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1. Introduccio

La cafeina (1,3,7-trimetilxantina) és un alcaloide cristal-li blanc i amarg, " CHs
present en diverses begudes (refrescos i begudes energétiques) H"'aG%N/IN)
(Spectrophotometric determining)'. Es una substancia que es troba de forma o’f*‘w N
natural a les fulles, llavors o fruits de més de 63 especies de plantes a tot el CHs

mon. A més s'utilitza ampliament en molts refrescos com a agent saboritzant o Rt
(Spectrophotometric Analysis of Caffeine)?.

Consumida en dosis moderades (Dosis Uniques de fins a 200 mg) la cafeina pot augmentar I'atencid i
el rendiment mental (EFSA)® (Espafiol Hartford HealthCare)’. Pero les begudes energétiques no
contenen cafeina en petita quantitat, siné que contenen una quantitat molt gran. Tanmateix, un consum
excessiu pot provocar efectes fisiologics no desitjats com alteracié del son, canvis en el comportament
o trastorns cardiovasculars (AESAN)°.

Segons la Agencia Espafiola Seguridad Alimentaria y Nutricion, un consum regular de cafeina pot
causar dependéncia fisica moderada i tolerancia a aquesta substancia, creant la necessitat de
consumir una dosi més gran que la inicial per aconseguir un efecte semblant a l'original.

Les begudes energetiques solen contenir quantitats elevades de cafeina. Generalment, el contingut és
d'uns 32 mg de cafeina per 100 mL de beguda (AESAN)®. Segons el Reglament (UE) 1169/2011
(Reglamento UE n° 1169/2011)%, les begudes amb un contingut superior a 150 mg de cafeina per litre
han d'indicar a I'etiquetatge I'advertiment: “Contingut elevat de cafeina: no recomanat per a nens ni
dones embarassades o en periode de lactancia”, aixi com el contingut de cafeina expressat en mg per
100 mL.

Per determinar la concentracié de cafeina en les mostres es va utilitzar, I'espectrofotometria d'absorcid
molecular UV-Vis. Aquesta técnica es basa en la mesura de I'absorci6 de radiacio electromagnética en
les regions ultraviolada i visible (190-1100 nm) de I'espectre electromagnétic. Quan una molécula
absorbeix un fotd de llum ultraviolada o visible, I'energia del fotdé promou un electré des d'un orbital
d'estat fonamental de menys energia a un orbital d'estat excitat de més energia. La part especifica
d'una molécula responsable d'aquesta absorcié s'anomena cromofor (Hinotek)'.

La cafeina és un cromofor excel-lent perqué la seva estructura molecular conté un sistema conjugat,
una serie d'enllagos simples i dobles alternats. Aquesta conjugacio deslocalitza els electrons 1 a través
de la molécula, cosa que disminueix la bretxa energetica entre I'estat fonamental i 'estat excitat. Com
a resultat, la cafeina pot absorbir fotons de menor energia, concretament al rang UV, cosa que la fa

facilment detectable per espectrofotometria UV-Vis (Hinotek)’.



La cafeina absorbeix radiacié UV al voltant de 272-275 nm, amb una maxima absorcié (Amax) a 274
nm, on la substancia absorbeix la llum amb més intensitat i permet detectar fins i tot concentracions
baixes mitjangant espectrofotometria  UV-Vis, i s'utilitza cubetes de quars (Hinotek)’;
(Spectrophotometric determining)'.

La quantificaci6 es basa en la llei de Beer-Lambert que estableix una relaci6 entre I'absorbancia de la

mostra i la concentracio de la substancia absorbent segons I'expressio:
A =¢€-b-c

On A és l'absorbancia, és 'absortivitat molar, b és el cami optic de la cubeta i ¢ és la concentracié de
la substancia absorbent (cafeina) a la dissolucié (Hinotek)’.

No obstant aix0, les begudes son mescles complexes que contenen altres compostos com sucres,
colorants, acids o conservants els quals també poden absorbir radiaci6 ultraviolada a la mateixa regi6
que la cafeina i interferir en la determinacio (Hinotek)’. Per aquest motiu, abans de I'analisi es realitza
una preparacio de la mostra mitjangant una extraccié liquid-liquid.

L'extraccié liquid-liquid és una técnica basada en la particio d'un solut entre dues fases liquides
immiscibles. La cafeina és moderadament soluble en aigua perd presenta una major solubilitat en
dissolvents organics com el diclorometa o el cloroform. Aixi, quan la mostra aquosa es barreja amb un
d'aquests dissolvents, la cafeina passara preferentment de la fase aquosa a l'organica. (Hinotek)’.
S'utilitza el dissolvent cloroform, perqué la cafeina presenta una major afinitat per aquest dissolvent
organic que per l'aigua, fet que afavoreix la seva transferéncia a la fase organica i permet la separacio
dels compostos més polars presents en la fase aquosa (Determinacion de Cafeina)®; (Coeficiente de
Particion)®.

2. Prevencio de riscos

Cloroform: carcinogenicitat, toxicitat. - Fer-ho servir dins d'una campana.

Carbonat de sodi al 20%: lesions oculars greus.

3. Procediment
3.1. Mostra

e Monster Original (Monster Energy Original Green)

e Monster Sense Sucre (Monster Energy Zero Ultra White)

e Monster Mango Loco



3.2. Reactius
e Estandard de cafeina d'alta puresa (299%) CAS: 58-08-2
e Triclormeta (cloroform) CAS: 67-66-3
e Carbonat de sodi al 20% CAS: N° CAS: 497-19-8

3.3. Material
e Matrassos aforats de 100 mL, 50 mL i e Suportipinga
S mL. e Pipeta pasteur
e Pipetes aforades de 1 mL, 2 mL, 3 mL, e Micropipeta
4mL, 5mL, 10 mL e Espatula
e Embuts de decantacio e Cubetes de quars

e Vas de precipitats

e \/idres de rellotges

3.4. Calculs previs

Preparacio recta de calibrat
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e Dissolucio stock g_‘; BB 131s Patrd de cobe

Dissolucio stock 100 ppm (mg/L) de Cafeina - 100 ml
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pesar una quantitat exacte de 0,0121 g i es va enrassar a 100 mL en

e

exacte a I'hora de fer analisis. A I'hora de I'experimentaci6 es va j

s’hauria d’haver pesat de l'ordre de 0,1 g del patrd de cafeina i Faia 2 sbre de diucions
enrasar-ho a 1 L, per mantenir la mateixa concentracio desitjada.

e Dilucié intermitja 1
Es prepara una dilucié intermitja de 10 ppm a partir de la dissoluci6 stock de 100 ppm.

10 mg Cafeina = 1000 mL dissolucié mare
100 mL dé 100 mg cafeina

100 mL dissolucid final - = 10 mL dissolucié mare

S'agafen 10 mL de la dissolucié mare i es porta a un volum de 100 mL, els ppm de cafeina en aquesta

dilucié és 10 ppm (mg/L).



e Diluci6 intermitja 2
Es prepara una segona dilucio intermitja de 1 ppm a partir de la primera dilucié intermitja de 10 ppm.

1mg cafeina =~ 1000 mL dilucié intermitja 1
1000 mL dé 10 mg cafeina

50 mL dissolucio final = 5 mL diluci¢ intermitja 1

S'agafen 5 mL de la primera dilucié intermitja i es porta a un volum de 50 mL, els ppm de cafeina en
aquesta dilucié és 1 ppm (mg/L).

e Patrons per a realitzar la recta de calibratge de I'espectofotometre
A partir de la segona dilucié intermitja es realitzen els 5 patrons.
Els patrons sén 0,02 ppm, 0,04 ppm, 0,06 ppm, 0,08 ppm, 0,1 ppm, perque anteriorment és van
realitzar uns altres patrons i la absorbancia va donar uns valors molt elevats (més de 2,5)
1. 0,02 ppm

0,02 mg cafeina 1000 mL dilucié intermitja 2
1000 mL do 1 mg cafeina

50 mL volum final - = 1 mL diluci¢ intermitja 2

S'agafa 1 mL de la segona dilucio intermitja i es porta a un volum de 50 mL, els ppm de cafeina en
aquest patré és 0,02 ppm.
2.0,04 ppm

0,04 mg cafeina 1000 mlL dilucié intermitja 2
1000 mL do 1mg cafeina

50 mL volum final - = 2 mL diluci¢ intermitja 2

S'agafa 2 mL de la segona diluci6 intermitja i es porta a un volum de 50 mL, els ppm de cafeina en
aquest patré és 0,04 ppm.
3.0,06 ppm

0,06 mg cafeina . 1000 mL dilucié intermitja 2
1000 mL do 1mg cafeina

50 mL volum final - = 3 mL diluci¢ intermitja 2

S'agafa 3 mL de la segona diluci6 intermitja i es porta a un volum de 50 mL, els ppm de cafeina en
aquest patré és 0,06 ppm.
4.0,08 ppm

0,08 mg cafeina . 1000 mL dilucio intermitja 2
1000 mL do 1 mg cafeina

50 mL volum final - = 4 mL dilucié intermitja 2

S'agafa 4 mL de la segona dilucio intermitja i es porta a un volum de 50 mL, els ppm de cafeina en
aquest patré és 0,08 ppm.
5.0,1 ppm

0,1 mg cafeina_, 1000 mlL dilucid intermitja 2
1000 mL do 1mg cafeina

50 mL volum final - = 5 mL dilucié intermitja 2

S'agafa 5 mL de la segona diluci6 intermitja i es porta a un volum de 50 mL, els ppm de cafeina en

aquest patré és 0,1 ppm.



Concentracio cafeina en ppm dels patrons:

Numero patré Concentracio de cafeina en ppm
1 0,02

2 0,04

3 0,06

4 0,08

5 0,1

Taula 1. Concentracié dels patrons

Dissolucio de Carbonat de sodi al 20%
S'afegeix a 'embut de decantacié a I'hora de realitzar I'extraccio liquid-liquid de la cafeina. La seva
funcid és ajustador del pH, neutralitzar i eliminar compostos acids presents en la mescla durant

I'extraccio.

100 mL diss - —o-— = 20 g Na,CO,

3.5. Procediment experimental

e Desgasificar les tres mostres de Monster al bany d’ultrasons.
o Abocar uns 50 mL de mostra en un vas de precipitats de 600 mL. Fer-ho per cada
mostra.
o Deixar durant 45 min els tres vasos amb les mostres al bany d'ultrasons fins que no hi
hagi preséncia de gasos a la mostra (no hi havia preséncia de bombolles 0 escuma als
Vasos).
o Passat aquest temps treure les tres mostres del bany d’ultrasons.
e Realitzar els patrons de 0,02 ppm, 0,04 ppm, 0,06 ppm, 0,08 ppm i 0,1 ppm a partir de la
dissolucio filla 2 en matrassos aforats de 50 mL i enrasar amb cloroform.

3.5.1. Extraccid Liquid-Liquid cafeina

Realitzar a la campana
e Enun embut de decantaci6 afegir 10 mL de mostra Monster Original desgasificada.
e Afegir 1 mL de carbonat de sodi al 20%.
e Afegir 5 mL de cloroform i agitar per dissoldre.
e Tapar I'embut i invertir-lo suaument diverses vegades per barrejar les capes, ventilar sovint

obrint la clau de pas per alliberar la pressié acumulada.



Deixar reposar I'embut fins que les dues capes s'hagin separat del tot. (El cloroform (CHCI,) és
més dens que l'aigua i formara la capa inferior).

Abocar en un vas de precipitat I'extracte organic (cafeina + cloroform).

Repetir I'extraccio dues vegades més amb el dissolvent (cloroform).

Combinar tots els extractes organics en un vas de precipitats.

Buidar la capa organica inferior en un vas de precipitats net.

Repetir el procediment d’extraccid per els altres tipus de Monster: Monster Zero Ultra White i
Mango Loco.

Diluci6 de les tres mostres: S'agafa 0,1 mL amb micropipeta del extracte (cafeina + cloroform)
de la mostra de monster Original s'aboca en un matras aforat de 5 ml i omplir amb cloroform
fins enras, es duu a terme 3 vegades.

Dilucié de les tres mostres: S’agafa 0,1 mL amb micropipeta del extracte (cafeina + cloroform)
de la mostra de monster Zero Ultra White s’aboca en un matras aforat de 5 ml i omplir amb
cloroform fins enras, es duu a terme 3 vegades.

Diluci6 de les tres mostres: S'agafa 0,1 mL amb micropipeta del extracte (cafeina + cloroform)
de la mostra de monster Mango Loco s’aboca en un matras aforat de 5 ml i omplir amb

cloroform fins enras, es duu a terme 3 vegades.

3.5.2. Quantificacio cafeina

Cubetes de quars, longitud d’'ona absorbeix cafeina A272 nm - 275 nm Amax: 274 nm

Realitzacio del blanc: Posar a una cubeta de quars una petita quantitat de cloroform.
Realitzacio de la recta de calibrat: S'aboca una petita quantitat de patré 0,02 ppm a una cubeta
de quars, fer el mateix per a la resta de patrons.

Lectura de I'absorbancia dels patrons: Posar les cubetes de quars que contenen els patrons al
espectrofotometre  UV-Visible a una longitud d'ona de A274 nm i fer la lectura
espectrofotometrica.

Lectura de I'absorbancia de les mostres: S'aboca una petita quantitat de la mostra diluida de
Monster Original a una cubeta de quars, fer-ho per triplicat.

Posar la cubeta de quars que conté la mostra diluida de Monster Original al espectrofotometre
UV-Visible a A274 nm i fer la lectura espectrofotométrica, mesurar 'absorbancia per triplicat.
Lectura de I'absorbancia de les mostres: S'aboca una petita quantitat de la mostra diluida de

Monster Zero Ultra White a una cubeta de quars, fer-ho per triplicat.



e Posar la cubeta de quars que conté la mostra diluida de Monster Zero Ultra White al
espectrofotometre UV-Visible a A274 nm i fer la lectura espectrofotometrica, mesurar
I'absorbancia per triplicat.

e |ectura de I'absorbancia de les mostres: S'aboca una petita quantitat de la mostra diluida de
Monster Mango Loco a una cubeta de quars, fer-ho per triplicat.

e Posar la cubeta de quars que conté la mostra diluida de Monster Mango Loco al
espectrofotometre  UV-Visible a A274 nm i fer la lectura espectrofotometrica, mesurar
I'absorbancia per triplicat.

La quantificacié de les mostres, fer-ho el més rapid possible, per minimitzar I'evaporacié del cloroform.

4. Taula amb dades experimentals

Numero patré Concentracio de cafeina en ppm Absorbancia
1 0,02 0,707
2 0,04 0,234
3 0,06 0,346
4 0,08 0,416
5 0,1 0,681

Taula 2. Dades experimentals lectura absorbancia dels patrons

Absorbancia i Concentracio cafeina (ppm)
® 0,65 + 0,438 R? = 0,01
0,8

0,6

0,4 ®

Absorbancia
@

0,2

0,0

0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
Concentracié cafeina (ppm)

Grafic 1. Linea de tendencia dels 5 patrons
S’elimina el punt corresponent al patré amb una concentracio de 0’02 ppm (mg/L) i una absorbancia de

0707, ja que es considera un valor andmal que s'allunya molt de la tendéncia lineal, i es torna a fer la

recta de calibrat sense aquest punt.



Numero patro Concentracio de cafeina en ppm Absorbancia
2 0,04 0,234
3 0,06 0,346
4 0,08 0,416
5 0,1 0,681
Taula 2. Dades experimentals lectura absorbancia dels patrons
Absorbancia | Concentracio cafeina (ppm)
» 706X + -0,0T46 R* = 0,592
0.8
&
06
g
E 0.4 .
E ]
=,
L ]
02
00 — - | .
0,04 0,08 008 .10

Concantrscid caleing (ppm)

Grafic 2. Linea de tendencia dels 4 palmns

5. Calculs finals

Després d’obtenir els resultats de les senyals de les mostres en I'espectrofotdmetre, es realitzen els

segulients calculs per determinar la concentraci6 de cafeina present a les mostres.

Mostres Absorbancia
Monster Original 0,575 0,575 0,575
Monster Zero Ultra White (Sense sucre) 0,268 0,267 0,266
Monster Mango Loco 0,213 0,267 0,312

Taula 3. Dades experimentals lectura absorbancia de les mostres

S’aplica I'equacio de la recta de calibratge per determinar la concentracié de cafeina corresponent a

cada mostra.
Equacié de la recta y=ax+b — y=7,06x + (-0,0746)



e Mostra Monster Original
y=0,575
0,0575 = 7,06x + (-0,0746)
0,0575 - (-0,0746) = 7,06x

2B =x - x=0,0920 ppm Cafeina — 0,0920 - - = 4,6 ppm (mg/L) Cafeina

4624 azfe'ma , 1030LmL . 1001mL = 0,46 mg Cafeina/100 mL

Es fa el mateix calcul per totes les répliques, ja que I'absorbancia es la mateixa.

o Tractament estadistic (mitjana + DS)

m No es realitza tractament estadistic ja que els tres replicas donen el mateixa valor.

Valor tedric (especificat a I'etiqueta del fabricant): 32 mg cafeina/100mL

Er(%) — __|valor real— valor experimental| X 100 —» J%L x 100 = 98,56 %

Valor real
e Mostra Monster Zero Ultra White
1) y= 0,268
0,268 = 7,06x + (-0,0746)
0,268 - (-0,0746) = 7,06x

0'73326 =X — x=0,0485 ppm Cafeina — 0,0485 % — 2,43 ppm (mglL) Cafeina

p43macafeme . L. L00ML = (,243 mg Cafeina/100 mL

2) y= 0,267
0,267 = 7,06x + (-0,0746)
0,267 - (-0,0746) = 7,06x

L2488 =x > x=0,0484 ppm Cafeina — 0,0484 - ==~ = 2,42 ppm (mgL) Cafeina

24 mofafema . 1. 100mL (242 mg Cafeina/100 mL

3) y= 0,266
0,266 = 7,06x + (-0,0746)
0,266 - (-0,0746) = 7,06x

—0'73 326 =X — x=0,0482 ppm Cafeina — 0,0482 % — 2,41 ppm (mglL) Cafeina

o4 atalene . L. 200ML — 0,241 mg Cafeina/100 mL
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o Tractament estadistic (mitjana + DS)

Valors Experimentals Mitjana (X - Mitjana) (X - Mitjana)? DS
0,243 mg Cafeina/100 mL 0,001 1x 1078 1x10°3
0,242 mg
0,242 mg Cafeina/100 mL | Cafeina/100 0 0 1x10°3
L
0,241 mg Cafeina/100 mL m -0,001 1x10% 1x10°
Taula 4. Tractament estadistic Monster Zero Ultra White
Mitjana: 0,243 + 0,2342 +0241 _ 0242 mg (- mitjana)%:
- -6
Cafeina/100 mL 0,0012=1x10
. 02=0
(x- mitjana):
. 2= -6
0,243 - 0,242 = 0,001 (-0,001)"=1x10
0,242 - 0,242 =0 DS:
0241 _0242=_0001 \/0,000001+0+0,000001 = 1X10'3
H ) ) 2

Rang: (0,241-0,243)

Resultat: 0,242 + 0,001 mg Cafeina/100 ml

Valor tedric (especificat a I'etiqueta del fabricant): 30 mg cafeina/100mL

Er(%) — __|valor real— valor experimental| X 100 —» J%L x 100 =99,19 %

Valor real
e Mostra Monster Mango Loco
1) y=0,213
0,213 = 7,06x + (-0,0746)

0,213 - (-0,0746) = 7,06x

22878 =x - x=0,0407 ppm Cafeina — 0,0407 - == = 2,04 ppm (mglL) Cafeina

2,04 mocefehe . b . ML = 0,204 mg Cafeina/100 mi

2) y= 0,267
0,267 = 7,06x + (-0,0746)
0,267 - (-0,0746) = 7,06x
5mlL

—2oe =X — x=0,0484 ppm Cafeina — 0,0484 - > = 2,42 ppm (mg/L) Cafeina

24 ofafema 2l 100mL 0242 mg Cafeina/100 m

"



3) y= 0,312
0,312 = 7,06x + (-0,0746)
0,312 - (-0,0746) = 7,06x

0f§2—6 =X — x=0,0548 ppm Cafeina — 0,0548 - 051";:L — 2,74 ppm (mglL) Cafeina

p74matefene L. 20ML —(,274 mg Cafeina/100 mL

o Tractament estadistic (mitjana + DS)

Valors Experimentals Mitjana (X - Mitjana) (X - Mitjana)? DS
0,204 mg Cafeina/100 mL - 0,036 1,3x10° 0,035
0,24 mg
0,242 mg Cafeina/100 mL . 0,002 4x10° 0,035
Cafeina/100
0,274 mg Cafeina/100 mL mL 0,034 1,16 x 1073 0,035

Taula 5.Tractament estadistic Monster Mango Loco

Mitjana: 2204+ 0,2342 0274 _ (94 mg (x- mitjana)
Cafeina/100 mL (-0,036)2=1,3x10?
(x- mitjana): 0,0022 =4 x 10°

0,0342=1,16x10?
DS:

0,204 - 0,24 =- 0,036
0,242 - 0,24 = 0,002

01274 - 0’24 - 0’034 \/ 1,3x10—3+ 4x10—6+ 1,16x10—-3 — 0,035

2
Rang: (0,205 - 0,275)

Es descarta el primer valor perqué la seva desviacio respecte a la mitjana del conjunt (|x - mitjanal) és

superior a la desviacio estandard, la qual cosa indica que es tracta d'un valor estadisticament

discordant o outlier. En un conjunt de dades reduit com aquest, un valor anomal té un pes

proporcionalment molt elevat sobre la mitjana, de manera que la seva inclusié desplacaria el resultat

final allunyant-lo del valor real i reduiria la fiabilitat de la mesura. Mantenir-lo significaria obtenir una

mitjana que no representa adequadament el comportament del conjunt de repliques valides.

Per aquest motiu, es torna a calcular una nova mitjana unicament amb els valors acceptats. La nova

mitjana amb els dos valors restants és:

Mitjana: ~**2227% = 0,258 mg Cafeina/100 mL

RESULTAT: 0,258 mg cafeina/100 mL

Valor teoric (especificat a I'etiqueta del fabricant): 32 mg cafeina/100mL

12



Er(%) — _|valor real— valor experimentall x 100 = _132-10,258| x 100 = 99,19%

Valor real 32
6. Resultats
Mostres Concentracio de cafeina en ppm
Monster Original 0,46 mg cafeina/100 mL
Monster Zero Ultra White (Sense sucre) 0,242 0,001 mg Cafeina/100 mL
Monster Mango Loco 0,258 mg cafeina/100 mL

Taula 6. Resultats concentracio cafeina a les mostres

7. Discussio de resultats / Conclusions

Els resultats obtinguts mostren concentracions de cafeina molt inferiors a les indicades per les
etiquetes dels fabricants en tots tres productes analitzats. Mentre que les etiquetes declaren
aproximadament 32 mg/100 mL per a la Monster Original i la Monster Mango Loco, i 30 mg/100 mL per
a la Monster Zero Ultra White, els valors experimentals obtinguts han estat de 0,46 mg/100 mL, 0,258
mg/100 mL i 0,242 £ 0,001 mg/100 mL respectivament, amb errors relatius superiors al 98% en tots els
casos. Aquestes discrepancies tan notables posen de manifest una manca d'exactitud en els resultats,
és a dir, els valors experimentals s'allunyen significativament dels valors reals esperats. Cal distingir
aquest concepte del de precisio, que fa referéncia a la reproductibilitat dels resultats entre repliques: en
el cas de la Monster Zero Ultra White, per exemple, la baixa desviacié estandard (+0,001 mg/100 mL)
indica una bona precisié malgrat I'escassa exactitud. Aixo és caracteristic dels errors sistematics, que
afecten tots els mesuraments en la mateixa direccio sense alterar-ne la reproductibilitat
(Spectrophotometric determining)' (Spectrophotometric Analysis of Caffeine)2.

Un dels principals errors sistematics identificats és I'evaporacio parcial del cloroform (CHCls) durant el
procediment d'extraccid. El cloroform és un liquid volatil, no inflamable, incolor, d'olor penetrant, amb
un punt d'ebullicié d'aproximadament 62 °C (TERMCAT)". Qualsevol pérdua de volum de la fase
organica durant les successions d'extraccid, la combinacié dels extractes o el traspas a altres
recipients implica una disminuci6é del volum total de la soluci6. Atés que la cafeina extreta es troba
dissolta en un volum menor del previst, i les dilucions posteriors es fan assumint el volum nominal, la
concentracio final queda sistematicament subestimada (HINOTEK)'.

Un segon error sistematic és la quantitat de patré de cafeina pesada per preparar la dissolucié stock.
La massa tedrica necessaria era d'aproximadament 0,01 g, una quantitat molt petita que introdueix una
incertesa relativa elevada en el pesatge, fins i tot amb una balanga analitica de precisié. En quimica
analitica, treballar amb masses tan baixes augmenta l'error relatiu de pesatge de forma significativa,

cosa que afecta directament la concentracio real de tots els patrons derivats (Calibracion de
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espectrofotometro  UV-Vis)". Idealment, s'hauria d'haver preparat la dissolucid stock a una
concentracio superior, pesant al voltant de 0,1 g de patr6, per minimitzar aquest error.

Quant a la qualitat de la recta de calibratge, la recta inicial obtinguda amb els 5 patrons presentava un
R? de tan sols 0,01, fet que indica I'abséncia total de linealitat. En els metodes quantitatius basats en
corbes de calibracio, el coeficient de correlacid R? ha de ser proper a 1 per garantir la fiabilitat de les
mesures; la Farmacopea Europea estableix que aquest valor ha de superar 0,999 (Calibracion de
espectrofotometro UV-Vis)". En eliminar el punt aberrant del patr6 1 (0,02 ppm, absorbancia = 0,707) i
recalcular la recta amb els 4 patrons restants, el R? va millorar fins a 0,92. Tot i ser un valor acceptable
per a una practica d'iniciacid, segueix estant per sota del minim recomanat en metodes analitics
validats. La causa més probable de |'anomalia del patr6 1 és un error de pipeteig en la seva
preparacio, possiblement per contaminacié de la micropipeta o per un error en el volum transferit
(Espectrofotometros UV-Visible)'™.

Finalment, la mostra de Monster Mango Loco va presentar la major variabilitat entre répliques
(absorbancies de 0,213; 0,267 i 0,312), amb una desviacié estandard de 0,035 mg/100 mL, fet que
reflecteix una baixa precisié en aquesta mostra concreta. El primer valor va haver de ser descartat per
ser estadisticament discordant, i a més se situava per sota del patré de menor concentracié acceptat
(0,04 ppm), la qual cosa significa que quedava fora del rang lineal de la recta de calibratge. Quan una
mostra presenta una absorbancia inferior a la del patré6 de menor concentracid, els resultats obtinguts
per interpolacié no son valids (Espectrofotometros UV-Visible)™. Aquesta irregularitat és indicativa de
problemes en la homogeneitat de la solucid preparada o en el procés d'extraccié d'aquesta mostra,
probablement relacionats amb la perdua de cloroform esmentada.

En conclusid, tot i que el métode de determinaci6 de cafeina per espectrofotometria UV-Vis a 274 nm
és adequat i ben fonamentat —tant en termes de selectivitat per extraccié liquid-liquid amb cloroform
com en la linealitat de la llei de Beer-Lambert (Spectrophotometric Analysis of Caffeine)?, (HINOTEK)'
— la seva aplicacié en aquesta practica ha estat compromesa per multiples errors experimentals de
caracter sistematic. Cal tenir en compte, a més, algunes limitacions intrinseques del métode:
I'espectrofotometria UV-Vis no és completament selectiva, ja que altres compostos presents en les
begudes energétiques amb absorbancia a 274 nm podrien interferir en la mesura; el rang lineal de
treball és limitat, i mostres fora d'aquest rang requereixen dilucions addicionals; i la qualitat dels
resultats depen criticament de la preparacié acurada dels patrons i del manteniment de les condicions
d'extraccié (Spectrophotometric determining)'. Per a futures repeticions del métode, es recomana: dur
a terme tota la manipulacié de la fase organica a la campana i minimitzar el temps d'exposicié a
I'ambient per evitar I'evaporacié del cloroform; preparar la dissoluci6 stock a concentracions superiors

(p. ex. 1.000 ppm, pesant 20,1 g de patrd) per reduir I'error relatiu de pesatge; i verificar les
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absorbancies dels patrons en ordre creixent de concentracié per detectar valors andmals de forma

immediata i repetir la preparacio si s'escau.
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