05; por tanto, no existen
0.0100 6.3589 diferencias significativas entre corridas y na se considera este efecto en |a precision
0.0050 7.7008 intermedia (VL = 0). En consecuencia, la precisién intermedia fue satisfactoria (%RSDR =

3,82%, cumple £8%).

on in

Fig E.4 Precisioni
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HIDRATANTE NIVEL MEDIO (0,496 pg/m

Hidratante Nivel Medio (0,496 pg/mL)
Dia 1 Dia ia 3 o
Réplicas
AN1 AN2 AN1 Promedio SCF DIA 1-AN1 DIA 2-AN2 DIA 3-AN1 SCE
1.0000 0.4574 0.4890| 0.4957 0.4807 0.0008 -0.0330 0.0188 0.0196 0.0019
2.0000 0.5021 04772 0.4898 0.4897 0.0005 0.0116 0.0070 0.0137 0.0010
3.0000 0.4878 0.4630| 0.4498 0.4669 0.0000 -0.0026 -0.0072 -0.0263 0.0017
4.0000 0.4828 0.4756 0.4632 0.4739 SCF Total -0.0076 0.0054 -0.0129 SCEtotal
5,0000 0.5132 0.4696| 04686 0.4838 0.0013 0.0227 -0.0006 -0.0075 0.0046
6.0000 0.4994 0.4467 0.4895 0.4785 0.0089 -0.0235 0.0134
Promedio 0.4905 0.4702 0.4761 0.4789
|Por componentes [Calculo directo Parametro Simbolo Resultado
scT 0.0059 0.0059 Varianza por repetibilidad DCMW 0.0003
SCE 0.0046 0.0046 Varianza entre corridas DCMb 0.0007
Desv. estdndar por repetibilidad Sr 0.0175
Tabla ANOVA %RSD repetibilidad 9%RSDr 3.6528
Fv SC GL Mc F Ce de varianza (dia/ lista) VL 0.0001
Factor 0.0013 2.0000 0.0007 2.1330 Varianza precision intermedia Vi 0.0004
Error 0.0046 15.0000 0.0003 Desv, estdndar precisién intermedia Si 0.0191
SCT 0.0059 17.0000 %RSD precision intermedia %RSDi 3.9828
Criterio (s 8%) Cumple
Prob F HO: No existen diferencias significativas entre las medias de las corridas (dia/analista).
0.1000 2.6952 Ha: Al menos una corrida (dia/analista) presenta una media significativamente diferente.
0.0500 3.6823 No se rechaza HO porque Feale (2,13) < Ferit (3,682) a « = 0,05; por tanto, no existen
0.0100 6.3589 diferencias significativas entre corridas y no se considera este efecto en la precisién
0.0050 7.7008 intermedia (VL = 0). En consecuencia, la precisién intermedia fue satisfactoria (%RSDi = 3,98%,
cumple < 8%).

Fig E.5 Precision intermedia hidratante nivel medio

HIDRATANTE NIVEL ALTO (2,496 pg/mL)

Hidratante Nivel Alto (2,496 pg/mL)
Dia 1l Dia 2 Dia 3
Heilices ANL ANZ ANT Promedio A 1- i 2- A 3-
SCF DIA 1-AN1 DIA 2-AN2 DIA 3-AN1 SCE
1.0000 2.4688 2.4352 2.4646 2.4562 0.0016 -0.0344 -0.0557 -0.0015 0.0298
2.0000 2.4503 2.4984 24148 24545 0.0001 -0.0528 0.0075 -0.0513 0.0084
3.0000 2.5153 2.5444 2.4477 2.5025 0.0026 0.0121 0.0535 -0.0184 0.0160
4.0000 2.4558 2.4646 2.5469 2.4891 SCF Total -0.0474 -0.0264 0.0808 SCEtotal
5.0000 2.6538 2.4747 2.4043 25109 0.0043 0.1506 -0.0163 -0.0618 0.0543
6.0000 24751 2.5284 2.5183 2.5073 -0.0280 0.0374 0.0522
Promedio 2.5032 2.4909 2.4661 2.4868
Por componentes |Calculo directo Parametro Simbolo Resultado
0.0585 0.0585 Varianza por repetibilidad DCMW 0.0036
0.0543 0.0543 Varianza entre corridas DCMb 0.0021
Desv. estandar por repetibilidad Sr 0.0601
Tabla ANOVA %RSD repetibilidad 9%RSDr 24186
FV SC GL mc F Ce de varianza (dia/analista) VL 0.0000
Factor 0.0043 2.0000 0.0021 0.5916 Varianza precision intermedia Vi 0.0036
Error 0.0543 15.0000 0.0036 Desv. esténdar precision intermedia Si 0.0601
SCT 0.0585 17.0000 %RSD precision intermedia %RSDi 2.4186
Criterio (s 8%) Cumple
Prob F HO: No existen diferencias significativas entre las medias de las corridas (dia/analista).
0.1000 2.6952 Ha: Al menos una corrida (dia/analista) presenta una media significativamente diferente.
0.0500 3.6823 No se rechaza HO porque Fcalc (0,59) < Ferit (3,682) a a = 0,05; por tanto, no existen
0.0100 6.3589 diferencias significativas entre corridas y no se considera este efecto en la precisién
0.0050 7.7008 intermedia (VL = 0). En consecuencia, la precision intermedia fue satisfactoria (%RSDi = 2,42%,
cumple < 8%).

Fig E.6 Precision intermedia hidratante nivel alto
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APENDICE F: EXACTITUD

CONCENTRACION

%

CONCENTRACION |  NIVEL REPLICA (ug/mL) RECUPERACION CALCULOS
TEORICA (pg/mL) Hg POR ANALISIS
1 0.0884 92.0960 RESUMEN ESTADISTICO
w 2 0.0871 90.7748 (N=6)
Z 3 0.0872 90.8677 %REC
E 0.0960 BAJO PROMEDIO | 20-8677
g : 4 0.0906 94.3710
% 5 0.0961 100.0902 CRITERIO 80-120 %
6 0.0870 90.6459
Qc 0.1045 108.8843 CUMPLE sl
1 0.0920 95.8458 RESUMEN ESTADISTICO
- 2 0.0835 86.9655 (N=6)
[72]
Q 3 0.0845 88.0545 %REC 90.2391
i 0.0960 BAJO 4 0.0826 86.0348 PROMEDIO
<
O 5 0.0889 92.6109 CRITERIO 80-120 %
6 0.0882 91.9229
Qc 0.0941 98.0262 CUMPLE Sl
1 0.4574 92.2262 RESUMEN ESTADISTICO
w 2 0.5021 101.2280 (N=6)
z 3 0.4878 98.3524 %REC
< 98.3524
2 0.4960 MEDIO 4 0.4828 97.3424 PROMEDIO
©
2 > 05132 1034852 CRITERIO | 90-110 %
T 6 0.4994 100.6795
Qc 0.5050 101.8081 CUMPLE sl
1 0.4709 94.9435 RESUMEN ESTADISTICO
< 2 0.5025 101.3135 (N=6)
3 3 0.4718 95.1302 %REC 98.0364
i 0.4960 MEDIO 4 0.4982 100.4430 PROMEDIO
<
o 5 0.4910 98.9831 CRITERIO | 90-110 %
6 0.4831 97.4052
Qc 0.4902 98.8325 CUMPLE Sl
1 2.4688 98.9093 RESUMEN ESTADISTICO
L 2 2.4503 98.1709 (N=6)
z 3 25153 100.7734 %REC
< 100.7734
2 2.4960 ALTO 4 2.4558 98.3880 PROMEDIO
4
= S 26538 106.3211 CRITERIO | 90-110 %
T 6 2.4751 99.1642
QC 2.5777 103.2749 CUMPLE s
1 2.3448 93.9415 RESUMEN ESTADISTICO
- 2 24531 98.2806 (N=6)
@ 3 2.3637 94.6976 0
o] %REC 97.8298
o 2.4960 ALTO 4 2.4583 98.4894 PROMEDIO
<
© S 24852 99.5674 CRITERIO | 90-110 %
6 2.5460 102.0024
QcC 2.4592 98.5272 CUMPLE S|

Fig F.1 Exactitud dia 1
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CONCENTRACION

NIVEL

REPLICA

CONCENTRACION

%
RECUPERACION

CALC

ULOS

TEORICA (ug/mL) (hg/mL) POR ANALISIS
1 0.0846 88.1567 RESUMEN ESTADISTICO
W 2 0.0874 91.0120 (N=6)
= 3 0.0896 93.3585 %REC
I 93.3585
< 0.0960 BAJO 4 0.0941 98.0204 PROMEDIO
\g
S S 0.0926 96.4110 CRITERIO | 80-120 %
6 0.0933 97.1378
QC 0.1048 109.2089 CUMPLE Sl
1 0.0954 99.3784 RESUMEN ESTADISTICO
- 2 0.0999 104.0935 (N=6)
[%5)
2 3 0.0962 100.1966 %REC 101.4895
P 0.0960 BAJO 4 0.0936 97.4805 PROMEDIO
<
S 5 0.1034 107.6972 CRITERIO | 80120 %
6 0.0961 100.0907
Qc 0.0963 100.2735 CUMPLE S|
1 0.4890 98.5868 RESUMEN ESTADISTICO
W 2 0.4772 96.2104 (N=6)
= 3 0.4630 93.3504 o
NS PR/ooﬁnllzzcolo 93.3504
3 0.4960 MEDIO 4 0.4756 95.8921
a . .
5 5 0.4696 94.6731 CRITERIO | 90-110 %
6 0.4467 90.0510
QcC 0.4975 100.3043 CUMPLE Sl
1 0.4709 94.9435 RESUMEN ESTADISTICO
2 0.5025 101.3135 (N=6)
<
(%)
2 3 0.4618 93.1141 %REC o7 7004
Py 0.4960 MEDIO 4 0.4982 100.4430 PROMEDIO
<
o 5 04910 98.9831 CRITERIO | 90-110 %
6 0.4831 97.4052
Qc 0.4902 98.8325 CUMPLE SI
1 2.4352 97.5653 RESUMEN ESTADISTICO
W 2 2.4984 100.0969 (N=6)
= 3 2.5444 101.9397 %REC
I 101.9397
'BEC 2.4960 ALTO 4 2.4646 98.7406 PROMEDIO
Q 5 24747 99.1454 CRITERIO | 90-110 %
- (]
< 6 2.5284 101.2977
QC 2.3350 93.5489 CUMPLE Sl
1 2.4800 99.3579 RESUMEN ESTADISTICO
- 2 25173 100.8523 (N=6)
[%5)
2 3 2.4524 98.2546 %REC 98.6540
& 2.4960 ALTO 4 2.4322 97.4452 PROMEDIO
<
) 5 2.5321 101.4475 CRITERIO | 90-110 %
6 2.3604 94.5666
Qc 2.5383 101.6947 CUMPLE S|

Fig F.2 Exactitud dia 2
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CONCENTRACION

CONCENTRACION

% RECUPERACION

N NIVEL | REPLICA . CALCULOS
TEORICA (ngmL) (ngmL) POR ANALISIS
1 0.0963 100.3364 RESUMEN
" ) 0,089 92,7369 ESTADISTICO (N=6)
= .
= 0.0960 BAJO ; 00060 o PR(/gll\?/IEE(E:)IO 92.3113
S : 4 0.0883 91.9469
Q
3 5 0.0912 95.0424 CRITERIO | 80-120 %
6 0.0919 95.7420
Qc 0.0934 97.2819 CUMPLE Si
1 0.0909 94.6547 RESUMEN
- 2 0.0994 103.5232 ESTADISTICO (N=6)
(5]
3 o o 3 0.0919 95.7156 YuREC 08,2610
7 : 4 0.0967 100.7403 PROMEDIO
S
5 0.0908 94.6036 CRITERIO | 80-120 %
6 0.0963 100.3283
Qc 0.0984 102.5306 CUMPLE Si
1 0.4957 99.9366 RESUMEN
" X 04898 087405 ESTADISTICO (N=6)
s .
= 0.4960  |MEDIO ; D490 200004 PRéﬁAEEglo 90.6804
S : 4 0.4632 93.3830
Q
3 5 0.4686 94.4736 CRITERIO | 90-110 %
6 0.4895 98.6873
Qc 0.5092 102.6670 CUMPLE Si
1 0.4703 94.8224 RESUMEN
) 04903 086578 ESTADISTICO (N=6)
<
(%]
8 IR 3 0.4803 96.8441 YUREC 06,0204
7 : 4 0.4610 92.9515 PROMEDIO
S
S 0.5212 105.0782 CRITERIO | 90-110 %
6 0.4939 99.5804
Qc 0.4850 97.7804 CUMPLE Si
1 24646 98.7422 RESUMEN
" ) 5 4148 96,7485 ESTADISTICO (N=6)
=2 o
= 2.4960 ALTO ; 2T 20087 PRéII\?/IEE%IO 98.0657
S : 4 3.0000 120.1923
Q
3 5 24043 96.3266 CRITERIO | 90-110 %
6 25183 100.8941
Qc 25319 101.4376 CUMPLE Si
1 23283 93.2813 RESUMEN
) 5 4466 06,0200 ESTADISTICO (N=6)
<
(%)
2 3 25394 101.7368 YuREC 06 4261
7 2.4960 ALTO 4 2.4637 98.7069 PROMEDIO
<
3 5 25253 101.1720 CRITERIO | 90110 %
6 24374 97.6515
Qc 2.4649 98.7549 CUMPLE sI

Fig F.3 Exactitud dia 3
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APENDICE

G: ROBUSTEZ

BEBIDAS HIDRATANTES

Parametro 1 2 3 4 5 6 7 8
A,a A A A A a a a a
B,b B B b b B B b b
Cc Cc c C c Cc c C c
D,d D D d d d d D D
E,e E e E e e E e E
F,f F f f F F f f F
G.g G g g G g G G g
S t u \Y w X y z

Resultado

1.6237 1.5400 1.5936 1.6732 1.3164 1.2838 1.6063 1.5675

Fig G.1 Resultados robustez bebidas hidratantes

BEBIDAS GASEOSAS

Parametro 1 2 3 4 5 6 7 8
A,a A A A A a a a a
B,b B B b b B B b b
C,.c C c C c C c C c
D,d D D d d d d D D
E,e E e E e e E e E
F,f F f f F F f f F
G,g G g g G g G G g
S t u \Y w X y z

Resultado

1.7294 1.6902 2.4464 2.0372 1.5625 1.4508 1.8040 2.1918

Fig G.2 Resultados robustez bebidas gaseosas
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ANEXO H: CERTIFICADO DE ESTANDARES

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA

Website: www sigmaaldrich.com
Email USA: techserv@sial.com
Outside USA: eurtechserv@sial com

Product Name Certificate of Analysis

Erythrosin B - analytical standard

Product Number: 87613

Batch Number: BCCF3674

Brand: SIAL

CAS Number: 16423-68-0

Formula: C20H614Na205

Formula Weight: 879,86 g/mol

Quality Release Date: 07 MAY 2021

Date Retested: 07 NOV 2023

Recommended Retest Date: OCT 2026

Test Specification Result
Appearance (Color) Red to Very Dark Red Very Dark Red
Appearance (Form) Powder or Crystals Powder

Purity (HPLC) > 980 % 99.1 %
LC-MS Identity Identity Confirmed Identity Confirmed
1H NMR Spectrum Conforms to Structure Conforms

,?,,R,sg,,\__/,ﬁ

Dr.Reinhold Schwenninger
Quality Assurance
Buchs,Switzerland CH

Sigma-Aldrich warrants, that at the time of the quality release or subsequent retest date this product conformed to the information
contained in this publication. The current Specification sheet may be available at Sigma-Aldrich.com. For further inquiries, please contact
See reverse side of invoice or packing

Technical Service. Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use.
slip for additional terms and conditions of sale.

Version Number. 1 Page 1 of 1

Fig H.1 Estandar primario
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SIGMA-ALDRICH'

sigma-aldrich.com

Product Name:

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA

Certificate of Analysis

Erythrosin B - certified by the Biological Stain Commission, Dye content 90 %

Website: www sigmaaldrich.com
Email USA: techserv@sial.com
Outside USA: eurtechserv@sial.com

Product Number: 198269
Batch Number: MKCJ1343
Brand: SIAL
CAS Number: 16423-68-0 b s
MDL Number: MFCD00144257
Formula: C20H614Na205
Formula Weight: 879.86 g/mol
Quality Release Date: 05 MAR 2019
Test Specification Result
Appearance (Form) Powder Pow der
Infrared Spectrum Conforms to Structure Conforms
Wavelength 524 - 528 nm 527 nm
Extinction Coefficient > 82500 96512
Wavelength 308 - 312 nm 309 nm
Extinction Coefficient > 13000 14913
Wavelength 259 - 263 nm 261 nm
Extinction Coefficient > 32000 36176
Dye Content 88 %
Approximately 90%
Biological Stain Commission Pass Pass
Solubility (Turbidity) Clear Clear
c = 1mg/ml (0.1%), H20
Solubility (Color) Conforms to Reguirements Red

Red-Orange to Red

. =
Michael Grady, Manager

Quality Control
Milwaukee, WI US

Sigma-Aldrich warrants, that at the time of the quality release or subsequent retest date this product conformed to the information
contained in this publication. The current Specification sheet may be available at Sigma-Aldrich.com. For further inquiries, please contact

Technical Service. Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use.

slip for additional terms and conditions of sale.

Version Mumber. 1

Page 1 of 1

See reverse side of invoice or packing

Fig H.2 Estandar secundario
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