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1. RESUMEN

La presente investigacion se realizd con el objetivo de establecer una técnica de
andlisis instrumental para la cuantificacién de algunos edulcorantes, saborizantes y
preservantes en bebidas carbonatadas; especificamente se trabajaron acido ascérbico,

4cido benzoico, acido citrico, cafeina y sacarina sodica.

Se escogié un método por cromatografia liquida de alta presion, con detector
ultravioleta para la determinacion cuantitativa de los compuestds mencionados; por lo
que el primer paso constituy6 la determinacion de la mejor longitud de onda, para esto se
utilizaron los espectros ultravioleta de los compuestos y se efectuaron ensayos a
diferentes longitudes de onda (215, 220 y 254 nm). Se llego a la conclusion que la mejor
longitud de onda para detectar mezclas de dos o mas de los compuestos fue 254 nm, ya
que a esta longitud de onda se obtuvo la mejor linea base y resolucion de los picos
correspondientes a todos los compuestos mencionados, asi como la mejor absorbancia en
la que se logr6 su identificacion. El siguiente paso fue determinar la composicion de la
fase mévil que se debia utilizar; las cuales fueron dos; esto se debidé a que para algunos

compuestos se lograba una mejor separacion entre si con una fase movil que con otra.

Esta técnica se valido de la forma siguiente: péra los patrones de cada compuesto se
hicieron graficas de concentracion contra area, las cuales fueron lineales; se establecio la
precision a través de la desviacion estandar relativa, obteniéndose para cada uno, un valor
abajo del 5% y también se determind la exactitud, expresada por medio del porcentaje de
recuperacion, cuyo resultado para cada compuesto fue mayor de 85%, para esto se

compard la concentracion obtenida a través de patrones externos contra los valores

obtenidos con el método de "adicién de estandar”.




o

Después de validar el método se procedid al analisis de las muestras. Se trabajaron
muestras de tres embotelladoras de bebidas carbonatadas. Se analizaron tres muestras de

cada una; la identificacion y cuantificacion se realiz6 a través de los tiempos de retencién

de cada compuesto que estaba presente en cada muestra.




2. INTRODUCCION

Uno de los mercados mas grandes a nivel mundial es el de las bebidas
carbonatadas, Guatemala no escapa de ésto, ya que éstas son consumidas por un amplio
sector de la poblacion, no importando su edad. En el pais son conocidas comiinmente

con el nombre de "aguas gaseosas".

En la legislacion guatemalteca sobre alimentos existe la Norma COGUANOR NGO
34 154 en la que las bebidas carbonatadas se definen como: "una bebida no alcohdlica,
que contiene diéxido de carbono (anhidrido carbénico) disuelto”.- Se clasifican cn dos
tipos:
1.  Consabor: como uva, naranja, mandarina, etc.

2. Sinsabor: llamada comiinmente agua mineral.

Dentro de su composicion poseen agua (en mayor porcentaje), colorantes,

edulcorantes, saborizantes, preservantes y dioxido de carbono.

Todo producto que ingresa al pais debe cumplir con las especificaciones de las
normas guatemaltecas obligatorias, donde se indican las cantidades y la calidad de cada
componente para obtener su nimero de registro y por consiguiente, la autorizacion para

su comercializacion, pues de esta manera se asegura la salud al consumidor.

En Guatemala existen varias empresas que se dedican a la elaboracion de bebidas
carbonatadas. El control de calidad de estas bebidas en Guatemala se lleva a cabo en las
embotelladores en una forma parcial, y en su totalidad unicamente se realiza en el

extranjero. Es conveniente que existan técnicas especificas y validadas que permitan



evaluar cuantitativamente la composicion de las bebidas carbonatadas, para garantizar a

la poblacién un producto de calidad.

El objetivo de esta investigacion fue establecer una técnica, sencilla y rapida que
permita determinar con exactitud el contenido de algunos edulcorantes, saborizantes y
preservantes utilizados en la elaboracion de bebidas carbonatadas por medio de
cromatografia liquida de alta presion. Esta técnica fue validada para utilizarla en el

control y la verificacion de calidad de las bebidas carbonatadas.



3. ANTECEDENTES

El alto consumo de bebidas carbonatadas o "aguas gaseosas" en el mundo ha creado
la necesidad de buscar métodos analiticos sencillos, que permitan detectar sus diferentes
componentes, entre los cuales se encuentran los saborizantes, edulcorantes y preservantes,

con la mayor exactitud y precisién para efectuar el control y la verificacién de la calidad.

La Norma COGUANOR NGO 34 154 es de cumplimiento bligatorio en Guatemala
y en ella se encuentran las especificaciones y los limites permitidos para los compuestos

utilizados en la elaboracién de bebidas carbonatadas, asi como la definicidn para estas.

(Ver Anexos I).

La norma aludida establece que los andlisis de control de calidad incluyen las

siguientes pruebas:

1.  Anailisis microbiolégicos
- Recuento total en placa
- Recuento de coliformes
- Recuento de mohos y levaduras (1)

2.  Analisis quimicos
- Determinacion de los s6lidos solubles
- Determinacion del contenido de alcohol
- Determinacion de la acidez
- Determinacion del contenido de cobre
- Determinacion del contenido de plomo

- Determinacion del contenido de arsénico




- Determinacién cualitativa y cuantitativa del acido benzdico y benzoatos

alcalinos
- Determinacion cualitativa y cuantitativa del 4cido sdrbico y sorbatos alcalinos
- Determinacion de zinc

- Determinacion de mercurio (1)

3. Determinacién del diéxido de carbono (anhidrido carbénico)
M
Las bebidas carbonatadas por lo tanto pueden contener entre sus ingredientes los
siguientes:
a.  Edulcorantes
Dentro de estos se tiene una amplia gama, los cuales se utilizan solos o en
combinacion (por sinergismo) dentro de este tipo de alimento:
- Sacarosa
- Ciclamato
- Sacarina
- Aspartame
La funcién de los edulcorantes es contribuir con el sabor dulce, proporcionar
calorfas, cuerpo y una textura que se aprecia en la boca. (2)
b.  Saborizantes

Los saborizantes principales que se usan en la elaboracion de bebidas
carbonatadas vienen en forma de extractos alcoholicos o esencias, soluciones
acuosas, emulsiones, soluciones de saborizantes en glicerol, propilenglicol y jugos

de fruta concentrados. (3)

En bebidas carbgnatadas se permite el uso de sabores naturales o artificiales

en cantidad suficiente para lograr el efecto deseado en el producto. (1)
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Estos componentes se clasifican como:
- Saborizantes naturales

Entre estos estan: los aceites esenciales; los cuales a su vez, se componen de:
terpenos, sesquiterpenos, compuestos oxigenados como ésteres, alcoholes, éteres,
aldehidos, cetonas, lactonas, fenoles, éteres fenolicos, sustancias no volatiles; -
oleoresinas. y verdaderos concentrados de frutas. (3)
- Saborizantes fortificantes

Se utilizan para acentuar los sabores de algunos concentrados de frutas. (3)
- Saborizantes artificiales

Entre estos se encuentran: vainilla, cinamaldehido, biacetil y
metilbeta-metiltiolpropionato. (3)

Acidos

Los principales acidos utilizados son: é4cido fosforico, citrico, tartarico y
malico. Se utilizan para dar a las bebidas carbonatadas el sabor 4cido, caracteristico
de las frutas, principalmente se utiliza el acido citrico; mientras que el fosférico es
el que se emplea en cola y otras bebidas que no tienen sabor a frutas. (2)

Ademas de mejorar el sabor, el acido ejerce accién preservante en las
bebidas, aunque éste no sea suficiente para esta ultima accién, por lo que se pueda
adicionar preservantes. (2)

Colorantes

En Guatemala, ademas de los naturales existen 6 colorantes artificiales pefmitidosz
- Azul brillante FCF (FD&C Azul No. 1)

- Indigotina (FD&C Azul No. 2)

- Tartrazina (FD&C Amarillo No. 5)

- Amarillo crepisculo FCF (FD&C Amarillo No. 6)

- Eritrosina (FD&C Rojo No. 3)




- Amaranto (FD&C Rojo No. 2) (1)
Los mas utilizados son los sintéticos, y el colorante nétural obtenido de

azucar quemado o caramelo. (27)




e. Preservantes

En bebidas carbonatadas unicamente se podra usar el 4cido benzoico y/o el
acido soérbico o sus sales de sodio o potasio en una dosis maxima de 1000 mg/kg.
M
f. Agua
El agua, que representa aproximadamente el 92% de la bebida, es el principal
ingrediente. Es esencial que tenga el méaxima grado de pureza quimica. (2)
g. Didxido de carbono |
Este es el responsable del sabor especial y de la efervescencia. Se obtiene de

carbonatos, cal, quema de combustibles orgénicos y procesos de fermentacién

industriales. (2)

Existen métodos oficiales de analisis para algunos compuestos descritos en el
AOAC (Official Methods or Analysis of the Association of Official Analytical
Chemists). Para el acido citrico y 4cido malico el método se lleva a cabo por medio
de una titulacion acido-base. (4)  Para el analisis de benzoato, cafeina y sacarina

se utiliza  un método por cromatografia liquida de alta presién. (Ver Anexos II)

G

Los investigadores desarrollan desde hace varios afios trabajos acerca del andlisis
de este tipo de bebidas:

Tyler, Theodore A., et al. en 1984 investigé una técnica de determinacion de
sacarina sodica, cafeina, aspartame y benzoato de sodio por cromatografia liquida de alta
presion (HPLC) en bebidas de cola. Los ensayos fueron realizados en duplicado, en

distintos tipos de bebidas de cola. Este método no utiliz6 estandares internos, por lo que

la cuantificacion fue dependiente de que el volumen de inyeccién fuera reproducible. (5)




Wel, H. van der, et al. en 1988 reportan que en Ottawa, Canada, El Departamento
de Seguridad Quimica de la Division de Investigacion de Alimentos, desarrollé un
método para la determinacién de siete edulcorantes artificiales en alimentos dietéticos:
aspartame, acesulfame-K, sacarina, ciclamato, alitame, sucralosa y dulcin. (6) A
excepcion del ciclamato y sucralosa, todos pueden ser detectados por absorcién UV a 200
nm. EFl ciclamato fue determinado simultaneamente con un aparato de separacion
post-columna de par-i6nico conectado en series con el sistema de Cromatografia Liquida.
El método fue evaluado con éxito en bebidas gaseosas, pudines y cubiertas de postres.
Dicho método se considerd efectivo para el analisis de losl siete edulcorantes

mencionados. (7)

Sjoberg, Dr. Anna-Maija reporta que se han publicado varios métodos para el
emsayo de sacarina por cromatografia liquida de alta presion mediante la inyeccién de
una solucidén acuosa para el caso de bebidas carbonatadas. También‘ la determinacion
simultanea por HPLC de sacarina y aspartame da grandes ventajas, pues se separan otros
aditivos como lo son los preservante y colorantes. Menciona que el ciclamato no ha sido
determinado por HPLC debido a que no absorbe en el rango UV. (8) Esta misma
persona condujo un estudio complementario colaborativo acerca de la determinacion de
sacarina en aguas gaseosas y postres por cromatografia liquida. Se utilizaron duplicados
ciegos y un blanco para cada tipo de material a cada nivel de concentraciéon. Reportd la
reproducibilidad relativa de las desviaciones estandar para cada tipo de muestras y los
resultados fueron comparados con un estudio anterior realizado por laboratorios Nérdicos
y con resultados generales obtenidos por AOAC. (9)

Puttemans, Marc L., et al. en Bélgica en 1984 realizaron un método en el que

extrajeron simultaneamente acido benzoico, acido sorbico y sacarina de 46 muestras
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comerciales de bebidas carbonatadas con tri-n-octilamina 0.:01M a pH 5.5 y extraidos
nuevamente a una fase acuosa con perclorato de sodio 0.1 M. Esta tltima solucién fue
inyectada directamente a un sistema de cromatografia liquida de fase inversa que permite

la separacién de todas los compuestos investigados. (10)

Maeda, Yumie, et al. sugieren un método sencillo para la determinacién de 4cido
ascorbico en dulces y en bebidas carbonatadas por cromatografia liquida y que puede ser
aplicado para analisis diario. Ellos proponen que se trate con una alicuota de 10 mL de la
muestra y se lleve a 100 mL con una solucién de acido metafosférico al 2% para que se
inyecte directamente al cromatdgrafo, equipado con una columna Inradsil ODS de 150
mm X 4.6 mm, y a un longitud de onda de 254 nm con una fase mévil de 4cido fosférico
al 1% a pH 2.2. Mencionan que obtuvieron muy buenos resultados y que éstos
demostraron en un 70% de las muestras exceso de cantidad de acido ascérbico con base al
Requerimiento Minimo Diario Recomendado (DRDA). E indican que este método
permite una determinacién de 4cido ascérbico simple, rdpida y exacta en dulces

seleccionados como también en bebidas carbonatadas; ademds es apropiado para un

analisis rutinario. (11)

Tsuda, Taizo, et. al. en Japon en 1985 realizaron un método para determinar
simultaneamente 4cidos carboxilicos usados como preservantes y como acidulantes en
bebidas carbonatadas por cromatografia de gas. Se analizaron aparte los patrones y las

muestras comerciales de las bebidas carbonatadas, identificando los 4cidos carboxilicos

en las muestras por comparacion de los tiempos de retencion en cromatografia de gas.

(12)
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4. JUSTIFICACIONES

La mayoria de industrias que comercializan bebidas carbonatadas son
transnacionales, y muchas veces es en el extranjero donde se efectua el control de calidad
de los componentes que poseen dichas bebidas, lo que constituye una desventaja, pues se

traduce en un incremento del costo del producto.

En Guatemala las Normas Oficiales COGUANOR establecen como métodos de
analisis para la determinacién de algunas sustancias conservadoras (&cido benzdico,

benzoatos alcalinos, acido sorbico y sorbatos alcalinos) métodos volumétricos y

| espectrofotométricos. (13, 14)

De esto se origind la necesidad de buscar en Guatemala técnicas modernas,
reproducibles, sencillas y validadas para efectuar el control de calidad y la posterior

verificacion de calidad 6 cumplimiento con normas.

La técnica validada podra ser adoptada como "Procedimientos Estindar de
Operacion" por los laboratorios de control de calidad de la industria o de instituciones
como el Instituto de Nutricion de Centro América y Panama (INCAP) o el Laboratorio

Unificado de Control de Alimentos y Medicamentos, (LUCAM).

La cromatografia liquida de alta presion, en el presente es una de los métodos
apropiados para este tipo de analisis, esta metodologia es comun en los laboratorios de
control de calidad de alimentos. Por ello esta investigaciéon pretendid establecer una

técnica de analisis especifica y valida, para realizar el analisis mencionado.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVOS GENERALES

5.1.1

Establecer una técnica de anélisis instrumental moderna y adecuada para la

cuantificacién de edulcorantes, saborizantes y preservantes en bebidas

carbonatadas.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

5.2.1

522

Determinar una técnica de analisis moderna, reproducible, sencilla y rapida
por cromatografia liquida de alta presion para cuantificar los edulcorantes,

saborizantes y preservantes presentes en las bebidas carbonatadas.

Validar una técnica de analisis para el control y la verificacion de calidad

de bebidas carbonatadas en Guatemala.
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6. HIPOTESIS

Los componentes responsables del sabor y adecuada conservacion en bebidas

carbonatadas pueden determinarse por Cromatografia Liquida de Alta Presién (HPLC)

mediante una técnica especifica.
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7. MATERIALES Y METODOS

. 7.1 Universo de trabajo

3 muestras de bebidas carbonatadas por compaiiia embotelladora, seleccionadas por

conveniencia.

7.2 Medios

7.2.1 Recursos humanos

Autora: Thelma Haydée Lopez Aguilar.

Asesor: Lic. Roberto Benavides.

7.2.2  Recursos fisicos

Instituto de Nutricién de Centroamérica y Panama (INCAP).

Biblioteca del Instituto de Nutricion de  Centroamérica y Panama
(INCAP).

Biblioteca del Instituto Centroamericano de Investigacion y Tecnologia
Industrial (ICAITI).

Biblioteca de la Facultad de'Ciencias Quimicas y Farmacia de la

Universidad de San Carlos de Guatemala.

7.2.3  Recursos materiales

s 7.2.3.1 Materiales y Equipo

- Ciristaleria

- Balanza analitica

- Agitador magnético
- Bomba de vacio

- Filtros de membrana de 45 1 (MILLIPORE)
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7.2.3.2

Filtros de nylon de 0.45 pm (MILLIPORE)
Jeringa de vidrio de 25 ul (HAMILTON)
Columna CH-5 N cap, 25 cm x 4 mm (VARIAN) C18 de fase

reversa

Cromatégrafo Liquido Varian Vista 5500
Integrador Hewlett Pacard 3390A
Espectrofotometro UV Visible Varian DMS 100S

Impresora Epson Spectrum LX-80

Reactivos

Agua destilada grado HPLC

Metanol grado HPLC

Solucion saturada de fosfato de amonio

Solucion de acido acético al 5% (v/v)

Solucién de 4dcido acético al 20% (v/v) llevado a pH 3.00 con

solucidn saturada de fosfato de amonio

Patrones de:

Acido ascorbico

Acido benzoico

“Acido citrico

Acido fosforico
Acido fumarico
Acido méiico
Cafeina

Sacarina sddica
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7.2.4 Procedimiento
7.2.4.1 Preparacion de la muestra
Medir 100 mL de bebida carbonatada y colocarlos en un
earlenmeyer de 250 mL; liberar el gas por medio de una bomba al
vacio, agitando con un magneto por aproximadamente 60
minutos, observar que se libere la mayor parte del gas.
7.2.4.2 Preparacion de los patrones
Pesar exactamente la cantidad de sustancia ara tener las
siguientes concentraciones de cada patron:
- Acido ascérbico: 0.25, 0.50, 1.00, 2.00, 3.00 y 5.00 mg/mL.
- Acido benzoico: 0.01, 0.05, 0.10, 0.25, 0.50, 1.00, 2.00, 3.00 y
5.00 mg/mL.
- Acido citrico: 0.10, 0.25, 0.50, 1.00, 2.00, 3.00 y 5.00 mg/mL.
- Cafeina: 0.05, 0.10, 0.25, 0.50, 1.00, 2.00, 3.00 y 5.00 mg/mL.
- Sacarina sodica: 0.005, 0.05, 0.10, 0.25, 0.50, 1.00, 2.00, 3.00
y 5.00 mg/mL.

El diluyente utilizado fue una solucién de agua grado HPLC
- metanol grado HPLC en una proporcion de 50:50. Luego filtrar
cada soluciéon patrén .con un filtro de nylon de 0.45 um

(MILLIPORE).

7.2.4.3 Preparacion de las fases moviles
7.2.4.3.1 Fase movil Ne. 1
Preparar una solucién de éacido acético al 5% (v/v)

con agua grado HPLC; también una solucién saturada de
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fosfato de amonio con agua grado HPLC. Ya preparadas
se mezclan en las siguiehtes propdrciones: Acido acético
al 5% - Solucién saturada de fosfato de amonio -
Metanol (60:20:20). Para liberar el gas se coloca en un
kitazato conectado a una bomba de vacio, se deja con
agitacion constante por aproxfmadamente 60 minutos ‘y

luego se filtra al vacio a través de membrana de 45 p.

7.2.4.3.2 Fase mévil No. 2

Preparar una solucidn de acido acético al 20% (v/v)
con agua grado HPLC, llevar a pH de 3.00 con solucion
saturada de fosfato de amonio. Para liberar el gas se
coloca en un kitazato conectado a una bomba al vacio, se
deja con agitacion constante por aproximadamente 60
minutos. Luego filtrar al vacio a través de una

membrana de 45 p. Utilizarla al 96% y metanol HPLC
a 4%.

7.2.4.4 Anilisis espectrofotométrico
A cada patrén, con una concentracién de 1 mg/mL, realizar
un barrido en el espectrofotometro, a una longitud de onda

minima de 200 nm y 300 nm méaxima.

Anadlisis cromatografico
7.2.4.5.1 Condiciones cromatograficas

- Columna: CH-5 N cap, 25 cm x 4 mm (VARIAN) C18
de fase inversa.

- Fases moviles
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* Fase movil No. 1:
Acido acético al 5% - Solucion saturada de fosfato

de amonio - Metanol en una proporcién de 60:20:20

100%

* Fase moévil No. 2:

Acido acético al 20% con pH 3.00 96%
Metanol _ 4%
- Flujo: |
Fase mévil No. 1: 0.80 mL/min
Fase movil No. 2: 1.00 mL/min
- Detector:

* Longitud de onda: 254 nm
*  Sensibilidad: 0.005 AUFS
- Integrador:
* Zero: 5
*  Atenuacion: 1
* Velocidad de la carta: 0.25 cm/min
* Arearechazada: 1000
7.2.4.5.2 Inyeccion de curvas estindar
Inyectar 10 pl de cada solucion | patrén en
duplicado en el cromatdgrafo liquido y plotear las éreas
de los picos vrs. la concentracién de cada solucién en

mg/mL.

7.2.4.5.3 Inyeccion de la muestra
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7.2.5

Inyectar directamente 10 pL de la  muestra,
preparada como se indicd ante;iormente, en triplicado
" con el total de muestras a ensayar. Identificar todos los
picos correspondientes a edulcorantes, saborizantes y
preservantes por su tiempo de retencion mediante el uso
del detector ultravioleta.

7.2.4.6 Determinacion de la concentracion de cada compuesto
Utilizar el 4rea de cada pico identificado en el
cromatograma de la muestra y compararlo con la curva de
concentracion contra irea que se obtiene para cada patron. Se
trabaja con patrones externos, ya que la inyeccion de la muestra
es en forma directa y porque se utiliza un loop de 10 pL
inyectindose la misma cantidad siempre. @ Comparar los
resultados obtenidos con el método descrito para benzoato,
cafeina y sacarina con los obtenidos por el método oficial de la

AOAC. (Ver Anexos II).

Disefio de investigacion
7.2.5.1 Validacion de la técnica
7.2.5.1.1 Exactitud
Para establecer la exactitud se compara los
resultados obtenidos con el Método de Estandares
Externos (Curva de calibracion: Concentracién contra
Area) con los obtenidos por el Método de Adicion de
Estandar. Este método consiste en adicionar a la

muestra, que contiene una cantidad de principio activo




desconocida, cantidades conocidas del mismo

compuesto; y de esta manera determinar la cantidad

original del mismo en la muestra. Para la comparacion
de los resultados por los dos métodos se obtuvo el
porcentaje de recuperacion a través de la siguiente
ecuacion:

%R = (Concentracion obtenida/Concentracién agregada)*100

En donde:

- Concentracién obtenida: es aquella que se encuentra
mediante la ecuacion de la recta de la gréfica
Concentracion contra

- Concentracion agregada es la Concentracion basal (-
a/b) * Concentracion agregada de patrén por el

método de adicion de estiandares.

7.2.5.1.2 Precision
Para determinar la precision inyectar cada patron 6
veces consecutivas a la misma concentraciéon (de 1
mg/mL para el &cido benzoico, 4cido citrico y cafeina; y
de 0.5 mg/mL para .el acido ascorbico) y se determina el
coeficiente de wvariacidon, a través de la desviacion
estandar, utilizando la siguiente ecuacion:
SR(%) = 100/x * VYSUMATORIA (xi-x)2 /N -1
7.2.5.2 Etapa de Muestreo
Se realizé por conveniencia, seleccionidndose tres muestras

(botellas) de bebidas carbonatadas por compafiia embotelladora
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7.2.5.3

para un numero igual de determinaciones para comprobar su
aplicabilidad en este tipo de muestras.
Analisis de resultados

Se compararon las graficas obtenidas para cada patrén con
el respectivo componente identificado en cada una de las bebidas
carbonatadas, a través del tiempo de retencién. Para encontrar la
concentracion de los componentes que interesen dentro de la
muestra se utilizé la ecuacion de la recta de las gréaficas

Concentracion contra Area, respectivamente para cada caso.
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8. RESULTADOS

Se grafico el espectro ultravioleta entre los 200 nm y los 300 nm de longitud de

onda de los patrones de los siguientes acidos:

- Acido ascorbico

- Acido benzoico

- Acido citrico

- Acido fosférico

- Acido fumarico

- Acido malico

- Cafeina

- Sacarina sodica
(Ver Anexo III). Con los espectros de cada patron (a una concentraciéon de 1 mg/mL) se
observé que el acido fosforico y el acido mélico no serian detectados por el cromatdgrafo
ya que éstos no absorben a 254 nm y que si podian medirse a una longitud de onda de 210
6 215 nm, pero en el detector ultravioleta se incrementd tanto el ruido de fondo a estas

longitudes de onda cerca de los 200 nm, que no fue posible detectar los compuestos.

Para los anteriores, a excepcion del acido fosforico y acido malico, fue posible

detectarlos a una longitud de onda de 254 nm; por lo que unicamente se trabaj6 con esta.

Para la eleccion de la fase mavil se efectuaron inyecciones de los patrones mediante

"gradiente de elucion":
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Tiempo
(min)
0.00
5.00
5.00
2.00
0.00

Metanol

30%
30%
60%
60%
30%

Buffer de fosfato de

amonio (pH 4.5)
70%

70%
40%
40%
70%

Luego de varias pruebas se determin6 que no se mejoraba la separacién de los

patrones con el uso del gradiente y que la mejor separacion se obtuvo con dos fases -

moviles, éstas son:

Fase movil No. 1:

Acido acético al 5% - Solucion saturada de fosfato de amonio - Metanol en una

proporcion de 60:20:20

Fase movil No. 2:

- Acido acético al 20% llevado apH=3.00 -~

con solucion saturada de fosfato de amonio

- Metanol

Se trabajaron los siguientes patrones en ambas fases méviles: acido ascorbico,

acido benzoico, acido citrico, acido fosférico, acido fumarico, acido maélico, cafeina y

sacarina sddica; se obtuvieron los siguientes resultados:
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TABLA DE RESULTADOS No. 1

STD \ TIEMPO RETENCION FASE MOVIL 1 FASE MOVIL 2
Acido ascorbico ' 3.00-4.00 min 2.80 min
Acido benzoico 16.00-18.00 min 12.00 min
Acido citrico 4.00 min 2.80 min
Acido fosférico No detectado No detectado

Acido fumarico

4.00-4.50 min

e e e e e

Acido malico No detectado No detectado
Cafeina | 0 eeeeemmeeee- 13.00-14.00 min
Sacarina 6.00-7.00 min

Escogiéndose para realizar las graficas de concentracion contra é4rea las fases

moviles resaltadas respectivamente para cada patron.

Una vez establecidas todas las condiciones de trabajo (Ver Materiales y Métodos,
No. 7.2.4.) se procedid a validar la técnica:
1. Grifica Concentraciéon contra Area
Para esto se escogié para cada estandar las fases moviles resaltadas en la tabla de
resultados No. 1, obteniéndose una regresion buena para cada uno de los patrones

analizados, ver las tablas de resultados Nos. 2-6 y graficas Nos. 1-5, presentadas a

continuacion.
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TABLA DE RESULTADOS No. 2
CONCENTRACION VRS. AREA

ACIDO ASCORBICO
CONCENTRACION AREA PROMEDIO AREA
(MG/ML) '

0.25 2,620,200 . 2,723,850
2,827,500

0.50 8,473,100 8,511,600
8,550,100

1.00 19,449,000 19,657,000
19,865,000

2.00 68,912,000 71,874,500

74,837,000 '

3.00 126,660,000 130,630,000
134,600,000

5.00 261,860,000 263,805,000
265,750,000

Fase movil No. 1

Acido acético 5% - Acetato de amonio saturado - Metanol (60-20-20) 100%

Rango de tiempo de retencién

3.32 - 3.41 min.




GRAFICA No. 1 CONCENTRACION CONTRA AREA
ACIDO ASCORBICO
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TABLA DE RESULTADOS Ne. 3

CONCENTRACION VRS. AREA

ACIDO BENZOICO
CONCENTRACION | AREA PROMEDIO AREA
(MG/ML)
0.01 6.298 6.298
~0.05 175,050 175425
175,800
0.10 393.160 430,975
448.790
035 1,368,000 1391,600
1,415,200 ,
0.50 3,679,600 3,706,450
2,733,300
1.00 5.535.200 5,421,950
| 5,308,700
7,00 12,801,000 12,869,500
12,938,000
3.00 12,317,000 12,813,500
13,310,000
5,00 34,657,000 34,568,000
24,479,000

Fase mévil No. 2

Acido acético 20% (pH = 3)

Isopropanol

Rango de tiempo de retencion
11.89 - 13.30 min.

96%
4%
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GRAFICA No. 2 CONCENTRACION CONTRA AREA
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TABLA DE RESULTADOS No. 4
CONCENTRACION VRS. AREA

ACIDO CITRICO
CONCENTRACION AREA : PROMEDIO AREA
(MG/ML)
0.10 118,320 127,120
135,920 :
0.25 111,230 118,365
125,500
0.50 147,440 156,130
164,820
1.00 265,670 263,525
261,380
2.00 538,250 527,370
516,490
3.00 767,900 714,460
661,020
Fase movil No. 2
Acido acético 20% (pH = 3) 96%
Isopropanol 4%

Rango de tiempo de retencion

2.70 - 2.95 min.
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TABLA DE RESULTADOS No. 5
CONCENTRACION VRS. AREA

CAFEINA
CONCENTRACION AREA PROMEDIO AREA
(MG/ML)

0.05 1,460,500 1,492,150
1,523,800

0.10 2,414,000 2,429,650
2,445,300

0.25 6,186,200 6,163,850
6,141,500

0.50 10,345,000 10,297,000

10,249,000 '

1.00 25,767,000 25,808,500
25,850,000

2.00 44,413,000 44,058,000
43,703,000

3.00 72,816,000 72,308,500

71,801,000 '

5.00 125,700,000 124,390,000

123,080,000
Fase movil No. 2
Acido acético 20% (pH = 3) %%

Isopropanol

Rango de tiempo de retencion

1336 - 14.11 min.

4%
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GRAFICA No. 4 CONCENTRACION CONTRA AREA
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TABLA DE RESULTADOS No. 6

CONCENTRACION VRS. AREA

SACARINA SODICA
CONCENTRACION AREA PROMEDIO AREA
(MG/ML)

0.005 42,341 41,354.5
40,368

0.05 542,200 524,015
505,830

0.10 803,080 798,860
794,640

0.25 2,235,600 2,242,650

2,249,700 '

0.50 4,197,400 4,195,300
4,193,200

1.00 7,362,900 7,406,700
7,450,500

2.00 14,705,000 14,643,500
14,582,000

3.00 19,718,000 19,588,500
19,459,000

5.00 32,224,000 32,260,000
32,296,000

Fase mévil No. 1
Acido acético 5% - Acetato de amonio saturado - Metanol (60-20-20) 100%

Rango de tiempo de retencion

6.20 - 7.25 min.




GRAFICA No. 5 CONCENTRACION CONTRA AREA
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2. Precision

Se utilizé una solucién de concentracién conocida para cada patrén (de 1 mg/mL
para el 4cido benzoico, 4cido citrico y cafeina; y de 0.5 mg/mL para el 4cido ascorbico)
obteniéndose para cada uno de ellos, una desviacién estandar relativa adecuada (ver

Tablas de Resultados Nos. 7-10, presentadas a continuacion), los valores de ésta son los

siguientes:
PATRON DESVIACION ESTANDAR RELATIVA
Acido ascérbico , 2.42%
Acido benzoico 3.20%
Acido citrico | 4.09%
Cafeina 1.05%
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TABLA DE RESULTADOS No. 7
PRECISION
ACIDO ASCORBICO

SR(%) = 100/x * VSUMATORIA (xi-x)2/N-1
Donde:

Promedio de drea

>
1l

xi Valor de cada area

N = Numero de repiticiones
AREA Xi-Xx (xi - x)2
12,634 -411 168,921
12,751 -294 86,436
12,896 - 149 22,201
12,982 - 63 3,969
13,378 333 110,888
x=12,928 SUM = 392,416
SR(%) = 100/12,928 * 392,416/4
2.42%

NOTA:

- Se trabajo con una concentracion de 0.5 mg/mL
- Fase movil utilizada:
Fase movil No. 1

Acido acético 5% - Acetato de amonio saturado - Metanol (60-20-20)

100%
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TABLA DE RESULTADOS No. 8

PRECISION
ACIDO BENZOICO

SR(%) = 100/x * VSUMATORIA (xi-x)2 /N - 1

Donde:
x = Promedio de area
xi = Valor de cada area
N = Numero de repiticiones
AREA xi-x (xi - x)2
51,113 -2,219 4,923,961
53,127 - 1,205 1,452,025
52,858 -205 42,025
51,162 -2,170 4,708,900
53,069 -263 69,169
x = 52,266 SUM = 11,196,080
SR(%0) = 100/52,266 * [11,196,080 /4]
= 320%
- NOTA:

- 'Se trabajo con una concentracion de 1 mg/mL

- Fase mavil utilizada:
Fase movil No. 2
Acido acético 20% (pH = 3)
Isopropanol

96%
4%




TABLA DE RESULTADOS No. 9
PRECISION
ACIDO CITRICO

SR(%) = 100/x * \ SUMATORIA (xi-x)2/N-1

-
. Donde:
x = Promedio de area
xi = Valor de cada area
5 N = Numero de repiticiones
g‘ AREA xi- X (xi - x)2
3 25,538 - 720 518,400
: 27,992 1,734 3,006,756
25,482 -776 : 602,176
25,141 -1,117 1,247,689
». 26,798 540 291,600
f 26,598 340 115,600
x = 26,258 SUM = 5,782,221
SR(%) =  100/26,258 * 5,782,221 / 5]%
= 4.09%
- NOTA:

- Se trabajo con una concentracion de 1 mg/mL

- Fase movil utilizada:
Fase mévil No. 2
Acido acético 20% (pH = 3) : 96%
Isopropanol ' 4%
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TABLA DE RESULTADOS No. 10
PRECISION
CAFEINA

SR(%) = 100/x *Y [SUMATORIA (xi - x)2 / N - 1]%

Donde:
x = Promedio de area
xi = Valor de cada area
N = Numero de repiticiones
AREA xi - X (xi - )2
30,590 -29 841
31,102 319 101,761
30,783 483 233,289
30,300 - 164 26,896
30,233 - 386 148,996
30,704 85 7,225
x=30,619 SUM = 519,008
SR(%) = 100/30,619 * [519,008 / 5]%2
=1.05%

- NOTA:
- Se trabajé con una concentracién de 1 mg/mL
i - Fase movil utilizada:
Fase movil No. 2 :
Acido acético 20% (pH = 3) 96%
Isopropanol 4%




3. Exactitud

Para saber la exactitud de la técnica se calculé el porcentaje de recuperacién para

cada patron (Ver Materiales y Métodos: 7.2.5.1.1), siendo este valor adecuado para cada

uno.
PATRON | PORCENTAJE DE RECUPERACION
Acido ascorbico 86.2%
Acido benzoico 102.5%
Acido citrico 86.1%
Cafeina , 98.8%

A continuacion se presentan las graficas obtenidas con el método de Adicién de

Estandar (Ver Materialesy  Métodos, Exactitud)>
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GRAFICA No. 6 ADICION DE ESTANDARES
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GRAFICA No. 7 ADICION DE ESTANDARES
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GRAFICA No. 8 ADICION DE ESTANDARES
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GRAFICA No. 9 ADICION DE FSTANDARES
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La sacarina no se evalud, en cuanto a precision y exactitud, en vista de que no se

encontrd presente en la formulacion de ninguna de las muestras.

4.  Muestras analizadas
Las muestras que se trabajaron fueron 3 sabores de  cada embotelladora,

identificadas de la siguiente forma:

EMBOTELLADORA MUESTRAS
A Al A2 A3
B Bl B2 B3
C ct C2- (3

A continuacién se presentan los resultados obtenidos para cada embotelladora.

46




TABLA DE RESULTADOS No. 11 |
|
EMBOTELLADORA A |

No. DE MUESTRA
COMPUESTO |RANGOS DE RT'S B1 B2 B3
AREA | CONC.| AREA | CONC.| AREA | CONC.

Ac. benzoico

Paton | 11.89213.30

Muestra | 12.89213.8 | 706180] 0.09

Ac. citricé

Patron ‘ 2.7b a295

Muestra | ‘2.86 a291 174877 0.48 1553500f 6.86

Cafeina |

Patron | 13.36 a\ 14.11

Muestra 13.59 a13.78 266300| 0.04

Donde RT es: Tiempo de retencion
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TABLA DE RESULTADOS No. 12

EMBOTELLADORA B

No. DE MUESTRA

COMPUESTO | RANGOS DE RT'S Al A2 A3
AREA [CONC. | AREA |CONC. | AREA |CONC.
Aé; benzoico
Patron 11.89a 13.30
Muestra 12.71a13.43 3999387 | 0.76 9517001 0.14
Ac. citrico‘
Patron 270 22.95
Muestra 295a3.37 9923337 45.6 727583 3.04
Cafeina
Patronv 13.36a 14.11
Muestra 13.72 a 14.05 1858667 | 0.11

Donde RT es: Tiempo de retencion




TABLA DE RESULTADOS No. 13

EMBOTELLADORA C

No. DE MUESTRA _
COMPUESTO |RANGOS DE RT'S C1 C2 C3
AREA |CONC. AREA |CONC. | AREA [CONC.

Ac. ascorbico '

Patron 11.89a13.30

Muestra 12.89a 13.28 85249.5|1 0.47
Ac. benzoico

Patron 11.89 a2 13.30

Muestra 12.89 a 13.28 733523 0.09 2058867 0.36

Ac. citrico

Patron 2.70a2.95

Muestra 2.86a2.91 981487 421, 836870 35

Cafeina ‘ '

Patron 13.36a 14.11

Muestra 13.59213.78 1331600 0.09

Donde RT es: Tiempo de retencion
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

Los espectros ultravioleta de cada compuesto (Ver Anexo III) mostraron el rango de
absorbancia de cada uno, de alli que no se pudo trabajar con el acido fosférico ni con el
4cido malico pues absorbian a una longitud de onda entre 210 y 215 nm, no a 254 nm
como el resto de los compuestos y a estas longitudes de onda el ruido de fondo se

incrementd mucho, por lo que no fue posible detectarlos.

Para establecer qué fase moévil podria dar una mejor separacién de los picos
correspondientes a los compuestos seleccionados, se inicié el estudio con gradiente de
elucién. Sin embargo, se observé que la mayoria de los patrones eluian antes de que
iniciara el gradiente, por lo que no fue necesario utilizarlo. Ademas al trabajar con
gradiente se incrementaba la inestabilidad de la linea base y se perdia mucho tiempo al
estabilizar la columna para regresar a las condiciones originales. Debido a estas razones
se escogieron las fases moviles indicadas (Ver Resultados). Tal como indica la Tabla de
Resultados No, 1 (Ver Resultados) se utilizaron dos fases moviles; en las cuales se
inyectarqn todos los patrones y se logro establecer los tiempos de retencion para cada
patrdn en ambas fases moviles; la razén de ello fue que se logré una mejor separacién

entre algunos de los patrones con distinta fase mévil, para cada compuesto. Esto se pudo
verificar al realizar la inyeccion de las muestras.

Para la validacion de la técnica se determinaron los siguientes parametros:

9.1 Grifica Concentracion contra Area

Se obtuvieron graficas de Concentracién contra Area con una desviacion

estdndar menor de cinco, es decir que a diferentes concentraciones los patrones se
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9.2

9.3

comportaron en una forma lineal, lo que indicé que la técnica es posible utilizarla
en la determinacién cuantitativa de los siguiente acidos: écido ascérbico, acido

benzoico, acido citrico, cafeina y sacarina sdodica.

Precision
Se comprob6 que la técnica tiene una precision adecuada, esto se pudo
determinar a través de los valores de la desviacion estdndar relativa obtenidos para

cada patrdn, los cuales fueron menores que el 5%.

Exactitud
Este parametro se determind a través del porcentaje de recuperacion;
observandose que con esta técnica se obtuvieron mejores resultados, puesto que

para todos los patrones es mayor del 85%.

Las variaciones que se observaron en los tiempos de retencion de algunos

compuestos se pudieron deber a que la columna que se usd habia sido utilizada durante

bastante tiempo, por tal razén unas semanas antes de terminar con los analisis se

cambiaron los filtros de la columna pues registré6 una presién muy alta, al hacer este

cambio bajo notablemente. Otro factor importante de mencionar es que por el tiempo de

vida de los patrones se prepararon nuevamente al realizar el Método de Adicion de

Estandares, para establecer el porcentaje de recuperacion.

9.4

Muestras analizadas

En las muestras de cola (Al, Bl y Cl) se detectaron dos picos, uno de ellos
cafeina con un tiempo de retencion de 14 minutos aproximadamente con la fase

movil No. 2, confirmandose con la adicién del patron de cafeina a distintas
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concentraciones. Para las muestras que no contenian colorante, A2, B2 y C2, se

confirmd la presencia de acido citrico (RT en A2: 3.33 minutos; RT en B2: 2.97
minutos; RT en C2: 2.84 minutos), donde RT es Tiempo de Retencion y de acido
benzoico (RT en A2: 13.19 minutos; RT en C2: 13.25 minutos‘); observandose con
esto que la muestra B2 unicamente posee acido citrico. Para las muestras de
naranja, especiﬁéamente la C3, se confirmé la presencia de 4acido ascérbico (RT:
3.50 minutos), 4cido citrico (RT: 4.50 minutos) y 4cido benzoico (RT: 12
minutos) con la fase mévil No. 1 separandose perfectamente los tres acidos. En las
muestras A3 y B3 se confirmo el acido citrico (RT en A3:  3.20 minutos; RT en
B3: 2.86 minutos) y el acido benzoico (RT en A3: 12.81 minutos; RT en B3:
13.15 minutos) utilizando la fase mévil No. 2 para los tres sabores de naranja.

En las tablas de resultados 12, 13 y 14 (Ver Resultados) se puede observar
que los tiempos de retencion de la mayoria de los compuestos en las muestras, se
encuentran dentro del rango presentado por los patrones; ademas se verificé su
presencia cuando se utilizé el método de adicion de estandar, pues el pico del
compuesto dentro de la muestra aumentaba su é4rea conforme aumenta la
concentracion. Se puede observar que en las muestras A2 y A3 que contienen acido
benzoico y 4cido citrico, el tiempo de retencién sobrepasa un poco al presentado
por los patrones, esto se explica pues dentro de la muestra existen otros compuestos
presentes queb interfieren y hacen que este tiempo se incremente ligeramente, a

. diferencia de los patrones, que consisten Ginicamente de un compuesto conocido.

En cuanto a la comparacion realizada entre los resultados obtenidos con la técnica
de referencia de la AOAC y los obtenidos con las fases moviles Nos. 1 y 2 se observo que

se obtienen mejores resultados con las fases maéviles utilizadas en esta investigacién pues

con la técnica de la AOAC no se pudo obtener una separacion de los tres compuestos.
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10.1

10.2

10.3

10. CONCLUSIONES

La técnica desarrollada por el método de cromatografia liquida de alta presion
utilizado es valida, confiable y reproducible para la identificacién y cuantiﬁcacién
de algunos edulcorantes, saborizantes y preservantes que se encuentran en las
bebidas carbonatadas, especificamente: 4cido ascérbico, 4cido benzoico, acido

citrico, sacarina sddica, y asi como cafeina.

Al obtener gréficas de concentracion contra area lineales, desviaciones estandar
menores del 5% y porcentajes de recuperacion mayores del 85% se comprueba que

el método es adecuado para ser aplicado en muestras de bebidas carbonatadas.

Con la técnica descrita fue posible identificar y cuantificar algunos compuestos

presentes en las distintas muestras de bebidas carbonatadas, por lo que se comprobd

su aplicacién a este tipo de alimentos.




11. RECOMENDACIONES

11.1 Continuar estudios en los cuales se utilice esta técnica para otros tipos de alimentos
en los que se determine la presencia de acido ascéorbico, acido benzoico, acido
citrico, cafeina y sacarina sodica y compararlo con las técnicas oficiales para poder

utilizarla en forma rutinaria en los diferentes laboratorios de analisis.

11.2  En futuros estudios, investigar las posibilidades de aplicar esta técnica para la
cuantificacion del 4cido (Vitamina C) en otros alimentos, ya que se encuentra en

estudio la norma sobre etiquetado nutricional, donde es obligatorio incluir las

cantidades de dicho compuesto.
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ANEXOS 1
BEBIDAS CARBONATADAS

Las bebidas son alimentos que se distinguen por dos caracteristicas principales de

los demas alimentos:
- Son liquidos

- Son utilizados para calmar la sed (3)

Dentro de este grupo se tiene las bebidas carbonatadas, las que se definen como:
"bebida no alcohélica, que contiene dioxido de carbono (anhidrido carbénico) disuelto”.
15)

Dentro de estas existen dos clasiﬁéaciénes:
1.  Agua gaseosa sin sabor:
Es una bebida carbonatada que se obtiene por disolucién de didxido de
carbono (anhidrido carbdnico) en agua potable, que contiene sélidos minerales

disueltos (cloruros, bicarbonatos y sulfatos) y es sometida a un proceso tecnolégico

apropiado. (15)

2.  Agua gaseosa con sabor:
Es una bebida carbonatada que se obtiene por disolucién de azicar en agua
potable y adcién de dioxido de carbono (anhidrido carbonico), acidificantes,

colorantes naturales o artificiales, conservadores y sabores naturales o artificiales

permitidos, sometida a un proceso tecnoldgico apropiado. (15)




ANEXOS II
BENZOATO, CAFEINA Y SACARINA EN BEBIDAS CARBONATADAS
METODO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA
PRIMERA ACCION 1979
ACCION FINAL 1984

A. Principio

Sacarina, benzoato, y cafeina son cuantificados simultineamente en bebidas
carbonatadas por Cromatografia Liquida con una fase moévil de 4cido acético. Los
colorantes artificiales y sorbatos pueden interferir. Por lo que se deben utilizar los
blancos de las bebidas que contienen estos compuestos, para asegurarse que no
haya ninguna interferencia por estos. En ausencia de blancos de las bebidas, los
ensayos analizados con 2 diferentes fases moviles con diferentes cantidades de
isopropanol y/o &cido acético por el método de adiciones de estandar. Haciendo los

ajustes de la fase movil (% de acido y/o % de isopropanol) se pueden resolver los

picos que interfieran. (4)

B. Aparato y Reactivos

(a) Cromatégrafo liquido

Waters Associates ALC/GPC con un sistema-de capacidad de solvente 6000A y un
inyector modelo U6K, o equivalente, detector UV a 254 nm, un registrador de 10 mv
(ITouston Omni Scubi, o equivalente), y una columna uBondapak C18, 300 a 4 (id) mm, o

equivalente, con una velocidad de flujo de 2 mL/min. Sensibilidad del detector:

ajustable de 0.02 - 0.05 AUFS. (4)
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(b) - Fase movil

Acido acético 20% (v/v) llevado a pH 3.0 con una soluci6n saturada de acetato de
sodio. Modificada con isopropanol 0 -2% para obtener una resolucién de la linea base y |
tiempos de retencidon de estindares de la solucion mixta de estdandares en
aproximadamente 10 minutos. La solucion es estable de 2 - 3 dias. Antes de usarse
primero liberar el gas. (Alternativamente, concentraciones mas bajas de 4cido acético
pueden ser usadas, y, para algunas columnas, puede ser necesario obtener retencién y la
resolucion. Las soluciones de acido acético de concentraciones més bajas dan tiempos de
retencion mas largos, por ejemplo, acido acético 5% eluye compuestos de 35 minutos.
Q)

(¢) Solucion estandar

Preparar individualmente las soluciones de los estindares para compuestos de
pureza conocida para dar las siguientes concentraciones: sacarina sodica, 0.50 mg/mL;
cafeina, 0.050 mé/mL; y benzoato de sodio, 0.50 mg/mL. Usar estas soluciones para

determinar la sensibilidad del detector y los tiempos de retencién de los estandares

individuales. (4)

(d) Mezcla de soluciones estandar

Preparacion de soluciones conteniendo 0.50 mg/mlL de sacarina sédica, 0.50
mg/mL de benzoato de sodio y 0.050 mg/mL de cafeina. Usar esta solucion para mejorar

las condiciones del cromatografo liquida para- una resolucion completa de los 3

compuestos y para cuantificar. (4)

C. Preparacion de la muestra
(a) Bebidas carbonatadas

Liberar el gas por agitacién o por tratamiento ultrasénico. Si se realiza liberacién

de, inyecte directamente. (&)
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(b) Bebidas conteniendo particulas sélidas
Filtrar a través de un filtro Millipore (0.45 um), descartando los primeros mililitros
del filtrado. Si est4 presente una cantidad grande de particulas sélidas, centrifugar antes

de filtrar. Inyeétar la solucion filtrada directamente. (4)

D. Determinacion

Inyectar un volumen conocido (aproximadamente 10 uL) de la soluciéon mixta de
estandares en duplicado. Las alturas de los picos deberian de estar < 6 = a 2.5%.
Inyectar un volumen conocido (aproximadamente 10 ul) de la muestra preparada en
duplicado. Medir las alturas de los picos de los componentes del estandar y de la
muestra.

% Compuesto = C' X (H/H') X (V/V") X 0.1 donde C'= concentracion del estandar
en mg/mL; H y H'= promedio de las alturas de los picos de la muestra y del estandar; V' y

V'= volumen inyectado en uL de la muestra y del estandar. (4)
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ESPECTROS DE ABSORBANCIA ULTRAVIOLETA

oy
' ..
. ‘"l. '
- .’ :
e -
1
r tet .

. [ SN W 4

1

el m,

Acido ascorbico

I } (1

(L st 4
R e e ey e me
tem .11 oin 1 ereder ot L cvelen damrlove

¥ W —preprmep——4

2k 4 KR
: e ‘artla'se .
Tha Y Oals danchon i 1 seieg newhens

Acido citrico

e
plearnn
bR

Nt
ne "

Tive Py e

H NTE) i e
o RS

aci1do fosfoerico

vhee GAeie Bt et Geier el

o ]

i
e - \

0. B \

k

?

<

e -

S

) FERNE U (1

r:hlmu .. .
tereher zet 1 ercles cmmnlene

; ® : \\‘ ’
‘ii : ié ) \
XY N3 M
1et ¢ *
iha: u‘: .
H iddy
]
! |

b .

j

LI

P N R W N Y -
iy e dee 3R} tU N nee
siveboania oy
fhe Lhais denhen et 1 erter onetany

Cafeina

ity

Ve —

Lot 4
it
N
|
. LRL R
M 1
1
. !.
s . d
[ ] .
R 3 .
N .
PR RN ] Ved e

!“" S tha PR w16l Gaelene

Acido Malico
63

e e

o

P Ere e S o 2 Y
e By My

i



CROMATOGRAMAS DE PATRONES DE ALGUNOS EDULCORANTES,
SABORIZANTES Y PRESERVANTES OBTENIDOS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION UTILIZANDO COLUMNA C18

R . -
E o Acido ascorbico

Fase mévil No. 1

o Acido benzoico

Fase movil No. 2

Acido citrico

" (:l"
Fasc movil No. 2
Cafeina
Fase movil No. 2
e

Sacarina sodica

g"( T Fase movil No. |
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CROMATOGRAMAS DE MUESTRAS DE BEBIDAS CARBONATADAS
OBTENIDOS POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA
DE ALTA PRESION UTILIZANDO COLUMNA C18

19 ’
AL

— (S
RSN

R

Muestra sin colorante
Muestra A2
Fase mévil No. 2

Muestra de cola
Muestra Bl

Fase mévil No. 2

Mucstra sabor de naranja
Muestra C3

Fase movil No. |
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