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INTRODUCCION

El RTCA 67.04.54:18 describe como bebidas no alcohdlicas a todas aquellas
que no presentan contenido alcohélico en su proceso de transformacién o su
proceso natural, entre los aditivos agregados a éstas para mejorar visualmente
su aspecto y hacerlas mas atractivas para su consumo estan los colorantes
artificiales, siendolos colorantes mas utilizados Rojo N°40, 4R, Amarillo N°5, N°6
y Azul N°1, respecto a su uso existen limites para evitar complicaciones a la
salud,a su vez el reglamento prohibe la adicion de los colorantes Rojo N°2 y Azul
N°2y se limita a una concentracién de 50 mg/Kg para el Ponceau 4R.

Actualmente en el LAT se cuenta con el método de identificacién de colorantes
artificiales por cromatografia de papel, inicialmente se hace la extraccion de los
colorantes por medio de la metodologia de Arata-Possetto que consiste en
extraer el color en un medio acido aplicando calor, el colorante se fija sobre las
fibras de lanade oveja, posteriormente se limpiay se coloca en medio alcalino,
al aplicar calor se desprende el color y se obtiene una solucién coloreada, se
extrae la lanay se deja evaporar casi a sequedad la solucién coloreada, luego se
procede a realizarla identificacion por cromatografia liquida, se compara con los
estandares respectivos para los colorantes.

Con la realizacion de este trabajo se busca dar respuesta a la necesidad de un
meétodo que permita cuantificar los colorantes artificiales en las bebidas no
alcohdlicas por medio de HPLC, la cromatografia liquida permite tener resultados
eficaces y presenta la ventaja que se puede a su vez identificary cuantificar los
colorantes artificiales presentes en las bebidas y en caso de existir unamezcla
de colorantes permite separar y cuantificar cada uno de ellos por separado.

Para el desarrollo del trabajo y del método se cuenta con herramientas
bibliograficas entre algunos se encuentran reglamentos como el RTCA
67.04.54:18 que son un soporte muy importante para el desarrollo de la
metodologia, también caracteristicas de interés de los colorantes artificiales que
son el objetivo de anélisis, para la recoleccion de datos se tienen formatos que
sirven para organizar la informacién.



El trabajo fue desarrollado como Practica Profesional Supervisada como nueva
modalidad de la Facultad de Quimica y Farmacia, para optar al grado de
Licenciaturaen Quimicay Farmacia, esta modalidadtiene como objetivo conocer
el rol del quimico farmacéutico en el area laboral; también busca obtener
experienciay nuevos conocimientos parael estudiante en los diferentes procesos
y actividades durante el andlisis de alimentos. En las instalaciones del
Laboratorio de Alimentosy Toxicologia del Ministerio de Salud, en la plataforma
de analisis fisicoquimico de alimentos, el periodo de desarrollo fue de julio 2022
a enero 2023.



CAPITULO |
PLAN DE TRABAJO
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1.ATITULO

La practica profesional supervisada se desarrolld en la Plataforma de Andlisis
Fisicoquimico en las instalaciones del Laboratorio de Alimentosy Toxicologia del
Ministerio de Salud, una dependencia del Instituto Nacional de Salud.

Desarrollo e implementacion de un meétodo analitico para la cuantificacion de
colorantes artificiales en bebidas no alcohdlicas por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién (HPLC).
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1.2DESCRIPCION DE LA ENTIDAD / DEPARTAMENTO

El Ministerio de Salud de El Salvador es unainstitucién estatal que tiene
como objetivo principal coordinar y proveer la atencion de la salud de los
salvadorefios, es por ello que tiene bajo su direccién El Instituto Nacional

de Salud (INS).

Direccion del

Instituto Nacional de
Salud

Unidad de Unidad de
Planificacion y Comunicacion y
Calidad Prensa

Unidad Juridica

Sl e Unidad de Unidad de Laboratorio Unidad de

y Gestion del ) Py ——
1 T Investigacion MNacional de Salud minisiracion
Conocimiento o

Laboratorio
de
Alimentos y
Tzicalogia

Figura N°1. Organigrama institucional del Ministerio. Elaboracion propia

El Instituto Nacional de Salud (INS) tiene como fin generar, transmitir y difundir
conocimientos cientifico-tecnolégicos y promover su incorporacion para la
solucion delos problemas de saludde la poblacion. EIINS surgi6 para convertirse
en el referente nacional de investigacién en salud, que brinda rectoria y gestiona
condiciones cientifico técnicas para la indagaciéon de las causas de las
enfermedades y sus determinantes, para la produccion de evidencia cientifica
gue permita la toma de decisiones, dirigidas a la solucion de los problemas de
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salud publica que amenazan a la poblacion. Para tales fines el INS ha venido
estableciendo coordinaciones con otras instituciones como universidades,
organismos de cooperacion internacional, servicios de salud, sector publico y
privado.

El INS esta conformado por tres areas prioritarias: Escuelade Gobierno en Salud,
Departamento de Investigaciones en Salud y el Departamento de Laboratorios
Especializados, siendo el Laboratorio Nacional de Referencia (LNR), mas
conocido como Laboratorio Nacional de Salud Publica, la maxima figura de este
altimo componente.

Dentro de la estructura del Laboratorio Nacional de Salud Publica se encuentran
tres dependencias: Laboratorio de Vigilancia en Salud, Laboratorio de Salud y
Medio Ambientey el Laboratorio de Alimentosy Toxicologia (LAT), el cualcumple
una funcién muy importante dentro de la sociedad salvadorefia, puesto que
posee la responsabilidad de velar por la calidad de los alimentos e insumos
alimenticios que se comercializan y consumen a nivel nacional.

El LAT tiene como objetivo brindar servicios de anélisis Fisicoquimicos,
Microbioldgicos y Toxicologicos de calidad, en muestras de alimentos, bioldgicas
y ambientales utilizando métodos estandarizados, manteniendo al personal
capacitado, actualizado y comprometido a trabajar bajo la Norma Técnica
Salvadorefia NTS ISO/IEC 17025:2017 Requisitos generales para la
competencia de los laboratorios de ensayo y calibracién, para obtener resultados
que garanticen la precision, exactitud, integridad, trazabilidad, confidencialidad y
satisfaccion de sus clientes.

Los servicios que presta este laboratorio son para programas y funciones que
desarrolla el Ministerio de Salud, entre ellos se encuentran:

- Vigilancia Microbioldgicos, Fisicoquimicos y Toxicologicos en Agua de
Consumo Humano para dar cumplimiento al programa de la calidad del
agua,

- Vigilancia de Vitamina A en azucar, Hierro en Harina de maiz, trigo y
pastas alimenticias, Yodo en Sal, para dar cumplimiento al programa de
alimentos fortificados,

- Vigilancia de bebidas alcohdlicas (Grado Alcohélico y Metanol)

- Vigilancia de Hielo

- Vigilancia de Agua envasada

- Vigilancia de Piscinas

- Vigilancia de Férmulas Lacteas
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- Intoxicaciones alimentarias

- Denuncias de alimentos

- Venta de servicios

- Licitaciones

- Terceria

- Registro Sanitario de Alimentos, Aguas y Bebidas Alcohdlicas
- Vigilancia del Registro Sanitario

- Plomo en Sangre

- Colinesterasa en suero

- Metales en Suelo y sedimento,

- Estudios nutricionales, toxicoldgicos, etc.

La organizacion internadellaboratorio consiste en un equipode 30 profesionales,
organizados conforme al organigrama siguiente:

Jefatura del
Laboratorio

Plataforma de Gestién
de Calidad

Plataforma de Plataforma de Plataforma de
Microbiologia Fisicoquimico Toxicologia

Figura N°2. Organigrama de Laboratorio de Alimentos y Toxicologia.
Elaboracion propia

El LAT del Ministerio de Salud se encuentra estructurado de manera
administrativa bajo la jefatura del laboratorio y se divide organizadamente en
plataformas donde se realizan las determinaciones de acuerdo a las disciplinas
de los analisis; Plataforma de Fisicoquimico, Plataforma de Toxicologia,
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Plataforma de Microbiologia y la Plataforma de Gestién de Calidad; a su vez cada
plataforma es dirigida por una coordinacion.

La plataforma de analisis Fisicoquimico de alimentos se encarga de diferentes
analisis como determinacién de colorantes artificiales, preservantes, cafeina,
grasa, humedad, pH, determinacion de yodo en sal, vitamina A en azucar, entre

otros analisis en alimentos y aguas de consumo humano.

El trabajo en conjunto de las diferentes plataformas permite mejorar larespuesta
del laboratorio para sus analisis dando resultados confiables, desarrollados en el
menor tiempo posible, permitiendo establecer una posicion imparcial y
confidencial dentro del margen legal que permita salvaguardar la calidad e
inocuidad de los productos alimenticios que se comercializan diariamente en El
Salvador y en consecuencia el bienestar de la poblacion.
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1.3ANTECEDENTES

El Laboratorio de Alimentos y Toxicologia del Ministerio de Salud desde sus
inicios en 1952 realiza la identificacion de colorantes artificiales, dado que este
es un parametro de exigencia para su comercializacion y consumo en El
Salvador, a la fecha el LAT utiliza la metodologia de Arata - Possetto para la
identificacion de los colorantes. En esta metodologia se parte primeramente de
una extraccion alcalina y luego de tener el sustrato se identifica el colorante
mediante Cromatografia de Papel. La Cromatografia en papel es util para
identificarlos colorantes mas comunes presentes en los alimentos, pero no es
funcional para cuantificacion, por esta razon surge la necesidad de desarrollar

una metodologia mas robusta.

Por tal motivo, en la presente investigacion se desarroll6 un método que permita
cuantificar colorantes artificiales en bebidas no alcohdlicas, con el fin de dar
cumplimiento a la normativa vigente, descrita en el RTCA 67.04.54:18 Alimentos
y Bebidas Procesadas. Aditivos Alimentarios. Los Colorantes de interés en el
presente estudio son: Rojo N°2, N°40, Ponceau 4R, Amarillo N°5, N°6, Azul N°1
y N°2, ya que son los colorantes mas comunes presentes en las bebidas no
alcoholicas comercializadas, para el colorante Rojo 4R su cantidad maxima
permitida es de 50 mg/kg y los colorantes Rojo N°2 y Azul N°2 no son
contemplados como aditivos permitidos para esta categoria de alimentos.

La cromatografia por HPLC es una metodologia completa y apta, que permite en
un solo analisis determinar la presencia de colorantes artificiales en bebidas no
alcohdlicas, la identificacion de uno 0 mas colorantes presentes en la muestra y
a suvez conocerla cantidad del aditivo, de esta manera se generaunarespuesta
a la problematica, se permite al LAT reportar sus analisis en términos de
concentracion de colorantes artificialesy presentar analisis mas eficaces conun
tiempo de respuesta corto, de esta manera se contribuye a salvaguardar la salud
de los consumidores.
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1.4DESCRIPCION DE ACTIVIDADES Y FUNCIONES

En el siguiente cuadro se detallan las actividades y funciones realizadas durante
el desarrollo de la Préactica Profesional Supervisada.

Cuadro N°1. Actividades y funciones desarrolladas. Elaboracion propia

ACTIVIDADES

FUNCIONES

Lectura e induccidnen el cuidado y manejo de
equipos de andlisis.

Conocer el espacio fisico y apoyar en el
desarrollo de los analisis del laboratorio.

Operar el equipo HPLC.

Apoyar el desarrollo experimental del
método de andlisis, apoyo en la secuencia y
la implementacion del mismo.

Apoyar en la preparacion de reactivos
requeridos para el desarrollo de la parte
experimental.

Preparacién de fase moévil, muestras y
estandares.

Desarrollo del método de cuantificacion de

Apoyar en la parte experimental vinculada al
desarrollo del método de cuantificacién de

colorantes artificiales en bebidas no e .
- colorantes artificiales en bebidas no
alcoholicas por HPLC. 1
alcohdlicas por HPLC.
. . Apoyar en el proceso de implementacion del
Implementacion del método para

cuantificacion de colorantes artificiales en
bebidas no alcohdlicas por HPLC.

método de cuantificacion de colorantes
artificiales en bebidas no alcohdlicas por
HPLC.
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1.5JUSTIFICACION

El trabajo propuesto busca mediante una metodologia para cuantificacion de
colorantes artificiales en bebidas no alcohdlicas por HPLC, dar respuesta a la
necesidad existente de un método robusto en el LAT para la obtencion de
resultados confiables, rapidos y también, muy importante, conocer las
concentraciones de colorantes artificiales, presentes en las bebidas no
alcoholicas.

El consumo de colorantes artificiales en dosis excesivas puede ser causa de:
reacciones alérgicas, hiperactividad en nifios, tumores cancerigenos, migrafias,
problemas hereditarios, entre otros. Razén por la que es de muchaimportancia
la existencia de un método analitico, que permita conocer la cantidad de
colorantes presentes en bebidas no alcohdlicas, de esta manera dar
cumplimientoalos requisitosque exige el RTCA 67.04.54:18 y, en consecuencia,
prevenir efectos no deseados en el consumidor.

El LAT no contaba con un método robusto que garantizara la cuantificacion de
los colorantes presentes en este tipo de bebidas, por tal razén, a fin de dar
respuesta a la problematica y necesidad descrita, esta investigacion se dedicé al
desarrollo e implementacion de un método analitico para cuantificar los
colorantes artificiales, utilizando HPLC y para determin ar la aptitud del método se
evaluaron los parametros siguientes: selectividad/especificidad, linealidad,
precision y exactitud.

Este trabajo de investigacion se realizé a través de una practica profesional
supervisada en un periodo de 6 meses que comprendi6 desde el mes de julio de
2022 al mes de enero de 2023.



1.6 OBJETIVOS

1.6.1. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar e implementar un método analitico para la cuantificacion de
colorantes artificiales en bebidas no alcohdlicas por Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion.

1.6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.6.2.1Realizar unainvestigacion bibliografica orientada al desarrollo
del método analitico para la cuantificacion de colorantes
artificiales en bebidas no alcohdélicas por HPLC.

1.6.2.2 Redactar el procedimiento del método analitico para la
cuantificacion de colorantes artificiales en bebidas no
alcohdlicas por HPLC.

1.6.2.3 Evaluacion de parametros de desempefio del método
analitico para cuantificacion de colorantes artificiales en
bebidas no alcohdlicas por HPLC.

1.6.2.4 Implementar el procedimiento del método analitico de
cuantificacion de colorantes artificiales en bebidas no

alcohdlicas por HPLC.

1.6.2.5 Redactar el informe que contenga los resultados
experimentales del desarrollo del método.
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1.7RESULTADO. PRODUCTO FINAL ESPERADO

El producto final obtenido de la practica profesional supervisada fue el desarrollo
del método analitico para la cuantificacion de colorantes artificiales en bebidas
no alcohdélicas por HPLC, esto se evidencia a través de la redaccion del método
para la cuantificacion de colorantes artificiales en bebidas no alcohdlicas por
HPLC, evaluacién de algunos parametros de desempefio y laimplementacion del
mismo, también, la redaccion de la Instrucciéon Técnica de Operacion de Equipo,
Instruccion Técnica de Preparacion de Muestras, Instruccion Técnica de
Preparacion de Reactivos y La Hoja de Vida del Equipo.

El procedimiento de la metodologia desarrollada se presenta en un documento
gue contiene las partes especificadas en el siguiente formato:

Laboratorio de Alimentos y Toxicologia

Determinacion de Colorantes Artificiales en Bebidas no Pagina 1 de -
Alcohdlicas por HPLC 9
Cdédigo: - - -- Fecha de emision; -- -- ---- Cambio No: --
Elaborado Revisado . L
por: por: Aprobado por: Version No.

1. PROPOSITO
Descripcién de los objetivos por los cuales se realiza el procedimiento.

2. ALCANCE
Colorantes Artificiales.

3. RESPONSABILIDADES
Autoridad o delegacion de funciones dentro del proceso.

3. DOCUMENTOS DE REFERENCIA
Documentos utilizados para la elaboracion del Procedimiento.

4. INTERFERENCIAY LIMITACIONES
Interferencias y/o limitaciones que presenta el método.

5. TOMA'Y PRESERVACION DE LA MUESTRA
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Describe la forma de preservacion de las muestras, condiciones
especiales de almacenamiento, etc.

6. MATERIAL Y EQUIPO
Listar el material y equipoque se utilizé para el desarrollo experimental del
método.

7. REACTIVOS
Listar los reactivos utilizados para el andlisis.

8. PROCEDIMIENTO
Describe técnicamente la forma en la que se desarroll6 el método
propuesto.

9. CONDICIONES RECOMENDADAS
Condiciones 6ptimas del equipo para el analisis.

10.CALCULOS
Férmulas o uso de software del equipo para obtencion de los resultados.

11.INFORME DE RESULTADOS
Formato en el que se presentan los resultados.

12.CONTROL DE CALIDAD
Control de precision y exactitud.
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1.8MARCO TEORICO

Los colorantes son afiadidos a los alimentos por varias razones, por ejemplo,
para recuperar el color perdido durante el procesamiento de los alimentos (luz,
calor, acidez, etc.), para mejorar el color remanente después del procesamiento,
para colorear el alimento de un color diferente al inicial y/o para minimizar
diferenciasentre lote y lote de produccion.En muchos casos un buen proceso de
coloreado puede llevar a condicionar si el producto gozara de éxito o sera un
rotundo fracaso comercial.

Por las razones antes mencionadas los colorantes artificiales son muy utilizados
en las bebidas no alcohdlicas, pero las cantidades adicionadas deben ser
controladas para evitar efectos negativos en la salud de los consumidores, para
este fin en el pais se cuenta con El RTCA version 67.04.54:18 Alimentos y
Bebidas Procesadas. Aditivos Alimentarios que indica los colorantes permitidos
para estas bebidas y las cantidades maximas que pueden contener.

A continuacion, se presenta detalladamente las subcategorias de las bebidas no
alcohdlicas, los colorantes artificiales mas utilizados y los efectos secundarios
relacionados a cada uno, las metodologias existentes para la cuantificacion de
colorantes artificiales en bebidas no alcohdlicas y algunos parametros que se
pueden tomar en cuenta para la evaluacion de la aptitud del método.

1.8.1. Bebidas no alcohdlicas

Se entiende por bebidasnoalcohdlicas,todas aquellasbebidas que no presentan
contenido alcoholico en su proceso de transformacién o su proceso natural.

ElI RTCA, en su version 67.04.54:18 Alimentos y Bebidas Procesadas. Aditivos
Alimentarios, cuenta con la categoria 14.1 para bebidas no alcohdlicas, la cual
comprende: aguas y aguas gaseosas, zumos (jugos) de frutas y hortalizas,
néctares de frutas y hortalizas, bebidas a base de agua saborizadas con gas y
sin gas y bebidas en infusién a base de agua como el café y el té.!

1.8.2. Colorantes
SegunlaFDA, colorante o pigmento, es cualquiersustanciaquimicaobtenida por
sintesis o artificio similar, extraida o derivada, con o sin intermediarios del cambio
finalde identidad, a partir de un vegetal, animal, mineral u otra fuente que imparte
color a la comida, medicamentos o cosmeéticos, es decir, es capaz de impartir
color por si misma.
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Los colorantes se pueden dividir en dos grandes grupos:
- Colorantes naturales
- Colorantes artificiales

Los colorantes naturales también son conocidos como pigmentosy los colorantes
sintéticos como colorantes y lacas.

1.8.3. Uso de colorantes en alimentos

El uso de los colorantes en alimentos se basa en experiencias previas, por lo
general los alimentos que consideramos 6ptimos para su consumo muestran
colores que sugieren un buen sabor, el punto de madurez adecuado o si el
producto se elabor6 recientemente.?

Los colorantes naturales son considerados inocuos, lo que permite que se
puedan usar indiscriminadamente y su uso depende principalmente de las
buenas practicas de manufactura.

Para el caso de los colorantes artificiales es diferente. Estos requieren de una
certificacion en la cual estipulan especificaciones que se deben cumplir para
poder utilizarlos con respecto a las cantidades y tipos de colorantes aptos para
adicionar a los alimentos.?

Los colorantes que cuentan con certificacion son los azoicos que representan un
31% de ventas mundiales. Con ellos se pueden generar casi todos los colores.
Entre los mas utilizados estan el amarillo 5 (Tartrazina), amarillo 6 (Amarillo
crepusculo), rojo 2 (Amaranto), rojo 40 (Rojo allura), Azul 1 (Azul brillante), Azul
2 (Indigotina).*

Con el fin de permitir el libre comercio entre paises, launidéneuropeahaasignado

a los aditivos un numero que puede ser de 3 a 4 cifras precedido de la letra E
(Europa), para los colorantes se le asigno la E1. Tal nomenclatura permite
reconocer de manera concisa a los colorantes, independientemente del idioma
utilizado en la etiqueta.

Mientras que el Codex Alimentarius establece un sistema de nomenclatura para
los aditivos alimentarios, conocido como Sistema de Numeracion Internacional
para Aditivos Alimentarios (INS), el que consiste con la asignacion de tres o
cuatro cifras opcionalmente seguidos por un sufijo alfabético para caracterizar
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mejor algunos aditivosindividuales,losnumeros INS generalmente corresponden
con los cédigos E asignados por la Unién Europea.®

Antes de aprobar cualquier aditivo, se analizan los datos que existen en el
consumo del colorante, de esta forma es posible definir una Ingesta Diana
Admisible (IDA) con un amplio margen de seguridad.

Las autoridades que marcan la linea normativa de uso en aditivos alimentarios,
son la FDA (Food and Drug Administration) en EEUU y la EFSA (European Food
Safety Authority) en la Unién Europea. Sin embargo, existen paises que difieren
con respecto a lo sugerido por estas organizacionesy al final cada pais decide
que aprobar o prohibir.®

Para El Salvador el uso de aditivos para color especificamente en bebidas no
alcohdlicas esta basado en el RTCA 67.04.54:18 para Aditivos Alimentarios en
Alimentosy Bebidas Procesadas, en el que establece los siguientes limites para
la categoria 14.1:

Tabla N°1. Colorantes artificiales y concentraciones permitidas en bebidas no
alcohdlicas segiin RTCA 67.04.54:18.1

Colorante Concentracion permitida segin RTCA
Amaranto No permitido
Amarillo ocaso BPM
Azul brillante BPM
Rojo allura BPM
Rojo Ponceau 50 mg/kg
Tartrazina. BPM
indigo Carmin No permitido
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1.8.4. Caracteristicas generales de colorantes sintéticos mas utilizados en
alimentos.

A continuacién, se presentan los 7 colorantes sintéticos mas utilizados en la
industria alimenticia, en El Salvador, ademas de algunas caracteristicas
generales e informacion toxicoldgica (si existe).

Azul Brillante FCF (E133)

Figura N°3. Colorante Azul Brillante y su estructura quimica.*

Azul Brillante FCF conocido también como Azul 1, con numero INS 133, es un
colorante que se produce en dos grados: grado reactivo y grado alimenticio. El
Azul Brillante FCF grado alimenticio tiene varios usos, entre los que se
encuentran pasteles, confiteria, comida para perros, bebidas, farmacos,
reposteria y helados. Desde que el Azul Brillante FCF ha sido utilizado como
colorante en comidas se han reportado muchos estudios de su toxicidad. Todos
indican que el colorante tiene unabaja toxicidad cronica. Se establecio6 para la
ingesta diaria de este colorante 12 mg por kg de peso. Se encontro también que
peces, ratas y perros no bioacumulan este colorante por lo cual se concluye que
no es genotodxico.

Sin embargo, el consumo en exceso de este colorante ha sido relacionado con
reacciones alérgicas. Basados en estos resultados, la FDA lo incluyé como
colorante permitido en comida, farmacos y cosméticos, excepto aquellas que se
utilizan alrededor de los ojos (Registro Federal 1982, 1988).7
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Indigotina B2 (E132)

Figura N°4. Colorante Indigotina y su estructura quimica.*

El colorante Indigotina B2, Azul 2 o Carmin de Indigo, con namero INS 132, es
utilizado a nivel industrial en gomas de mascar, decoracionesy recubrimientos
alimentarios, bebidas con aroma excepto leches de chocolate, y algunos vinos
tintos.®

Con respecto a la toxicidad del colorante, en 2014 se llevé a cabo una
reevaluacion por parte de la EFSA. En dicho estudio concluyen que no se
encontraron efectos nocivos respecto a la toxicidad cronica siempre y cuando
éste contenga aproximadamente 93% de colorante puro y 7% de volatiles.
El consumo en exceso se harelacionado a hiperactividad y reacciones alérgicas.

Se consideraque la cantidad permitida para ingesta diaria es de 5 mg por kg al
dia (para un material con la pureza antes mencionada).’
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Rojo Allura AC (129)

S=0
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Figura N°5. Colorante Rojo Alluray su estructura quimica.*

Al colorante Rojo Allura AC se le conoce también como Rojo 17 y Rojo 40, con
numero INS 129. Este colorante es generalmente usado en bebidas no
alcohdlicas aromatizadas, bebidas carbonatadas, vinos, suplementos
alimenticios liquidos, yogures, flanes, algodones de azlcar, salsas, emulsiones
aceite/agua, productos carnicos, golosinas, mermeladas y pasteleria.lt

En 2009 se realiz6 la reevaluacion de este colorante por la EFSA, en la cual se
concluye que la ingesta diaria aceptable es de 7 mg por kg al dia. Sin embargo,
en nifos de 1 a 10 afios la IDA puede ser de 1.2 a 8.5 mg por kg al dia. Aun
cuando se han reportado reacciones alérgicas como urticaria, asma Yy rinitis (la

mayoria cuando se tomo el colorante Rojo Allura AC en combinacion con otros
colorantes).’
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Amaranto (E123)
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Figura N°6. Colorante Amaranto y su estructura quimica.*

Al colorante Amaranto también se le conoce como colorante Rojo 2, Rojo 9, Rojo
Naftol S, Rojo Azo, Bordeaux S, Rojo Rapidoy Rojo 27, con numero INS 123. Se
puede encontrar en polvo o granulos colorrojo a café obscuro. Este colorante es
generalmente utilizado en vinos amargos, refrescos amargos, vinos de aperitivo
incluidos los productos con menos de 15% de alcohol por volumen, huevas de
pescado, helados, conservas, algunos alimentos enlatados y productos de
confiteria (de 0 a 20 mg/L y como maximo 25 a 30 mg/L). 11

Después de evaluar los estudios toxicologicos existentes con respecto al
colorante Amaranto, la EFSA establecié unaingesta diaria aceptable de 0.15 mg
por kg de peso corporal al dia. Se estima que la exposicion de nifiosde 1 a 14
afios es 30 veces menor que la IDA. EI consumo excesivo esta relacionado con
reacciones alérgicas e insomnio.’

Tartrazina (102)

SO3NE

SOzNMNa

Figura N°7. Colorante Tartrazina y su estructura quimica.*
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Latartracina o tartrazina conocidatambién como Amarillo 5,con nimeroINS 102,
es un colorante artificial que pertenece a la familia de los colorantes azoicos, esto
por contener el grupo azo en su estructura. La FDA la designa como Amarillo 5.
La tartrazina puede ser encontrada en diferentes productos de reposteria,
helados,dulces, cereales de desayuno,gelatinasy bebidas tanto gaseosas como
alcohdlicas, energéticas e isotonicas. También se utilizan en productos
farmacéuticos, cosméticos y comida para mascotas.!!

La FDA recomienda solo consumir5 mg por kg de peso corporal por dia, lo que
significaunaingesta de 150 mg al dia para un nifio de 30 kilogramos de peso.
Con resultados controversiales, se ha estipulado que la tartrazina puede
ocasionarcambios en el comportamiento de los infantes generando una conducta
hiperactiva.’

Amarillo Ocaso (E110)
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Figura N°8. Colorante Amarillo Ocaso y su estructura quimica.*

Amarillo ocaso, conocido también como Amarillo 6, FD&C Amarillo 6, y Sunset
yellow FCF, con numero INS 110. El amarillo ocaso est4 presente en alimentos
como mermeladas de albaricoque, galletas y productos de pasteleria, sopas
instantaneas, batidos de chocolate, harina para rebozar y margarinas.!

La FDA recomiendasolo consumir4 mg por kg de peso corporal por dia. En dosis
bajas es un posible causante de hiperactividad en nifios, en dosis altas es un
liberador de histamina y puede aumentar los sintomas de asma, producir
eczemas, urticaria e insomnio.’
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Ponceau 4R (E124)
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Figura N°9. Colorante Ponceau 4R y su estructura quimica.*

El colorante artificial Ponceau 4R (amapola en francés) con numero INS 124
forma parte de los colorantes azoicos. Es utilizado principalmente para darle el
color rojo a las mermeladas de fresa, salsas y al salami.!

Hasta el momento no existen evidencias sobre efectos carcinogénicos o
adversos en el ser humano. Sin embargo, puede generar reacciones alérgicas a
las personasque son sensiblesalaaspirina. Aligualque sucede con laTartrazina
y el Amarillo Crepusculo, el Ponceau 4R ha sido sefialado como posible causante
del cambio en el comportamiento de nifios con hiperactividad.’

A continuacion, se muestra una tabla con caracteristicas generales de los
colorantes artificiales mas comunes:

Tabla N°2. Colorantes artificiales, sinénimos y caracteristicas generales.:345

Colorante I\il;);nIZ;e Sinénimo Ccéollzigo Cél(jllizgo Nulrll}gro Ia%:gétg:

Amaranto | Amaranth Rojo 2 RF(E)JiLg E 123 123 520
AO”QZQQ" yeﬁg\?f,fé,: Amarillo 6 A?gﬁlcl:o E110 | 110 | 430-550
b r'iAI\IZe:jr:te B?L:!‘"Eg[lz Azul 1 KZDU%? E 133 133 630
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Continuacion Tabla N°2

Lo . . FD&C
Eritrosina | Erythrosine Rojo 3 Rojo 3 E 127 127 525
indigo Indigo FD&C
carmin carmine Azul 2 Azul 2 E 132 132 610
Rojo Allura Red ; FD&C
allura AC Rojo 40 Rojo 40 E 129 129 502
Rojo Ponceau . _
cochinilla IR Rojo 4R E 124 124 505
FD&C
Tartrazina | Tartrazine | Amarillo 5 | Amarillo | E 102 102 428
5

1.8.5. Metodologias parala determinacion de colorantes artificiales.

1.8.5.1. Cromatografia en capa fina
La cromatografia en capa fina es rapida, poco costosa y un método eficiente de
la simulacion de la separacion de muchos tipos de compuestos, es decir, esun
analisis cualitativo.?

1.8.5.2. Electroforesis capilar
Usada en andlisis paraseparar pequefiasy grandes moléculasen untubo capilar
que contiene una disolucion buffer aplicando un campo eléctrico. El buffer de
fosfato es el mas utilizado en esta técnica, ya que es un buen separador de
colorantes sintéticos. Es rapido y de bajo costo.3

1.8.5.3. Inmunoanélisis

Esta basado en la union de un anticuerpo al analito a analizar para identificaro y
cuantificar su concentracion. Se ahorra tiempo, es mas barato, ademas no
requiere unalimpieza de la muestra. Es unatécnica sensible y especifica, para
pequefias concentraciones de analito en muestras con matrices complejas que
no requieren un pretratamiento. La enzima que se suele utilizar se denomina
enzima-unidora inmunoabsorbente (ELISA), también se utilizan anticuerpos
policlonales. Se usa en muestras de chile en polvo, chile o cerdo a la brasa.3

1.8.5.4. Cromatografia liquida de alta eficacia acoplado a un espectrometro

de masas (HPLC-MS)
Consisteen unafase estacionariano polar, C8 o C18. La fase movil es polar. Hay
dos modos de trabajo, en modo isocratico, si no varia la composicion del
eluyente, mientras que, en gradiente de elucion, varia la composicion del
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eluyente, arrastrando asi aquellos compuestos en funcién de su solubilidad en el
eluyente. Se puede acoplar diferentes detectores, pero el mas comun es la
espectroscopia de masas equipado con una interfase de ionizacién con
electrospray y un analizador en tiempo de vuelo. Es un método robusto,
reproducible y buen separador, proporcionando bajos resultados de limites de
cuantificacién y deteccion. 3

1.8.6. Cromatografia

1.8.6.1. Definicion

La cromatografia se define como un procedimiento mediante el cual se separan
solutos por un proceso dinamico de migracién diferencial en un sistema que
consta de dos o0 mas fases, unade 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 i6nica. Las sustancias
individuales asi separadas se pueden identificar o determinar mediante
procedimientos analiticos.1?

1.8.6.2. Fundamento

La técnica cromatogréafica general requiere que un soluto se distribuya entre dos
fases, unafija(fase estacionaria)y otra movil (fase movil). La fase mévil transfiere
el soluto através 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
0 gaseoso denominado “eluyente”. La fase estacionaria puede actuar mediante
adsorcion, como en el caso de adsorbentes como la alimina activaday el gel de
silice, o puede actuar por disolucion del soluto, produciendo una particion del
soluto entre la fase estacionaria y la moévil .13

1.8.6.3. Descripcién general de la cromatografia liquida
La cromatografia liquida es unaversion de la cromatografia, la cual es la técnica
analitica mas utilizada. Los procesos cromatograficos, en general, se pueden
definir de la siguiente manera: La cromatografia es esencialmente un método
fisico de separacion en el que los compontes a separar se distribuyen entre dos
fases: unade ellas unafase estacionaria, mientras que otra se filtra a través de
esta estacionaria.
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El proceso cromatografico ocurre como resultado de repetidos actos de
adsorcion-desorcion durante el movimiento de los componentes de la muestra a
lo largo de la fase estacionaria y la separacién se debe a diferencias en los
coeficientes de distribucion de los componentes individuales de la muestra.

En la cromatografia de adsorcion y fase reversa, es normal purgar con varios
cientos de mililitros de metanol. La temperatura de la columna se puede utilizar a
temperatura ambiente o elevada. Aunque la temperatura se puede usar para
lograr o controlar el proceso de separacion como se hace en la cromatografia de
gases, esta no es la razén para usar temperaturas elevadas.

En cromatografia liquida se utiliza principalmente por cuatro motivos:

- Para reducirla viscosidad de la fase mévil a fin de lograr contrapresiones
mas bajas y aumentar la transferencia de masa.

- Para incrementar la solubilidad de la muestra en una fase ligada para
obtener un sistema general mas eficiente.

- Para aumentar las tasas de migracion iénica en los sistemas de
intercambio idnico

- Paraincrementarla solubilidad de la muestra en lafase movil, en el orden
gue permita la introduccién del tamafio adecuado de la muestra.

Usualmente las temperaturas suficientes para alcanzar estos objetivos son de
50-70 °C.

1.8.7. Analisis Cualitativo y Cuantitativo

El andlisis cuantitativo se basa en valores de érea de los picos cromatograficos.
La respuesta del detector puede variar ampliamente, por lo tanto, la calibracién
adecuaday las condiciones para el analisis son muy importantes.

Se debe tener mucho cuidado para evitar interferencias (picos erroneos), cuya
fuente generalmente se remonta a los recipientes o tubos de plastico con los que
la muestra estuvo en contacto durante la recoleccidén, preparacion o
almacenamiento.

Dichas interferencias pueden tener un efecto perjudicial en dos aspectos del
andlisis, cuando el tiempo de retencién coincide con el de un compuesto de
interés, es decir con el de un patrén interno. La primera situacion producirafalsos
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positivos y resultados inexactos, mientras que el Ultimo causard una
cuantificacion inexacta.

Otra fuente de interferencia pueden ser los componentes de andlisis anteriores
que permanecieron en el andalisis para aumentar la fuerza del eluyente de la
columna. Por lo tanto, a veces es util utilizar un programa de gradiente para
asegurarse de que la columna no retenga ningun componente de la muestra
anterior.

1.8.8. Proceso de separacién

Durante una corrida, las moléculas de la muestra son transportadas por la fase
movil a través del lecho de la fase estacionaria. Durante este viaje, las moléculas
individuales de la muestra son retenidas por la fase estacionaria. Esta retencién
es selectivalo que significa que, con un sistema de fase movil/estacionaria dada,
la cantidad de retardo sera diferente para cada componente de la muestra.

El tiempo de retencion de un soluto se puede dividir en dos partes, tM (tiempo
muerto) y tR (tiempo de retencion). Durante su paso por la columna, las
moléculas de soluto pasan una parte de su tiempo en la fase movil y la otra parte
viajan con su velocidad, pero estando en la fase estacionaria.

Cuando se analiza una muestra multicomponente, cada componente de la
muestra pasara el mismo tiempo en la fase mavil, pero asumiendo que estan
separados, cada uno pasara un tiempo diferente en la fase estacionaria. Esta es
la raz6n para la separacion.'4

1.8.9. Evaluacion de parametros de desempefio

Para determinar la aptitud del método para la cuantificacion de colorantes
artificiales en bebidas no alcohdlicas por HPLC es necesario realizar una
evaluacién de parametros, éste se trata de un método no normalizado y para la
comprobacién de que el método cumple con las caracteristicas necesarias para
dar resultados confiables para el fin propuesto se evallan algunos parametros,
basandose en la guia de validacion para métodos fisicoquimicos G 9.6 versién 2
del Organismo Salvadorefio de Acreditacion (OSA).1°

A continuacion, se presentan algunos parametros tomados en cuenta para la
evaluacion del método:
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1.8.9.1. Selectividad/Especificidad.

Describe la habilidad de un procedimiento analitico para diferenciar entre varias
sustancias en la muestra y es aplicable a métodos en los que dos o mas
componentes son separados y cuantificados en una matriz compleja.

Criterio de aceptacidon: Respuesta del método debida Unicamente al analito.

1.8.9.2. Linealidad

Define la habilidad del método para obtener resultados de la prueba
proporcionales a la concentracion del analito.16

Criterio de aceptacion: Comportamiento lineal en la grafica de concentracion vs
respuesta analitica.

Coeficiente de correlacién: r=0.98

1.8.9.3. Exactitud

Es la proximidad de concordanciaentre el resultado de una medicion y el valor
de referencia aceptado.1®

Criterio de aceptacion: valor de recuperacién dentro del intervalo de trabajo 80-
120 %

1.8.9.4. Precision

Precision en condiciones de repetibilidad, es decir, condiciones segun las cuales
los resultados independientes de una prueba se obtienen con el mismo método,
sobre objetos de prueba idénticos, en el mismo laboratorio, por el mismo
operador, usando el mismo equipo y dentro de intervalos de tiempo cortos.16

Criterio de aceptacion: coeficiente de variacién porcentual < 10%1°
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1.9DISENO METODOLOGICO

1.9.1. Tipo de estudio

Retrospectivo y prospectivo

- Retrospectivo: se hizo una investigacion bibliografica sobre los métodos
analiticos aplicados al analisis de colorantes artificiales en alimentos.

- Prospectivo: el método desarrollado serd implementado en el LAT.

1.9.2. Trabajo de campo

1.9.2.1. Universo: Las muestras que ingresan al LAT para analisis
fisicoquimico.

1.9.2.2. Muestra: Las muestras de bebidas no alcohdlicas que ingresan al
LAT para analisis de colorantes artificiales.

1.9.2.3. Variables: Concentraciones de colorantes artificiales en las muestras
de bebidas no alcohdlicas.

1.9.2.4. Fuentes de informacion

Primaria: datos obtenidos con base experimental en el LAT del
Ministerio de Salud.
Secundaria: estudio bibliografico en libros, tesis, articulos de
revistas y sitios web.

1.9.25. Técnicas de obtenciéon de informaciéon

Andlisis documental: analisis externo como un soporte
bibliografico e interno, presentacion de la informacién
experimental.

Observacion no experimental: obtencién de datos por medio de
fuentes bibliogréaficas.

Observacion experimental: obtencion de datos por medio de
pruebas.

Observacion cualitativa: ensayo con un pequefio grupo de
muestras para determinar presencia de colorantes artificiales.
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- Observacién cuantitativa: ensayo con un grupo de bebidas no
alcohdlicas para determinar presencia y concentraciéon de
colorantes artificiales.

1.9.2.6. Herramientas para obtencion de informacion

Para la obtencion de informacion se utilizan formatos para registros de peso
de muestras y uso de equipos utilizados durante el desarrollo del método.
(Ver Anexo N°1)

1.9.2.7. Procedimientos y anédlisis de informacion
El equipo HPLC, posee un software especial que permite calcular
las curvas de calibracion.

1.9.2.8. Pruebas o modelos estadisticos (Procesamiento y analisis de
informacion)

- Desviacion estandar: para determinar la dispersion de puntosde
los datos.

- Ecuacién de la recta: es una herramienta utilizada para
determinar la pendiente.

- La pendiente: mide la inclinacion o desviacioén de uno o varios
puntos de la curva.

- Selectividad/especificidad: el método presenta una respuesta
debida unicamente al analito.

- Linealidad: la grafica concentracion vs tiempo de retencion
presenta un comportamiento lineal.

- Exactitud: mide el grado de concordancia entre la proximidad de
la medicidn con el valor de referencia aceptado.

- Precision: en condiciones de repetibilidad.
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Resultado de revision bibliografica para el desarrollo del método analitico
para la cuantificacion de colorantes artificiales en bebidas no alcohdlicas
por HPLC.

Se consultaron diferentes fuentes bibliograficas para conocer aspectos generales
y especificos para cada colorante y facilitar cuantificacién de los mismos.

Tabla 3. Resultado de investigacion bibliografica paradesarrollo del método. 1345

- Longitud Tiempo de Concentracion
o Cédigo - o
Colorante Sinénimo UE de onda retencion permitida
nm (minutos) segun RTCA
Amaranto Rojo 2 E 123 520 9.04 No permitido
Amarillo ocaso | Amarillo 6 | E 110 430-550 11.40 BPM
Azul brillante Azul 1 E 133 630 15.12 BPM
indigo carmin Azul 2 E 132 610 9.18 No permitido
Rojo allura Rojo 40 E 129 502 12.79 BPM
Rojo cochinilla Rojo 4R E 124 505 10.15 50 mg/Kg
Tartrazina Amarillo 5 | E 102 428 7.68 BPM
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Redaccion del procedimiento para el método.

Se procede a la redaccion del método para la cuantificacion de colorantes
artificiales, siguiendo el formato que a continuacion se presenta:

Laboratorio de Alimentos y Toxicologia

Metodologia de analisis para la cuantificacién de Colorantes
Artificiales en Bebidas no Alcohdlicas por Cromatografia Liquida de Pagina
Alta Resoluciéon (HPLC)

Caodigo: Fecha de emisién: 00/00/2023 Cambio No.: 0

Elaborado por: Revisado por: Aprobado por: Version No.: 0

1. PROPOSITO
El propdsito de este método de andlisis, es cuantificar la cantidad de colorantes
artificiales contenido en muestras de bebidas no alcohdlicas, utilizando
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

La cromatografia Liquida es unatécnica de separacion de componentes en una
muestra, esta separacion se lleva a cabo gracias a la interaccién de una fase
movil que transporta la muestra hasta unafase estacionaria queretiene el analito
de interés, y dando como respuesta un pico cromatografico en un tiempo
especifico para cada analito.

2. ALCANCE
Este procedimiento es aplicable para identificary cuantificar colorantes artificiales
en bebidas no alcohdlicas.

3. REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

— RTCA 67.0454:18 Alimentos y Bebidas Procesadas. Aditivos
Alimentarios.

— Manual del Cromatégrafo Liquido de Alto Desempefio (HPLC).

— Practical Liquid Chromatography, An Introduction. Yost RW, Ettre LS,
Conlon RD. Perkin Elmer.

— HPLC for Food Analisys A Primer. Agilent Technologies. Gratzfeld A,
Schuster R 1996. Pag 10-11.



4. INTERFERENCIAS Y LIMITACIONES
— Usar reactivos grado HPLC.
— Utilizar agua ultra puray filtrada.

5. TOMA Y PRESERVACION DE LA MUESTRA
La muestra debe estar en el envase que sera comercializado, unavez abierto el
envase se debe conservar en refrigeracion a 4°C.

6. MATERIAL Y EQUIPO

— Guantes.

— Vial de vidrio

— Puntas de diferentes capacidades

— Pipetas volumétricas de diferentes capacidades
— Pipetas Pasteur de polipropileno tipo gotero
— Jeringas

— Micro espatulas

— Tubos conicos de polipropileno de 15 mL de capacidad
— Vasos de precipitados de diferente capacidad
— Balones volumétricos de diferente capacidad
— Reservorios de diferente capacidad

— Gradilla para viales

— Filtros de jeringa

— Membranas filtrantes

— Micropipeta de volumen variable

— Pipeteador

— Balanza Analitica

— Equipo de Filtracion al vacio

— Bomba de filtracion al vacio

— Bafio de ultrasonido

— EquipoHPLC

7. REACTIVOS
Los reactivos que seran utilizados deberan prepararse de acuerdo a la
Instruccion Técnica de Preparacion de Reactivos
— Fase movil
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— Agua Ultrapura

— Metanol grado HPLC

— Colorante estdandar Rojo N°2

— Colorante estdndar Rojo N°40

— Colorante estandar Rojo 4R

— Colorante estandar Amarillo N°5
— Colorante estandar Amarillo N°6
— Colorante estandar Azul N°1

— Colorante estandar Azul N°2

8. CONDICIONES DEL EQUIPO
— Columna: C18
—  Detector: Ultravioleta
— Longitud de onda:
— Para colorantes Rojo N°2, N°40, 4R y Amarillo N°5y N°6: 465 nm
— Para colorantes Azul N°1y N°2: 620 nm
—  Flujo de la bomba: 0.75 mL/min
—  Duracion de la corrida: 30 minutos
— Gradiente:
Metanol 3: Fase Movil 97 durante 30 minutos

9. PROCEDIMIENTO

Preparaciéon de la muestra

Las muestras deben prepararse segun Instruccion Técnica de Preparacion de
Muestras. (Ver anexo No.2)

Preparacion de estandares

Los estandares deben prepararse segun Instruccion Técnica de Preparacion de
reactivos (Ver Anexo No.3) cumpliendo con las siguientes concentraciones:

— Preparar una serie de soluciones estandares de Amarillo N°5 a las
siguientes concentraciones de: (40,80,120,160 y 200) mg/kg en agua
ultrapura.

— Preparar una serie de soluciones estandares de Amarillo N°6 a las
siguientes concentraciones de: (80,160,240,320 y 400) mg/kg en agua
ultrapura.
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Preparar una serie de soluciones estandares de Rojo N°2 a las siguientes
concentraciones de: (5,10,15,20 y 25) mg/kg en agua ultrapura.

Preparar unaserie de soluciones estandares de Rojo N°40 a las siguientes
concentraciones de: (60,120,180,240 y 300) mg/kg en agua ultrapura.
Preparar una serie de soluciones estandares de Rojo 4R a las siguientes
concentraciones de: (10,20,30,40 y 50) mg/kg en agua ultrapura.
Preparar unaserie de soluciones estdndares de Azul N°1 a las siguientes
concentraciones de: (20,40,60,80 y 100) mg/kg en agua ultrapura.
Preparar unaserie de soluciones estadndares de Azul N°2 a las siguientes
concentraciones de: (60,120,180,240 y 300 mg/kg en agua ultrapura.

Andlisis de las muestras

Para andlisis de colorantes Rojo N°2, N°3, N°40, 4R y Amarillo N°5 y N°6
seleccionar desde el disco “C” del computador conectado al equipo HPLC
el método: Cuantificacibn de colorantes Amarillos y Rojos y para
colorantes Azul N°1 y N°2 Cuantificacion de colorantes Azules.
Seleccionar desde el disco “C” del computador conectado al equipo HPLC
el formato para reportes de resultados: Reporte Colorantes Artificiales.
Seguir Instruccién Técnica de Operacion de Equipo HPLC. (Ver Anexo
No.4)

10.CALCULOS
El HPLC esta equipado con un software (TcNav) especializado que realiza los
calculos de las concentraciones de los colorantes artificiales en las muestras por
medio de operaciones matematicas automatizadas.

11.INFORME DE RESULTADOS
Los resultados analiticos obtenidos de este andlisis se reportaran en el formato
de informe de Resultados. (Ver en Anexo No.6)

12.CONTROL DE CALIDAD

— Control de la precision
Cada 20 muestras analizadas se coloca una réplica.

— Control de exactitud
Se coloca un control y este no debe exceder el 20% del valor
especificado.
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Evaluacion de parametros para determinar la aptitud del método.

El método para la cuantificacion de colorantes artificiales en bebidas no
alcoholicas por HPLC, es un método no normalizado, por lo tanto, es necesario
comprobar la aptitud para el analisis, en esta metodologia se requiere un método
selectivo, lineal, exacto y preciso.

Por esta razon, son parametros tomados en cuenta como parte de la evaluacion
del método:

Selectividad/Especificidad.

Para evaluar este parametro se colocaron en el equipo HPLC un blanco (agua
ultrapura), un frente solvente (fase mdvil) y estandares de los colorantes
artificialesen estudio,cada unode ellospor separado y se identificanalon gitudes

de onda de méxima absorcion.
Luego se colocd una mezcla de colorantes para observar su interaccion.

Criterio de aceptaciéon: Respuesta del método debida tnicamente al analito.

Linealidad

Para la evaluacion de este parametro se colocaron en el equipo HPLC mezclas
de colorantes con diferentes concentraciones para establecer los valores de una
curva de calibracion.

Criterio de aceptacion: Comportamiento lineal en la grafica de concentracion vs
respuesta analitica.

Coeficiente de correlacion: r= 0.98

Exactitud

Se utiliza como referencia un blanco adicionado con nivel de concentracion bajo,
medio y alto.

El nivel bajo y alto se evalua por triplicado y el nivel medio por sextuplicado.

Criterio de aceptacion: valor de recuperacion dentro del intervalo de trabajo 80-
120 %
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Precision
Se realiza la lectura de un blanco fortificado con nivel de concentracion bajo,
medio y alto, se hacen lecturas por sextuplicado de cada nivel.

Criterio de aceptacion: coeficiente de variacion porcentual < 10%1°
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Implementacién del método: Cuantificacion de colorantes artificiales en
bebidas no alcoholicas por HPLC.

Para la implementacion del método se realizé la cuantificacion de colorantes
artificiales en bebidas no alcohdlicas segun su clasificacion por subcategorias en
RTCA 67.04.54:18.

Tabla N°4. Resultados de cuantificacién de colorantes artificiales en bebidas no
alcohdlicas por HPLC. Elaboracion propia

Subcategoria de N° Colorante Concentracién de | Concentraciéon de
bebida no Muestra artificial colorante artificial | colorante artificial
alcohdlica identificado (mg/L) (mg/L) Replica

Rojo N°40 199.86 208.19
1
Aguas y aguas Azul N°1 <20 <20
gaseosas 2 Amarillo N°6 173.82 182.43
3 ND ND ND
4 ND ND ND
Zumos Gugos) de 5 ND ND ND
frutas y hortalizas
6 ND ND ND
7 ND ND ND

Néctares d.e frutas 8 ND ND ND

y hortalizas
9 ND ND ND
) 10 Rojo N°40 9.62 10.28

Bebidas a base de

agua saborizadas 11 ND ND ND

congas y sin gas

gasy g 12 ND ND ND
Bebidas en 13 ND ND ND
infusién a base de’,- 14 ND ND ND

agua como el café

y el té. 15 ND ND ND

De acuerdo al RTCA 67.04.54:18 los colorantes Rojo N°40, Amarillo N°6 y Azul
N°1l pueden utilizarse de acuerdo a BPM, por lo tanto, las bebidas N°1, N°2 y
N°10 que presentan presencia de estos colorantes, cumplen con los criterios de
aceptacion.
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Elaboracién de informe de resultados de los datos experimentales
obtenidos durante la evaluacion de parametros para determinacion de
aptitud del método.

Con los datos obtenidos en la evaluacion de parametros de desempefio del
meétodo se procede a elaborar el informe siguiente, de acuerdo al protocolo segun
(OSA) G 9.6 version 2. (Ver en Anexo N°8)

Laboratorio de Alimentos y Toxicologia

Metodologia para la Cuantificacion de Colorantes Artificiales en bebidas no alcohélicas por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC).

P&g.: —

Cédigo del procedimiento: Fecha de emision: Cambio No:

Aprobado por: Version No:




EVALUACION
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DE PARAMETROS PARA CUANTIFICACION DEL

COLORANTE ARTIFICIAL ROJO N°2 EN BEBIDAS NO ALCOHOLICAS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION.

Tabla 5. Resultados de Evaluacion de Pardmetros de Desempefio para Colorante
Rojo N°2. Elaboracion propia

PARAMETRO RESULTADOS
EVALUADO LIMITE OBTENIDOS OBSERVACION
El equipo El colorante Rojo
Selectividad/Especificidad pres:ent'a .una N°2, presenta una Cumple
sefal unica . .
debido al analito| ~ Senal @ minuto
Comportamiento La grafica
. . lineal en la concentracion vs
Linealidad e -
grafica respuesta analitica
e . Cumple
concentracion | para el colorante Rojo
Vs respuesta N°2 presenta
analitica comportamiento lineal
Intervalo de Trabajo
Coeficiente de determinacion r>=0.98 0.9967 Cumple
Recuperacion, Exactitud
(tanto por uno)
Nivel bajo 108.19
Nivel bajo 107.88
Nivel bajo 105.78
Nivel medio 86.98
Nivel medio 88.16
Nivel medio 86.42
Nivel medio 80%-120% 86.42 Cumple
Nivel medio 86.98
Nivel medio 88.16
Nivel alto 92.58
Nivel alto 93.62
Nivel alto 93.45
Precision intermedia como CV
Nivel bajo 0.9684
Nivel medio CV<=10% 1.2823 Cumple
Nivel alto 0.5361

Observaciéon: Se cumplen los requisitos de calidad requeridos, por lo que el
método puede ser utilizado para los propositos establecidos.
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DE PARAMETROS PARA CUANTIFICACION DEL

COLORANTEARTIFICIAL ROJO N°40 EN BEBIDASNO ALCOHOLICAS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION.

Tabla 6. Resultados de Evaluacion de Parametros de Desemperio para Colorante
Rojo N°40. Elaboracion propia

PARAMETRO RESULTADOS
EVALUADO LIMITE OBTENIDOS OBSERVACION
El equipo El colorante Rojo
Selectividad/Especificidad pres:ent? .una N°40, presenta una Cumple
sefial unica sefal al minuto
debido al analito
Comportamiento La grafica
Linealidad Iinea’l gn la concentracic')n’\./s
grafica respuesta analitica
. . Cumple
concentracion | para el colorante Rojo
Vs respuesta N°40 presenta
analitica comportamiento lineal
Intervalo de Trabajo
Coeficiente de determinacion r>=0.98 0.9989 Cumple
Recuperacion, Exactitud
(tanto por uno)
Nivel bajo 82.58
Nivel bajo 83.30
Nivel bajo 81.63
Nivel medio 82.74
Nivel medio 81.32
Nivel medio 80%-120% 86.42 Cumple
Nivel medio 81.13
Nivel medio 86.98
Nivel medio 80.57
Nivel alto 84.89
Nivel alto 86.24
Nivel alto 84.44
Precision intermedia como CV
Nivel bajo 1.1174
Nivel medio CV <=10% 1.4329 Cumple
Nivel alto 0.9117

Observaciéon: Se cumplen los requisitos de calidad requeridos, por lo que el
método puede ser utilizado para los propdsitos establecidos.




EVALUACION DE PARAMETROS

PARA CUANTIFICACION
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DEL

COLORANTE ARTIFICIAL ROJO 4R EN BEBIDAS NO ALCOHOLICAS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION.

Tabla 7. Resultados de Evaluaciéon de Parametros de Desempefio para Colorante

Rojo 4R. Elaboracion propia

PARAMETRO RESULTADOS
EVALUADO LIMITE OBTENIDOS OBSERVACION
El equipo El colorante Rojo 4R,
Selectividad/Especificidad pres:ent? .una presenta una sefal al Cumple
sefal unica minuto
debido al analito
Comportamiento La grafica
Linealidad Iineall gn la concentracién,\(s
grafica respuesta analitica
. . Cumple
concentracion | para el colorante Rojo
Vs respuesta 4R presenta
analitica comportamiento lineal
Intervalo de Trabajo
Coeficiente de determinacioén r>=0.98 0.9981 Cumple
Recuperacion, Exactitud
(tanto por uno)
Nivel bajo 96.12
Nivel bajo 95.20
Nivel bajo 93.86
Nivel medio 90.64
Nivel medio 92.30
Nivel medio 80%-120% 90.70 Cumple
Nivel medio 90.64
Nivel medio 90.64
Nivel medio 90.57
Nivel alto 96.01
Nivel alto 97.47
Nivel alto 95.47
Precision intermedia como CV
Nivel bajo 1.2390
Nivel medio CV<=10% 1.2625 Cumple
Nivel alto 1.3448

Observacién: Se cumplen los requisitos de calidad requeridos, por lo que el
método puede ser utilizado para los propdsitos establecidos.
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EVALUACION DE PARAMETROS PARA CUANTIFICACION DEL
COLORANTE ARTIFICIAL AMARILLO N°5 EN BEBIDAS NO ALCOHOLICAS
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION.

Tabla 8. Resultadosde Evaluacion de Parametros de Desempefio para Colorante

Amarillo N°5. Elaboracién propia

PARAMETRO RESULTADOS
EVALUADO LIMITE OBTENIDOS OBSERVACION
El equipo El colorante Amarillo
Selectividad/Especificidad pres:ent’a .una N°5, presenta una Cumple
sefal unica ~ .
debido al analito| ~ Senal @ minuto
Comportamiento La grafica
. . lineal en la concentracion vs
Linealidad e -
grafica respuesta analitica
. Cumple
concentracion para el colorante
vs respuesta | Amarillo N°5 presenta
analitica comportamiento lineal
Intervalo de Trabajo
Coeficiente de determinacion r>=0.98 0.9990 Cumple
Recuperacion, Exactitud
(tanto por uno)
Nivel bajo 86.26
Nivel bajo 86.82
Nivel bajo 84.59
Nivel medio 84.25
Nivel medio 85.80
Nivel medio 84.29
Nivel medio 80%-120% 85.80 Cumple
Nivel medio 85.80
Nivel medio 86.64
Nivel alto 87.56
Nivel alto 88.80
Nivel alto 87.06
Precision intermedia como CV
Nivel bajo 1.2754
Nivel medio CV<=10% 1.3123 Cumple
Nivel alto 1.0432

Observacién: Se cumplen los requisitos de calidad requeridos, por lo que el
método puede ser utilizado para los propdsitos establecidos.
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DE PARAMETROS PARA CUANTIFICACION DEL

COLORANTE ARTIFICIAL AMARILLO N°6 EN BEBIDAS NO ALCOHOLICAS
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION.

Tabla 9. Resultados de Evaluacion de Parametros de Desemperio para Colorante
Amarillo N°6. Elaboracién propia

PARAMETRO RESULTADOS
EVALUADO LIMITE OBTENIDOS OBSERVACION
El equipo El colorante Amarillo
Selectividad/Especificidad pres:entg .una N°6, presenta una Cumple
sefal unica ~ .
debido al analito| ~ Senal @ minuto
Comportamiento La grafica
Linealidad Iineall gn la concentracién,\-/s
grafica respuesta analitica
. Cumple
concentracion para el colorante
vs respuesta | Amarillo N°6 presenta
analitica comportamiento lineal
Intervalo de Trabajo
Coeficiente de determinacion r>=0.98 0.9989 Cumple
Recuperacion, Exactitud
(tanto por uno)
Nivel bajo 86.11
Nivel bajo 86.65
Nivel bajo 84.41
Nivel medio 84.20
Nivel medio 85.66
Nivel medio 84.21
Nivel medio 80%-120% 85.80 Cumple
Nivel medio 85.66
Nivel medio 85.24
Nivel alto 87.85
Nivel alto 88.97
Nivel alto 87.47
Precision intermedia como CV
Nivel bajo 1.1174
Nivel medio CV<=10% 0.9154 Cumple
Nivel alto 0.8534

Observacién: Se cumplen los requisitos de calidad requeridos, por lo que el
método puede ser utilizado para los propdsitos establecidos.
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EVALUACION DE PARAMETROS PARA CUANTIFICACION DEL
COLORANTE ARTIFICIAL AZUL N°1 EN BEBIDAS NO ALCOHOLICAS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION.

Tabla 10. Resultados de Evaluacion de Parametros de Desempefio para
Colorante Azul N°1. Elaboracion propia

PARAMETRO RESULTADOS
EVALUADO LIMITE OBTENIDOS OBSERVACION
El equipo El colorante Azul N°1,
Selectividad/Especificidad pres~entta .una presenta una sefal al Cumple
sefal unica minuto
debido al analito
Comportamiento La grafica
Linealidad Iinea’l gn la concentracién,\(s
grafica respuesta analitica
. Cumple
concentracion | para el colorante Azul
Vs respuesta N°1 presenta
analitica comportamiento lineal
Intervalo de Trabajo
Coeficiente de determinacion r>=0.98 0.9989 Cumple
Recuperacion, Exactitud
(tanto por uno)
Nivel bajo 95.83
Nivel bajo 96.31
Nivel bajo 98.19
Nivel medio 94.33
Nivel medio 97.54
Nivel medio 80%-120% 97.54 Cumple
Nivel medio 95.88
Nivel medio 97.54
Nivel medio 95.88
Nivel alto 94.40
Nivel alto 98.48
Nivel alto 97.89
Precision intermedia como CV
Nivel bajo 2.3753
Nivel medio CV<=10% 2.0594 Cumple
Nivel alto 2.0820

Observaciéon: Se cumplen los requisitos de calidad requeridos, por lo que el
método puede ser utilizado para los propositos establecidos.
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DE PARAMETROS PARA CUANTIFICACION DEL

COLORANTE ARTIFICIAL AZUL N°2 EN BEBIDAS NO ALCOHOLICAS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION.

Tabla 11. Resultados de Evaluacion de Parametros de Desempefio para
Colorante Azul N°2. Elaboracién propia

PARAMETRO RESULTADOS
EVALUADO LIMITE OBTENIDOS OBSERVACION
rEsI:(S:t:IpL?na El colorante Azul N°2,
Selectividad/Especificidad P . presenta una senal al Cumple
sefal unica minuto
debido al analito
c .
omponamlento La gréfica
) ) lineal en la .,
Linealidad e concentracion vs
grafica .
. respuesta analitica Cumple
concentracion
para el colorante Azul
VS respuesta R
" N°2 presenta
analitica . .
comportamiento lineal
Intervalo de Trabajo
Coeficiente de determinacion r>=0.98 0.9998 Cumple
Recuperacion, Exactitud
(tanto por uno)
Nivel bajo 91.73
Nivel bajo 95.37
Nivel bajo 106.16
Nivel medio 98.96
Nivel medio 100.58
Nivel medio o 97.78
-1209 I
Nivel medio 80%-120% 101.13 Cumple
Nivel medio 100.59
Nivel medio 101.69
Nivel alto 96.51
Nivel alto 100.40
Nivel alto 98.81
Precisiéon intermedia como CV
Nivel bajo 2.2684
Nivel medio CV<=10% 1.3082 Cumple
Nivel alto 1.2589

Observacién: Se cumplen los requisitos de calidad requeridos, por lo que el
método puede ser utilizado para los propdsitos establecidos.




CAPITULO Il
CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

La experiencia adquirida en el programa de la Practica Profesional
Supervisada fue muy enriquecedora para el desarrollo profesional
personal ya que se permite la incorporacion aun equipo de trabajo donde
se permite llevar a la practica los conocimientos adquiridos alo largo de la
formacion académica.

. Con el desarrollo e implementacion del método de cuantificacion de
colorantes artificiales en bebidas no alcohdlicas por HPLC, se contribuye
a salvaguardarla saludde los consumidores, asegurandola calidad de los
productos analizados con la metodologia.

. Conlos resultados obtenidos de la cuantificacion de colorantes artificiales,
en bebidas no alcohdlicas, tomando en cuenta cada subcategoria para el
grupo 14.1 del RTCA 67.04.54:18, se evidenciael cumplimiento del mismo
en cada bebida analizada.

De acuerdo a los parametros evaluados: Selectividad/especificidad,
linealidad, exactitud y precisién en condiciones de repetibilidad, se
evidencia que el método propuesto es apto para la aplicabilidad en cuanto
a la cuantificacion de colorantes artificiales.



CAPITULO IV
RECOMENDACIONES
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RECOMENDACIONES

Se recomienda a los egresados que optan por la Practica Profesional
Supervisada como proceso de graduacion, cumplir con lo establecido en
el reglamento de Practica Profesional Supervisada, para que las
instituciones brinden mas oportunidades de aprendizaje a futuras
generaciones.

Es necesarioque la Universidad de El Salvador realice mas convenios con
diferentes instituciones para beneficiar a mas estudiantes que deseen
optar por esta modalidad.

Al analista se recomienda utilizar reactivos grado HPLC para evitar
interferencias.

Al usuario del equipo se recomienda desgasificar las muestras gaseosas,
por medio de agitacion previo a ser filtradas y colocadas en el equipo para
analisis para evitar interferencias o sefiales errébneas en el cromatograma.
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ANEXOS



Anexo No.1
Herramientas de obtencion de informacion para el desarrollo de la

metodologia de Cuantificacién de colorantes artificiales en bebidas
no alcohdlicas por HPLC.



Formato para registro de peso de muestra.

LABORATORIO

REGISTRO DE ANALISIS DE COLORANTES EN BEBIDAS NO ALCOHOLICAS POR

HPLC
FORMATO
Afo:
# DE PESO DE # DE PESO DE
FECHA | MUESTRA | MUESTRA | FIRMA | FECHA L iuESTRA | MUESTRA | FIRMA
Formato para registro de uso de equipo (balanza).
LABORATORIO
FORMULARIO DE USO DE EQUIPO
Equipo: Balanza
Modelo: -- - FORMATO
Cédigo: - -
. HORA HORA
FECHA T INICIO FINAL OBSERVACION RESPONSABLE




Formato para registro de uso de equipo (pHmetro).

LABORATORIO
FORMULARIO DE USO DE EQUIPO

Equipo: pHmetro

Modelo: - FORMATO
Cédigo: -

o HORA HORA
FECHA T INICIO EINAL OBSERVACION RESPONSABLE

Formato para registro de uso de equipo (HPLC).

LABORATORIO
FORMULARIO DE USO DE EQUIPO

Equipo: HPLC
Modelo: -- FORMATO
Cédigo: -

FECHA T HORA HORA OBSERVACION RESPONSABLE

INICIO FINAL




Anexo No.2
Instruccion de Preparacion de Muestras.



Instruccién Técnica de Preparacion de Muestras

MATERIAL Y EQUIPO
— Jeringas
— Filtros para jeringas de 0.22 um
— Beakerde 10 mL
— Beakerde 25 mL
— Viales de vidrio de 2 mL

PROCEDIMIENTO
— Homogenizarla muestra y colocar aproximadamente 5 mL en un beaker.
— Filtrar con una jeringa y filtro para jeringa.
— Colocar la muestra filtrada en un vial de vidrio de 2 mL



Anexo No.3
Instruccion de Preparacion de Reactivos.



Instruccién Técnica de Preparacion de Reactivos

Fase mévil 1% (v/iv) de acido acético en agua para analisis de
colorantes artificiales.

Medir 1 mL de &cido acético glacial y aforar en un balén de 1 L, medir el
pH de la solucién y ajustar hasta un valor de 4.

Filtrar al vacio, utilizando un filtro de membrana de 0.45 um. Desgasificar
la solucibn en un bafio de ultrasonido por 15 minutos.

Curva de calibracion para colorantes Rojo N°2, N°40, 4R y Amarillo
N°5,N°6y Azul N°1y N°2

Preparar soluciones Stock de los colorantes.

A partir de las soluciones Stock preparar los niveles de la curva de
calibracion para cada colorante.

Tabla N°4. Detalle de la concentracion de cada nivel para la curva de

calibracion de cada colorante. Elaboracion propia

Nivel
Colorante 1 2 3 4 5
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Rojo N°2 5 10 15 20 25
Rojo N°40 60 120 180 240 300
Rojo 4R 10 20 30 40 50
Amarillo N°5 40 80 120 160 200
Amarillo N°6 80 160 240 320 400
Azul N°1 20 40 60 80 100
Azul N°2 60 120 180 240 300




Anexo No.4
Instruccion Técnica de Operacién de Equipos.



Laboratorio de Alimentos y Toxicologia

Instruccién Técnica de Operacion y Calibracion de L
. Pagina
Equipos
- L Cambio No:
Codigo: Fecha de emision: L
Version No:

OPERACION DE CROMATOGRAFO LIQUIDO DE ALTA RESOLUCION
CODIGO A-01

- Encenderel detector, labomba, horno, el automuestreadory data handing
system.

— Abrirel icono NAV en la computadora.

- Darclic en el boton Run y seleccionar Take control.

- Purgar el equipo de manera manual.

- Seleccionar el método.

- Programar la secuencia para el analisis.

- Seleccionar desde la pestafia “Actions” la opcion “Set up” para cargar la
secuencia.

- Acondicionar la columna.

- Desde la pestaina “Detector” seleccionar “AutoZero”

- Encender el horno, establecer la temperatura de 40°C.

- Seleccionaricono Run desde el menu principal, luego seleccionar “Start
Run” para iniciar el analisis.

- Alfinalizar, realizar el lavado de la columnasegun indicael método, desde
el icono Hands On.

- Apagar el horno.

- Cerrar el programa en la computadora.

- Apagar el detector, la bomba, horno, automuestreador y data handing
system.



Anexo No.5
Hoja de Vida de Cromatografo Liquido de Alta Resolucién (HPLC).



HOJA DE VIDA DE EQUIPOS

FECHA DE ELABORACION ENERO 2023
DETALLE CARACTERISTICAS
NOMBRE DEL EQUIPO Cromatégrafo
CODIGO A-01
SERE | e

FECHA DE ADQUISICION |

VERSION DEL SOFTWARE S/
FECHAS DE LA CALIBRACION N/A
FECHA DE LA PROXIMA N/A
CALIBRACION
INTERVALO DE CALIBRACION VER PROGRAMA DE CALIBRACION

Consta de 6 mddulos que consisten en: 1-
Reservorios con desgasificador, 2- Bomba, 3-
Detector, 4-Horno y columna, 5-Auto muestreador y
6-Procesamiento de datos. Ademas, cuenta con
una computadora equipada con una impresora.

CARACTERISTICAS Y
COMPONENTES DEL EQUIPO

REQUISITOS E INDICACIONES DADAS

POR EL FABRICANTE Dar mantenimiento preventivo perlodlcamente.

MANTENIMIENTO INDICADO POR EL

FABRICANTE Limpieza externa con un pafio seco absorbente.

CALIBRACION (TIPO Y

PERIODICIDAD) Se encuentra en garantia

PERSONAL RESPONSABLE DEL c LIC.
EQUIPO :
PERSONAL AUTORIZADO PARA USO LIC.

DE EQUIPO F.




Anexo No.6
Formato Para Informe de Resultados de la Metodologia.



Nombre del cliente:

Direccion del cliente:

Motivo:

Nombre del producto:

Lote:

Fecha de vencimiento:
Solicitud:

Fecha de ingreso:

Fecha de reporte:

Fecha de emision del informe:

Referencia

Determinacion . e
bibliogréfica

Resultado

Fecha de analisis

Colorantes artificiales

Coordinadora de plataforma
Fisicoquimico

Jefa de Laboratorio de
Alimentos y Toxicologia




Anexo No.7
Control de Cambios y Mejoras Para la Metodologia de Cuantificacién
de Colorantes Artificiales en Bebidas No Alcohélicas por HPLC.



Tabla N°5. Control de cambios y mejoras del procedimiento.

| Hoja De Control De Cambios y Mejoras

. ., | Secciony/ N Y . Fecha d
Cambio | Versién eCCIO.n yio Descripcion de la modificacion y mejora e9 -a .e,
pagina modificacién
0 0 Todo el doc. Creacién de procedimiento analitico 15/01/2023




Anexo No.8
Informe de Resultados para Evaluacion de Parametros de
Desempefio de La Metodologia.



El informe de resultados debe contener la informacién siguiente:

Hacer referencia al protocolo utilizado

Pardmetros evaluados y criterios de aceptaciéon

Resultados Analiticos

Resultados Estadisticos

Interpretacion de resultados y/o conclusiones

Cuadro resumen de los resultados obtenidos (parametro. criterio,
resultado y conclusion)

Declaracion de Aptitud del Método

Datos crudos de la Evaluacién.



Anexo No.9

Cromatogramas Obtenidos Para La Evaluacién de Parametro de
Selectividad/Especificidad de la Metodologia.



Blanco a 465 nm

2B

Cromatograma del blanco utilizado en el analisis porHPLC a 465 nm. Elaboracién
propia

Blanco a 610 nm

J-=
— T
LFi

Cromatograma del blanco utilizado en el analisis por HPLC a 610 nm.
Elaboracion propia



Frente solvente a 465 nm

Cromatograma de la fase movil utilizada en el analisis por HPLC a 465 nm.
Elaboracion propia

Frente solvente a 610 nm

ool

Cromatograma de la fase mévil utilizada en el andlisis por HPLC a 610 nm.
Elaboracion propia



Rojo N°2 a 465 nm

MEZCLA COLORANTES

Peak Component Tmme Area Adpsted
= Name fmin] fuv sec] Amount
1 0422 §35.96 0.0005

2 3828 13596 0.0001

3 \8,022 101338 0.0010

4 &.494 24250628 02425

S 10.512 363.18 0.0002

6 11.474 410.43 0.000s

7 12.143 42293 0.0004

8 14377 €800.69 0.0068

- 17681 318.ss 0.0003

Cromatograma de estandar de colorante Rojo N°2 a 465nm. Elaboracion propia

Rojo N°40 a 465 nm

o]
-1
-1

“
-
-
-
-
-
-1
-

MEZCLA COLORANTES

Peak Component Time Area Adjustea
= Name frmini TuVvrsec] Amount
1 0.612 214229 0.0021

2 1.231% 2778.32 0.0028

3 1.833 166.45 0.0002

4 £.358 85865 0.00C9

S 8771 11981 ©.Cc001t
€ AZuL2 9132 896.10 0.0009
7 9.702 25406 0.0003
-3 11.382 70523 0.0007

s 12.201 493 98 0.000S
10 12.475 2833.26 0.0028
1" 12.831 378595 .44 03785

Cromatograma de estandar de colorante Rojo N°40 a 465nm. Elaboracién
propia



Rojo 4R a 465 nm

MEZCLA COLORANTES

Peak Eﬂﬂ‘pﬂl‘lﬂﬂl Tiime e Mﬂ!tﬁﬂ
# Hiame Irmin] Tuv"sec] Amaunt
1 0.233 TO3.56  0.0007

F 3768 18528  0.0002

3 8.713 140643  0LDO014

4 .-xzm.z\q 9,537 1790.43  D.OOE

s 0,124 200533 45 0. 2905

& 12,143 576.75  0.0006

T 15,753 25520 0.0003

Cromatograma de estandar de colorante Rojo 4R a 465 nm. Elaboracién propia

Amarillo N°6 a 465 nm

MEZCLA COLORANTES

Peak Component  Time Area Adjusied
* HName Fminl v sec] Amount
1 0.574 I|T.TE 00031
> 1.336. 1430.83 00015
= 2.215 262 .08 00003

4 2.892 157T7E.87 00158

5 TEIE 171,42 00002
& 0. 568 221.85 00002
T 11,445 SE429ETE  0.5850

& 12. 382 I5azaB 00038

& 12.863 401.50 00004
1m0 17624 23319 00002
hh 17.825 TI67.536 00012

Cromatograma de estandar de colorante Amarillo N°6 a 465 nm. Elaboracion
propia



Amarillo N°5 a 465 nm

MEZCLA COLORANTES

Peak Component Time Area Adjusted

& Name frmin] UV secl Amount
1 .~ ' 0.420 240199 0.0024
2 1.456 351569 0.0035
3 7.655 391957.53 0.3920
4 10.125 7685.78 0.0008
S 12.000 1273.89 00013
-3 12.8328 S08.75 0.000S
7 13.295 161.68 0.0002
e AZuL 15.055 243.08 0.0000
S 17.418 34126 0.0002

Cromatograma de estandar de colorante Amarillo N°5 a 465 nm. Elaboracién
propia

Azul N°1 a 610 nm

b gL
T

HE LR

R i

MEZCLA COLORANTES

Peak Component Time Area Adjusted
# MName IminT Il =sec] Aumount
1 0.459 208125 0021

= 0.852 383.48 0.0004

3 1.238 157 7.52 00020
4 11.340 107882 .00
=5 12. 259 TZ24.10 00007
[=] 13.100 1689253 0.0017
T 13.950 887.93 0.000s
& 14,840 35045 .04 0.0350
9 AFUL A1 15175 TE2183812 0.0000
10 15.6687 535963 0.0054

Cromatograma de estandar de colorante Azul N°1 a 610 nm. Elaboracion propia



Azul N°2 a 610 nm

—i

1.3
=1 ]
=

-

MEZCLA COLORANTES

Peak Component Time Area Adjusted
# Mame Imin] unv*sec] Amount
1 0.703 22558 0.0022

2 AFZUL 2 9.216 822400.81 0.5224

3 AZULA1 15.169 208.13 0.0000

4 15 3”7 1RZRA1Z non1e

Cromatograma de estandar de colorante Azul N°2 a 610 nm. Elaboracion propia

Mezcla de colorantes a 465 nm

=
=
T

@ a[p oVn s e

REPORTE COLORANTES

Pico Mombre del Tiempo Retencion Area Concentracion
# Analito Tmin luvw==zec] masL

3 3.408 270475.02 0.2705

5 Amarillo 5 F.r8 3A551970.85 180.9184

¥ Rojo 2 8.573 290706.32 24 0555

9 Rojo 4R 10.258 T17357.58 49 88572

10 Amarillo & 11.408 A10118700.53 363.9317

12 12.484 109254.05 0.1053

12 Roio 40 12.818 45951133 41 254 4022

Cromatograma de mezcla de colorantes a 465 nm. Elaboracion propia



Mezcla de colorantes a 610 nm

—&T
ar

— L5

B

A

it

E

(£
—HE
—EE
B
-z
—EE
—
— I

T T T TT |I" T 1T T Ir 111 T 101 11 TT
1 1

REPORTE COLORANTES

Pico MNombre del Tiempo Retencion Area

Concentracion

# Analito [min] [uvEsec] mgvL
6 AFUL2Z 5.260 2632102.11 175.9988
17 AFUL A1 15.283 205594292 56.5953
19 16.0686 118183.38 0.1182
22 17.105 6265257 0.0627

Cromatograma de mezcla de colorantes a 610 nm. Elaboracion propia



Anexo No.10

Cromatogramas Obtenidos Para La Evaluacion de Parametro de
Linealidad de la Metodologia.



Rojo N°2

Nenbes e Conparert Home
T 750 e’

Roc2 R =0 S8
Sirge Peak Conparent = 245+ s 2040
Ll

EREE TN
4 10203 RoodR
5 1145 dmedof
5 1282 R4
71531 A
& 133  Roe3

TLAL ig;é;gg 5 ;;qi

Grafica de concentracion vs respuesta analitica para Rojo N°2.

r=0.9967

Rojo N°40

Resmaned =0 356308
¥ = (27040 17208 + (18091 94243000

Vol gt

Grafica de concentracion vs respuesta analitica para Rojo N°40.

r=0.9989



Rojo 4R

Wenbar Tne Conporert ane: Coared oo EP=EET
T 757 kb = B - (T N0
OB Rwm? 0:

3 OBE] L) El

5 1145 Amedob
5 1282 Roedl
7 O1EA A2
& 193 Ron3

el At

Grafica de concentracion vs respuesta analitica para Rojo 4R.
r=0.9981

Amarillo N°5
ot — e E
r— S it —

Vil A At

Grafica de concentracion vs respuesta analitica para Amarillo N°5.

r=0.9990



Amarillo N°6

Vol ad) At

Grafica de concentracion vs respuesta analitica para Amarillo N°6.

r=0.9989

Azul N°1

Wb T Conpuerd Kare T

1813 AL

M
£
L1

el i

Grafica de concentracion vs respuesta analitica para Azul N°1.

r=0.9982



Azul N°2

Wonba Tie Corporentllane Crpret | A7L2 ErerT—n
Tpe Sk Peck Conparent Y= 267159080+ 122 30GEENK

R T Reterion 8173
0

Grafica de concentracion vs respuesta analitica para Azul N°2.
r=0.9998



Anexo No.11
Cromatogramas Obtenidos Para Implementacion del Método.



Bebida saborizada con gas 1

REPORTE COLORANTES

Pico  Nombre Tiempo Area Concentracion
# Analito [min] [uv*sec] ma/L
1 Rojo 40 12.791 3T771497.88 236.0522

Cromatograma para cuantificacion de colorantes artificiales en bebida N°1 a
465 nm. Elaboracién propia

Bebida saborizada con gas (610 nm)

5 &
|

H
IIII|IIIIlIIII|IIII|IIII|IIIIJIIII|IIIIJIIII|IIII.|_IIII|IIII_|_IIII|IIII.|IIII|IIII.|_IIII|IIII.|_IIII|IIII|IIII|IIII
2 4 & g et 2 4 5] ] 20

Tme

REPORTE COLORANTES PPS

MNo peaks available fo report

Cromatograma para cuantificacién de colorantes artificiales en bebida N°1 a
610 nm. Elaboracién propia



Bebida saborizada con gas 1 (Réplica)

—
e
—2i

.
l 4 ] g 10 12 14 16 18 20 22 24 25 28
REPORTE COLORANTES
Pico  Nombre Tiempo Area Concentracion
# Analito [min] [uV*sec] ma/L
1 Rojo 40 12770 3323010.43 208.1819

Cromatograma para cuantificacion de colorantes artificiales en bebida N°1 a
465 nm. Réplica. Elaboracion propia

Bebida saborizada con gas 1 (Réplica) 610nm

&

h

"
IIII|IIII1IIII|IIII|IIII|IIIIJIIII|IIIIJIIII|IIIIl|_IIII|IIII.|_IIII|IIIIl|IIII|IIIll|_IIII|IIIIl|_IIII|IIII|IIII|IIII
2 4 i g L = 4 i ] 2

Tirn & fmin,

REPORTE COLORANTES PPS

No peaks available to report

Cromatograma para cuantificacion de colorantes artificiales en bebida N°1 a
610 nm. Réplica. Elaboracién propia



Bebida saborizada con gas 2

]

REPORTE COLORANTES
Pico  Nombre Tiempo Area Concentracion
# Analito [min] [uv*sec] mg/L
1 Amarillo & 11.425 4830264.54 198.7534

Cromatograma para cuantificacion de colorantes artificiales en bebida N°2 a
465 nm. Elaboracién propia

Bebida saborizada con gas 2 (Réplica)

L

— fifl
— I

REPORTE COLORANTES
Pico Nombre Tiempc- Area Concentracion
#  Analto [min] [uV*sed] mg/L
1 Amarillo 6 11.451 442970354 182.4301

Cromatograma para cuantificacion de colorantes artificiales en bebida N°2 a
465 nm. Réplica. Elaboracion propia



Bebida saborizada sin gas

REPORTE COLORANTES
Pico  Nombre Tiempo Area  Concentracion
#  Analio [min] [uV*sec] mg/L
1 Rojo 40 12.865 176834.60 12.6694

Cromatograma para cuantificacién de colorantes artificiales en bebida N°10 a
465 nm. Elaboracion propia

Bebida saborizada sin gas (Réplica)

5 B 8
C} | I i
=
i T —t =
! !
8 o
.
2 H 5 8 10 12 14 18 18 20 2 24 25 .
Y et
REPORTE COLORANTES
Pico Nombre Tiempo Area  Concentracion
#  Analto [min] [uVsed] mg/L
1 Rojo 40 12.874 18928441 10.2831

Cromatograma para cuantificacion de colorantes artificiales en bebida N°10 a
465 nm. Réplica. Elaboracion propia



