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Disefio experimental para la calibracion y validacion de acido citrico y

acido tartarico por espectrofotometria uv-visible normal y derivada
Fuensanta Sanchez Rojas?*, Catalina Bosch Ojeda?, Maria Espinosa BoschP, Antonio Jesis Ruiz Sanchez*

Resumen: El objetivo general del presente trabajo ha sido el desarrollo y aplicacién de metodologias analiticas basadas en la combi-
nacion de medidas espectroscopicas de ultravioleta con métodos quimiométricos de disefio de experimentos para establecer la matriz
de calibracion y posterior analisis de los resultados obtenidos. Los analitos seleccionados para este estudio han sido el acido citrico y
el 4cido tartarico. El 4cido citrico es un 4cido organico tricarboxilico que esta presente en la mayoria de las frutas, sobre todo en citri-
cos como el limén y la naranja. El 4cido tartarico es un acido organico bastante extendido en la naturaleza. Se encuentra en la uva, y
en pequefias cantidades en pepinos y patatas. Se presenta en forma de sal en algunos vegetales y en sus zumos.
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Abstract: The aims of this work has been the development and application of analytical methodologies based on the combination of
spectroscopic measures of ultraviolet with chemometric methods of experiments design to establishing the matrix of calibration and
later analysis of the obtained results. Citric acid and tartaric acid have been the selected analytes for this study. Citric acid is a tricar-
boxylic organic acid that is present in most of the fruits, mainly in citruses like the lemon and the orange. Tartaric acid is an organic
acid extended enough in the nature. It is in the grape, and in small amounts in cucumbers and potatoes. It appears in form of salt in

some vegetables and their juices.

Keywords: Citric acid, Tartaric acid, Experimental design, ANOVA, Multiple lineal regression.

Introduccion

El acido citrico se encuentra en forma de solido translicido o
blanco. Se ofrece en forma granular; es inodoro, sabor acido
fuerte, fluorescente al aire seco. Cristaliza a partir de solu-
ciones acuosas concentradas calientes en forma de grandes
prismas rombicos, con una molécula de agua, la cual pierde
cuando se calienta a 100°C, fundiéndose al mismo tiempo. Se
obtenia originalmente por extraccion fisica del acido del
zumo de limon. Hoy en dia la produccion comercial de acido
citrico se realiza sobre todo por procesos de fermentacion que
utilizan dextrosa o melaza de cafia de azlicar como materia
prima y Aspergillus niger como organismo de fermentacion.
La fermentacion puede llevarse a cabo en tanques profundos
(fermentacion sumergida, que es el método mas comun) o en
tanques no profundos (fermentacion de superficie). La fer-
mentacion produce acido citrico liquido que luego se purifica,
concentra y cristaliza.

El acido citrico ha llegado a ser el acidulante preferido por
la industria de las bebidas, debido a que es el tnico que otor-
ga a las bebidas gaseosas, en polvo o liquidas, propiedades
refrescantes, de sabor y acidez naturales. El acido citrico y sus
sales de sodio y potasio, actiian como conservantes en las
bebidas y jarabes, contribuyendo al logro del gusto deseado
mediante la modificacion de los sabores dulces. Se aprovecha
su capacidad para remover metales extrafios que causan tur-
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bidez, deterioran el color, el sabor y la vitamina C. El acido
citrico supone casi las tres cuartas partes del consumo total de
acidulantes.[!]

En la industria de frutas y vegetales encuentran aplicacion
el acido citrico y sus sales de sodio y potasio como mejo-
radores del sabor y conservantes, contribuyendo a asegurar el
sabor original, la apariencia natural y la consistencia normal
de los productos.

Se encuentra un amplio y seguro uso del acido citrico y sus
sales en industrias tales como las de caramelos, postres,
jaleas, dulces, compotas, conservas de carnes, salsas para
ensaladas, productos derivados del huevo y pescados.
También se usa para mejorar el sabor del helado, relleno de
tortas y cremas de fruta. También tiene ciertas aplicaciones en
los sectores de la carne y el pan (tratamiento de harina y adi-
tivo en la coccion). En la tabla 1 se resumen los principales
usos del acido citrico, en el sector de la alimentacion.

En general, el 4cido citrico y sus sales, se usan también
como constituyentes de formulaciones cosméticas, con-
tribuyendo a mejorar la vida, la eficiencia y la apariencia del
producto final. Facilmente se observa su uso en productos
para el cuidado del cabello, perfumes, cremas, lociones deso-
dorantes, quita-esmaltes y jabones.

Por otro lado, cuando el acido citrico se combina con bicar-
bonato de sodio y otras sales, al agregarse agua se produce
una bebida salina gaseosa, efervescente y refrescante. Esta
combinacion es especialmente efectiva en productos donde se
desea una disolucion rapida, buena apariencia visual y
sabores singulares. Uno de los principales usos del acido
citrico es en la produccién de Alka Seltzer. El écido citrico
provee ademas en las drogas la necesaria estabilizacion de los
ingredientes activos por su accion antimicrobial y antioxi-
dante. En el sector farmacéutico también tiene demanda el cit-
rato de sodio, ademas de usarse en jarabes, es anticoagulante
especial para bancos de sangre.

El 4cido tartarico se encuentra en forma de solido transluci-
do o blanco. Se ofrece en forma granular; es inodoro, sabor
acido fuerte y es estable al aire y a la luz. Su férmula quimica
es: COOH-CHOH-CHOH-COOH, donde los dos carbonos
secundarios son asimétricos y equivalentes, pues ambos estan
unidos a idénticos radicales (-COOH, -H,-OH,-CHOH-COOH)
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Tabla 1. Usos del acido citrico en el sector alimenticio. Tabla 2. Principales aplicaciones del acido tartarico.
Sector Uso Sector Aplicacién
Bebidas Saborizante y regulador de pH; incrementa la Alimenticio | Como acidulante para vinos, mostos y derivados

efectividad de los conservantes microbianos.

Dulces y conservas

Acidulante y regulador de pH para lograr
optima gelificacion.

Como acidulante y estimulante del sabor en los bom-
bones, congelados, confituras, néctares de frutas, helados
alimentarios, gelatinas y pastas

Caramelos

Acidulante y regulador de pH con el objetivo
de alcanzar la maxima dureza de los geles.

Verduras procesadas

En combinacion con acido ascorbico, pre-

En las conservas de frutas, legumbres y pescados, en las
que interviene como antioxidante sinérgico que ademas
estabiliza el pH, el color, el sabor y el valor nutritivo

viene la oxidacion.

Alimentos congelados

Ayuda a la accion de los antioxidantes,

En las grasas y aceites, en los que su efecto antioxidante
evita que se pongan rancios

inhibe el deterioro del sabor y el color.

Frutas y hortalizas enlatadas

En la preparacion de bebidas gaseosas

Disminuye el pH, al actuar como quelante;
previene la oxidacion enzimatica y la

Como emulsionante y conservante en la fabricacion de
panes y de bolleria industrial

degradacion del color, resalta el sabor.

Aceites y grasas

Previene la oxidacion.

Farmacéutico

Como excipiente o soporte del principio activo ayudan-
do a corregir la alcalinidad

Conlfiteria y reposteria

Se utiliza como acidulante, resaltador de
sabores y para optimizar las caracteristi-
cas de los geles.

Su fécil utilizacion, su estabilidad y su gran solubilidad lo
convierten en una fuente de acidez muy apreciada para la
preparacion de antibioticos, pildoras y pastillas efervescentes

Quesos pasteurizados y
procesados

En forma de sal, como emulsificante y
texturizante.

Medicina para las cardiopatias y compuestos terapéuti-
cos que combaten el SIDA

Productos de la pesca Para bajar el pH en presencia de otros con- Quimico Producto reactivo de laboratorio, galvanotecnia, fotografia
servantes o antioxidantes. Para preparacion de tartaros
Carnes Se utiliza como auxiliar del procesado y Como secuestrante de iones metalicos
modificador de textura. Construccion | En la industria del cemento y del yeso, en las que su capaci-
Lacteos Estabilizante en cremas batidas. dad para retrasar el fraguado facilita las manipulaciones

por lo que existen dos formas dpticamente activas y dos inac-
tivas (una, el acido tartarico racémico, mezcla de las dos va-
riedades activas y otra, el acido mesotartarico, inactivo por
compensacion intramolecular). Todas las variedades son soli-
das, cristalinas, incoloras y muy solubles en agua y en alcohol.
Sus principales aplicaciones se recogen en la tabla 2.

Para el pulido y la limpieza de metales

En la tabla 3 se resume la mayor parte de la investigacion
realizada, que se encuentra recogida en la bibliografia, desde
los ultimos diez afios, y que tienen como objetivo las deter-
minaciones conjuntas de acido citrico y acido tartarico en
diferentes muestras de alimentos y en formulaciones farma-

céuticas utilizando diferentes técnicas de deteccion.

Tabla 3. Determinaciones conjuntas de acido citrico y acido tartarico

Muestra

Técnica Comentario

Otros analitos Ref]

Valoracion potenciométrica

Calibracion multivariante, PLS

Ac. ascorbico 2

DER=10,4% citr.

Vinos Inyeccion secuencial(SI)- | PLS, rapido<3 min Azucares, alcohol, ac. malico, lactico, |3
FTIR acético

Refrescos, azucares SI-FTIR PLS Acido malico 4

Refrescos, azicares SI-FTIR Extraccion con fase solida, PLS Azucares, ac. malico 5

Vino Txacoli (blanco | HPLC, Cyg, HPLC, Cg, 0,1-10g L1 tart. 6

y tinto), mosto de uva | v 254 nm UV 254 nm 0,05-0,5 g L cit.

Vinos HPLC, FTIR Fase movil 0,005M H,SOy4 Glucosa, fructosa, glicerol, etanol, &c.|7
1-10 mg mL-1 acético, lactico, malico, succinico

Miel HPLC, UV 210 nm Eliminacion de matriz con extraccion en fase | Ac. piruvico, galacturonico, citramalico, | 8
solida, fase movil H,SOy4 glicolico, formico, acético, butirico, etc.

Cosméticos HPLC, UV Fase inversa, régimen isocratico o-hidroxiacidos 9

Vino blanco (dulces y | RP-HPLC, Fase movil H3PO, Ac. malico 10

Secos) UV 210 nm DER=3,2% tar.

LC, deteccion potenciométrica

Electrodo de membrana

Ac. maldnico, malico, fumarico, succinico, | 11
pirtvico, etc

Alimentos, bebidas

HPLC, deteccion electroquimica

LD=0,5-7 uM

Ac. malico, lactico, formico, acético 12

Cerveza

HPLC, fase inversabatidas.

Ac. oxalico, malico, succinico, vitamina C | 13

Vinagre balsamico

HPLC, columna cambio i6nico

Meétodo adiciones estandar

Glucosa, fructosa 14
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...Continuacion Tabla 3. Determinaciones conjuntas de acido citrico y acido tartarico

Muestra Técnica Comentario Otros analitos Ref.
Cerveza, alimentos, |HPLC Cjg, reaccion foto- | Jrradiacion con luz visible en presencia de Fe3* Ac. lactico, malico, oxalico 15
zumo de frutas, leche, quimica, deteccion quimio- | y U022+, luminol
vino, refrescos luminiscente
Vinos, Zumo de frutas | HPLC, columna de exclu- | 0,1-40nmol (20 puL inyeccion) Ac. acético, lactico, malico, succinico 16

sion de iones, deteccion
potenciométrica
Vinos griegos (blanco | HPLC-fase inversa, UV Elucién isocratica con KH,PO,4 0,02M Siete 4acidos organicos 17
y tinto) 230 nm,
Zumo de frutas HPLC-fase inversa, Fase movil H3PO,4 /agua Vitamina C, ac. oxalico, malico 18
propidnico
Vino tinto, mosto HPLC-fase inversa, UV Fase movil acetonitrilo/agua Ac. malico, lactico, acético, etc 19
Café GC, HPLC UV 210 nm HPLC mejor que GC Ac. oxalico, succinico, fumarico, malico, | 20
Vinagre balsamico GC, Extraccion fase solida para reducir interferen- | Ac. malico, succinico, gluconico 21
(Moddena) HPLC Cig cias, mejor HPLC para tartarico y citrico
Mosto, vino HPLC, exclusion ionica Alcohol n-propilico (5%) y THF (4%) como | Glicerina, etanol, ac. malico, succinico, |22
modificador organico en la fase mévil. Disefio | fumarico, acético, glucosa, fructosa
factorial para optimizacion de variables
Brandy de Jerez HPLC, exclusion ionica, pH 6,5 Ac. malico, fumarico, succinico, formi- |23
deteccion conductimétrica co, acético
Vinagre HPLC, exclusion ionica, Elucion isocratica, Disefio factorial Ac. malico, lactico, acético 24
Zumo de frutas Cromatografia de exclusion | Elucién isocratica con H,SO4; DER=1,5%-9,8% | Once é4cidos orgdnicos 25
i6nica, UV 210 nm
Vino tinto Cromatografia de Electrodo estable 10 dias; LD=3,28x10°6 M tar. Ac. malico, acético, formico, succinico |26
exclu519n de iones, o 3,62 x10-6 M citr.
Deteccion amperométrica
Vinagre Cromatografia ionica, Fase movil acido salicilico, tiempo de sepa- Ac. acético, lactico, succinico, malico, |27
columna de grafito, detec- ion 15 mi - - -
ol grafito, detec- | racién 15 min CI",NO,~, NO;3
cion conductimétrica
Alimentos Cromatografia ionica, Fase movil benzoato, tiempo de separacion 10 | Ac. acético, lactico, succinico, malico 28
columna de grafito, min
Zumos de frutas GC, resina cambio i6nico, |[D=10 ug mL-! tart. Ac. fumarico, isocitrico, malico succinico | 29
CO, supercritico
Vinagre de Médena | GC 4,0-9,7 g Kg'! tart. Azucares, ac. malico, succinico 30
0,6-1,5 g Kg-! citr. Analisis multivariante
Frutas, miel GC-MS 1-20 ng Ac. oxdlico, glicélico, pirtivico, levulinico, | 31
succinico, malico, palmitico, oleico, etc
Vinos Cromatografia de cambio | pH 4,15; Fase movil acido ftalico 0,975 mM; Ac. acético, lactico, succinico, malico 32
ionico, deteccion conduc- | LD=4,7 mg L-! citrico.
timétrica
Alimentos, bebidas Electroforesis capilar, LD=2x106 M Ac. acético, lactico, succinico, malico, |33
Deteccion UV indirecta carbonico, aspartico, oxalico, ascorbico,
gluconico
Zumo de uva, vino Electroforesis capilar 5-125 mg L-1; 4c. glicélico como estandar interno Ac. malico, succinico, acético, lactico 34
Deteccion UV indirecta
Vino blanco, zumo de | Electroforesis capilar pH 4,9; relleno del capilar con ac. 6-aminohexa- Ac. malico, succinico, acético, lactico 35
frutas noico 20mM vy 4c. 2,4-dihidroxibenzoicoSMm
Pienso Electroforesis capilar Recuperaciones entre 85,1-107,3% Ac. formico, fumérico, malico, acético, | 36
lactico, propionico
Orina Electroforesis capilar, - Ac. policarboxilicos 37
deteccion electroquimica
Zumo de frutas Electroforesis capilar de zona, | pH 6,2, CPB y B-CD como flujo electroosmético | Ac. di- tri- carboxilicos 38
deteccion amperométrica
Aguas Electroforesis capilar de zona | LD= 90-200 pg L-! Ac. organicos bajo PM 39
Suelo, tejidos vegetales | Electroforesis capilar de zona; de- | Capilar de silice fundida con electrolito (fosfato 25 | 11 ac. organicos, y algunos aniones 40

teccion UV indirecta a 185 nm

mM, TTAB 0,5 mM y acetonitrilo 15% a pH=6)
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...Continuacion Tabla 3. Determinaciones conjuntas de acido citrico y acido tartarico

Vino Isotacoforesis, deteccion pH=2,9; DER= 3,5% 13 4c. orgéanicos e inorganicos 41
conductimétrica

Frutas Electroforesis capilar direc- | pH 7,2; Presion inyeccion=15 psi; a-hidroxiacidos 42
ta UV 200 nm Potencial =-15 kV

Vinos Electroforesis capilar, Adicion Ca y Mg como complejantes en el elec- | Ac. formico, fumarico, succinico, oxali- |43
deteccion UV 185 nm trolito, pH 9.3; co, malico, acético, lactico

Cerveza Electroforesis capilar de LD<0,05-0,7 mg L-! 11 écidos de bajo peso molecular 44
zona-ESIMS

Vinos Electroforesis capilar, Ac. 2,6-piridin-dicarboxilico como electrolito | Ac. malico, succinico, acético, lactico 45
deteccion UV, inyeccion de fondo, EDTA como enmascarante de trazas
electrocinética de metales

Vinos Electroforesis capilar de DER= 3-5%; tiempo de analisis 10 min 22 acidos organicos e inorganicos 46
zona, deteccion conduc-
timétrica

Bebidas Electroforesis capilar de Separaciones en menos de 3,5 min;; modifi- | Ac. oxalico, formico, malico, succinico, |47
zona, deteccion directa UV | cador de flujo osmoético TTAOH 2,5 mM; tam- | maleico, glutdmico, pirtvico, acético, lac-
185 nm pon fosfato pH 6,4 tico, butirico, benzoico, soérbico, ascor-

bico, gluconico

El conocimiento de la metodologia estadistica es un arma
imprescindible para la obtencion, analisis e interpretacion de
los datos que proceden de observaciones sistematicas o de
experimentaciones proyectadas, especificamente para conocer
los efectos de uno o varios factores que intervienen en los
fenémenos en estudio. Gran parte de la investigacion en el
campo de la ingenieria e industria es empirica y emplea en
forma extensiva la experimentacion. Los métodos estadisticos
pueden incrementar grandemente la eficiencia de estos expe-
rimentos y, a menudo, reforzar las conclusiones obtenidas.
Elegir el método adecuado de an4lisis es de suma importancia.

Dos métodos de analisis muy utilizados en la practica son
el andlisis de variancia y el de regresion lineal, ambos
pertenecientes a la familia de los modelos lineales generaliza-
dos. Frecuentemente, los métodos de regresion son utilizados
para analizar datos que provienen de estudios que no fueron
disefiados, este es el caso del estudio de fendmenos no con-
trolados o de registros historicos; también son muy utiles en
experimentos disefiados. Por lo general, el andlisis de varian-
cia en un experimento disefiado ayuda a determinar qué fac-
tores son importantes, usandose el de regresion para cons-
truir un modelo cuantitativo que relaciona los factores impor-
tantes con la respuesta. Usualmente el investigador se decide
por alguna de las dos técnicas de analisis, dependiendo de los
objetivos de su estudio, pero pocas veces se hace un estudio
comparativo de ambas técnicas. Esta investigacion pretende,
precisamente, comparar ambas técnicas de analisis, para un
conjunto de datos provenientes de un experimento controlado,
determinar si existen diferencias entre ellas, tanto en los resul-
tados obtenidos como en su aplicacion practica y la riqueza de
andlisis que ofrece cada una. En nuestro caso, el experimento
controlado consiste en un procedimiento espectrofotométrico
para el andlisis simultaneo de 4cido citrico y 4cido tartarico.

Experimental
Reactivos, instrumentacion y software

- Disoluciones patrén de acido citrico y acido tartarico de 1 g L-1.

- Espectrofotometro Varian Cary 50 UV-VIS.

- Programa Statgraphics plus 5.1 para el disefio experimental
y los estudios estadisticos.
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Estudio preliminar

Las caracteristicas espectrales de ambos analitos en solu-
ciones homogéneas de acido citrico y acido tartarico se
establecen previamente. Debido al gran solapamiento espec-
tral obtenido, es imposible la determinacion simultanea de los
mismos, mediante medidas espectrofotométricas conven-
cionales, sin errores significativos.

Matriz de calibracion y analisis de datos

La matriz de calibraciéon se ha disefiado estadisticamente
sobre un intervalo de concentraciones entre 1 y 6 ug mL-! de
cada analito. Se ha realizado un disefio factorial multinivel
(24) que consiste en 32 ejecuciones. El disefio se ejecuta en 2
bloques y el orden de los experimentos se ha realizado total-
mente de forma aleatoria para protegerlo contra los efectos de
variables ocultas. Los valores experimentales de las variables
de disefio que se han empleado se detallan en la tabla 4. Se
registraron los espectros y se obtuvieron la primera, segunda,
tercera y cuarta derivada de los mismos con el software del
espectrofotometro y se archivaron para ser usados en la cali-
bracion y prediccion posterior.

Para el analisis de los datos se realizd un ajuste de los mis-
mos a partir de un modelo cuadratico y otro de regresion
lineal multiple.

Resultados y discusion
Datos de absorbancia

Los resultados obtenidos para el modelo cuadratico a la lon-
gitud de onda seleccionada se recogen en la tabla 5. La tabla
de analisis de la varianza (ANOVA) divide la variabilidad de
la absorbancia en distintos segmentos separados para cada
uno de los efectos. En este caso, 4 de los efectos tienen los p-
valores inferiores a 0,05; indicando que son significativa-
mente diferentes de cero al 95,0% de nivel de confianza.
La ecuacion de regresion del modelo ajustado es:

Absorbancia = 0,710777 + 0,00790571- [acido citrico] -
0,00759497- [acido tartarico] -0,000109052- [acido citrico]? +

www.rseq.org An. Quim. 2008, 104(3), 181-188
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Tabla 4. Matriz de calibracion

Tabla 5. Modelo cuadratico para absorbancia

Ejecucion Bloque | Acido citrico | Acido tartirico Fuente Sumade |gl| Mediade |F-ratio|P-valor
(mg L (mg L cuadrados cuadrados
1 1 6 6 A: acido 0,00774984 | 1 0,00774984 16,29 | 0,0005
5 1 4.4 1 citrico
3 1 1 1 B: acido 0,0264476 1 0,0264476 55,61 | 0,0000
tartarico
4 1 44 6
5 | 44 23 AA 0,0000029877| 1 {0,00000298777 (0,01 0,9375
P | 1’ 2,8 AB 0,0000479724| 1 | 0,0000479724 10,10 0,7534
; | ) g 1’ BB 0,00244621 1 0,00244621 |5,14 0,0322
" : 2’8 P Bloques 0,0037845 1 0,0037845 7,96 0,0092
0 1 6’ X Error total | 0,0118904 | 25 | 0,0037845
Total (corr.)| 0,0522649 | 31
10 1 1 4.4
11 1 2.8 2.8 R-cuadrado = 77,2497 %
12 1 6 2,8 0.83F 5
13 1 2,8 4.4 081 f
14 1 44 44 = /
2 o7t / 4
15 1 1 6 g
o 2 f
16 1 6 44 2 o : ]
17 2 4.4 4.4 075 f
18 2 2,8 1 073k = ]
19 2 6 1 1.0 6,0 1.0 6.0
Acido citrico Acido tartarico
20 2 ! 44 Figura 1. Grafico de efectos principales
21 2 2.8 2,8
22 2 6 2.8 0sF 3
23 2 1 1 oo 1
0.39:— 1
24 2 4.4 1 8 e} ]
25 2 4.4 6 8 ossf Ac. tartarico=6,0]
26 2 6 6 % o ;:_AG.tarta'rico=G,0 — g t
27 2 2,8 6 0}45} e tararico=1.0]
28 2 1 6 0.71 Ac. tartarico=1.0 — ]
10 60
29 2 1 2’8 Ag. citrico
30 2 4,4 2,8 Figura 2. Gréfico de interaccion
31 2 6 4.4
32 2 2.8 4.4 B:Acido tartarico o+
. - -
0,000355154- [4cido citrico]- [4cido tartarico] + 0,00312037- Aiheldo citrico
[acido tartarico]? BB
Para una mayor comprension de la influencia de las varia-
bles sobre la absorbancia, en la Figura 1 se representa la AB
variacion de dicha respuesta a lo largo de los respectivos AA
intervalos de ensayo y en la Figura 2 se muestra la no exis- s ‘ ‘ ‘ ‘
tencia de interaccion entre ellas. Ademas, en la Figura 3 se 0 2 4 6 8

representa el diagrama de Pareto en el que aparecen ordena-
dos graficamente los efectos de los factores y de las interac-
ciones, trazando una linea divisoria de los que se consideran
significativos y los que no.

Por tanto, a la vista de los resultados anteriores, se procede
a eliminar los efectos insignificantes, que son AA y AB, con
lo que la nueva ecuacion obtenida es:

Absorbancia = 0,707252 + 0,00840555- [acido citrico] -
0,00633417- [4cido tartarico] +0,00312037- [acido tartarico]?
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Efectos estandarizados

Figura 3. Grafico de Pareto estandarizado

A continuacion se realiza el ajuste del modelo de regresion
lineal maultiple para la variable absorbancia, utilizando las
concentraciones de 4cido citrico y acido tartarico como varia-
bles independientes. La tabla 6 muestra los resultados del
ajuste a un modelo de regresion lineal multiple para describir
la relacion entre absorbancia y dos variables independientes.
La ecuacion del modelo ajustado es:
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Absorbancia = 0,680037 + 0,00840555- [acido citrico] +
0,0154396- [acido tartarico]

Tabla 6. Modelo lineal multiple

Datos de derivadas

Al igual que en el apartado anterior, para el analisis de los
datos obtenidos empleando los espectros derivados (1%, 2%, 3?

Anilisis de regresién miltiple y 4* derivada) se realiz6 un ajuste de los modelos cuadratico
Pard Estimacién | E - Evtadistico T Poval y lineal multiple. Los resultados obtenidos para el valor P
arametro |Estimacién | Error estindar | Estadistico Valor mediante ANOVA se detallan en la tabla 8 asi como los va-
Constante 0,680037 0,0127573 53,3059 0,0000 lores de R-cuadrado.
A citrico 10.00840555 |0.00238329 352687 0.0014 Como puede observarse en la tabla 8 s6lo son significativos
: los efectos correspondientes al acido citrico (A) y al acido
A. tartarico |0,0154396 |0,00238329 6,47829 0,0000 tartarico (B), por lo que se pueden eliminar los efectos AA,
Analisis de Varianza AB y BB. De esta forma, las ecuaciones obtenidas por el
modelo cuadratico coinciden exactamente con las del modelo
Fuente Suma de |GL |Cuadrado Cociente-F | P-valor u . A * .
. de regresion lineal multiple recogidas en la tabla 9.
cuadrados medio
Modelo 0.0340928 |2 10.0170464 2720 0.0000 Tabla 8. Analisis obtenido por el modelo cuadratico para las derivadas
Residuo 0,0181721 |29 0,000626624 Orden de la Valor P R-cuadrado
4 o,
Total (Cort.) |0,0522649 |31 derivada (o)
Fuente
R-cuadrado = 65,2308 %
A:4c. |B:éc. AA AB BB
) . . citrico |tartarico
La segunda etapa del proceso de calibracion consiste en -
. . . 1* derivada | 0,0066 | 0,0000 | 0,6594|0,9559|0,0828| 90,4688
obtener las variables dependientes de una o varias muestras,
que junto con los coeficientes de regresion permiten predecir |2 derivada | 0,0075 | 0,0000 10,6428 09156 10,0768 90,75
el valor de las variables independientes. Esta etapa se deno- |3"y 4* 0,0073 | 0,0000 |0,6470 |0,9413 10,0851 90,458
. Ry . o . derivada
mina de prediccion y el conjunto de datos utilizados consti-

tuye el grupo o "set de prediccion". Cuando esta operacion se
realiza con un conjunto de muestras de composicién conoci-
da, recibe el nombre de validacion del procedimiento.

Al igual que la etapa anterior, la prediccion se ha efectuado
empleando los dos procedimientos descritos anteriormente.
Los resultados obtenidos se exponen en la tabla 7, de los
cuales se deduce que los dos analisis conducen a resultados
muy parecidos.

Tabla 7. Resultados para la estimacion de la absorbancia

Tabla 9. Ecuaciones de los modelos ajustados por regresion lineal
multiple

Orden de Ecuacién

la derivada

1* derivada Y =0,0368322 + 0,000627719- [acido citrico] +
0,00125934- [4cido tartarico]

2* derivada Y =0,0138489 + 0,00023033- [acido citrico] +
0,000475979- [4cido tartarico]

3y 4 Y =0,0302764 + 0,000511195- [4cido citrico] +

derivada 0,00103331- [4cido tartarico]

Acido citrico | Acido tartarico|  Valor Valor Valor
(mg L) (mg L-1) observado| ajustado | ajustado
Regresion | Modelo
lineal cuadratico
1 1 0,718 0,703882 | 0,714454
1 2 0,733 0,719322 | 0,716575
1 3 0,75 0,734762 | 0,724937
2 2 0,725 0,727727 | 0,724864
3 3 0,763 0,751573 | 0,742007
2 4 0,77 0,758607 | 0,748539
3 6 0,804 0,797892 | 0,806669
2 1 0,76 0,712288 | 0,722388
3 1 0,82 0,720693 | 0,730103
1 4 0,728 0,750201 | 0,73954
1 5 0,745 0,765641 | 0,760384
1 6 0,781 0,78108 | 0,787468
4 1 0,738 0,729099 | 0,737601
5 1 0,746 0,737504 | 0,74488
6 1 0,752 0,74591 | 0,751942
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La tabla 9 muestra las ecuaciones del modelo ajustado a un
modelo de regresion lineal multiple para describir la relacion
entre la sefial y las dos variables independientes.

Del mismo modo que en el apartado anterior, la prediccion
se ha efectuado empleando los dos procedimientos descritos.
Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 10, de los
cuales se deduce que los dos analisis conducen a resultados
similares cualquiera que sea el orden de la derivada.

Conclusiones

El acido citrico y acido tartarico son dos acidos organicos
muy interesantes desde el punto de vista de sus aplicaciones,
por lo que han sido escogidos para la realizacion de este estu-
dio, en el cual se han obtenido las calibraciones individuales
de acido citrico y acido tartarico, utilizando sefales en
absorbancia, y en derivadas desde la primera a la cuarta.
Para la calibracion conjunta se ha hecho uso del programa
Statgraphics plus 5.1 para la creacion de la matriz de cali-
bracion, utilizando un disefio factorial multinivel (24) que con-
siste en 32 ejecuciones. El disefio se ejecuta en 2 bloques y el
orden de los experimentos se ha realizado de forma totalmente
aleatoria para protegerlo contra los efectos de variables ocultas.
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Diseno experimental para la calibracion y validacion de acido citrico y acido tartarico...

Tabla 10. Resultados para la estimacion de las derivadas

Ac. citrico Ac. Orden de la derivada
(mgL-1) | tartdrico Primera Segunda Tercera y Cuarta
(mgLY)

Valor obs. | Modelo Modelo | Valor obs. | Modelo Modelo | Valor obs. | Modelo Modelo

regresion | cuadratico regresion | cuadratico regresion | cuadratico
lineal lineal lineal

1 1 0,0384 0,0387193 | 0,0392012 0,0144 0,0145552 | 0,0147232 0,0315 0,0318209 | 0,0321972
1 2 0,0373 0,0399786 | 0,0394694 0,0148 0,0150311 | 0,0148264 0,0319 0,0328542 | 0,0324236
1 3 0,0369 0,0412379 | 0,0402441 0,0150 0,0155071 | 0,0151229 0,0322 0,0338875 | 0,0330646
2 2 0,0380 0,0406063 | 0,0403557 0,0150 0,0152615 | 0,0151616 0,0320 0,0333654 | 0,0331589
3 3 0,0411 0,0424934 | 0,0418788 0,0161 0,0159678 | 0,015735 0,0342 0,0349099 | 0,034414
2 4 0,0414 0,043125 | 0,0423987 0,0165 0,0162134 | 0,0159387 0,0343 0,035432 | 0,0348416
3 6 0,0455 0,0462714 | 0,0472035 0,0170 0,0173957 | 0,0177566 0,0378 0,0380098 | 0,0387832
2 1 0,0389 0,039347 | 0,0400938 0,0145 0,0147855 | 0,015063 0.0323 0,0323321 | 0,0329395
3 1 0,0408 0,0399747 | 0,0408614 0,0152 0,0150158 | 0,0153535 0,0338 0,0328433 | 0,0335745
1 4 0,0423 0,0424973 | 0,0415252 0,0159 0,0159831 | 0,0156126 0.0347 0,0349208 | 0,0341203
1 5 0,0393 0,0437566 | 0,0433128 0,0172 0,0164591 | 0,0162956 0,0366 0,0359541 | 0,0355907
1 6 0,0487 0,0450159 | 0,0456069 0,0183 0,0169351 | 0,0171719 0.0400 0,0369874 | 0,0374757
4 1 0,0388 0,0406024 | 0,041504 0,0146 0,0152462 | 0,0155949 0,0356 0,0333545 | 0,0341024

5 1 0,0381 0,0412301 | 0,0420215 0,0170 0,0154765 | 0,0157872 0,0367 0,0338657 | 0,034523
6 1 0,0403 0,0418579 | 0,042414 0,0174 0,0157068 | 0,0159303 0,0371 0,0343769 | 0,0348364

Se han analizado los datos obtenidos mediante un modelo
cuadrético y un modelo de regresion lineal multiple. La vali-
dacion del procedimiento se ha llevado a cabo mediante el
analisis ANOVA y de regresion lineal multiple para cada uno
de los datos obtenidos, esto es absorbancia, primera derivada,
segunda derivada, tercera derivada y cuarta derivada con-
cluyendo que los dos analisis conducen a resultados similares.
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