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RESUMEN

La mayoria de alimentos que consumimos hoy en dia, contienen colorantes
artificiales que son incorporados de manera intencional para mejorar las
propiedades fisicas de dichos alimentos siendo un aspecto tecnoldgico y
estético ya que no aportan ningun valor nutricional al producto e incluso pueden
llegar a causar alergias en algunas personas especialmente en nifios. El uso de
los colorantes esta reglamentado en cada pais, en El Salvador caso existe la
Norma Salvadorefia Obligatoria NSO 67.18.01:01 Productos Alimenticios.
Bebidas No Carbonatadas Sin Alcohol. La cual regula el uso y la cantidad

méaxima de colorante que puede ser utilizado en este tipo de alimentos.

En el presente trabajo de graduacion se realizo la identificacion y cuantificacion
de los colorantes artificiales amarillo N° 5 y N° 6 contenidos en bebidas no
carbonatadas comercializadas en los alrededores del Campus Central de la
Universidad de El Salvador. Por medio de una lista de chequeo se conocieron
las marcas comercializadas en dichos sitios, posteriormente se realiz6 una
encuesta piloto dirigida al personal docente, administrativo y estudiantil de la
Facultad de Quimica y Farmacia con el objetivo de determinar estadisticamente
el ndmero total de encuestas a realizar, en una muestra de 20 personas
elegidas aleatoriamente. Se determind estadisticamente como resultado un
ndmero representativo de 119 personas, para conocer su preferencia en cuanto
al consumo de dichas bebidas, y a partir de estos resultados se seleccionaron
las tres marcas comerciales de bebidas no carbonatadas de mayor consumo

por la poblacion.

Las tres marcas de bebidas fueron adquiridas en la entrada cercana a la
Facultad de Odontologia por ser la mas proxima a la Facultad de Quimica y
Farmacia, tomando como criterio que en la etiqueta rotularan los colorantes en

estudio. Se eligio aleatoriamente un sabor de cada marca comercial de bebida,



las cuales fueron Jugos del Valle sabor mandarina, Super Juoo sabor naranja, y
Frutado sabor durazno, realizandose un pool con seis envases de cada bebida

para que la muestra fuese representativa.

Posteriormente haciendo uso del método modificado de la AOAC para
colorantes artificiales ) se realizaron tres extracciones de los colorantes de
cada pool de bebida haciendo uso de lana de oveja desengrasada. Aplicando
tres réplicas de cada extraccion y se identificaron por cromatografia de capa
fina y se cuantificaron por espectrofotometria UV-Vis utilizando una curva de

calibracion para cada colorante.

Se realiz6 una charla educativa dirigida a la poblacion de la Facultad de
Quimica y Farmacia para dar a conocer los resultados obtenidos de esta
investigacion e informar sobre las posibles consecuencias a la salud por el

consumo de los colorantes investigados.

Segun los resultados obtenidos las concentraciones de los colorantes amarillo
N° 5 y N° 6 no sobrepasan el limite establecido en la Norma Salvadorefia
Obligatoria NSO 18.67.01:01 Productos Alimenticios. Bebidas No Carbonatadas
Sin Alcohol, por lo cual su consumo no representa un riesgo para la salud sin
embargo el consumo de otros productos que contengan estos colorantes
artificiales, aumenta la concentracion de colorantes ingeridos pudiendo
sobrepasar los limites de ingesta diaria admisible establecidos, y provocar

dafnos a la salud.

Los analisis descritos anteriormente se realizaron en los laboratorios de la
Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador durante los
meses de Agosto a Septiembre del afio 2015.
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1.0 INTRODUCCION

La mayoria de alimentos que consumimos hoy en dia contienen colorantes
artificiales que son incorporados de manera intencional para mejorar las
propiedades fisicas de dichos alimentos, ya que el color es la primera impresion
gue los consumidores valoran al momento de adquirir un producto; no obstante,
los colorantes (naturales y artificiales) no son mas que un aspecto tecnolédgico y
estético, ya que no aportan ningun valor nutricional al producto e incluso
pueden llegar a causar alergias en algunas personas especialmente en
nifosas), por lo que es muy importante conocer lo que contienen los alimentos

gue se consumen.

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar y cuantificar los
colorantes amarillo N° 5y N° 6 en bebidas no carbonatadas comercializadas en
los alrededores del Campus Central de la Universidad de El Salvador. Se
realiz6 un sondeo mediante una lista de chequeo con el fin de conocer las
marcas comerciales de las bebidas no carbonatadas que rotulaban en su
etiqueta el contenido de los colorantes amarillo N° 5 y N° 6, posteriormente se
realizé una encuesta a la poblacion de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador para seleccionar las tres marcas de bebidas en una
muestra de 119 personas. Las tres marcas de bebidas fueron adquiridas en la
entrada cercana a la Facultad de Odontologia, ya que es la mas préxima a la
Facultad de Quimica y Farmacia, tomando como criterio que en su etiqueta
declararan el contenido de los colorantes en estudio, eligiéndose aleatoriamente
de esta manera un sabor de cada marca comercial de bebida, adquiriéendose
seis envases de cada presentacion, las cuales fueron jugos del Valle sabor
mandarina, Super Juoo sabor naranja y Frutado sabor durazno, realizandose un
pool con los seis envases de cada bebida para que la muestra fuese

representativa.
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La extraccion de los colorantes se realiz6 segun el método modificado de la
AOAC para colorantes artificiales (2, se realizaron tres extracciones de los
colorantes de cada pool de bebida, haciendo uso de lana de oveja
desengrasada, realizandose tres réplicas de cada extraccion. La identificacion
de los colorantes se realiz6 por cromatografia en capa fina y la cuantificacion se

realiz6 por espectrofotometria UV-Visible.

Con los resultados obtenidos se verificd el contenido establecido de colorantes
segun la Norma Salvadorefia Obligatoria NSO 67.18.01:01 Productos
alimenticios. Bebidas no Carbonatadas sin Alcohol, y posteriormente se realizé
una charla dirigida a la poblacion de la Facultad de Quimica y Farmacia para
dar a conocer los resultados obtenidos de esta investigacion e informar sobre
las posibles consecuencias a la salud por el consumo excesivo de los

colorantes investigados.

La parte experimental de esta investigacion se realiz6 en los laboratorios de la
Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador en los meses

comprendidos de Agosto a Septiembre del afio 2015.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Determinar amarillo N° 5 y N° 6 en bebidas no carbonatadas comercializadas

en el Campus Central de la Universidad de El Salvador.

2.2 Objetivos especificos

221

2.2.2

2.2.3

224

2.2.5

Inspeccionar mediante una lista de chequeo las diferentes marcas
comerciales y presentaciones de bebidas no carbonatadas que
declaren los colorantes amarillo N°® 5 y N° 6 comercializadas en los

accesos del Campus Central de la Universidad de El Salvador.

Realizar una encuesta dirigida a la poblaciéon de la Facultad de
Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador a fin de
conocer las tres marcas de bebidas no carbonatadas de mayor
consumo identificadas mediante la lista de chequeo.

Seleccionar aleatoriamente un sabor de cada marca de bebidas no
carbonatada preferida por la poblacion de la Facultad de Quimica y
Farmacia de la Universidad de El Salvador que declare en su
etiqueta el contenido de los colorantes amarillo N° 5y N° 6.

Identificar y cuantificar los colorantes amarillo N° 5 y N° 6 en las

bebidas no carbonatas preferidas por la poblacién encuestada.

Dar a conocer los resultados obtenidos de la investigacion y los
dafos a la salud provocados por estos dos colorantes artificiales a la
poblacion de la Facultad de Quimica y Farmacia mediante una charla

educativa.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 Generalidades sobre aditivos alimentarios.

3.1.1 Concepto de aditivo alimentario (1)

Segun el Codex Alimentarius, un aditivo alimentario es cualquier sustancia que
normalmente no se consume como alimento por si misma ni se usa como
ingrediente de este, tenga o no valor nutricional y es agregado de manera
intencional en los alimentos como un propdsito tecnoldgico (incluyendo
organoléptico) en la manufactura, procesamiento, preparacion, tratamiento,
empaque, transporte o almacenamiento resulta o puede resultar (directa o
indirectamente) en su incorporacién (o la de algin derivado) como componente

del alimento o afectar de algin modo las caracteristicas de dicho alimento.

El Codex Alimentarius, establece que el uso de aditivos alimentarios es
justificado si ofrece ventajas, no presenta riesgos ni induce a confusion en los

consumidores.

3.1.2 Funciones y clasificacion de los aditivos alimentarios (1,4

Los aditivos alimentarios tienen un papel fundamental a la hora de mantener las
cualidades y caracteristicas de los alimentos que estdn sometidos a
condiciones ambientales (temperatura, oxigeno, microorganismos) que pueden

modificar su composicion original.

Muchos aditivos alimentarios son sustancias naturales, e incluso nutrientes
esenciales. Quimicamente pertenecen a grupos funcionales muy diversos, entre

ellos sales inorganicas, aminoacidos, hidratos de carbono y enzimas.

Los aditivos alimentarios se clasifican segun su funcion ver Cuadro N° 1.
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Cuadro N° 1. Funciones de diferentes aditivos utilizados en alimentos (1)

FUNCION ADITIVO

Evitar el deterioro del alimento Antioxidantes y conservantes

Espesantes y gelificantes, emulsionantes y

Modificar la textura .
estabilizantes.

Aromatizantes y saborizantes, resaltadores del

Modificar el sabor y/o el aroma
sabor, edulcorantes.

Modificar el color Colorantes y estabilizantes del color
Modificar otras propiedades Antiespumante, humectantes, reguladores de la
(consistencia, textura, acidez) acidez, acidulantes.

Procesamiento de materias primas;
iniciacion de reacciones quimicas en la Enzimas

produccion del alimento

Suplemento nutricional Calcio, vitaminas, sulfato ferroso, omega 3, yodo

El Codex alimentarius ha elaborado una nueva normativa que establecen las
clases funcionales de aditivos y un sistema de identificacion internacional con la
asignacion de un cédigo numérico a cada aditivos. Sistema Internacional para
Aditivos Alimentarios (INS). Ademas se exige que los aditivos empleados para
realzar o mejorar un alimento no deben enmascarar materia prima defectuosa o

fallas en alguna etapa de elaboracion.

En los paises de la Union Europea, los aditivos alimentarios autorizados se
designan mediante un cdédigo, formado por la letra E y un namero de tres o

cuatro cifras.

- E100-E180 Colorantes - E200- E297 Conservantes
- E900-E999 Ceras, gases y - E400-E495 Gelificantes,
edulcorantes estabilizantes y espesantes

- E300-E385 Antioxidantes

Superior E1000 Derivados del

almidon.
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3.1.3 Regulacién de los aditivos alimentarios (1,4)

El uso de los aditivos esta rigurosamente reglamentado tanto nacional como
internacionalmente. A nivel internacional, hay un Comité Conjunto de Expertos
en Aditivos Alimentarios (JECFA), de la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacién (FAO), y la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) que a partir del analisis y revision de todos los datos toxicolégicos
disponibles, determina la inocuidad y la "ingesta diaria admisible" (IDA) para
cada aditivo, es decir el nivel madximo que no tenga efectos toxicos
demostrables, expresada en relacion con el peso corporal, que una persona
puede ingerir diariamente durante toda la vida sin riesgo apreciable para su

salud (se refiere normalmente a un persona estandar de 60 kg de peso).

La mayoria de paises tienen sus propios reglamentos y lista de colores
permitidos que se pueden utilizar en diversas aplicaciones, incluyendo los

limites maximos de ingesta diaria.

La autorizacién para el empleo de aditivos es distinta en cada pais, pero

requiere unos principios generales como son:

- Justificacion de su empleo.
- Pureza quimica.

- Datos toxicologicos.

Existen distintas razones que justifican el uso de aditivos y coadyuvantes
tecnoldgicos.

- Razones econdmicas y sociales
- Razones sanitarias
- Razones fisiologicas

- Razones tecnologicas
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3.1.4 Aditivos que modifican el color (1)

Los aditivos alimenticios que modifican el color son llamados colorantes y
pueden definirse como sustancias que aportan, intensifican o restauran el color
de un producto para compensar la pérdida de color debida al almacenamiento o
procesamiento, o a las variaciones naturales de la materia prima, y para realzar
los colores naturales de los alimentos. Son ampliamente usados en reposteria,

golosinas, jugos de frutas y gaseosas, galletitas, helados, etc.

El objetivo de usar colorantes en los alimentos es mejorar su aspecto visual y
poder dar respuesta a las expectativas del consumidor. Bajo ninguna razén se

puede utilizar un colorante para ocultar o disimular fallas en el producto.
3.2 Historia de los colorantes ()

Antiguamente las Unicas fuentes de colorantes en alimentos eran de origen
vegetal, animal y mineral, incluyendo zanahorias, azafran, flores y sales de
hierro y cobre. Un aditivo de color, tal como se define, es cualquier tinte,
pigmento, u otra sustancia que puede dar color a los alimentos, medicamentos,
cosmeéticos o al cuerpo humano. Los antiguos egipcios utilizaban colorantes
artificiales en cosméticos y tintes para el cabello. El vino fue coloreado

artificialmente al menos 300 afios antes de Cristo.

En 1856, William Henry Perkin descubrié el primer tinte organico sintético,
llamado malva. Los descubrimientos de tintes similares siguieron pronto y
rapidamente se acostumbraron a colorear alimentos, medicamentos Yy
cosmeticos. Debido a que estos tintes se produjeron primero a partir de
subproductos de procesamiento de carbdn, eran conocidos como "los colores

de alquitran de hulla”.
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3.2.1 Generalidades sobre colorantes (1,17

Los colorantes forman uno de los grupos de aditivos alimentarios mayormente
utilizados y que también tiene grandes diferencias en cuanto al uso en los
diferentes paises. En la Unién Europea esta practicamente prohibido el uso de
colorantes artificiales, mientras que en paises como Estados Unidos la mayoria
estan autorizados para su uso en alimentos. Generalmente la gente asocia
colores con sabores y juzga previamente la calidad de los productos en base al
color, es decir este influye también psicolégicamente en el sabor percibido en
los productos, por esta razon los fabricantes de alimentos afiaden colorantes a
sus productos, haciéndolos mas atractivos.

Técnicamente es considerado como colorante cualquier tinte, pigmento o
sustancia que puede impartir color cuando se agrega o aplica a un alimento,

bebida, farmaco, cosmético o al cuerpo humano.

3.2.2 Importancia de la certificacion de los colorantes (21

En 1906 Estados Unidos adoptd a traves del acta de Alimentos y Farmacos, la
prohibicién del uso de colorantes venenosos o adulterados en confiteria, asi
como el coloreado de alimentos con el fin de ocultar calidad inferior o defectos
del mismo. Por ellos surgen organismos como la FDA, y es para estos
organismos que el proceso de certificacion de un color es necesario ya que es
una forma efectiva de controlar el ingreso de este ingrediente y avalar que el
color que ingresa a los Estados Unidos es seguro.

En los Estados Unidos se utilizan nimeros (que generalmente indican que la
FDA ha aprobado el colorante para su uso, en alimentos, medicamentos y
cosméticos) y letras como la FD & C (Food, Drugs and Cosmetics) para los
colorantes alimentarios sintéticos aprobados que no existen en la naturaleza,
mientras que en la Union Europea, utilizan la letra “E” seguida de un numero los

cuales se utilizan para todos los aditivos, tanto sintéticos como naturales
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aprobados en aplicaciones alimentarias. De esta manera se lleva un control de
calidad de los colores contenidos en los productos que ingresan como

alimentos, farmacos y cosméticos.

El uso de un color aditivo no listado, el uso inadecuado o el uso de un color
aditivo que no es conforme a la pureza e identificacion de acuerdo a las
especificaciones de la regulacion listada, puede causar que un producto sea
considerado como adulterado de acuerdo a lo previsto en la Acta FD & C y la
FDA puede tomar acciones contra este producto. Por ello el proceso de
certificacion cobra un valor importante sobre la seguridad y confianza que

pueda tener dicho ingrediente o en los alimentos que lo contienen.

3.2.3 Criterios que debe cumplir un colorante para ser aplicado en un

producto (15,19)

Para que un colorante se pueda emplear en una aplicacion especifica debe

satisfacer varios criterios:
- Ser seguro en los niveles y en las condiciones de uso.
- No impartir efectos adversos al producto
- Ser estable en el producto
- No reaccionar con los productos ni con los envases donde se apliquen
- Ser de facil aplicacién al producto

- Tener un fuerte poder tint6reo.

Los colorantes para alimentos pueden ser naturales o sintéticos. Estos ultimos
tienen mejores propiedades de estabilidad y poder tintéreo por lo que su uso es

mas generalizado.
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En la evaluacion toxicoldgica de los colorantes sintéticos se exige como minimo

los siguientes datos:

- Estudios sobre metabolismo efectuados en diversas especies. Estos
estudios deben versar sobre la absorcion, la distribucion, la
biotransformacion y la eliminacién del producto; en cada una de esas

faces hay que tratar de identificar los productos metabdlicos.

- Estudios a corto plazo de administracion del producto en especies de

mamiferos no roedores.
- Estudios multigeneracionales de reproduccién/ teratogenia.

- Estudios a largo plazo de carcinogenia / toxicidad en dos especies.
3.3 Clasificacion de los colorantes.

3.3.1 Colorantes naturales de los alimentos @,e)

Los colorantes naturales pueden ser de origen animal, vegetal y mineral y se
encuentran representados por los 3 colores primarios (rojo, verde y azul) y
muchas de sus combinaciones se observan en casi todos los colores del

espectro visible por ejemplo amarillo, naranja, violeta, etc.

En el caso de los alimentos coloreados a partir de extractos de plantas, frutas,
etc., también se consideran como natural al igual que los colorantes producidos
por fermentacion y los sintetizados por algunos microorganismos (levaduras,
hongos y bacterias) en diferentes medios de cultivos, por ejemplo, los
carotenoides y las antocianinas. La mayoria de los colorantes naturales para
alimentos se clasifican en cinco grupos basicos: tetrapirroles (clorofila);
isoprenoides o carotenoides (carotenos, licopeno y xantofilas); benzopireno
(antocianinas y flavonoides); betalainas (betacianinas y betaxantinas) y otros
derivados de algun proceso (caramelo y siropes). Algunos de los colorantes

mas utilizados en la Union Europea se mencionan en el Cuadro N° 2.
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Cuadro N° 2 Colorantes naturales mas utilizados en la industria alimenticia (9)

NOMBRE OBTENCION | APLICACION EFECTOS Y LIMITES.
Rizoma de la | Color amarillo intenso | Baja absorcién en el intestino,
Curcumina cdrcuma (Curry). Confituras, | Toxicidad reducida. En algunos
(Curcuma mermeladas, etc. | experimentos  realizados con
longa) Embutidos picados | animales se han observado
(crudos y cocidos). efectos teratdgenos.
Hembras del | Color rojo muy variable, | Se han sefialado respuestas
insecto utilizandose en | alérgicas en sujetos que han
Cochinilla Dactylopusco- | conservas  vegetales, | consumido bebidas con este
Carmin ccus, parasitos | mermeladas, helados, | colorante.
Acido de algunas | productos carnicos Yy | IDA: sin asignar.
carminico. especies  de | bebidas alcohdlicas y no
cactus. alcohdlicas.
Color verde
caracteristico aplicado a | Baja absorcion intestinal.
Clorofilas Algas chicle, helados y | IDA: sin asignar.
bebidas refrescantes.
Capsantina:
pimiento rojo y | Fabricacion de | Absorcion intestinal muy baja.
Carotenoides | del piment6n | embutidos IDA: 5 mg/Kg peso.
Licopeno: Bebidas refrescantes
tomate.
Productos de reposteria,
helados y derivados
Rojo de | Remolacha lacteos  dirigidos  al | Baja absorcion intestinal.
remolacha roja publico infantil. El colorante absorbido se elimina
Betaina (Betavulgaris) | Bebidas refrescantes, | sin cambios por la orina

conservas, vegetales y
mermeladas, conservas
de pescado.

Entre los factores que influyen al momento de tomar la decision de utilizar un

colorante natural, y que se relacionan con los principales desafios en su

utilizacién se pueden mencionar:

- Costo mayor que el de su equivalente sintético.
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- Estabilidad del color y su dependencia de factores tales como pH,
temperatura, exposicion a la luz y reacciones de oxidacién con otros

ingredientes.

- Uniformidad del color durante el procesamiento y almacenaje del

alimento.

- Durabilidad del color y alteracion del sabor durante el periodo de

almacenaje del alimento.

- Inocuidad y propiedades benéficas para la salud que se atribuyen a

algunos pigmentos naturales.

3.3.2 Colorantes sintéticos s, 23)

Los primeros colores se prepararon con anilina, y por muchos afos todos los
colorantes de alquitran de hulla fueron llamados colores de anilina, cualquiera
gue fuese su origen. Los colorantes de alquitran forman mas de una docena de
grupos bien definidos entre los cuales se hallan los colorantes nitrosos, los
nitrocolorantes, los colorantes azoicos (aminas, oxazinas Yy tiazinas), los
indigoides, las antraquinonas, las acridinas, las quinolinas, etc.). También se
dividen en colorantes acidos y basicos, en colorantes directos y colorantes con

mordientes.

La mayor parte de ellos se utilizan para tefir telas y para diversos fines en las
artes. Muchos de estos colorantes se emplearon originalmente en alimentos y
bebidas sin hacer la debida seleccidén entre los inofensivos y los toxicos y sin
gue hubiese ninguna inspeccion tocante a pureza o falta de toxicidad. Después
de la publicacién de la ley sobre alimentos y drogas (1906), la Secretaria de
Agricultura de los Estados Unidos dicto disposiciones y reglamentos en cuya
virtud algunos colorantes vinieron a ser conocidos con el nombre de “Colorantes

permitidos”.
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Estos colores solo se deben usar después que la Administracién de Alimentos y
Drogas (FDA) certifica que son genuinos y no contienen impurezas venenosas;
de ahi el nombre de colores certificados o permitidos, cuya aceptacion es

limitada, ya que varios se han retirado de la lista y se han encontrado sustitutos.

Los siete colorantes artificiales que estan permitidos en los alimentos bajo la

Ley de 2007 en Estados Unidos son los siguientes:

- FD & C Azul N° 1. Azul brillante FCF, E133 (azul sombra)

- FD & C Azul N° 2. Indigotina, E132 (azul marino sombra)

- FD & C Verde N°3. Verde ligero FCF, E143 (tono verde azulado)
- FD & C Rojo N°40. Rojo Allura AC, E129 (tono rojo)

- FD & C Rojo N°3. Eritrosina, E102 (sombra rosa)

- FD & C Amarillo N°5. Tartrazina, E102 (sombra amarilla)

- FD & C Amarillo N°6. Amarillo anaranjado S, E110 (tono naranja)

Los colorantes sintéticos se pueden clasificar en dos grandes grupos, segun

sus propiedades fisicas y quimicas, en colorantes hidrosolubles y lacas.
a) Colorantes hidrosolubles (@5)

Los colorantes hidrosolubles se caracterizan por su elevada solubilidad en una
gran diversidad de solvente incluyendo el agua y por lo tanto, su poder de
coloracion se basa en la disolucidn. Los colorantes hidrosolubles mas utilizados

se muestran en el Cuadro N° 3.

Las aplicaciones mas comunes de los colorantes hidrosolubles son bebidas,
gaseosas Yy refrescos en polvo; confiteria, helados y productos lacteos;
conservas y mermeladas; sopas, vegetales y frutas enlatadas; postres y

productos horneados.
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Cuadro N° 3.Colorantes artificiales mas utilizados en la industria alimentaria (1)

COLORANTES Usos
Tartracina Confiere color amarillo a las bebidas limonadas, helados, caramelos,
Amarillo. reposteria a la paella y arroz condimentado envasado.
Amarillo Se utiliza para colorear refrescos de naranja, helados, caramelos,
anaranjado S productos para aperitivo, postres, etc.
Azorrubina o | Otorga color frambuesa en caramelos, helados, postres, etc. Se
carmoisina utiliza el amaranto para el color rojo en gelatinas.
eritrosina
Azul V, indigotina, | Otorgan colores celeste, verde e indigo a bebidas refrescantes,
verde lisamina golosinas, coberturas de reposteria, helados, etc.

b) Lacas (15,23

Las lacas son colorantes practicamente insolubles en la mayoria de las
sustancias y su poder de coloracion se basa en la dispersién del color en el
medio en el cual se aplica. Estas se producen a partir de la precipitacion y
absorcion de un colorante hidrosoluble en una base insoluble o sustrato. Por lo
tanto, constan de dos elementos constituyentes basicos: un material colorante y

una base o portador.

Segun la FDA (Food and Drug Administration) de Estados Unidos, las lacas
para alimentos se pueden producir Unicamente sobre un sustrato de hidroxido
de aluminio. Por supuesto, las condiciones mas criticas son aquellas

empleadas para las lacas destinadas a alimentos, drogas y cosméticos.

Las principales aplicaciones de las lacas son en productos en polvo, como
gelatinas y refrescos; rellenos y mezclas de tortas, pasteles y galletas, grasas y

ceras; tabletas comprimidas y gomas de mascar.
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3.4 Ventajas y desventajas de los colorantes naturales y sintéticos (17)

Los colorantes para alimentos pueden ser naturales o sintéticos. Estos ultimos
tienen mejores propiedades de estabilidad y poder tintéreo por lo que su uso es

mas generalizado.

Tanto los colorantes sintéticos como los pigmentos naturales poseen ventajas y
desventajas (ver cuadro N°4) que deben de tomarse en cuenta para su uso en
la industria de alimentos. Aunqgue los colorantes sintéticos brindan un color mas
llamativo que los naturales; no hay que perder de vista el dafio que pudieran

ocasionar en la salud de los consumidores.

Cuadro N° 4. Ventajas y desventajas de usar colorantes naturales o colorantes

artificiales.

COLORANTES VENTAJAS DESVENTAJAS

Mayor poder tintéreo.

Colorantes Mayor estabilidad en las | Produce efectos en la salud como
artificiales condiciones de procesado vy | alergias, cancer, hiperactividad vy
almacenamiento déficit de atencion en nifios.

Solubles en agua
Insolubles en agua (lacas)

Presentacion liquida y solida

Colorantes No producen efectos en la salud Carecen de fuerza tintérea

naturales Aportan sabores no deseados al

producto
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3.5 Colorantes artificiales utilizados en bebidas.
3.5.1 Amarillo N°5 (Tartrazina) (10, 23)

FD & C Amarillo N° 5 (Figura N° 1), también conocido como tartrazina, es
utilizado en numerosos productos de panaderia, bebidas, polvos de postre,
caramelos, cereales, postres de gelatina, alimentos para mascotas, y muchos
otros alimentos, asi como productos farmacéuticos y cosméticos. Su uso esta
autorizado, en mas de 60 paises, entre los que incluye la Comunidad

Econdmica Europea y Estados Unidos.

El aditivo colorante FD & C Amarillo N° 5 es principalmente la sal trisddica 4,5-
dihidro-5-oxo-1-(4-sulfofenil)-4-[4-sulfofenil-azo]-1H-pirazol-3-carboxilico  (CAS
Reg. N° 1934-21-0).

Para fabricar el colorante, el acido 4-amino-bencenosulfénico se diazota con
acido clorhidrico y nitrito de sodio. El compuesto diazo resultante se acopla con
acido 4,5-dihidro-5-oxo-1-(4-sulfofenil)-1H-pirazol-3-carboxilico o con el éster de
metilo, éster de etilo, 0 una sal de este acido carboxilico. El colorante resultante

se purifica y se aisla como la sal de sodio.

Figura N° 1. Férmula estructural del amarillo N° 5 (Tartrazina)
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Se debe rotular de manera destacada en los alimentos que lo contienen, por su
potencial toxicidad. Pertenece al grupo de los colorantes azoicos, del tipo
monoazo-(pirazolona), consiste esencialmente de 5-hidroxi-1-(4-sulfonatofenil)-
4-(4-sulfonato fenilazo)-H-pirazol-3-carvoxilato trisédico, en presencia de cloruro

y/o sulfato de sodio como el principal componente no coloreado.

Se presenta en forma de polvo o granulos de color naranja claro, es soluble en
agua e insoluble en etanol. La estabilidad de este colorante es muy buena, ya

que no se ve afectado al ser expuesto al calor, a la luz, a &cidos y alcalis.

Después del rojo N° 40, es el colorante mas utilizado. La IDA para el colorante
Amarillo N° 5 es de 5 mg / kg / dia (FDA), lo que equivale a 150 mg / dia para
un nifo de 30 kg. Las empresas estiman un consumo de equivalente a 15 mg
de este colorante por personas por dia, pero cuando en realidad hay muchos

nifos que consumen varias veces esa cantidad.

- Metabolismo y efectos metabdlicos.

Acido sulfanilico es un metabolito que resulta de la reduccion del amarillo N° 5
en el enlace N = N azo, sin embargo cuando el amarillo N° 5 fue administrado
con Carbono 14 radioactivo (**C) por via intraperitoneal en ratas y conejos, no

se encontraron restos de acido sulfanilico radioactivo en la orina.

En el mismo estudio, cuando el Amarillo N°5 se administré por via oral a ratas,
conejos y seres humanos, se observaron pocos cambios ya que se recuperé en
la orina el &cido sulfanilico. Estos resultados indican que la reduccion de
Amarillo N° 5 se produce a través de la flora gastrointestinal. Es por ello que el
acido sulfanilico se excreta en la orina cuando el Amarillo N° 5 se administra por
via oral, pero no por via intraperitoneal se metaboliza principalmente en los
intestinos de las ratas después de una dosis oral, donde el microflora intestinal

realizan la mayor parte de la degradacion del compuesto.
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Aparte del metabolismo del colorante, una dosis de 50 mg de tartrazina condujo
a un aumento o acelerada excrecion urinaria de zinc en los nifios hiperactivos.

Si el efecto sobre el zinc es una causa de la hiperactividad no se conoce.

- Contaminantes cancerigenos.

El Amarillo N° 5 puede estar contaminado con varios agentes cancerigenos,
incluyendo bencidina y 4-aminobifenilo. La FDA limita bencidina libre de 1 parte
por billon (ppb), aunque métodos analiticos so6lo pueden detectar 5 ppb. Mas
importante aun, las pruebas de la FDA a principios de 1990 encontraron que
algunos lotes de tinte contenian hasta 83 ppb de libre y unido bencidina, con
este ultimo probablemente se libera en el tracto Gl. La FDA no comprueba la

bencidina limite cuando se certifica la pureza de los colorantes.

- Hipersensibilidad

La Unica preocupacion generalmente aceptada sobre el amarillo N° 5 es sus
efectos de hipersensibilidad. Se informé en la década de 1970, varios casos de
sensibilidad a la tartrazina, con mayor frecuencia en la forma de urticaria
(ronchas) y asma. Encontrando que el 26% de los pacientes con trastornos
alérgicos tuvo una reaccidén alérgica positiva 10-15 minutos después de la
ingestion de 50 mg del colorante. Esas reacciones incluyeron ola de calor,
debilidad general, visidbn borrosa, aumento de las secreciones nasofaringeas,
un sentimiento de sofocacion, palpitaciones, prurito (picazon severa),

angioedema (hinchazén o ronchas por debajo de la piel), y urticaria.

Una asociacion entre intolerancia a la aspirina y sensibilidad a la tartrazina se
ha demostrado en varios estudios. Se administro por separado la aspirina y el
amarillo N° 5 en 96 pacientes y encontré que cerca de la mitad de los pacientes
con reacciones positivas a la aspirina también tenia reacciones positivas a
Amarillo N° 5, y cerca de tres quintas partes de los casos positivos a el

colorante amarillo N° 5 también tenian reacciones positivas con aspirina.



42

3.5.2  Amarillo N° 6 (Amarillo ocaso) (10,23)

El Amarillo N° 6 FD & C (Figura N° 2), Amarillo ocaso aprobado por la FDA, es
un colorante azo sulfonado, soluble en agua que se utiliza para el color
productos de panaderia, cereales, bebidas, polvos de postre, dulces, postres,
salchichas y otros numerosos alimentos, asi como cosméticos y drogas. El
Amarillo N° 6 tiene una IDA de 3,75 mg / kg de peso corporal / dia, 0 112,5 mg
para un nifo de 30 kg (FDA). Es el tercer colorante mayormente utilizado,

estimando un consumo de 14 mg por persona en los productos.

El aditivo de color FD & C Amarillo N° 6 es principalmente la sal disodica del 6-
hidroxi-5-[(4-sulfofenil) azo]-2-naftalenosulfonico acido (CAS Reg N° 2783-94-
0.). La sal trisédica de 3-hidroxi-4-[(4-sulfofenil)azo]-2,7-naftalenodisulfénico
acido (CAS Reg N° 50880-65-4) puede ser afiadida en pequefias cantidades. El
aditvo de color es fabricado por diazotizacion de &cido 4-
aminobencenosulfonico utilizando acido y nitrito de sodio clorhidrico o &cido
sulfarico y nitrito de sodio. EI compuesto diazo se acopla con &cido 6-hidroxi-2-
naftaleno-sulfonico. El colorante se aislo en forma de la sal de sodio. La sal
trisddica de 3-hidroxi-4-[(4-sulfofenil)azo]-2,7-naftalenodisulfonico acido que
puede ser mezclado con el color principal se preparé de la misma manera,
excepto el diazo acido bencenosulfénico se acopla con 3-hidroxi acido 2,7-

naftalenodisulfénico.

HO
e e

505Na

Figura N° 2. Férmula estructural del amarillo N° 6 (amarillo ocaso) (7
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También llamado amarillo crepusculo, ocaso o FD & C amarillo N° 6, confiere a
los alimentos un color amarillo oscuro (tipo yema de huevo) o anaranjado.
Pertenece al grupo de los colorantes azoicos, es del tipo monoazo, consiste
principalmente de 2-hidroxi-1-(-sulfonato fenilazo)- naftaleno-6-sulfonato di
sadico, junto con cloruro y/o sulfato de sodio como los principales compuesto no
coloreados. Se obtiene por sintesis quimica y se presenta en forma de polvo o
granulos de color rojo anaranjado. Es soluble en agua y glicerina e insoluble en
etanol. La estabilidad de este colorante es buena, manteniendo sus
caracteristicas al exponerse a altas temperaturas, a la luz y a distintas
condiciones de pH, se comporta bien a pH entre 3.0 y 8.0.

- Usos y restricciones.

El aditivo colorante FD & C Amarillo N° 6 se puede utilizar con seguridad para
los alimentos (incluyendo los suplementos dietéticos) dando una coloracion
generalmente en cantidades consistentes con las buenas préacticas de

fabricacion actual.

- Metabolismo y efectos metabdlicos

Varios metabolitos se encontraron en la orina de los conejos que recibieron una
dosis oral de 0.5 mg / kg de Amarillo N° 6. Este colorante se reduce en el
enlace azo principalmente en el intestino por microflora intestinal para producir
acido sulfanilico y 1-amino-2-naftol-6-sulfénico acido, asi como la forma N-
acetilado de acido sulfanilico, p-acetamidobenceno-sulfénico acido. Se encontro
alrededor del 2% de la dosis intacta de Amarillo N° 6 en las heces.

Estos resultados fueron confirmados por Honohan quien dosifica 5 ratas con 2,7
mg de 14C- Amarillo N° 6 por via oral y se encuentra solo 1-2% de la dosis en
forma de tinte intacto en las heces después de 24 horas.
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- Contaminantes cancerigenos

El amarillo N° 6 puede estar contaminado con varios agentes cancerigenos,
incluyendo bencidina y 4-aminobifenilo. La FDA ha establecido un limite de 1

parte por billon (ppb) de bencidina libre.
3.6 Bebidas no carbonatadas sin alcohol (20

Es una bebida no alcohdlica que no contiene diéxido de carbono (anhidrido
carbonico) disuelto, elaborada a partir de agua potable que cumpla con la
Norma Salvadorefia Obligatoria NSO 13.07.01:97, adicionado con azlcar y otro
edulcorante permitido, saborizantes naturales o artificiales y/o de jugos o
concentrado de frutas, colorantes naturales o artificiales y acidificantes, con o
sin la adicion de sustancias persevantes, vitaminas y otros aditivos alimentarios

permitidos y que han sido sometidos a un proceso tecnoldgico adecuado.
3.7 Legislacion internacional y nacional sobre los colorantes.
3.7.1 Legislacion Internacional (4,17)

Las autoridades sanitarias que marcan la pauta en normativas de uso de
aditivos alimentarios, son la FDA (Food and Drug Administration) en EE.UU. y la
EFSA (European Food Safety Authority) en la Union Europea. Sin embargo, hay
paises que difieren respecto a las propuestas de los organismos antes

mencionados.

A continuacion se indican aspectos importantes de la legislacion vigente para

algunos paises.
a) Unién Europea

Todos los aditivos, incluidos los colorantes naturales, deben contar con

autorizaciéon y cumplir con el reglamento CE 1333/2008 para ser utilizados.
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Adicionalmente, se les identifica con la letra E seguida de un namero, que en el
caso de los colorantes corresponde a los numeros entre 100 y 199. Son
regulados respecto del tipo de alimentos al que pueden ser adicionados, en qué
condiciones y las restricciones de venta de cada uno. Por ejemplo, el color rojo
natural E120, corresponde a cochinilla o &cido carminico, el que es extraido del
exoesqueleto de un insecto y es usado en bebidas alcohdlicas, carbonatadas,

sopas y postres.
b) Estados Unidos

La FDA clasifica los colores permitidos en dos categorias:

1. Colorantes certificados: son producidos sintéticamente. Actualmente hay
nueve autorizados en alimentos, los que llevan el prefijo FD&C o D&C, el
color y un nimero. Por ejemplo: FD&C Amarillo N° 6 (Tartrazina).

2. Colorantes liberados de certificacion: son los que incluyen pigmentos
derivados de fuentes naturales como frutas, hortalizas, minerales o
animales. Ejemplos: el extracto de annatto (amarillo), betarragas

deshidratadas, caramelo, beta-caroteno y extracto de piel de uva.
c) México.

La normatividad estd sustentada basicamente por la Comisién del Codex
alimentarius que es un organismo internacional de la FAO y la Organizacion
Mundial de la Salud que se basa en normas de regulacion alimentaria que
tienen que ver con la produccién, procesamiento y comercio de alimentos para

asegurar la proteccion de la salud de los consumidores.

Segun el anexo 1l Colorantes con IDA establecida del acuerdo por el que se
determinan los aditivos y coadyuvantes en alimentos, bebidas y suplementos
alimenticios, su uso Yy disposiciones sanitarias indican los colorantes con IDA

establecidos. (Ver cuadro N°5).
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d) Argentina.

Segun el Cadigo Alimentario Argentino, los colorantes en bebidas no deben

exceder las siguientes concentraciones mostradas en el cuadro N° 5

Cuadro N° 5. Limites maximos de uso colorantes en bebidas saborizadas no

alcohdlicas permitidas en México y en Argentina (13)

Colorante Categoria de | Limite Limite Ingesta diaria
alimento. maximo en | maximo en | maxima Fuente
México Argentina. recomendada
Amarillo Bebidas
. 100 mg/L 100 mg/L 2.5 mg/ Kg de | FAO/WHO,
Ocaso o | saborizadas | 2001
Amarillo N° 6 no alcohdlicas peso corpora '
Azul Brillante o | Bebidas 2.5 mg / Kg de
. 100 mg/L 100 mg/L FAO/WHO,
Azul N° 1 saborizadas peso corporal 2001
no alcohdlicas '
Eritrosina 0 | Bebidas
: . 100 mg/L | - 10 mg/ Kg de | FAO/WHO,
Rojo N° 3 saborizadas
no alcohélicas peso corporal | 2001.
Indigotina o | Bebidas
Azul N© 2 saborizadas 100 mg/L | -=---mmmmeeeees 5.0 mg/ Kg de | FAO/WHO,
no alcohslicas peso corporal 2001.
Rojo Allura "o | Bebidas 300 mg/L 100 mg/L 7.0 mg/ Kg de | FAO/WHO
Rojo N° 40 saborizadas my mg 0 Myl Ry de '
no alcohslicas peso corporal 2001.
Tartracina o | Bebidas
. . 100 mg/L 100 mg/L 7.5 mg/Kg de | FAO/WHO,
Amarillo N° 5 saborizadas
no alcohélicas peso corporal | 2001.
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3.7.2 Legislacion Nacional (o)

Segun el codigo de salud en su Art 95 menciona que el Ministerio de Salud
llevara un registro de alimentos y bebidas en consecuencia se prohibe la
importacion, exportacion, comercio, fabricacion, elaboracion, almacenamiento,
transporte, venta o cualquiera otra operacion de suministros al publico, de
alimentos o bebidas empacadas o envasadas cuya inscripcion en dicho registro
no se hubiere efectuado. Es por ello que estos productos deberan cumplir con
lo establecido segun la Normativa Salvadorefias para aditivos alimentarios, y al
mismo tiempo deberdn cumplir con las normas del Codex Alimentario, en

donde se dicta lo siguiente sobre los colorantes.

a) Colorantes naturales.

El producto podra ser adicionado en la cantidad adecuada para obtener el

efecto deseado de los colorantes naturales indicados en el cuadro N° 6.

Cuadro N° 6. Colorantes naturales permitidos en bebidas no carbonatadas en El

Salvador (20
COLORANTES NATURALES
- Annato - Clorofila que contiene cobre con sales
- Alfa, beta,gamma caroteno de sodio y potasio
- Alfa, beta ,gamma-8- carotenal - Cochinilla
- Beta- apo 8 carotenoide - Curcuma
- Cacao - Esteres metilico y etilico del &cido
- Cantaxantina beta-apo 8 carotenoide
-  Caramelo - Remolacha
- Carbon - Riboflavina
- Clorofila - Xantofila
- Clorofila que contiene cobre
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b) Colorantes artificiales (20

Los colorantes artificiales permitidos en el pais son los siguientes y podran ser
adicionados al producto de acuerdo a las especificaciones del Cuadro N° 7.

Cuadro N° 7. Colorantes artificiales permitidos en bebidas no carbonatadas en

El Salvador (20

Colorante Limites maximos, en mg/L
Azul brillante (FD& Azul N°.1) 100
Indigotina (FD & Azul N° 2) 200
Tartrazina (FD & C Amarillo N° 5) 200
Amarillo crepusculo (FD & C amarillo N° 6) 200
Eritrosina ( FD & C Rojo N° 3) 200
Rojo allura (FD & C Rojo N° 40) 200

La lista de colorantes artificiales permitidos puede ser modificada por las
autoridades del Ministerio de Salud, en base a nuevos estudios toxicoldgicos.
Los colorantes artificiales indicados no podran emplearse en mezclas de mas
de tres colorantes en el producto y la suma de las cantidades agregadas no

podra exceder de 200 mg/L en el producto.

3.7.3 Informacion en las etiquetas (20

Defensoria de proteccién al consumidor (DPC)

Es la encargada de supervisar que las normas de etiquetado se cumplan en los
productos alimenticios distribuidos por los establecimientos comerciales en El
Salvador. Lo relacionado con el etiquetado de alimentos se encuentra
comprendido en los articulos 9 y 10 de la Ley de Proteccion al Consumidor. El
articulo 9 refiere sobre la obligacion de declarar en el empaque los ingredientes

que se utilizan en su composicion.
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Art. 9.- Todo productor, importador o distribuidor de productos alimenticios,
bebidas, medicinas que puedan incidir en la salud humana o animal, debera
imprimir en los envases o empaques de los productos que determine el
Reglamento, los ingredientes que se utilizan en la composicion de los mismos.
Esta obligacion no comprendera la formula o secreto industrial utilizado en la

elaboracion del producto.

3.8 Implicaciones en la salud.
3.8.1 Efectos secundarios. (18,24

En 1939 cientificos japoneses constataron que un colorante sintético utilizado
frecuentemente provocaba cancer en los animales de experimentacion. Este
descubrimiento llevo en poco tiempo a la prohibicion de todos los colorantes
azoicos con fines alimentarios. Solo después de largos estudios para demostrar
la inocuidad de algunos de estos colorantes, fueron permitidos nuevamente.

Aun hoy dicha inocuidad toxicolégica de los colorantes azoicos es discutida.

Aunque la estructura quimica de estos colorantes utilizados, principalmente
para los dulces, ha ido cambiando con el tiempo de manera que no se
descomponen en el organismo sino que son eliminados por completo e

inalterados, aun traen consigo cierto riesgo.

Esto consiste basicamente en la aparicion de reacciones alérgicas siendo las
personas que sufren de asma o que son sensibles al 4cido acetilsalicilico las

gue peor toleran los colores azoicos.

La tartrazina es el colorante que produce mas reacciones alérgicas y es
sospechoso de dejar residuos de sustancias cancerigenas, por lo tanto en
Europa a partir del 20 de julio de 2010, los alimentos que contengan este
colorante deben llevar la advertencia “puede alterar la actividad y la atencién en
ninos”. Algunos alimentos que lo contienen son refrescos en polvo, dulces,

helados, aperitivos, salsas, condimentos.
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Mientras que el amarillo ocaso o amarillo N° 6 aparece en mermeladas, galletas
y productos de pasteleria, refrescos de naranja, sopas instantdneas, harinas
para rebozar. Al igual que la tartrazina, se considera cancerigeno y frecuente

alérgeno.

3.8.2 Colorantes en alimentos y bebidas que alteran la conducta infantil (1)

En los anos 70’s cuando el pediatra Benjamin Feingold asegur6 que existia una
relacion entre los aditivos y la manera en la que se comportaban los nifios. En
pacientes sensibles, la tartrazina promueve una mayor liberacién de histamina,
lo cual provoca reacciones en los individuos, especialmente en los nifios.
Referente a los impactos que tienen otros colorantes artificiales en la conducta
de los niflos no habian surgido estudios contundentes, sino hasta que
investigadores del Reino Unido de la Universidad de Salud Infantil del Hospital
General Southampton realizaron un estudio doble ciego con nifios utilizando
diferentes aditivos sintéticos (tartrazina, carmoisina, rojo allura, amarillo ocaso,
rojo ponceau 4R y benzoato de sodio) observaron una asociacion positiva a la
hiperactividad y conducta de los nifios.

El estudio pudo comprobar el impacto que tienen los colorantes artificiales en la
conducta de los nifios. La hiperactividad es un término generalmente utilizado
para describir dificultades en el comportamiento que afectan el aprendizaje, la
retencion de informacion, el movimiento, el lenguaje, las respuestas
emocionales y los patrones del suefio. El Trastorno de Déficit de Atencion e
Hiperactividad (TDAH) es un padecimiento crénico, y no soOlo un

comportamiento hiperactivo.

Con estos estudios se comprueba la clara y directa asociacion que existe entre
el consumo de colorantes artificiales como la tartrazina, rojo allura, amarillo
ocaso, carmoisina y el benzoato de sodio como conservador y una alteracion en

la conducta de los nifios incrementando niveles de hiperactividad y atencion.
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3.9 Cromatografia.

3.9.1 Definicidn (28

La cromatografia se define como un procedimiento mediante el cual se separan
solutos por un proceso dinamico de migracion diferencial en un sistema que
consta de dos o més fases, una de las cuales se mueve continuamente en una
direccion dada y en la que las sustancias individuales presentan diferentes
movilidades a causa de diferencias de adsorcion, particion, solubilidad, presion
de vapor, tamafio molecular o densidad de carga idnica. Las sustancias
individuales asi separadas se pueden identificar o determinar mediante

procedimientos analiticos.
3.9.2 Fundamento (29)

La técnica cromatografica general requiere que un soluto se distribuya entre dos
fases, una fija (fase estacionaria) y otra movil (fase mdavil). La fase movil
transfiere el soluto a través del medio, hasta que éste finalmente emerge
separado de otros solutos que eluyen antes o después. En general, el soluto es
transportado a través del medio de separacién por medio de una corriente de
disolvente liquido o gaseoso denominado “eluyente”. La fase estacionaria
puede actuar mediante adsorcién, como en el caso de adsorbentes como la
alimina activada y el gel de silice, o puede actuar por disoluciéon del soluto,

produciendo una particion del soluto entre la fase estacionaria y la movil.

3.9.3 Historia (29)

En 1910, el botanico ruso M. Tswett descubrié por primera vez esta técnica, que
fue aplicada a la separacién de pigmentos de plantas, dandole el nombre de
cromatografia en referencia a las bandas coloreadas de pigmentos que se
separaban por su absorcion selectiva sobre columnas de yeso. Tras su

descubrimiento, la cromatografia quedo practicamente olvidada hasta 1930 afio
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en que fue redescubierta por Kuhn y Lederer, quienes la aplicaron para la
separacion de carotenoides; a partir de este momento, el uso de esta técnica se
fue extendiendo cada vez mas, al tiempo que se desarrollaban diferentes

versiones de la misma:

- En 1941 Marvin y Synge con la cromatografia de reparto.
- En 1944 Consden, Gordon y Marin con la cromatografia de papel

- En 1958 Stahl con la cromatografia de capa fina.
3.9.4 Adsorbentes y eluyentes (25,29

En la practica, las separaciones son frecuentemente el resultado de una
combinacion de efectos de absorcion y de elucion.

Adsorbentes:

La adsorcion es el proceso por el cual un solido atrae y retiene moléculas en su
superficie. El mecanismo involucrado es fisico; no existen reacciones
quimicas. La actividad del adsorbente se determina por su area superficial,
naturaleza quimica y el arreglo geométrico de los atomos de su superficie.
Depende de la produccién de sitios activos. En funcién de estos sitios, los
adsorbentes se clasifican en débiles, medianos y fuertes. El adsorbente no
debe reaccionar con el disolvente y menos aun con los solutos a separar. Si las
fuerzas fisicas de unién entre el soluto y el adsorbente son muy fuertes, el
soluto no se desplazara del punto de siembra, y por el contrario, si son muy
débiles, correra junto al frente de disolvente. Los dos adsorbentes (fase
estacionaria) mas ampliamente utilizados son la gel de silice (SiO2) y la alimina

(Al203), ambas de carécter polar.
SILICA GEL: Su actividad se debe a los grupos silanos Si-OH.

ALUMINA: Su actividad depende de los atomos de Oz y de Al.
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CELULOSA: Se usa sélo cuando los compuestos a separar se unen muy

fuertemente a la alimina o al silicagel (compuestos muy hidrofilicos).

La alimina anhidra es el mas activo de los dos, es decir, es el que retiene con
mas fuerza a los compuestos; por ello se utiliza para separar compuestos
relativamente apolares (hidrocarburos, haluros de alquilo, éteres, aldehidos y
cetonas). El gel de silice, por el contrario, se utiliza para separar sustancias mas
polares (alcoholes, aminas, acidos carboxilicos). El proceso de adsorcién se
debe a interacciones intermoleculares de tipo dipolo-dipolo o enlaces de
hidrogeno entre el soluto y el adsorbente. El adsorbente debe ser inerte con las
sustancias a analizar y no actuar como catalizador en reacciones de
descomposicion. El adsorbente interacciona con las sustancias mediante

interaccion dipolo-dipolo o mediante enlace de hidrégeno si lo presentan.

Elucién (9

La efectividad de un solvente de desplazar al soluto del adsorbente se
denomina “poder de elucién”. Esta asociado con la funcién llamada parametro
de fuerza del disolvente o coeficiente eluotropico que es la energia de
adsorcion por unidad de area de un adsorbente patrén.

El orden de elucion de un compuesto se incrementa al aumentar la polaridad de
la fase movil o eluyente. Este puede ser un disolvente Gnico o dos miscibles de
distinta polaridad. En el siguiente cuadro se muestra los adsorbentes y
disolventes mas comunes en cromatografia, y el orden de elucién, actividad de

adsorbentes y la fuerza de elucion de los disolventes.
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Cuadro N° 8. Adsorbentes y disolventes mas comunes en cromatografia.
Orden de elucion, actividad de adsorbentes y fuerza de elucién
de los disolventes. (29
Secuencia Orden de elucién de Actividad de adsorbentes | Fuerza de elucion

compuestos

de disolventes

v

Hidrocarburos saturados
Hidrocarburos aromaticos
Derivados halogenados

Eteres

Cetonas
Aldehidos
Esteres
Alcoholes
Aminas

Acidos

Celulosa

Sulfato célcico (Yeso)
Silice

Florisil

Oxido de magnesio
Alumina

Carbon activo

Eter de petréleo
Ciclohexano

Benceno

Tetracloruro de
carbono
Diclorometano
Cloroformo

Eter dietilico

Acetato de etilo

Acetona
n-propanol
Etanol
Metanol
Agua

Acido acético

En general, estos disolventes se caracterizan por tener bajos puntos de
ebullicion y viscosidad, lo que les permite moverse con rapidez. Raramente se
emplea un disolvente mas polar que el metanol. Usualmente se emplea una
mezcla de dos disolventes en proporcién variable; la polaridad de la mezcla
sera el valor promediado en funcion de la cantidad de cada disolvente
empleada. El eluyente idoneo para cada caso ha de encontrarse por "el método

del ensayo y del error”.
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3.9.5 Determinacion del Rf (25

La retencion se puede explicar en base a la competencia que se establece
entre el soluto a separar y la fase movil por adsorberse a los centros activos
polares de la fase estacionaria. Asi, las moléculas de soluto se encuentran
adsorbidas en la fase estacionaria y a medida que se produce la elucion van
siendo desplazadas por la fase movil. La retencion y la selectividad en la
separacion dependen de los valores respectivos de las constantes de los

diferentes equilibrios quimicos que tienen lugar, que estan en funcién de:

- La polaridad del compuesto.

Determinada por el nUmero y naturaleza de los grupos funcionales presentes.
Los solutos mas polares quedaran mas retenidos puesto que se adsorben mas
firmemente a los centros activos de la fase estacionaria, mientras que los no

polares se eluiran con mayor facilidad.
- Naturaleza del disolvente.

Un aumento en la polaridad del disolvente facilita su desplazamiento en la
placa. La relacion entre las distancias recorridas por el soluto y por el eluyente
desde el origen de la placa se conoce como Rf, y tiene un valor constante para
cada compuesto en unas condiciones cromatograficas determinadas

(adsorbente, disolvente, tamafo de la cubeta, temperatura, etc.).
Para calcular el Rf se aplica la siguiente expresion:

distancia recorrida por el compuesto (X)

Rf =

distancia recorrida por el eluyente (Y)

La distancia recorrida por el compuesto se mide desde el centro de la mancha.

Si ésta es excesivamente grande se obtendra un valor erroneo del Rf. Se
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recomienda elegir un eluyente en el que los componentes de la mezcla
presenten un Rf medio en torno a 0.3-0.5 como se muestra en la figura N° 3.
Para valores de Rf menores que 0.3 la mancha estar4d muy concentrada y para
valores mayores de 0.7 muy difusa. Para compuestos poco polares, se debe
utilizar un disolvente apolar como el hexano. En el caso de compuestos con
polaridad media, se aconseja utilizar mezclas hexano/acetato de etilo en
distintas proporciones. Los productos mas polares, requieren disolventes mas

polares como mezclas de diclorometano /metanol en distintas proporciones.

Ri=Xa/ X
1/ Ao R
e L -
Xo
0.47 . T T
Lugar de
aplicacic’:n\\ 0.31 ° X
4
kw---------

Figura N° 3. Aspecto clasico de una placa cromatografia en capa fina (CCF)

después del revelado de las manchas de migracion (2o
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3.9.6 Estandares de Referencia. (16)

Mediante la aplicacién sobre el adsorbente en capa delgada o el papel, de
soluciones de la sustancia que se desea identificar, la muestra auténtica y una
mezcla de cantidades practicamente iguales de la sustancia que se desea
identificar en una linea recta, paralela al borde de la placa cromatografica como

se muestra en la figura N° 4.

Cada aplicaciéon de muestra contiene aproximadamente la misma cantidad, en
peso, del material a cromatografiar. Si la sustancia que se quiere identificar y la
muestra auténtica son idénticas, entonces todos los cromatogramas
concuerdan en color y en valor Rf.

—

s T
S— »-1 Placa de CCF
= T Vapor de eluyente
!

? Eluyente
™ { q Muestra
V_, Estandar de referencia
\
Figura N° 4. Camara de desarrollo con cubeta vertical y placa de CCF.

3.9.7 Ubicacion de los Componentes. (16)

Las manchas producidas mediante la cromatografia en capa delgada o en papel

se pueden ubicar de las siguientes maneras:

- Por inspeccion directa, si los compuestos son visibles bajo luz blanca o

luz UV de longitud de onda corta (254 nm) o larga (360 nm)
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- Por inspeccion bajo luz blanca o luz UV después del tratamiento con
reactivos que hacen que las manchas sean visibles (los reactivos se

aplican de manera mas conveniente con un atomizador)

- Mediante el uso de un contador Geiger-Muller o técnicas de

autorradiografia en el caso de la presencia de sustancias radioactivas.
3.9.8 Cromatografia en capa fina (CCF). (16)

En la cromatografia en capa fina, el adsorbente es una capa relativamente
delgada y uniforme de material seco, reducido a polvo fino, que se aplica sobre
una lamina o placa de vidrio, plastico o metal; las que se utilizan mas

comunmente son las placas de vidrio.

La placa recubierta puede considerarse una “columna cromatografia abierta” y
las separaciones logradas pueden basarse en la adsorcion, la particion o una
combinacion de ambos efectos, segun el tipo especifico de fase estacionaria, su

preparacion y los disolventes empleados.

La cromatografia en capa delgada de capas de intercambio iénico puede
emplearse para separar compuestos polares. La identificacidbn presuntiva se
puede efectuar mediante la observacion de las manchas o zonas con valores
RF idénticos y de magnitud aproximadamente igual, obtenidos respectivamente

una muestra desconocida y una muestra de referencia en la misma placa.

Una comparacion visual del tamafio o intensidad de las manchas o zonas
puede servir para una estimacion semicuantitativa. Las mediciones cuantitativas
se pueden efectuar mediante densitometria (mediciones de absorbancia o de
fluorescencia) o bien pueden retirarse cuidadosamente las manchas de la
placa, luego eluirse con un disolvente adecuado y medirse

espectrofotométricamente.
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3.9.9 Equipo y material necesario para cromatografia en capa fina (s)

El equipo y los materiales aceptables para la cromatografia en capa fina

comprenden lo siguiente:

Una placa para cromatografia en capa fina (CCF). Por lo general se utilizan
hojas o placas previamente recubiertas con silica gel (en soporte de vidrio,
aluminio o poliéster) de tamafo adecuado. En el momento de uso, las
placas se pueden activar, si fuera necesario, calentdndolas en una estufa a
110°C a 120°C por 20 minutos para eliminar el agua que pueda estar
retenida en el sdlido. Este paso se conoce como ‘activacion' y habilita la

capa para una separacion liquido - sélido.

Un dispositivo de aplicacion manual, semiautoméatico o automatico (ver
figura N° 5) adecuado para asegurar una colocacion correcta de la placa y
una apropiada transferencia de la muestra, con respecto al volumen y a la
posicion, a la placa. Para la correcta aplicacion de las soluciones, se
recomiendan micro pipetas, micro jeringas o0 capilares calibrados
desechables

Una camara cromatografica de un material inerte transparente para el
desarrollo ascendente y con las siguientes especificaciones: una cubeta de
fondo plano o cubetas gemelas, con una tapa que cierre herméticamente y
de un tamafo adecuado para las placas. Para el desarrollo horizontal, la
camara esta provista de un recipiente para la fase mévil y también contiene

un dispositivo para dirigir la fase movil hacia la fase estacionaria.

Dispositivos para transferencia de reactivos a la placa mediante rociado,
inmersion o exposicidn a vapor y dispositivos para facilitar el calentamiento

necesario para la visualizacion de las zonas o0 manchas separadas.
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- Una fuente de luz UV adecuada para realizar observaciones bajo luz UV de

longitud de onda corta (254 nm) y larga (365 nm).

- Un dispositivo para documentar adecuadamente el resultado cromatografico

visualizado.
3.9.10 Cuantificacion en cromatografia de capa fina (CCF). (1¢)

Se puede determinar directamente en la placa las sustancias separadas por
TLC que responden a la radiaciéon ultravioleta o visible (UV-Vis). Mientras se
mueve la placa o el dispositivo de medicion (Ver figura N° 5), la placa se
examina midiendo la reflectancia de la luz incidente. Las sustancias que

contienen radio nucleidos se pueden cuantificar de tres formas:

- Directamente moviendo la placa a lo largo de un contador adecuado o
viceversa (ver figura N° 5)

- Cortando las placas en tiras y midiendo la radioactividad en cada tira
individual, utilizando un contador adecuado.

- Raspando la fase estacionaria, disolviéndola en un coctel de centelleo
(disolvente) adecuado y midiendo la absorbancia o fluorescencia en un

equipo.

Para pruebas cuantitativas, es necesario aplicar a la placa no menos de tres
soluciones estandar de la sustancia a examinar, cuyas concentraciones cubran
el intervalo de valores esperado en la solucién de prueba (por ejemplo, 80%,
100% y 120%). Realizar la derivatizacion con el reactivo indicado, si fuera
necesario, y registrar la reflectancia o fluorescencia en los cromatogramas
obtenidos. Utilizar los resultados determinados para el célculo de la cantidad de

sustancia presente en la solucién de prueba.
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Figura N° 5. Aparato de aplicacion automatico en CCF (A) y densitometro lector
de placa Scanner-3 (B)

3.10 Espectroscopia UV-Vis. (14,16)
3.10.1 Espectrofotometria de Absorcion. (is)

La espectrofotometria de absorcion es la medicion de una interaccion entre una
radiacion electromagnética y las moléculas o &tomos de una sustancia quimica.
La medicion espectrofotométrica en la region visible anteriormente se
denominaba colorimetria; sin embargo, es mas preciso emplear el término
“colorimetria” so6lo en aquellos casos en que se considera la percepcion
humana del color.

El intervalo de longitud de onda disponible para estas mediciones se extiende
desde las longitudes de onda corta del UV hasta el IR. Por conveniencia, este
intervalo espectral esta aproximadamente dividido en el UV (190 a 380 cm™), el
visible (380 a 780 cm™), el IR cercano (780 a 3000 cm?) y el IR (4000 cm™ a

250 cm) como se observa en la figura N° 6.
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Figura N° 6. Intervalo de longitud de onda del espectro Visible (29

3.10.2 Utilidad comparativa de intervalos espectrales. @s)

En el caso de muchas sustancias, las mediciones pueden hacerse con mayor
exactitud y sensibilidad en las regiones del UV vy visible del espectro que en las
del IR cercano e IR. Cuando se observan soluciones en celdas de 1 cm, las
concentraciones de aproximadamente 10 mg de muestra por mL a menudo
producen absorbancias entre 0.2 y 0.8 en el UV o la region de luz visible.

En el IR e IR cercano, pueden ser necesarias concentraciones de 1 a 10 mg por
mL y de hasta 100 mg por mL, respectivamente, para que se produzca una
absorcién suficiente; para estos intervalos espectrales, se utilizan celdas con
longitudes de 0,01 mm a mas de 3 mm. Por lo general, los espectros UV y
visible de las sustancias no tienen un alto grado de especificidad. Sin embargo,
son muy apropiados para realizar valoraciones cuantitativas y, en el caso de
muchas sustancias, son utiles como medios adicionales de identificacion (ver
figura N° 7).

La regién del IR cercano es especialmente apropiada para la determinacion de
grupos —OH y —NH, como por ejemplo agua en alcohol, —OH en presencia de
aminas, alcoholes en hidrocarburos y aminas primarias y secundarias en

presencia de aminas terciarias. El espectro IR es Unico para cualquier
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compuesto quimico dado, con la excepcion de los isbmeros Opticos que tienen

espectros idénticos.

Los espectrometros UV-Vis permiten obtener el espectro de compuestos a
modo de curva que representa la transmitancia o la absorbancia en funcion de

las longitudes de onda (ver figura N° 7), expresada en nanémetros.

' a. Bencenoen

- :
7] J | - -»
& ! \ / disolucion
o . :

F b. Vaporde
< . A benceno

“\ l ™ | L )
» oW W W
A
220 Longitud de onda (nm) 275

Figura N° 7. Aspectos distintos de espectros registrados en la region UV- Vis.
Espectros del benceno (a) en disolucion (espectro en bandas);

(b) en estado de vapor (espectro que presenta un estructura final)

3.10.3 Teoria espectro UV-VIS. (16)

La potencia de un haz de luz radiante disminuye en relacion con la distancia
que recorre en un medio de absorcion. También disminuye en relacion a la

concentracion de moléculas o iones absorbentes con los que se encuentra en

ese medio.

Estos dos factores determinan la proporcién de la energia incidente total que
emerge. La disminucién de la potencia de una radiacion monocromatica que

atraviesa un medio de absorcion homogéneo se determina cuantitativamente

mediante la ley de Beer.
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3.10.4 Grupos Cromoforos. (14)

Los grupos funcionales de compuestos organicos (cetonas, aminas, derivados
nitrados, etc.) responsables de la absorcion en la region UV-Vis se denominan
grupos cromoforos (ver Cuadro N° 8). Una especie constituida por un esqueleto

carbonado transparente portador de uno o varios croméforos es un cromoégeno.

Cuadro N° 9. Cromoforos caracteristicos de algunos grupos funcionales

nitrogenados (14)

Nombre Croméforo Amax(nm) emax(l.molt.cm)
Amina -NH2 195 3000
Oxima -NOH 190 5000

Nitro -NOz2 210 3000
Nitrito -ONO 230 1500
Nitrato -ONO:2 270 12
Nitroso -N=0 300 100

3.10.5 Instrumentacion para espectrometria UV-Vis. (4)

Generalmente un espectrometro esta constituido por tres partes diferenciadas:
la fuente, el sistema dispersivo (frecuentemente un monocromador) y el
detector (ver figura N° 8). Estas tres partes pueden presentarse separadamente
pero en los instrumentos para analisis quimico normalmente esta integradas en

un mismo armazon.
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Figura N° 8. Instrumentacion para espectrofotometria UV-Vis. Dos modalidades

de

procedimientos diferentes: a) un haz, b) doble haz

3.10.6 Fuentes luminosas. (14)

instrumentos que originan un espectro mediante dos

Cualquier espectrofotdmetro necesita de una fuente luminosa. Los tipos de

lamparas utilizadas son:

- Lampara incandescente con filamento de wolframio y cubierta con vidrio de

silice en la parte visible del espectro.

- Lampara de arco de deuterio de presion media, para la regién UV (< 350

nm).

- Lampara de arco de xenodn, que abarca todo el rango comprendido entre

200 y 1100nm, utilizada en los instrumentos de rutina.
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3.11 Andlisis cuantitativo: Leyes de la absorcion molecular.
3.11.1 Ley de Lambert-Beer. (14)

La region ultravioleta-visible se ha utilizado ampliamente en analisis cuantitativo
y desde hace mucho mas tiempo la region visible. Las medidas se basan en la
ley de Lambert-Beer que relaciona, en determinadas condiciones, la absorcion

de la radiacion con la concentracion de un compuesto en disolucion.

El origen de esta ley se remonta a los trabajos del matematico francés Lambert
gue establecio en el siglo XVIII, las bases de la fotometria. Igualmente Beer,
fisico aleman del siglo XIX, establecié una ley que permite calcular la cantidad
de radiacion transmitida por un compuesto en disoluciébn en una matriz no
absorbente, después de un paso a traves de determinado espesor.

Asi resulta la ley de Lambert-Beer presentada a continuacion en su forma

actual:
A=¢g.l.c
En donde:

A: Representa la absorbancia- parametro éptico adimensional registrado por el

espectrofotometro.
|: Espesor (en cm) de la disolucién atravesada.
c: Concentracién molar.
€. Coeficiente de absortividad molar (L. mol 1. Cm) a la longitud de onda (A) a

la cual se realiza la medida.

Esta ley se cumple en las siguientes condiciones:
- Laluz utilizada debe ser monocromatica.
- Las concentraciones deben ser bajas.
- Ladisolucion no debe ser fluorescente ni heterogénea.
- El soluto no debe sufrir transformaciones fotoquimicas.

- El soluto no debe originar asociaciones variables con el disolvente



CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio

Experimental

Se efectud la determinacion cualitativa de los colorantes artificiales N°5
y N° 6 FD&C por medio de cromatografia de capa fina y la cuantificacion de
los mismo por espectroscopia UV- Vis.

Transversal

Esta investigacién se realiz6 en un tiempo determinado para conocer la
problematica en dicho momento.

Prospectivo

De esta investigacion, los resultados pueden retomarse para estudios en un

futuro.

4.2 Investigacion bibliografica

En esta parte se llevd a cabo la revision de diferentes libros en distintas

bibliotecas dentro y fuera de la Universidad de El Salvador y de paginas

electrénicas de internet con contenidos relacionados al tema de investigacion.

Dicha investigacion se realiz6 en las siguientes bibliotecas.

Dr. Benjamin Orozco Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de
El Salvador.

Facultad de Ingenieria y Arquitectura de la Universidad de El Salvador.
Padre Florentino Idoate, S.J, de la Universidad Centroamericana José
Simeon Caiias.

Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal “Enrique Alvarez
Cordoba” (CENTA).

Internet.
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4.3 Investigacion de campo.

Esta se realizé en las ventas ubicadas alrededor de los accesos (ver anexo N°
1) del Campus Central de la Universidad de El Salvador, mediante una lista de
chequeo se sondearon las marcas, precios, sabores y presentaciones de las
bebidas no carbonatadas comercializadas en cada uno de los puestos de venta,
que declaren en su contenido los colorantes amarillo N° 5y N° 6 FD & C (ver
anexo N° 2), luego se realiz6 una encuesta piloto para conocer el nivel de

consumo de la poblacién en estudio.

Posteriormente, se realizaron las encuestas (ver anexo N° 3) determinadas
estadisticamente, dirigidas a la poblacibn general (personal docente,
administrativo y estudiantes) de la Facultad de Quimica y Farmacia de la misma
universidad con el proposito de conocer las marcas comerciales preferidas por
la poblacién en estudio y de esta manera definir las tres marcas a muestrear
para realizar la investigacion experimental. El nUmero de encuestas a realizar
para que la muestra sea representativa de toda la poblacion en estudio se

determind usando la siguiente férmula estadistica ().

B Z2.P.Q.N
~ (N-1)E?+272.P.Q

n

Donde:

n= el tamafio de la muestra

N = tamafio de la poblacién.

P= Proporcion poblacional de un determinado evento (éxito).
Q= Proporcién poblacional de que no ocurra ese evento= 1-P.

Z = Valor obtenido mediante niveles de confianza.
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E = Limite aceptable de error muestral.

Los resultados obtenidos de la encuesta (ver anexo N° 4) se utilizaron para
seleccionar las tres marcas de bebidas no carbonatadas que declaran en su
etiqueta amarillo N° 5 y N° 6 FD&C, que son mayormente consumidos por la

poblacién en estudio.

Universo.
Todas las marcas de bebidas no carbonatadas comercializadas en los accesos
(entradas y salidas) al campus Central de la Universidad de El Salvador que en

su etiqueta declaren los colorantes amarillo N° 5y N° 6 FD&C (ver anexo N° 2).

Muestra.

Las tres marcas de bebidas no carbonatadas preferidas por el personal
docente, administrativo y estudiantil de la Facultad de Quimica y Farmacia del
Campus Central de la Universidad de El Salvador (ver anexo N° 3), de las
cuales se eligi6é, aleatoriamente, un sabor de cada marca comercial y se
adquirieron seis envases de cada presentacion para hacer un pool,
posteriormente se realizaron tres extracciones de los colorantes de cada pool

de bebida, realizandose tres réplicas de cada extraccion.
4.4 Parte Experimental.

4.4.1 Determinacién cualitativa de los colorantes amarillo N° 5y N° 6 FD&C por

Cromatografia en Capa Fina (CCF) (9,10)

A. Material, equipo y reactivos. (Ver anexo N° 5)
B. Fundamento del método. 2, s, 9, 11, 12, 26)

La lana desengrasada se utiliza como proteina, ya que es un agente fijador
adecuado, es insoluble y su carga puede manipularse cambiando el pH. A un

pH bajo, los grupos carboxilo y amino de la proteina de la lana se protonaran
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dandole una carga neta positiva. Las moléculas colorantes permanecen
cargadas negativamente a bajo pH porque son sales de un &cido fuerte. El
acido aceético, un acido deébil, se utiliza para acidificar el alimento, de manera
gue cuando se agregue la lana, esta se protonara cuando las moléculas del
colorante se unen a la lana en estas condiciones, al enjuagar en agua fria, el
color no se elimina debido a la interaccion fuerte entre el colorante y la lana. Al
hervir suavemente la fibra de lana en alcalis diluido se desprotonan los grupos
amino de la proteina de la lana. Esto rompe las fuerzas electrostaticas de los

enlaces y el color se libera pasando de la hebra de lana a la solucién.
C. Procedimiento para desengrasado de lana cruda de oveja (11,12)

- Colocar la lana blanca cruda en una cédmara de extraccion continua
(Soxhlet).

- Medir 200 mL de éter de petrdleo.

- Colocar el éter en el balon de fondo redondo.

- Armar el aparato completo y reflujar por 3 horas para retirar la grasa.

- Retirar la lana (evitar tocar con los dedos) y colocarla sobre un vidrio de
reloj.

- Dejar a temperatura ambiente en una camara extractora de gases para
volatilizar el éter.

- Sumergir la lana desengrasada en una solucion de Hidréxido de Amonio
al 5% por 1 hora.

- Secar completamente en un horno a 65-70 °C.

- Colocar la lana en un desecador con silica gel activa hasta el momento

de su uso.
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D. Extraccion y determinacion de amarillo N° 5 y N° 6 FD&C en bebidas no

carbonatadas (2,3,9,11,12,26).

Preparacion de la muestra.

Mezclar el contenido de los seis envases de la marca de bebida no
carbonatada seleccionada, en un solo contenedor.

Medir 100.0 mL de muestra de bebida no carbonatada y transferir a un
beaker de 150 mL.

Acidificar ligeramente con acido acético glacial hasta obtener un pH entre
2.5-3.0, medido con papel pH.

Rotular esta solucion como A.

Realizar dos extracciones mas y rotular como By C.

Extraccion de los colorantes. (2,5,9,10,12)

Agregar 20 cm de lana desengrasada a las muestras acidificadas.

Hervir la solucién durante 5 minutos y luego dejarla en contacto a
temperatura ambiente por 15 minutos.

Retirar la lana de la solucién y lavarla con agua destilada fria.

Transferir la lana coloreada a un beaker de 50 mL que contenga 10 mL de
amoniaco 0.5 N y dejar en contacto hasta que el colorante depositado en
la lana pase a la solucion amoniacal.

Retirar la lana del Beaker que contiene la solucién amoniacal y colocarla
nuevamente en la solucion acidificada anterior.

Repetir el mismo procedimiento en los mismos 10 mL de solucion
amoniacal hasta que la muestra quede incolora.

Retirar la lana del Beaker con el colorante en la solucion amoniacal y
concentrar la solucion hasta un volumen aproximado de 1 mL, de ser
necesario agregar agua a la muestra para evitar llegar a sequedad.

Enfriar y transferir la solucion concentrada a un balén volumétrico de 10.0

mL y aforar con agua destilada.
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Identificacion de los colorantes por el método de Cromatografia en Capa

Fina (CCF) (ver anexo N°7) (2,5,9,11,12,26)

Proceder a la activacion de la placa cromatogréafica 20x20 cm
calentandola en una estufa a 110 °C - 120°C por 20 minutos.

Preparar el eluyente compuesta por Isopropanol e hidroxido de Amonio
concentrado (4:1 v/v).

Colocar la fase mévil en un tanque para cromatografia y tapar el tanque
hasta saturar la camara.

Sacar la placa cromatogréfica de la estufa y dejarla enfriar a temperatura
ambiente.

Preparar estandares de los colorantes amarillo N° 5y N° 6 FD&C con las
siguientes concentraciones 0.25, 0.50, 1.0, 1.25, 1.50 mg/mL. (ver anexo
N° 5).

Marcar sobre la placa cromatografia marcar una linea de 2 cm del borde
inferior, y sobre esta linea marcar puntos equidistantes, dejando una
distancia de 1 cm de cada borde lateral.

Aplicar con una jeringa de tuberculina, 0.1lmL de las soluciones
estandares de las diferentes concentraciones de los colorantes, secar las
manchas con secadora de cabello.

De igual forma aplicar 0.1mL de las muestras a analizar de la repeticion A,
B, C e igualmente secar las manchas con secadora.

Colocar la placa cromatogréfica en el tanque cromatografico, desarrollar el
cronograma hasta que el frente del solvente haya recorrido % desde el
borde inferior de la placa.

Retirar la placa cromatogréafica de la cAmara cromatografica y marcar el
frente del solvente.

Medir el desplazamiento de las muestras y de los estandares.
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Documentar los resultados obtenidos del desplazamiento de cada una de
las muestras y estandares sobre la placa CCF (ver anexo N° 6)

Utilizar la siguiente formula para determinar el coeficiente de reparto Rf y
asi identificar los colorantes (Los Rf tedricos para el amarillo N°5 son de
0.36-0.39 y el Rf para el amarillo N°6 es de 0.47-0.48)

distancia recorrida por el compuesto (X)

distancia recorrida por el eluyente (Y)

Cuantificaciéon de los colorantes por el método de espectrofotometria UV-
Visible (Ver anexo N° 8). (2,5, 9, 11, 12, 26).

Cortar las manchas de cada una de las muestras y estandares aplicados
en la placa.

Colocar en tubos de ensayo individuales y rotular.

Agregar 5.0 mL de agua destilada a cada uno de los tubos.

Transferir la solucidbn a una celda espectrofotométrica y realizar las
lecturas para el amarillo N° 5 FD&C a una longitud de onda de 427 nm y
para el amarillo N° 6 FD&C a una longitud de onda de 482 nm.

Leer un blanco compuesto de una porcion cortada de la placa
cromatografica.

Elaborar una curva de calibracion con las lecturas obtenidas de los
estandares aplicados (0.25, 0.50, 0.75, 1.0, 1.25 y 1.50 mg/mL) para
amarillo N° 5y N° 6 FD&C.

Realizar las lecturas de las diferentes muestras

Calcular la concentraciéon de los colorantes amarillo N° 5y N° 6 FD&C en

las muestras analizadas utilizando la formula de Lambert Beer:

C estandar * A muestra
Cmuestra = - *
A estandar
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Donde:

C muestra= concentracion de la muestra.

C estandar= concentracion del estandar.

A muestra= absorbancia de la muestra.

A estandar= absorbancia del estandar.

FD = Factor de dilucién de la muestra (ver anexo N° 5)

4.5 Estructuracion de la socializaciéon de los resultados.

Se impartié una charla en la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad
de El Salvador para socializar los resultados obtenidos de esta investigacion. La
cual tuvo una duracion aproximada de 40 minutos en donde se dio a conocer
los posibles efectos a la salud que conlleva el consumo de alimentos que

contengan los colorantes artificiales estudiados.



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS



5.1 Selecciéon de las marcas de bebidas.

5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS.
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Con la lista de chequeo que se utilizd (ver anexo N° 2) para conocer los puntos

de acceso (entradas y salidas) y obtener las marcas, precios, sabores y

presentaciones de las diferentes bebidas no carbonatadas que declaran en su

etiqueta los colorantes amarillo N° 5y N° 6 FD&C comercializadas en ellos, se

muestran en el cuadro N°10.

Cuadro N° 10. Puntos de accesos al Campus Central de la Universidad de El

Salvador y puestos de venta en cada uno de ellos.

Punto de N° de
acceso N° Localizacién puestos Marcas comercializadas
Entrada y salida peatonal Jugos Frutado
1 principal (Minerva) 7 Jugos del Valle
Entrada y salida peatonal y Jugos Frutado
2 vehicular Facultad de 6 Jugos del Valle
Economia.

Entrada y salida peatonal y

3 vehicular Facultad de Ciencias 3 Jugos del Valle
y Humanidades.
Entrada y salida peatonal y Super juod

4 vehicular Polideportivo 3 Jugos Frutado
Jugos del Valle

5 Entrada y salida peatonal y

vehicular Facultad de 0 N/A
Ingenieria y Arquitectura.
6 Entrada y salida peatonal y
vehicular Facultad de Quimica 0 N/A
y Farmacia.
7 Entrada y salida peatonal y Super juoé

vehicular Facultad de 6 Jugos Frutado

Odontologia

Jugos del Valle

Nota: N/A significa que no se comercializa ninguna marca en la zona

Como se observa en el cuadro N° 10, el Campus Central de la Universidad de

El Salvador cuenta con siete diferentes accesos, de los cuales en cinco existen

puestos de ventas donde se comercializan cuatro diferentes marcas de bebidas
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no carbonatadas que declaran en su etiqueta amarillo N° 5 y amarillo N° 6
siendo estas:

- Jugos del Valle

- Jugos frutado

- Super Juod

- Jugos La Cascada.

Con la lista de chequeo también se verificaron las presentaciones, sabores y

precios que tienen estas bebidas no carbonatadas. (Ver cuadro N° 11).

Cuadro N° 11 Presentaciones, sabores y precios de las marcas de bebidas no
carbonatadas que declaran amarillo N° 5 y N° 6 FD&C

comercializadas en los accesos al Campus de la Universidad de

El Salvador.
Presentacion en
Marca de jugo Sabor envase plastico (mL) Precio ($)
Del Valle Mandarina, Naranja y Limon 500 0.50
Frutado Durazno 500 0.50
Saper Juodb Mandarina y Naranja 600 0.50
La Cascada Naranja 300 0.35

5.2 Resultados de encuesta dirigida a la poblacién de la Facultad de Quimica y

Farmacia de la Universidad de El Salvador

Con el objetivo de conocer las preferencias en cuanto al consumo de bebidas
no carbonatadas y con la informacion recolectada mediante la lista de chequeo
se procedio a realizar una encuesta piloto con 20 participantes (ver anexo N° 4),

las cuales fueron incluidas en el nimero total de encuestas a realizar.
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Al consultar en la encuesta piloto si se consume alguna bebida envasada no
carbonatada con sabor artificial, 18 personas que corresponden a un 90% de
los encuestados respondieron que si (ver anexo N° 4), con estos resultados se
procedié a definir el nimero total de encuestas a realizar por sector para que la

informacion recopilada sea representativa de toda la poblacién en estudio.
Asi tomando como criterio los siguientes valores:

Z=1.96 a un nivel de confianza a un 95%

E= error muestral del 5%

P= Exito del consumo de bebidas del 90% de la poblacién

Q= Probabilidad de que la poblacion no consuma estas bebidas 10%

N= 812 tamafio total de la poblacién en estudio (83 docentes, 54 administrativos
y 675 estudiantes).
_ Z2.P.Q.N
(N—-1)E2+Z2.P.Q
3 (1.96)% % (0.90) = (0.10) * (812)
(812 — 1)(0.05)2 + (1.96)2 * (0.90) * (0.10)

n

n

n = 118.295 encuestas a realizar
Se realizaron, por lo tanto, 119 encuestas.

Para conocer el niumero de encuestas que se harian por sector se utilizé la

siguiente ecuacion.

Cantidad de encuestas = ne (ni/nt) (3)

Doénde:

Ne= nimero de encuestas a realizar

ni= namero de personas por sector (docentes, estudiantes y administrativos)

nr= total de personas.
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Obteniéndose los resultados siguientes:

- Cantidad de encuestas a realizar a estudiantes:

Encuestas a los estudiantes = 119 * (Z—Zz) =99

- Cantidad de encuestas a realizar a los docentes
Encuestas a docentes =119 x (%) =12

- Cantidad de encuestas a realizar a los administrativos

Encuestas a administrativos= 119 (%) =8

La poblacién de cada sector que se encuesto fue seleccionada aleatoriamente.

5.3 Resultados de la encuesta.

Los resultados obtenidos de la encuesta se muestran a continuacion:
a) Consumo

De un total de 119 personas encuestadas (personal docente, administrativo y
estudiantil), 102 consumen bebidas no carbonatadas que contienen los
colorantes amarillo N° 5y N° 6, mientras que 17 de estas no las consumen (ver

anexo N° 4)

Consumo de bebidas no carbonatadas

120
102

100

80

60

40

17
20

Si No

Figura N°9. Grafica de la cantidad de encuestados que consumen bebidas no
carbonatadas con sabor artificial que rotulan los colorantes
artificiales amarillo N° 5y N° 6 FD&C.
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Las razones por las que los encuestados no consumen estas bebidas se

muestran en el cuadro N° 12.

Cuadro N° 12. Razones por que la que algunas personas no consumen este

tipo de bebidas no carbonatadas.

Poblacion No me gustan Me causa alergia
Estudiantes 10 0
Docentes 3 1
Administrativos 1

b) Marcas preferidas.

La respuesta a esta pregunta se utilizé para definir las tres marcas de bebidas

gue se analizaron en el laboratorio.

Cuadro N°13. Marcas de bebidas no carbonatadas mas consumidas por los

encuestados.
Marcas de bebidas no carbonatadas
Poblacion Del valle | Suaper Juo6 Frutados La Cascada Total
Docentes 5 0 3 0 8
Estudiantes 53 13 16 7 89
Administrativos 1 2 1 1 5
Total 59 15 20 8 102*

* Nota: De los 119 encuestados, 17 no consumen estas bebidas.

Basados en los resultados obtenidos de esta parte de la encuesta, se

obtuvieron las tres marcas comerciales de estas bebidas que son preferidas

por la poblacion encuestada, las cuales son: Del Valle, Super Juog, y Frutado.

Por lo tanto los analisis se realizaron en estas bebidas por triplicado. (ver figura

Ne 10)



Total de bebidas no carbonatadas mas consumidas

Numero de Encuestados

Del valle

Super Juoo

Frutado

Cascada

Marcas de Bebidas no Carbonatadas
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Figura N° 10 Gréfica de las marcas de bebidas no carbonatadas que son

consumidas con mayor

encuestada.

c) Cantidad y frecuencia de consumo.

frecuencia por

la poblacion

La cantidad y frecuencia de consumo de estas bebidas por parte de la

poblacién en estudio (estudiantes, docentes y administrativos de la Facultad de

Quimica y Farmacia) se muestran en los cuadros N° 14 y N° 15 FD & C.

Cuadro N° 14. Consumo de bebidas no carbonatadas por presentacion.

Consumo de bebidas

Presentacién

por presentaciéon Menos de un litro Un litro Mas de un litro Total
Estudiantes 82 4 3 89
Docentes 8 0 0 8
Administrativos 5 5
Total 95 4 102
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Cantidad de Consumo de bebida no carbonatada

Figura N°11. Gréfica de la cantidad de bebidas no carbonatadas

consumidas por la poblacién encuestada.
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Cuadro N° 15. Frecuencia de consumo de bebidas no carbonatas por la
poblacién encuestada.

Frecuencia de Diariamente Unavezala Tres veces a Total
consumo semana la semana
Estudiantes 7 62 20 89
Docentes 0 0 8
Administrativos 0 4 1 5
Total 7 74 21 102

La mayoria de la poblacion encuestada (95 personas) consume menos de 1L

de estas bebidas, mientras que 4 personas consumen 1L, y solamente 3

personas consume mas de 1L. En cuanto a la frecuencia de consumo 74 de los

encuestados, toma este tipo de bebida una vez a la semana, 7 personas lo

consumen diariamente y 21 lo consumen tres veces a la semana. Lo anterior

podria ser un indicio que la poblacion esta “consiente” que el consumo excesivo

de este y otros productos que contienen colorantes artificiales pueden causar

problemas de salud a futuro.
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Frecuencia de Consumo
80 74
70
60
50
40
30 71
20 - —

10 — —

Cantidad de encuestados

Diariamente Una vez a la semana Tres veces ala semana

Frecuencia de consumo por persona

Figura N°12. Grafica de la frecuencia de consumo de bebidas no

carbonatadas por los encuestados.

d) Razones del consumo.

Al consultar, a la poblacion sobre las caracteristicas que lo hacen elegir estas
bebidas para su consumo, 87 personas manifestaron que era por su sabor, 74
por el precio, 12 por el color, 9 por salud, y por preferencia a la marca comercial
10 personas respectivamente, lo cual indica que las personas no son
influenciadas por los aspectos estéticos como el color, ya que las prefieren por

su sabor y precio, y no por su color.

Cuadro N° 16. Caracteristicas por las que la poblacién consume estas bebidas.

Poblacion Color Sabor Precio Salud Marca comercial
Estudiantes 11 78 62 5 10
Docentes 0 6 8 4 0
Administrativos 2 3 4 0 0
Total 12 87 74 9 10
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Caracteristicas por las que usted prefiere estas bebidas

100 7
(%]
S 80 74
8
(%]
19)
3 60
c
1)
3 40
o
OEJ 20 19
2 1z 9 10
., |
Color Sabor Precio Salud Marca Comercial

Caracteristicas por las que las personas prefieren las marcas

Figura N°13 Gréfico de las caracteristicas por las que la poblacién consume

este tipo bebidas.
e) Problemas de salud.

Al consultar sobre el conocimiento de los efectos a la salud que implica el
consumo de los colorantes artificiales contenidos en estas bebidas, los
encuestados responden que algunos problemas de salud pueden ser cancer,
problemas renales, alergias, osteoporosis, obesidad, gastritis, diabetes e
hiperactividad. (ver anexo N° 4). Ademéas el 20% de los encuestados
manifiestan tener familiares con problemas de salud relacionados al consumo
de colorantes artificiales.
Cuadro N° 17. Cantidad de encuestados con familiares que presentan
problemas de salud relacionado al consumo de los
colorantes artificiales amarillo N° 5y N° 6.

Poblacion Si No
Docentes 4 4
Estudiantes 13 76
Administrativos 3 2
Total 20 82
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5.4 Seleccion del puesto de venta y sabores a analizar de las tres
marcas preferidas de bebidas no carbonatadas.

Segun los resultados de la encuesta, las tres marcas comerciales de bebidas no
carbonatas preferidas por la poblacién de la Facultad de Quimica y Farmacia y
que rotulan los colorantes artificiales amarillo N° 5 y N° 6 FD&C son: Del Valle,
Frutado y Super Juod (ver anexo N° 10), las muestras se adquirieron en la
entrada por la Facultad de Odontologia, ya que aqui existe una mayor demanda
por la poblacion de la Facultad de Quimica y Farmacia debido a su cercania y
también por la variedad de sabores y presentaciones de las marcas comerciales
de bebidas no carbonatadas. Las presentaciones seleccionadas de cada una de
estas marcas comerciales fueron las de menos de 1L por ser las mas
consumidas. De cada marca se adquirieron seis envases de un sabor
especifico tomando como criterio que en su etiqueta rotularan los colorantes en

estudio.

Las marcas y sabores seleccionados para realizar los analisis se detallan en el
cuadro N° 18.

Cuadro N° 18. Marcas y sabores seleccionados de bebidas no carbonatadas

para los analisis.

N° Marca comercial Sabor Colorantes contenidos segun etiquetado.
1 Del Valle Mandarina Amarillo N° 6

2 Super Juod Naranja Amarillo N° 6 y Amarillo N° 5

3 Frutado Durazno Amarillo N° 6

5.5 ldentificacion y cuantificacién de los colorante amarillo N° 5y N° 6
FD&C en las bebidas no carbonatadas seleccionadas.

Previamente al analisis, se efectuaron dos pruebas preliminares, para
comprobar la efectividad del método. En la primera prueba preliminar los

analisis se efectuaron sobre placas de silica gel con base de vidrio de
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20x20 cm, las cuales fueron preparadas en el momento de su utilizacion, para
la extraccion de los colorantes y preparacion de las muestras se sigui6 el
procedimiento anteriormente descrito. Las placas se colocaron en camaras
cromatograficas, y se dejaron eluir hasta % partes con el sistema solvente
indicado; posteriormente se rasparon las manchas, se diluyeron con 10 mL de
agua destilada y se leyeron en el equipo HACH Spectronic 2,700. La segunda
prueba preliminar se realizé unicamente cambiando las placas cromatograficas,
siempre de 20x20 cm pero prefabricadas con base de aluminio. Para leer las
placas se cortaron y se les hizo el tratamiento antes escrito. La muestra que se
ensayé en ambas pruebas preliminares fue la marca comercial Del Valle en

sabor naranja y sabor mandarina.

i. Prueba preliminar usando placas cromatograficas de vidrio con silica gel
254.

Para ello se eligieron dos sabores de la presentacion de 500 mL de jugos Del
Valle, un envase de bebida sabor a mandarina y otra con sabor a naranja los
gue contienen los colorantes amarillo N° 5y N° 6 FD&C respectivamente. Las
placas cromatograficas se elaboraron con silica gel 254 de 20 x 20 cm en
soporte de vidrio se utilizd6 como fase movil Isopropanol : amoniaco (4:1).

Se inyectaron 0.1 mL de cada estandar de concentraciones 0.4, 0.8, 1.2, 1.6,
5.0 mg/ mL, y cada muestra en la placa. Se dej6 eluir 3/4 partes del solvente y
se retir6 la placa cromatogréafica, se sec6 y se observé que las manchas
obtenidas de las muestras eran practicamente iguales en color y forma con
respecto a los estandares, pero las manchas de los estandares eran mucho
mas grandes que indicaban una concentracion alta del colorante (ver figura N°
15).
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Tabla N° 1. Desplazamiento y Rf de los estandares y muestras de amarillo N° 5
y N° 6 FD&C en las placas cromatograficas.

Concentracion de Desplazamiento Rf para | Desplazamiento Rf para
estandares y muestras amarillo N° 5 amarillo amarillo N° 6 amarillo
(cm) N°5 (cm) N° 6
0.50 mg/ mL 6.0 0.40 6.5 0.47
@ 0.16 mg/ mL 6.1 0.41 7.1 0.51
= 0.12 mg/ mL 6.0 0.40 7.0 0.51
‘é 0.08 mg/ mL 6.2 0.41 7.2 0.52
. 0.04 mg/ mL 6.1 0.41 7.0 0.51
@ Del Valle (mandarina) No rotula No rotula 7.0 0.51
‘g;‘) Del Valle (naranja) 6.1 0.41 6.9 0.50
§ Frente de sistema 15 13.7

Para obtener los Rf de los estdndares de amarillo N° 5 y amarillo N° 6 y las
respectivas muestras se hizo el siguiente procedimiento utilizando la siguiente
formula:

Distancia recorrida por el estandar o la muestra

Distancia recorrida por el solvente

Amarillo
N°6

Amarillo
N°5

Figura N° 14. Desplazamiento de los colorantes contenido en las muestras del
Jugo Del Valle mandarina (izquierda) y naranja (derecha) y sus
estandares en la placa de cromatografica de silica gel.
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Ejemplo para calcular los coeficientes de reparto Rf para el estandar amarillo
N° 6 y la muestra de bebida sabor mandarina de la marca del valle.

Rfstdl = =2 = 0.47 R fstd2 = 2L = 0.52
13.7 13.7

Rfstd3 = =~ = 0.51 Rfstd4 = == = 0.52
13.7 13.7

Rfstd5 = 22 = 051 Rfmuestra = 22 = 0.50
13.7 13.7

La tabla N° 1 muestra los resultados de los Rf obtenidos durante la prueba
preliminar con los colorantes amarillo N°® 5 y N° 6 FD&C, los Rf tedricos
encontrados en la literatura mencionan que se encuentran entre 0.47- 0.48 para
el amarillo N° 6 FD&C y 0.36- 0.39 para el amarillo N° 5 FD&C.

Al realizar la comparacion de los Rf (Coeficiente de reparto) obtenido de los
estandares con los Rf de las muestras se obtuvo una diferencia minima. (£0.01)

Para la cuantificacion de los colorantes se colocé el raspado de la mancha en
un tubo de ensayo al que se adicion6 5.0 mL de agua destilada se centrifugé y
al sobrenadante se le determiné la absorbancia en un equipo UV- Visible HACH
DR2700 para amarillo N° 5 a una longitud de onda de 427 nm y para el amarillo
N° 6 a 482 nm. Se utiliz6 como blanco una porcién similar de silica gel en la

cual solo habia corrido el sistema solvente.

Las longitudes de onda obtenidos se muestran en la Tabla N° 2, las
concentraciones de los estandares se modifican por la dilucion realizada a la

cantidad aplicada de cada estandar.
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Tabla N° 2 Resultados de las absorbancia de los estdndares y las muestras

para los colorantes amarillo N° 5y N° 6 FD&C.

Concentracion de estandares y | Absorbancia para amarillo | Absorbancia para amarillo
muestras N°5 a 427 nm N°6 a 482 nm
0.1 mg/ mL >3.5 3.025
@ 0.032 mg/ mL 1.153 1.503
'r'; 0.024 mg/ mL 0.818 1.004
E 0.016 mg/ mL 0.664 0.713
0.008 mg/ mL 0.281 0.267
§ Del Valle sabor mandarina N/A 0.220
(<5}
§ Del Valle sabor Naranja 0.110 0.038

Con las absorbancias obtenidas se elaboré una curva de estandares tanto para
amarillo N° 5 y amarillo N° 6, (ver figuras N° 15 y N° 16).

y = 34.626x + 0.0373

w
"

R?=0.9986

3
S
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0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

Concentracion (mg/mL)

Figura N° 15. Curva de estandares para el colorante amarillo N° 5 de la prueba

preliminar i.



91

La linealidad de la curva presenta un R? (coeficiente de determinacion) bajo ya
que la absorbancia obtenida de los dos estdndares méas concentrados
sobrepasan 1.0 que de acuerdo a la bibliografia consultada, menciona que
estas lecturas no son confiables esto abonado a que las absorbancias
obtenidas por las muestras son mas bajas que la del estandar de menor
concentracion, sugiriendo que se debe disminuir las concentraciones de los

estandares utilizados.

3.5
y=28.273x +0.2846 |
3 R*=0.9629 >~
2.5

N

Absorbancia (nm)
[
[ 5]

ot
n

o

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

Concentracion (mg/mL)

Figura N° 16. Curva de estandares para el colorante amarillo N°6 de la prueba

preliminar i.

La concentracion de los colorantes amarillo N° 5y N° 6 FD&C en las muestra

se calcul6 utilizando la férmula de la Ley de Beer.

y Absorbancia de la muestra * concentracion del estandar
Concentracion = - *FD
Absorbancia del estandar

Calculo de las concentraciones de amarillo N°® 5 en la bebida con sabor a
naranja de la Marca del Valle (calculo de Factor de Dilucion ver anexo N° 5)
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0.110 * 0.008 28

mL
0.281

Concentracion = * 50

Concentracion= 0.1566 mg/ mL

Eso quiere decir que hay 0.1566 mg de colorante amarillo N° 5 en una alicuota
tomada de 100 mL de bebida

0.1566 mg ------------ 100 mL

X=1.57 mg de colorante amarillo N° 5 FD&C en 1000 mL o 1 Litro de bebida.
Eso quiere decir que hay 1.57 mg de colorante amarillo N° 5 FD&C en 1 Litro de
bebida. Los resultados obtenidos de las concentraciones de los colorantes en

las bebidas analizadas se muestran en la tabla N° 6 expresado en mg/L.

Tabla N° 3 Concentraciones de los colorantes amarillo N° 5 y N°6 FD&C
contenido en las bebidas de la marca del Valle con sabor a

mandarina y naranja.

Marca y sabor Del Valle mandarina | Del Valle naranja
Contenido de colorante amarillo N° 5 (mg/ L) No rotula 1.57mg/L
Contenido de colorante amarillo N°6 (mg /L) 3.30mg/L 0.57 mg/ L
Total de colorante 3.30mg/L 2.14 mg/L

Los resultados obtenidos en esta prueba preliminar indican que las bebidas no
sobrepasan el limite de 200 mg/L como colorante Unico ni combinados
establecidos por la Norma Salvadorefia Obligatoria NSO 67.18.01:01,
Productos  Alimenticios. Bebidas No Carbonatadas Sin  Alcohol.

Especificaciones.
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ii. Prueba Preliminar N° 2

Prueba preliminar usando placas cromatogréaficas prefabricadas de silica

gel 254 en base de aluminio.

Se eligié una presentacion de 500 mL de jugos del Valle sabor mandarina que
rotulaba colorante amarillo N° 6 FD&C. Se utilizé6 placas cromatogréficas
prefabricadas de silica gel 254 en base aluminio de 20 x 20 cm y se utilizé
como eluyente Isopropanol: Amoniaco (4:1). Para esta segunda prueba se
prepararon nuevos estandares, con el objetivo de mejorar la linealidad de la
curva, con las concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 mg/L. El colorante de
la bebida fue extraido como se indico en la metodologia. Se inyectaron 0.1 mL
de cada estandar y cada muestra en la placa. Se dej6 eluir 3/4 partes del
solvente y se retird la placa cromatografica, se secé y se observo que las
manchas obtenidas de las muestras eran practicamente iguales en color y
forma con respecto a los estandares, pero los estdndares de mayor
concentracion presentaban marcas mas grandes. Como resultado del
desplazamiento de los estandares y muestras en la placa cromatografica se

obtuvieron los respectivos Rf y absorbancias que se muestran en la tabla N° 4.

Tabla N° 4 Resultados de Rf y absorbancia de estandares para amarillo N° 6

FD&C.
Concentracién del Desplazamiento Absorbancia
Estandar aplicado (cm) Rf
0.5 mg/ mL 7.0 0.50 0.439
1.0 mg/ mL 7.2 0.51 0.809
1.5 mg/ mL 7.1 0.50 1.081
Solvente 14.0 - e
2.0 mg/ mL 7.0 0.51 1.427
2.5 mg/ mL 7.1 0.51 1.708
Solvente 13.8 e
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Figura N° 17 Curva de calibracion para estandares de amarillo N° 6 FD&C.
usando placas cromatogréficas prefabricadas de silica gel 60

Fo54 en base de aluminio

Con los resultados obtenidos en la prueba preliminar N° 2, se logré6 comprobar
gue el método al utilizar placas de silica gel con base de Aluminio 60 F2s4 fue

efectivo al separar los colorantes en estudio.

Tabla N° 5 Resultados de absorbancias y Rf de la marca comercial Stper

Juood que rotula los colorantes amarillo N° 5y N° 6 FD&C.

Marca comercial, Super Juo6 Sabor Naranja

Colorante artificial: Amarillo N° 6
Concentracion de colorante en 1

Muestra Rf Absorbancia Litro de bebida
Mx1 0.49 0.230 2.10 mg
Mx2 0.50 0.220 2.00 mg
Mx3 0.50 0.212 1.93 mg

Mxa 0.49 0.215 1.96 mg
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Tabla N° 5. Continuacion

Mxs 0.50 0.225 2.05 mg
Mxe 0.50 0.218 1.99 mg
Promedio 0.50 0.220 2.0 mg

iii. Determinacion cualitativa experimental

Usando placas cromatograficas prefabricadas de silica gel 60 Fzs4 en base

de aluminio.

Se eligieron seis envases de un sabor elegido al azar de cada marca comercial
de bebida que rotulaban en su etiqueta los colorantes en estudio, para la marca
comercial Del Valle se seleccion6 el sabor mandarina y para la marca Frutado
el sabor durazno, ambas presentaciones de 500 mL de jugo y Super Juod sabor
naranja presentacion de 600 mL, realizandose un pool con los seis envases de
cada bebida. Se prepararon estandares de concentraciones de 0.25, 0.50, 0.75,
1.00, 1.25, 1.50 mg/mL para ambos colorantes. Se realizaron tres extracciones
de 100.0 mL de cada pool de bebida por marca a analizar, medidos con pipeta
volumétrica y se identific6 cada uno como réplica de pool A, B y C, esta
extraccion se realizé con lana desengrasada y posteriormente se inyectd 0.1 mL
de cada estandar para amarillo N° 5y N° 6 utilizando una jeringa de tuberculina
de 1.0 mL, realizandose tres réplicas de cada extraccion, y se dejo correr en la
camara cromatogréafica, la tabla N° 6 muestra los Rf obtenidos para los
estandares de amarillo N° 5, el Rf tedrico para este colorantes es de 0.36-0.39.
Se obtuvo en el andlisis valores muy cercanos a los tedricos (0.34- 0.38). Se
utilizé como blanco una porcion cortada de la placa de silica gel con 5 ml de

agua.
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Tabla N° 6. Rf de los estandares de amarillo N° 5

Concentracion de estandares de Rf de estandares

amarillo N° 5 aplicado en placa amarillo N°5 Absorbancia
0.005 mg/mL 0.38 0.155
0.010 mg/mL 0.37 0.343
0.015 mg/mL 0.37 0.550
0.020 mg/mL 0.35 0.743
0.025 mg/mL 0.36 0.977
0.030 mg/mL 0.34 1.276

Con estos resultados se elaboro la curva de estandares para amarillo N° 5 la

cual se muestra en la figura N° 18.

1.4

1.2 y = 44,457x - 0,0997
€ 3 R2=0,9953
£
T 08
c
S 06
(@)
204
<

0.2

0
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03 0.035

Concentracion (mg/mL)

Figura N° 18 Curva de estandares de amarillo N° 5 utilizando placas
cromatograficas prefabricadas de silica gel 60 F2s4 en base de

aluminio.
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Tabla N° 7. Resultados del analisis cualitativo y cuantitativo de la marca Super
Juod sabor naranja para el amarillo N° 5 FD&C.

Marca comercial: Super Juo6 sabor naranja
Colorante artificial: Amarillo N° 5
Réplica del | Triplicado de la | Rf tedrico: 0.36-0.39 | Absorbancia Concentracion
pool réplica Rf  |Rf Promedio (mg/L)
A1 0.37 0.064 1.03
A Az 0.36 0.36 0.062 1.00
As 0.36 0.062 1.00
B1 0.38 0.065 1.05
B B2 0.34 0.36 0.062 1.00
Bs 0.37 0.063 1.01
C1 0.37 0.064 1.00
c C 0.36 0.37 0.065 1.05
Cs 0.37 0.062 1.00
Promedio total 0.36 0.065 1.02

La tabla N° 8 muestra los Rf obtenidos para los estandares de amarillo N° 6,
donde el Rf tedrico es de 0.47-0.48, en el analisis los valores fueron cercanos

(0.46- 0.48) y se procedio de igual forma que para el colorante amarillo N° 5.

Tabla N° 8. Resultado para los estandares de amarillo N° 6.

Estandar amarillo N°6 aplicado Rf de estandares Absorbancia a 482 nm
en placa. amarillo N° 6
0.005 mg/mL 0.47 0.222
0.010 mg/mL 0.48 0.488
0.015 mg/mL 0.48 0.704
0.020 mg/mL 0.47 0.930
0.025 mg/mL 0.47 1.181
0.030 mg/mL 0.46 1.342

Con los resultados obenidos se disefi6 la curva de estandares para amarillo N°6

la cual se muestra en Figura N° 19.
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Figura N° 19 Curva de calibracidon para los estandares de Amarillo N°6
utilizando  placas cromatograficas prefabricadas de silica gel

60 F254 en base de aluminio.

Tabla N° 9. Resultados del andlisis cualitativo y cuantitativo de la marca Super
Juod sabor naranja para el amarillo N° 6 FD&C.

Marca comercial: Super Juoé sabor naranja
Colorante artificial: Amarillo N° 6
Réplicas Triplicado de la| Rf teorico: 0.47-0.48 | Absorbancia Concentracion
del pool réplica Rf Rf Promedio (mg/L)
Ax 0.48 0.018 0.2027
A Az 0.48 0.48 0.016 0.1802
As 0.48 0.016 0.1802
B1 0.47 0.017 0.1914
B B2 0.48 0.47 0.017 0.1914
Bs 0.47 0.016 0.1802
Ci 0.48 0.017 0.1914
C Cz 0.48 0.48 0.018 0.2027
Cs 0.47 0.017 0.1914
Promedio total 0.48 0.017 0.1901
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Tabla N° 10. Resultados del analisis cualitativo y cuantitativo del jugo marca
Frutado sabor durazno para el amarillo N° 6 FD&C.

Marca comercial: Frutado sabor durazno
Colorante artificial: Amarillo N° 6
Réplicas Triplicado de la| Rf teorico: 0.47-0.48 | Absorbancia | Concentracion
del pool réplica Rf Rf Promedio (mg/L)
A1 0.48 0.041 0.462
A Az 0.48 0.48 0.038 0.428
Az 0.48 0.040 0.450
B:1 0.48 0.037 0.420
B B2 0.47 0.47 0.040 0.450
Bs 0.47 0.037 0.420
C1 0.47 0.042 0.473
C Cz 0.48 0.48 0.039 0.440
Cs 0.48 0.037 0.420
Promedio total 0.47 0.039 0.440

Tabla N° 11. Resultados del andlisis cualitativo y cuantitativo del jugo marca Del
Valle sabor mandarina para el amarillo N° 6 FD&C.

Marca comercial: Del Valle sabor mandarina
Colorante artificial: Amarillo N° 6
Réplicas Triplicado de la| Rf teorico: 0.47-0.48 | Absorbancia | Concentracion
del pool réplica Rf Rf Promedio (mg/L)
As 0.48 0.207 2.33
A Az 0.48 0.48 0.213 2.40
Az 0.48 0.209 2.36
B:1 0.48 0.208 2.34
B B2 0.48 0.48 0.212 2.40
Bs 0.48 0.206 2.32
Ci 0.47 0.207 2.33
C C 0.48 0.48 0.210 2.36
Cs 0.48 0.209 2.35
Promedio total 0.48 0.209 2.35
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las concentraciones de las tres bebidas no

carbonatadas que rotulan los colorantes amarillo N°5 y N°6

Marca comercial

Amarillo N°5 concentracion

promedio mg/L

Amarillo N°6 concentracion

promedio mg/L

Sdper Juod 1.02mg/L 0.1901 mg/L
Frutado No rotula 0.440 mg/L
Del Valle No rotula 2.350 mg/L

5.6 Andlisis estadistico de datos por el método ANOVA

5.6.1 Andlisis estadistico de datos (ANOVA) para el colorante amarillo N° 5.

El método estadistico ANOVA sirvi6 en nuestra investigacion para ver las

desviaciones de los resultados de las réplicas. Para el andlisis de datos se

planteé como hipotesis nula (Ho) e hipoétesis alternativa (Hi) lo siguiente:

Ho= No existe diferencia significativa entre las diferentes concentraciones

obtenidas durante el analisis para el colorante amarillo N° 5 FD&C en las

réplicas para la misma marca de bebida no carbonatada.

Hi= Si existe diferencia significativa entre las diferentes concentraciones

obtenidas durante el andlisis para el colorante amarillo N° 5 FD&C en las

réplicas para la misma marca de bebida no carbonatada.

Ho: 0%1= 0%, = 033

Hi: 021# 0%# 033

Con el objetivo de determinar si existe o no diferencia significativa entre las

diferentes concentraciones obtenidas en las réplicas para la misma marca de

bebida no carbonatada durante el analisis para el colorante amarillo N° 5

FD&C.
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El valor resultante (F) se compar6 con el valor Critico F, si es mayor se rechaza
la hipétesis nula y se acepta la hipotesis alternativa.

En todos los resultados obtenidos (ver anexo N° 11) por el analisis de varianza
de un factor ANOVA el valor de prueba (F) es menor que el valor critico por lo
gue no existe diferencia significativa entre las diferentes concentraciones
obtenidas durante el andlisis para el colorante amarillo N° 5 FD&C en las
réplicas para la misma marca de bebida Sdper Juoo sabor naranja.

5.6.2 Andlisis estadistico de datos (ANOVA) para el colorante amarillo N° 6.

Para el andlisis de datos utilizando el método ANOVA para el amarillo N° 6 en
las marcas de bebida super Juoo, Frutado y Del Valle se planteé como

hipétesis nula (Ho) e hipdtesis alternativa (Hi) lo siguiente:

Ho= No existe diferencia significativa entre las diferentes concentraciones
obtenidas durante el analisis para el colorante amarillo N° 6 FD&C en las

réplicas para la misma marca de bebida no carbonatada.

Hi= Si existe diferencia significativa entre las diferentes concentraciones
obtenidas durante el andlisis para el colorante amarillo N° 6 FD&C en las
réplicas para la misma marca de bebida no carbonatada.

Ho: 0%1= 0%, = 033 Hi: 021# 0%# 033

Con el objetivo de determinar si existe o no diferencia significativa entre las
diferentes concentraciones obtenidas en las réplicas para la misma marca de
bebida no carbonatada durante el analisis para el colorante amarillo N° 6
FD&C.

El valor resultante (F) se compar6 con el valor Critico F, si es mayor se rechaza

la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alternativa.
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En todos los resultados obtenidos (ver anexo N° 11) por el analisis de varianza
de un factor ANOVA el valor de prueba (F) es menor que el valor critico por lo
gue no existe diferencia significativa entre las diferentes concentraciones
obtenidas en las marcas de bebidas Super Juoo, Frutados y jugos Del Valle
durante el andlisis para el colorante amarillo N° 6 FD&C en las réplicas para la

misma marca de bebida.

De acuerdo a los resultados finales, las concentraciones tanto de amarillo N°5
como la de amarillo N° 6, estan dentro del limite establecido por la Norma
Salvadorefia Obligatoria NSO 67.18.01:01, la cual establece un limite de 200
mg/L para estos dos colorantes artificiales ya sea combinado o individuales.
Con respecto a los Rf de cada una de las muestras, se observa también que
estos se encuentran dentro del rango tedrico reportado bibliograficamente o),
por lo tanto dichas bebidas son aptas para su consumo en cuanto a la
concentracion de colorantes. Pero estos datos no garantizan que una persona
no pueda desarrollar algun tipo de reaccién alérgica debido al consumo de

estos colorantes.

5.7 Charla Informativa (socializacion de los resultados).

Se brind6 una charla educativa en la Facultad de Quimica y Farmacia, la cual
tuvo una duracién aproximadamente de una hora, se hizo una presentacion en
formato Power Point (ver anexo 12), en donde se dieron a conocer los
resultados de la investigacion y se destacaron los efectos a la salud ocasionado

por el consumo de colorantes artificiales



CAPITULO VI
CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

De acuerdo al total de encuestas realizadas se determind que un 85% de
la poblacién encuestada desconocen el dafio a la salud que pueden
llegar a ocasionar los colorantes artificiales amarillo N° 5 y amarillo N° 6,
mientras que un 15% si esta consiente de los efectos que pueden llegar

a provocar en la salud.

Se determindé que existe un buen porcentaje de la poblaciéon que tiene
problemas en la salud relacionados al consumo de los colorantes ya que
un 20% de los encuestados manifesté que conoce por lo menos algun

familiar con problemas relacionados al consumo de los colorantes

Por medio del método de cromatografia de capa fina se identificaron los
colorantes artificiales contenidos en las tres marcas de bebidas no
carbonatadas analizadas, corroborandose de esta manera por medio de
los Rf la presencia de los colorantes amarillo N° 5 y N° 6 declarados en la

etiqueta de estas bebidas.

La cantidad de los colorantes artificiales amarillo N° 5 y N° 6 contenidos
en las tres marcas de bebidas analizadas cumplen con la normativa ya
que no sobrepasan el limite maximo de 200 mg/L establecido por la
Norma Salvadorefia Obligatoria 67.18.01:01 Productos Alimenticios.

Bebidas No Carbonatadas Sin Alcohol. Especificaciones.

Se determind que no existen diferencias significativas entre las diferentes
concentraciones obtenidas con respecto a las réplicas realizadas del pool
para la misma marcar comercial de bebida no carbonatada analizada que

contienen los colorantes amarillo N° 5 y N° 6 lo cual indica que la



105

variabilidad entre las concentraciones encontradas de las diferentes
replicas es poca y que la concentracion encontrada para cada pool de

bebida es relativamente la misma

Se determind que la bebida no carbonatada que contiene la mayor
cantidad de colorante amarillo N° 6 es la bebida de la marca comercial
jugos Del Valle sabor mandarina con 2.4 mg/L, luego jugos Frutado
sabor durazno con 0.44 mg/L y por ultimo Super Juoo sabor naranja con
0.19 mg/L y 1.02 mg/L para amarillo N° 5 pero que cuya concentraciones

no sobrepasa los limites establecidos por las normas salvadorefias

La cantidad de colorante Amarillo N° 5 y Amarillo N° 6 encontrada en las
tres marcas de bebidas analizadas es relativamente pequefia por lo cual
no representa un alto riesgo a la salud, siempre y cuando no se

sobrepase el indice de Ingesta Diaria para estos dos colorantes.

No se puede establecer un limite maximo de consumo de estas bebidas
ya que muchas veces son combinadas con otros productos que
contienen colorantes artificiales aumentando la cantidad de colorante

ingerida, llegando a sobrepasar el indice de Ingesta Diaria.
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7.0 RECOMENDACIONES

Utilizar con fines didacticos en alguna unidad de aprendizaje donde sea
aplicable el método empleado para la extraccion, identificacion y la
cuantificacion de los colorantes amarillo N° 5 y N° 6 utilizado en esta

investigacion como un método alternativo.

Validar este método como uso alternativo para futuras investigaciones
comparando los resultados obtenidos con esta metodologia para la
cuantificacion de los colorantes amarillo N° 5 y N° 6 con el método de

cromatografia liquida de alta eficiencia.

Que las autoridades de salud informen a la poblacion el dafio a la salud
que puede ocasionar el consumo excesivo de alimentos que contengan

colorantes artificiales.

Que la defensoria del consumidor promueva la lectura correcta de las
etiquetas de los productos alimenticios y que enfaticen sobre la
necesidad que productos rotulen la cantidad de colorante adicionado y
una advertencia en su etiqueta que los colorantes pueden causar alergia

y no se debe sobre pasar el indice de ingesta diaria.

Que las instituciones de salud monitoreen periédicamente las empresas
encargadas de elaborar alimentos que utilizan colorantes artificiales en
sus productos para saber si estan o no cumpliendo con lo establecido en

la ley.
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6. Que las empresas tomen conciencia y comiencen a sustituir los
colorantes artificiales contenidos en sus productos por colorantes

naturales ya que segun estudios provocan menores efectos en la salud.
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ANEXO N°1

Entrada por
Polideportivo.

N° Puestos: 3
Facultad

Entrada por
Facultad
Humanidades. )
Bienestar
N° Puestos: 3

Entrada por
Facultad de
Economia

N° Puestos:

Entrada por

Facultad
- Odontologia
_J '] e Entrada
) fff_,a--’ Principal N° Puestos: 6
= I\___ﬂ_ﬂa- __,fﬁﬂ;ﬂ {:ll N (Minerva)
Ju e | =
Tty /—\ f N° Puestos: 7
T i

Entrada por
Agronomia.

N° Puestos: 0

Entrada por
Universitario.

N° Ventas: 0

Figura N°21. Mapa del campus central de la Universidad de El Salvador

COn Sus respectivos accesos.

Nota: Punto donde se Puntos donde se Puntos sin
realizé el muestreo. comercializas las bebidas ventas



ANEXO N°2

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR Vinees®
FACULTAD DE QUIMICA'Y FARMACIA

LISTA DE CHEQUEO
Objetivo:
Conocer las marcas, precios, sabores y presentaciones de las diferentes
bebidas no carbonatadas que declaren en su etiqueta el contenido de los
colorantes amarillo N° 5 y amarillo N° 6 comercializadas en los accesos

(entrada y salida) del Campus Central de la Universidad de El Salvador.

1- Puntos de acceso al Campus Central de la Universidad de El Salvador

Punto de acceso N° Localizacion N° de puestos

2- Presentaciones, marcas comerciales, sabores y precios de bebidas no
carbonatadas que declaran en su etigueta el contenido de los colorantes
amarillo N° 5 y amarillo N°6 que se comercializan en los accesos hacia el

Campus Central de la Universidad de El Salvador.

Marca Sabores Presentacion Precio. ($)

envase pléstico (mL)




ANEXO N°3

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA'Y FARMACIA

ENCUESTA
Objetivo
Conocer las marcas, cantidad y frecuencia de consumo y conocimiento acerca de los colorantes artificiales
utilizados en bebidas envasadas (jugos y refrescos) no carbonatadas con sabor artificial de mayor consumo
por la poblacion de la Facultad de Quimicay Farmacia de la Universidad de El Salvador.
INDICACION: Marque el cuadro con una “X” segun sea su respuesta.
1) ¢Consume usted alguna bebida envasada no carbonatada con sabor artificial (JUGOS)?
Sl I:' NO |:|

Si su respuesta fue “SI”, obvie solamente la pregunta 2.

2) Sisu respuesta fue “NO”, Indique la razén del por qué no consume bebidas no carbonatada con sabor
artificial

No me gustan I:' Me causa alergia I:'

Otros:

3) Seleccione de las siguientes marcas la bebida no carbonatada (Refrescos y Jugos) que usted consume con
mayor frecuencia

.

t

O @& O (] ]
i A
Julglos del E | Super ::ugﬁsd Jugos La
valle ﬁ i juod rutados cascada
i
e A
4) Indique la cantidad y frecuencia con la cual consume dichas bebidas.
Cantidad de consumo cada vez Menos de 1Litro 1 Litro Mas de un Litro
que usted compra estas bebidas
Frecuencia de Diariamente Una vez a la semana Tres veces a la semana
consumo

5) ¢Por cudl de las siguientes caracteristicas usted consume dichas bebidas? (marque todas las que usted
considere)

COLOR SABOR PRECIO SALUD MARCA COMERCIAL

6) ¢Conoce cuales implicaciones en la salud son causadas por el consumo de los colorantes artificiales
contenidos en los jugos?

7) ¢Sabe de alguien en su familia que tenga algun problema de salud relacionado a los colorantes contenidos en
este tipo de bebidas?

st [] no [ ]



ANEXO N° 4

RESULTADOS DE LA ENCUESTA PARA CONOCER LAS MARCAS,
CANTIDAD, FRECUENCIA DE CONSUMO Y CONOCIMIENTO ACERCA DE
LOS COLORANTES ARTIFICIALES UTILIZADOS EN BEBIDAS NO
CARBONATADAS CON SABOR ARTIFICIAL DE MAYOR CONSUMO
REALIZADA EN LA FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA



1- ¢Consume usted alguna bebida envasada no carbonatada con sabor

artificial?

Cuadro N° 19. Resultados de consumo de bebidas envasadas con sabor

artificial  por sectores.
Encuestados Si consume No consume
Estudiantes 77 8
Docentes 14 6
Administrativos 11 3
TOTAL 119
90
20 77
70
60
50
40
30
20 14 11
10 8 6 3
N - _— L

Estudiantes

Docentes

ESi mNo

Administrativos

Figura N° 22 Grafica que muestra los resultados del consumo de bebidas
envasada con sabor artificial por sectores

2- Si su respuesta fue “NO” indique la razén del por qué no consume este tipo
de bebida no carbonatada con sabor artificial.

Cuadro N° 20. Razones por las que no se consumen este tipo de bebida.

Encuestados No me gusta Me causa alergia
Estudiantes 8 0
Docentes 3 1
Administrativos 4 1
TOTAL 17




w

N

[ERN

8
7
6
5
4
4
3
. I- L]

Estudiantes Docentes Administrativo

B No me gusta M Me causa alergia

Figura N° 23 Gréafico que muestra las razones por las que no se consume
este tipo de bebidas por sector. Nota: considera que son
dafinos, solo consume bebidas naturales

3- Seleccione de las siguientes marcas, la bebida no carbonatada (refrescos y
jugos) que usted consume con frecuencia.

Cuadro N° 21 Marca de bebida no carbonatada de mayor consumo en cada

sector.
Del Valle Super Juod Frutado La Cascada
Estudiantes 48 13 18 7
Docentes 6 0 0
Administrativos 1 2 3 1
TOTAL 55 15 24 8

4- Indique la cantidad y frecuencia con la cual usted consume dichas bebidas
Cuadro N° 22 Frecuencia de consumo de estas bebidas por sector.

Frecuencia Diariamente Una vez a la semana Tres veces ala
semana
Encuestado
Estudiantes 8 58 19
Docentes 0 10 0
Administrativos 0 6 1
TOTAL 2 66 16




Marcas de Bebidas de mayor consumo
48

18
13
7
6
I l 0 3 0 1 2 3 1
|| —
Estudiantes Docentes Administrativos

H Del Valle m®SuperJuo6 ™ Frutado M LaCascada

Figura N° 24 Gréafico que muestra la marca de bebida no carbonatada que es

mayor consumida por cada sector.

Frecuencia de consumo

60

58
50
40
30
20 19
10
10
6
2 | B Dy
0 -— | -
Estudiantes Docentes Administrativos

M Diariamente B Unavezalasemana M Tres veces al dia

Figura N° 25 Grafico que muestra la marca de bebida no carbonatada que es
mayor consumida por cada sector.



Cuadro N° 23 Cantidad de consumo de estas bebidas por sector.

Cantidad
Menos de 1L Un litro Mas de 1L
Encuestado
Estudiantes 72 8 5
Docentes 10 0 0
Administrativos 7 0 0
TOTAL 89 8 5
Cantidad de consumo
80
20 72
60
50
40
30
20
" 10
8 5 . 0 0 70 o
0 [ ] [ |
Estudiantes Docentes Administrativos

B Menos de 1L E Un litro Mas de 1L
Figura N° 26. Grafico que muestra la cantidad de consumo de estas bebidas
por sector.

5- ¢Conoce cuales implicaciones en la salud son causadas por el consumo de
los colorantes artificiales contenidos en los jugos?

Cuadro N° 23 Sectores que conocen las implicaciones en la salud causada por
los colorantes.

Encuestados Si No
Estudiantes 9 62
Docentes 4 4
Administrativos 1 4
Total 84
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Figura N° 27 Gréfico que muestra los sectores que conocen las implicaciones

6-

en la salud causada por los colorantes.

¢, Conoce cuales implicaciones en la salud son causadas por el consumo de

los colorantes artificiales contenidos en los jugos?

Cancer, insuficiencia renal, gastritis, obesidad, osteoporosis, diabetes,
alergias, problemas renales, reflujo.

¢, Sabe de alguien en su familia que tenga algun problema de salud
relacionado a los colorantes contenidos en este tipo de bebidas?

Cuadro N° 24. Familiares de cada sector que tienen algun problema
relacionado a los colorantes artificiales en bebidas.

Encuestados Si No
Docentes 5 3
Administrativos 4 8
Estudiantes 11 71
Total 20 82
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Figura N° 28. Grafica que muestra si un familiar de cada sector tienen algun
problema relacionado a los colorantes artificiales en bebidas.



ANEXO N° 5

MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS PARA LA EXTRACCION,
IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LOS COLORANTES AMARILLO
N°5Y N°6



Materiales y cristaleria.

- Balones volumétricos de 100.0 mL
- Balones volumétricos de 25.0 mL
- Balones volumétricos de 10.0 mL
- Beakers de 150 mL

- Beakers de 100 mL

- Beakers de 25 mL

- Agitadores de vidrio

- Tubos de ensayo con tapon

- Pipeta volumétrica de 5 mL

- Pipeta de morh de 5 mL

- Perilla

- Gradillas para tubos de tubos ensayos
- Soxhlet

- Placas cromatograficas CCF

- Vidrio reloj

- Espatula

- Tanques cromatogréficos
Equipo.

- Balanza analitica

- Espectrofotometro UV-Vis
- Centrifugadora

- Estufa

- Secadora de cabello



Reactivos.

1)

2)

3)

Acido acético glacial 96%

Hidroxido de amonio concentrado 28%

Estandar (calidad alimenticia) de amarillo N° 5 FD&C
Estandar (calidad alimenticia) de amarillo N° 6 FD&C
Agua destilada

Eter de petroleo

Isopropanol

Preparacion de solucion madre de amarillo N°5y N°6 FD&C

a.

En balanza analitica pesar 0.125 g de colorante amarillo N°5 y N°6
FD&C separadamente.

Colocar el estandar colorante alimenticio respectivo en un balén de 25
mL

Aforar con agua destilada

. Agregar a un frasco de plastico con tapadera, etiquetar y almacenar en

un lugar alejado de la luz directa

Preparacion de solucion de Hidroxido de amonio 0.5N

a.

b
C.
d

Medir 0.54 mL de Hidréxido de amonio concentrado con probeta

. Agregar a un balén volumétrico de 100.0 mL

Aforar con agua destilada

. Colocar la solucion en un frasco de plastico, etiquetar y almacenar en un

lugar fresco y fuera del alcance de la luz directa

Preparacion de solucion de acido acético 5N

a.

b
C.
d

Medir 27.4 mL de acido acético glacial con probeta

. Agregar a un balén volumétrico de 100.0 mL

Aforar con agua destilada

. Colocar la solucién en un frasco de plastico, etiquetar y almacenar en un

lugar fresco y fuera del alcance de la luz directa.



4) Preparacion de la fase movil.
a. Medir 80.0 mL de Isopropanol y colocarlo en el tanque cromatogréfico.
b. Medir 20.0 mL de hidroxido de amonio concentrado y colocarlo también
en el tanque cromatografico.
c. Tapar bien el tanque cromatografico dejar que sature la camara

cromatografica.

Preparacion de los estandares alimenticios de amarillo N°5 y amarillo N°6

a partir de la solucién madre de 125 mg de colorante.

Pesar 125 mg Aforar con agua )
de colorante destilada 4

Concentracién
=5mg/mL
Solucién madre.

Figura N° 28 Preparacion de estandares alimenticios de amarillo N° 5 y

amarillo N°6
Preparacién de los estandares de 2.5, 2.0, 1.5, 1.0 y 0.5 mg/mL
ClxV1=C2%+V2

2_C1>|<V1
2

Dénde:

Cl=concentracién de la solucion madre
V1=volumen a preparar o tomar.

C2= concentracion a preparar.

V2= volumen atomar de solucién madre.

- Para estandar de 0.25 mg /mL de colorante.



10mLx*2.5 L .,
y2 = Lombzsmg/mL _ o 5 I de solucién madre
5mg/mL

Para estandar de 0.5 mg/mL de colorante.

10mLx*2.0 L .,
y2 = ombx20mg/mL_ 4 o 1 de solucién madre.
5mg/mL

Para estandar de 0.75 mg/mL de colorante.

10 mL*1.5 L .,
y = Wombslsmg/ml_ 4 o o de solucién madre.
5mg/mL

Para estandar de 1.0 mg/mL de colorante.

10 mL*1.0 mg/mL

V2 =
5mg/mL

=2.0 mL de solucién madre.

Para estandar de 1.25 mg/ mL de colorante.

10 mL*0.5 mg/mL

V2 =
5mg/mL

= 2.5 mL de solucién madre.

Para estandar de 1.50 mg/ mL de colorante.

10 mL*0.5 mg/mL

V2 = = 3.0 mL de solucién madre.
5mg/mL
! Solucién madre
Concentracién=5 mg/mL
0.5 mL 3.0mL
20mL | 25mL m
1.0 mL 1.5|mL

P Ao i o
_>
i [1.50
10 mL

0.25 mg/mL 0.5mg/mL] [o.
[0.25 mg/mL] (0.5 mg/mL} [0.75me/mLl ) o ot [1.25 mg/mL]

Aforar cada uno de los estandares con agua destilada



Figura N°29 Esquema de preparacion de los estandares de 0.25, 0.50, 0.75,
1.0, 1.25y 1.50 mg/mL.

Esquema de Factor de dilucion de la muestra (FD)

Extraer y concentrar

é el colorante.
I\
',

Poo! de Tomar 100.0 mL del Aforar con agua.
bebida Pool de bebida L

marca X

Tomar 0.1 mL
de solucidn.

—

2 Aforar con agua.

Figura N° 29. Esquema de dilucion de la muestra.

Factor de Dilucion.

Alicuotas hechas
EFD

"~ Alicuotas tomadas.

FD = > =50
01



ANEXO N° 6
FORMATO PARA LA RECOLECCION DE DATOS



Tabla N° 13. Formato para la recoleccion de datos de las distancias recorridas

por las muestras y el solvente

Distancia recorrida Distancia recorrida Distancia recorrida
Repeticion A Repeticién B Repeticion C
Marcas y
sabor Amarillo Amarillo Amatrillo Amarillo Amarillo Amatrillo
N°5 N°6 N°5 N°6 N°5 N°6
Marca N°1
Sabor A
Marca N°2
Sabor B
Marca N°3
Sabor C

Tabla N° 14. Formato para recoleccidén de datos de las relaciones frontales (Rf)
de los estandares de amarillo N°5 y N° vy las muestras

analizadas.

Concentraciéon del Estandar
Rf amarillo N° 5 Rf amarillo N° 6

0.25 mg/ mL
0.50 mg/ mL
0.75 mg/ mL
1.0 mg/ mL
1.25 mg/ mL
1.50 mg/ mL
Marca N°1

Marca N°2

Marca N°3




Tabla N° 15. Formato para la recoleccion de resultados de la absorbancia de las

distintas muestras y estandares.

Absorbancia Absorbancia Absorbancia repeticion
repeticion A (nm) repeticion B (nm) C (nm)
Concentracion Amarillo | Amarillo | Amarillo Amarillo Amarillo | Amarillo N°

(mg/mL) N° 5 N° 6 N° 5 N° 6 N° 5 6
A=427nm | A=482nm | A=427nm | A=482nm | A=427nm A=482nm

0.25 mg/mL

0.50 mg/mL

0.75 mg/mL

1.0 mg/mL

1.25 mg/mL

1.50 mg/mL

Marca N°1
Repeticion A
Marca N°2
Repeticion B
Marca N°3
Repeticion C




ANEXO N° 7

METODO MODIFICADO DE LA AOAC PARA LA IDENTIFICACION DE LOS
COLORANTES ARTIFICIALES AMARILLO N°5Y N°6 FD& C (2



Column Chromastographic Mefhod
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Figura N°30. Método de la AOAC para la determinacién de colorantes sintéticos
en productos alimenticios.
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Figura N°30. Continuacién
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ANEXO N° 8

METODO PARA LA DETERMINACION DE COLORANTES SINTETICOS EN
PRODUCTOS ALIMENTICIOS (27



FooD ADDITWESI 2012

precipitates starch) containing 2% ammonia. The organic solvent should be removed

before acidifying as in {(c).

Extraction of the colour from the food:

Introduce about 20 cm length of woollen thread into a beaker containing about
35 ml of the prepared acidified solution of the sample and boil for a few minutes till
the woollen thread is dyed. Take out the woollen thread and wash it with tap water.

Transfer the washed woolen thread to a small beaker containing dilute ammonia
and heat again. If the colour is stripped by the alkali, the presence of an acid coal-tar
dye is indicated. Remove the woollen thread. Make the liquid slightly acidic and boil
with a fresh piece of woollen thread. Continue boiling until the colour is taken by the
woollen thread. Extract the dye from the woolen thread again with a small volume of
dilute ammonia, filter throughra small plug of cotton and concentrate the filtrate over a

hot water bath. This double stripping technique usually gives a pure colour extract.

Matural colours may also dye the wool during the first treatment, but the colour
is not usually removed by ammonia. Basic dyes can be extracted by making the food
alkaline. with ammonia, beiling with wool and then stripping with dilute acetic-acid.
At present, all the permitted water soluble coal-tar dyes are acidic, hence an indication

of the presence of a basic dye suggests that an unpermitted colour is present

Identification of the separated food colours by paper chromatography:

Draw a pencil-line parallel to the bottom edge of the paper (Whatman No.1) at
about 2 cm distance. Spot the concentrated solution of the unknown dye on the line
together with a series of spots (about 2 ¢cm apart) of aqueous solutions of standard

permitted dyes of similar colowr and dry. Run the chromatogram, by ascending

93
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technique, using a selected solvent. Solvent No.5 is often helpful for general purposes.
Identify the colour in the sample by matching its spot with the spot of the standard
colour and confirm by co spotting

Determination of Synthetic food colours in food products:

1. For samples containing single colour

(a) Preparation of standard curve: Stock solution: Weigh 0.1 ¢ m of each
reference colour and dissolve in 0.1N HCI in separate 100 m] volumetric flasks

and make up the volume with 0.1 N HCLin each case.

Working standard: Pipette 025, 0.5, 0.75, L0, 125 and 1.5 ml of stock
solution of each of the reference colours into serigs of clean and dry 100 ml

volumetric flasks and dilute to volume with 0. 1N HCI.

Determine the optical densities of each of the reference colours at the respective
wave length of maximum absorption (refer table) Obtain the standard curve for
each colour by plotting optical density against concentration.

(b)Determination in sample by column chromatography: Transfer a known
weight of the sample (approximately 5 - 10 gm) into a glass stoppered
separatory funnel. Extract the colour with T0% acetone.

Shake acetone extract with petroleum ether (40-60°C) in order to remove
carotenoids and other natural pigments, if any. Continue extraction with
petrolenm ether until petroleum ether extract is colourless. Pass the acetone
extract containing only coal-tar food colours through a column (2.1 x 45 cm)
containing aluminium oxide acidified with 1% HCI. Elute the adsorbed colour

with 1% ammonia.
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Evaporate the eluate to dryness on a hot waterbath, dissolve the residue with 0.1
N HCI, transfer quantitatively to a 100 ml volumetric flask and make up the
volume with 01N HCL Determine the optical density of the dye solution at the

wavelength of maximum absorption.

Calculate the dye concentration from the standard curve.

TABLE SHOWING ABSORFTION MAXIMA OF PERMITTED FOOR COLOURS

S1 No Name of Colour Absorption maxima (nm)
1 Carmosine & 4 ke -

2 Ponceau 4 R 507

3 Erythrosine - 4 527

4 Green FCF 624

5 Indigo Carmine .. 609

6 Brilliant Blue FCF 630

7 Tartrazines. W 427

8 Sunset yellow FCF 482

2. For samples containing mixture of colours

(a) Paper Chromatography:

Extract the colours present in the samples and isolate as described vnder column
chromatography. Make up the purified dye solution to a known volume with water (5
ml).

Spot an aliquot (approximately 0.5 to 1.0 ml) of the purified dve on Whatman
Mo.1 filter paper as a band and develop the chromatogram using butanol : acetic acid:
water (20:5:12) solvent system. After drying, cut out the colouwred spots on the
chromatogram and elute with 0.1 N HCI. Prepare a blank by cutting an equivalent strip
from plain portions of the chromatogram and elute with 0.1 N HCI. Make up the eluate

95
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to a known volume (100 ml) with 0.1 N HCI and determine the dye content as
described under column chromatography.

(b)  Thin Layer Chromatography:

Extract the colours present in the sample as described under column
chromatography. Concentrate the eluate and make up to known volume with water (5
ml).

Preparation of TLC Plate:

To 50 gms of silica gel without binder add 50 ml of starch solution (0.6 gm of
soluble starch dispersed in 100 ml or glass distilled water heated to boiling to
gelatinise starch) and 50 ml of 1.25% selution of disodium salt of ethylene diamine
tetra acetic acid , Mix the slurry well. Spread slurry using pplicator on glass plates
(20 - 20 em) to thickness of 0.5 mm. Allow the plate to air dry and then dry at 120°C

for two hours,

Spotan aliquot of the purified dye on TLC plate and develop the chromatogram
using isoamyl : glacial acetic acid : water (40 : 20 : 20) solvent system. Remove the
plate and dry. Scrape out the colour spots on the plate and transfer to test tubes. Elute
the colour vsing 0.1 HCI. Prepare a blank by scraping from the plain portions of the
plate. Make up the eluates to a known volume (100 ml) with 0.1N HCI. Determine the

dye content as described under column chromatography.

(Ref:- Manual Methods of Analysis for Adulterants and Contaminants in Food,
I.CM.R 1990 Page 56 )



ANEXO N° 9

NORMA SALVADORENA OBLIGATORIA NSO 67.18.001:01 PRODUCTOS
ALIMENTICIOS. BEBIDAS NO CARBONATADAS SIN ALCOHOL.
ESPECIFICACIONES PARA COLORANTES ARTIFICIALES.



NORMA NSO 67.18.01:01

SALVADORENA
seNmeLT

PRODUCTOS ALIMENTICTOS, BEBIDAS NO CARBONATADAS SIN
ALCOHOL. ESPECIFICACIONES,

CORRESPOMNDEMCTIA: Esta noma es una adaptacion de la Moma  COGUANOR
MG 34 215, 1993,

ICS 67.160.20

Editada por el Consgjo Macional de Ciencia y Tecnologia, CONACYT, Colonia Médica,
Avenida D, Bmilio Alvirer, Pasge D Guillamo Rodrignes Pecs, # 51, San Sabvador, F
Salvador, Centm Amdrica, Teléfmos226- 2800, 225- 6222, Fax 225-6255; e-mal:
D s conacy. goh. sy,

verechos Heseryvados.



MORMA SALVADORESNA S 67 1R.00:01

Se podrin wilizar los sabonzantes namrales vio antificiales indicados en las normas del Codex
Adimentanus sdoptsdies como Mormas Salvadorefizs Recomendsdas, en contidades sdecumdis
pars lograr ¢l efecto desendo en el produdo,

64,2 Colocantes i eales,

El producto podra ser adicionado en la cantidad adecuada para obtener ¢l efecto deseado de los
colorantes nanraks indicados en @ Tabla 4.

Tahla 4
Colorantes naturales

COLORANTES
- Ao - Clorofila que contieng cobre con sales desodio v
- Alfa, beta, gamma canEno potasio
- Alfa, beta, gamima -8 carotenal - Cochmilla
- Beta - apo 8" camtenoide - Clrcuma
- Cacnn - Esteres metilioo v etilico del acido beta-apo 8
- Canibeps an b camvenioide
- Caimmek - Ranolacha
- Carbdn - Riboflavina
- Clomfila - Mamnfila
- Clorofila que confiene ahne

6.4.3 Colorantes artificiales

Los colorantes artificiales podrin ser adicionados al producto de acuerdo alas especiicaciones de

la tabla 5:
Tahla 5
Colorantes artificiales
Colorante Noameracion del indice de Limites maximos, en
color mg/1.
Acanl brdlante FCF
(FI & Azl Mo, 1) Cl Mo, 42 0590 100




NORMA SALVADDRENA

ASO 6T7.18.001:01

Indigotina
FD & € Azul No. 2)

Tartreeema { FID & C Amanllo Bo, 5)

Aneanillo ergiseulo FOF (FID & C
Adnanllo Mo, 6)

Eritrosing

(FD & C Raojo Mo, 3)

Fiojar allurs
(FID & C Rojo Mo, 40)

1 Mo

Cl No

I Mo

Cl Mo

I Mo

.73 015

19 140

15 QES

45 430

16 035

200

17 La lists de colomnies antificiales pemdtid os poode sar meodi ficsda por b saloddades del binisten o de Salud Poblica v
Assencin Soctal, en base a moevos esstid ks toacokigpeas. Los colorantes artticiaks moaados no paodrin emiplearses en
mernclas de s de 3 colorardes en el perducio y b s de bas ca il sgrepmackes no procdet excsder do 200 mgl,

el producio

64,4 Acidificantes

Se podran agregar acidificantes: éado ascorbico, acido citrico, acido tanarico, acido fosforico,
dcido ladico, acido adipico, dado méilico y acido fumdrico, de aaiendo o buenas pracicas de
manu e, wntenmplado en o Codex Almentanus,

6.4.5 Sustancias preservantes

Se podrausar acido berwoico, acidosorbico y sus sales correspondientes de sodioo de potasio o
mezclas de las mema, en ina dosis mawma de 1.0 g/l de acverdo al as bumas practicas de

man factura del Codex Almentanus,

G406 Oiros aditevos alimentanos,

7 MUESTREO

7.1 FLAN DE MUESTREQ

7.1.1 Plan de muesireo 1

El mimem de muestras que s deben tomar para efectuar los andlisis, se indica en el Tabla 6.

Tahla 6
Mamero de unidades de moestreo




ANEXO N°10
ETIQUETAS DE BEBIDAS NO CARBONATADAS ANALIZADAS

‘ -
@% El Salvador

BEBIDA CON SABOR A

MANDARINA

‘ T
Conténido'neto g\ M L2000 Contenido neto

PASTEURZADO/ HOMOGENERZAS
600 ml. o 600 ml.
cowTrewe viTammia 0 2 cowTrene vitamma €
specclonado por POA.MAG Producto Centroamericano, elaborado y,envasad:
13, Depaflamento de Sonsonate. Tel. (503) 2484-1500. Ventas (503) 2297-8300, ncl
REG. N 3772

Salvador por COOPERATIVA GANADERA DE SONSONATE DE R.L. DE C.V. Km. 65, 200 mts, Carretera a
\%nﬁatcf it (503) 2264 8818, FAX (503) 2484-1557, www,salud.com.sv, e-mall: salud@salud.com.sy.
6.5, EL

ALVADOR

B)

- T ; liismart,
Do L0 SABIAS? / O YOU KNOW? b A
Cata ) e ) aport  ach 280 vl o e proves

i T

A, kL

Lt
o dedal b [ et o 53 v

thl.l'ﬂ
Azout)

Erao e —
Ersaile L —

- [ouConrCamoisas 7y

e
SRR

gy et o b e

o :
“ e T U

C)

Figura N°31. Etiquetas de bebidas no carbonatadas analizadas: A) Jugo de la
marca comercial: Del valle, B) Jugo de la marca comercial: Super
Juoo, C) Jugo de la marca comercial: Frutado



ANEXO N° 11

ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR (ANOVA) PARA DETERMINAR SI
EXISTE DIFERENCIA SIGNIFICATIVA EN LA CONCENTRACION DE
AMARILLO N°5Y N° 6 EN CADA UNA DE LAS BEBIDAS ANALIZADAS
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ANEXO N° 12

DIAPOSITIVAS UTILIZADAS EN LA CHARLA EDUCATIVA
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ANEXO N° 13

CALCULOS PARA DETERMINAR LAS CONCENTRACIONES DE AMARILLO
N°5 Y N°6 EN LAS TRES MARCAS DE BEBIDAS ANALIZADAS.



Célculos para conocer las concentraciones de amarillo N°5y N°6 en las
tres marcas de bebidas analizadas.

Primera prueba preliminar usando placas de silica gel con base de vidrio.

Para el amarillo N°5 en la bebida con sabor a naranja de la marca Del Valle

110 nm+*0.0082<
mL

Concentracion = * 50 = 0.1566 mg / 100 mL

281nm

Asi realizando la conversion.
Sien 100 mL ----------- 0.1566 mg
R0 o]0} | Ip— X
X=1.57 mg/ 1 litro de bebida
Y para una bebida de 500.0 mL
YA R — 1000 mL
) G —— 500.0 mL

X=0.94 mg de colorante amarillo N° 5 en una presentacion de 500 mL de bebida

Marca y sabor. Del Valle mandarina Del Valle naranja

Contenido de colorante amarillo N° 5 0.78 mg / 500 mL
(mg/ mL)

Contenido de colorante amarillo N°6 1.65 mg /500 mL 0.29 mg/ 500 mL
(mg /mL)

Total de colorante 1.65 mg /500 mL 1.07 mg/ 500 mL

Segunda prueba preliminar utilizando placas de silica gel con base de
aluminio.

Calculando concentracion final de la muestra de bebida no carbonatada de la
marca comercial Del Valle con sabor a mandarina mediante la siguiente formula:

(A Mx x C std)

Mx = FD
¢ Mx A std x




(0.185x 0.008 mg/mlL)
= X

¢ Mx 0.380

50

C Mx = 0.19mg/100 mL
Asi realizando la conversion para una bebida de 500 mL.
Si en 100 mL ----------- 0.19mg
500.0 mL ----------- X

X=0.95 mg de colorante de amarillo N°6
Determinacion de amarillo N° 5y N° 6 en bebidas no carbonatadas.

Contenido de amarillo N° 5 en la marca comercial Super Juooé

(0.065 x 0.005mg/mlL)
Mx = 50
x (0.155) %

C Mx =0.10 mg/mlL
Asi realizando la conversion para una bebida de 600 mL.
Sien 100 mL ----------- 0.10mg
600.0 mL ----------- X

X=0.61 mg de amarillo N°5

Contenido de amarillo N°6 en la marca comercial Super Juod

(0.018 x 0.005 mg/mlL)
Mx =
C Mx (0.226) X 50

C Mx =0.02mg/mL
Asi realizando la conversion para una bebida de 600 mL.
Sien 100 mL ----------- 0.02mg
600.0 ML ==-------- X
X=10.12 mg de colorante de amarillo N°6

Contenido de colorante de amarillo N° 6 en la marca comercial Frutado



(0.042 x 0.005mg/mlL)
C Mx =
(0.226)

X 50

C Mx = 0.046 mg/mL

Asi realizando la conversién para una bebida de 500 mL.
Sien 100 mL ----------- 0.046mg

500.0 mL ----------- X
X=0.23 mg/ 500 mL de bebida

Contenido de amarillo N° 6 en la marca comercial Del Valle

_ (0.210 x 0.005 mg/mL)

C Mx = X 50
x (0.226)

C Mx = 0.23mg/mL
Asi realizando la conversion para una bebida de 500 mL.
Si en 100 ML ----=------ 0.23mg
500.0 mL ----------- X

X=1.15 mg de colorante amarillo N°6 en 500 mL de bebida



ANEXO N° 14

FOTOGRAFIAS DE DIFERENTES ETAPAS DE LA INVESTIGACION
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C) D)

Figura N°37. Primera etapa de la investigacion: A) Desengrasado de lana
cruda, B) Preparacion de placas de silica gel con base de vidrio,
C) y D) Preparacion de estandares de amarillo N°5 y N°6.



C) D)

Figura N°38. A) y B) adquisicion de las muestras alrededor del Campus Central
de la Universidad de El Salvador. C) y D) Realizacion del pool de
muestras.
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E) F)

Figura N°39. A) y B) Extraccion de colorantes. C) y D) Separacion de
colorantes 'y raspado de placas cromatogréaficas
respectivamente. E) y F) Dilucion de muestras y centrifugaciéon
de las mismas, respectivamente.



E) F)

Figura N°40. A) y B) Extraccién de amarillo N° 5 y N° 6 de las bebidas por
triplicado. C) y D) Aplicacion de muestras en las placas de silica
gel con base de aluminio. E) y F) Separaciéon de los colorantes

amarillo N°5 y N°6 y corrida de placas cromatogréaficas
respectivamente.
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C) D)

Figura N°41. A)y B) Lectura de absorbancias de las muestras. C) y D) Placas
cromatograficas cortadas y diluidas con agua para su respectiva
lectura



ANEXO N° 15

ESPECTROS DE IDENTIFICACION DE LOS COLORANTES AMARILLO N° 5
Y N° 6 EN LAS BEBIDAS NO CARBONATADAS ANALIZADAS
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ANEXO N° 16

FOTOGRAFIAS DE LA CHARLA EDUCATIVA.

E) F)

Figura N°48. A), B), C), D), E), y F): desarrollo de la charla educativa sobre los
dafios que provocan a la salud el consumo de colorantes
artificiales amarillo N°5 y N°6, y los resultados obtenidos de la
investigacion en la optativa de Quimica Agricola Aplicada IV de la
Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador.



ANEXO N° 17

CERTIFICADO DE ANALISIS DE PLACAS CROMATOGRAFICAS
PREFABRICADAS EN BASE DE ALUMINIO CON SILICA GEL F254



Certificate of Analysis

1.05554.0001 TLC Silica gel 60 Fas« 25 Aluminium sheets 20 x 20 em
Batch HX44246354
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