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RESUMEN

Esta investigacion fue de tipo exploratorio cuantitativa no experimental tuvo como objetivo
realizar el estudio de pH y acidez en bebidas carbonatadas, parametros regulados en la
Norma Técnica Obligatoria Nicaragiiense, NTON 03 030-00, mediante la evaluacion del
cumplimiento de los resultados con los intervalos establecidos en esta normativa. En
cuanto a los colorantes azoicos se comprobd la presencia de estos de acuerdo a lo
reportado en la etiqueta de las bebidas carbonatadas, esto se llevo a cabo en el periodo
de febrero — mayo de 2024. Se analizaron un total de 18 muestras de bebidas
carbonatadas expendidas en la ciudad de Ledn, el pH y la acidez se determinaron por
potenciometria y volumetria, respectivamente. Los colorantes azoicos estudiados fueron
Tartrazina (E-102), Amarillo Ocaso (E-110) y Rojo Allura (E-129) para lo cual se utiliz6 el
método de Arata-Possetto para extraer y purificar los colorantes, lo que permitié su
identificacién por cromatografia de capa fina (TLC) utilizando placas cromatogréaficas de
aluminio recubiertas con Silica Gel 60 W y como fase movil se utilizé la mezcla n-
propanol/hidréxido de amonio 60+30. Los resultados de pH estuvieron en el intervalo de
2.66 a 3.58 y los de acidez de 0.018 a 0.146 g de acido citrico por 100 mL de bebida,
ambos parametros se encuentran dentro de los valores establecidos en la normativa
nacional. Respecto a los colorantes artificiales, las bebidas color naranja contienen dos
o tres de los colorantes estudiados, en cambio las de color rojo Unicamente contienen el

rojo allura, lo que esta de acuerdo con su etiquetado.
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INTRODUCCION

La presente investigacion refiere a un estudio exploratorio no experimental para la
evaluacion cuantitativa de pH y acidez, y la identificacién de colorantes artificiales azoicos
en bebidas carbonatadas. Tanto, el pH como la acidez de las bebidas carbonatadas son
parametros quimicos importantes para los consumidores, ya que la ingesta excesiva de
estas bebidas se ha relacionado con problemas gastrointestinales y bucodentales, entre
otros. Los colorantes tienen una gran aplicacién dentro de la industria alimenticia ya que
aportan a los alimentos y bebidas una imagen mas atractiva que les permita ser mas

apetecibles.

En la UNAN-Ledn no se han realizado investigaciones sobre estos parametros en
bebidas carbonatadas, por lo que resulta importante brindar datos a la poblacién, que
puedan confirmar el cumplimiento de la Norma Técnica Obligatoria Nicaragliense para
bebidas carbonatadas, NTON 03 030 00, como un aporte a la seguridad alimentaria y
salud publica de los consumidores de este tipo de bebidas. Como punto de partida para
la obtencion de muestras, se seleccionaron algunas pulperias de la ciudad de Leon,

ciudad universitaria referente a nivel nacional.

En esta investigacion se aplicaron métodos ya establecidos para cuantificar pH y acidez,
en términos de acido citrico anhidrido, para lo cual se seleccionaron en funcién de su
eficacia, las técnicas de potenciometria y volumetria, respectivamente. Respecto a la
identificacién de los colorantes sintéticos en las bebidas carbonatadas por cromatografia
de capa fina, se llevo a cabo inicialmente la seleccion de fase estacionaria y fase movil
ideales para la separacion de los colorantes azoicos, y posteriormente la extraccion de

los colorantes en las muestras estudiadas por el método de Arata-Possetto.



OBJETIVOS

Objetivo general

Realizar un estudio exploratorio de pH, acidez y colorantes azoicos en bebidas
carbonatadas expendidas en la ciudad de Ledn en el periodo de febrero - mayo de
2024.

Objetivos especificos

- Determinar pH y acidez de las bebidas carbonatadas empleando el método
potenciométrico y volumétrico.

- Seleccionar la fase movil y estacionaria adecuada para la separacion de los
colorantes azoicos por cromatografia de capa fina (TLC).

- Extraer colorantes de bebidas carbonatadas mediante el método de Arata -
Possetto.

- Identificar colorantes azoicos en bebidas carbonatadas, comercializadas en la
ciudad de Ledn, mediante cromatografia de capa fina (TLC).

- Comparar los resultados de pH y acidez de las bebidas carbonatadas
estudiadas con lo establecido en la Norma Técnica Obligatoria Nicaragiiense
de bebidas carbonatadas (NTON 03 030 - 00).



MARCO TEORICO

Las bebidas carbonatadas, a menudo llamadas refrescos o gaseosas, son una categoria
popular de bebidas caracterizadas por la efervescencia causada por la presencia de
diéxido de carbono disuelto. Las bebidas gaseosas cubren una amplia gama de colores
y sabores, desde cola y limonada hasta versiones de frutas mas exoéticas (Islas

Hernandez y otros, 2016).

Histéricamente, los origenes de las bebidas carbonatadas se remontan al siglo XVIII,
cuando comenzaron a desarrollarse métodos para elaborar refrescos carbonatados de
forma natural (Mintel, 2023).

En Nicaragua, la produccion y consumo de gaseosas data de inicios del siglo XX cuando
entusiasmados inversionistas locales adquirieron el Know How y los utensilios para
producirlas artesanalmente. A estas pequefias fabricas se les conocié con el nombre de
“Chibolerias” debido a que en esa época los envases de las gaseosas eran sellados con
una pequeia esfera introducida en el interior del recipiente de vidrio y que, por efectos
del gas, subia y tapaba la botella, por o que a estos refrescos se les conocié con el
nombre de “chibolas” (Ortega, 2008).

Las bebidas carbonatadas o gaseosas son un producto consumido mundialmente. La
conexion o vinculo entre lo que es el azucar y la bebida carbonatada llegan a ser dafiinas
para la salud de las personas. Estas bebidas llegan a poseer algunos componentes
guimicos como: agua, azUcar, edulcorantes naturales, saborizantes, 4cidos, colorantes
azoicos, etc. El consumo diario de estas bebidas tiene altas consecuencias como: erosion
dental, obesidad y aumento de peso, diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares,
problemas gastrointestinales, desmineralizacion 6sea y adiccion al aztucar y muchos de
estos consumidores desconoce sus componentes y la cantidad que deben de cumplir
(Islas Hernandez y otros, 2016).



En Nicaragua no se han realizado tantos estudios al respecto, simplemente se halimitado
a indagar en qué tan amplio es el consumo de estas bebidas, pero no en si, lo que
realmente contiene las bebidas gaseosas de consumo popular, esto nos lleva a
mencionar una de las problematicas a las que se enfrenta Nicaragua y es que mas del
60% de la poblacién nacional ya sea por falta de recursos o de informacion no tiene una
cultura de buena alimentacion, lo que conlleva a que la mayor parte de la poblacion no
tenga problemas en recurrir a alimentos que son pocos saludables, como las bebidas
gaseosas de las cuales se conoce gque pueden contener componentes perjudiciales para
salud (Rodriguez Espinoza y otros, 2021), (Inter Press Servise, 2008), (Rivera y otros,
2016).

Nicaragua cuenta con la Norma Técnica de Bebidas Carbonatadas (NTON 03 030-00) la
cual fue publicada desde el afio 2001 (Ministerio de Fomento, Industria y Comercio,
2001), en esta se especifican los requisitos tanto fisicos como quimicos que deben de
cumplir este tipo de bebidas para poder ser consumidas, esto de acuerdo con lo
establecido segun la norma CODEX ALIMENTARIUS, lo que significa que se pueden
realizar estudios en este tipo de bebidas para conocer si realmente cumplen con los
requisitos establecidos segun la norma y asi poder hacer conciencia sobre el consumo
de estas, ya que actualmente en el pais no hay muchos estudios realizados sobre ese
tema (FAO, 2023).

La medicién del pH juega un papel muy importante para la industria de las bebidas
carbonatadas y estan compuestas de un 90% o mas de agua. Mayormente los pH rondan
entre 2 a 4 dependiendo de la bebida y los acidos que se agregan. Las bebidas
carbonatadas y jugos industrializados contienen uno o diferentes tipos de acidos y
azlcares en su composicion (Vargas Martinez y otros, 2021). Los &cidos que
comunmente se le agregan son: acido carbonico, acido fosforico, acido malico, acido

citrico y acido tartarico (Farbe Naturals, 2023).

Se habla en muchos sitios de como afecta el pH a nuestro organismo. Que debemos
tener una dieta alcalina, beber agua con pH alcalino es provechoso para nuestra salud

(Olarte, 2024). El pH es una escala de la alcalinidad o acidez de una solucion. El pH de
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las bebidas carbonatadas esta relacionado con su sabor y su aroma. Durante el proceso
de fabricacion o produccion de los refrescos es necesario supervisar constantemente lo
gue es el nivel de pH del agua con la que se utiliza para su fabricacion hasta el resultado
final de dichas bebidas (Mettler Toledo, 2022).

Para la determinacion de la acidez en bebidas carbonatadas es necesario tener en cuenta
algunas caracteristicas quimicas del pH ya que este nos permite saber un valor que mide
concentraciones en iones hidrégeno presentes en dichas bebidas, por otro lado, la acidez
titulable es una caracteristica quimica que se utiliza para medir la concentracion mas
especifica del acido que poseen esas bebidas. En esta técnica volumétrica es

indispensable el titulante, el titulado y el indicador (Tovar & Olenka, 2019).

En un estudio, realizado por Tovar y Olenka (2019), se describe la variabilidad de la
acidez titulable utilizada para encontrar la concentracion de un acido en especifico,
empleado como preservante de dichas bebidas. Las concentraciones de acidez en
bebidas son: bebidas deportivas (0.11 y 0.32 g/mL), jugos de frutas (0.23 g/mL) son

valores permitidos que no perjudican la salud (Tovar & Olenka, 2019).

La acidez en bebidas se expresar como la cantidad total de acido contenido en un
volumen determinado de muestras. La verificacién de la acidez también es fundamental
para asegurar que las muestras cumplan con los requisitos normativos y que no
representan un riesgo para la seguridad en la salud de los consumidores. Sin duda, la

acidez es un atributo esencial en muchos alimentos y bebidas (Mettler Toledo, 2022).

En cuanto a los colorantes azoicos en bebidas carbonatadas se han empleado los
métodos de Arata Possetto y espectrofotometria para determinar tartrazina (E-102), rojo
allura (E-129) y amarillo ocaso (E-110) (Guevara & Leca, 2019), (Rodriguez Espinoza y
otros, 2021).



El procedimiento del método Arata - Possetto se fundamenta en la adicion del colorante
natural o artificial en lana de oveja, el cual se fija por medio de &cido y se desmonta por

medio basico (Barrancay otros, 2014-2015)

La cromatografia en capa fina (TLC, por sus siglas en inglés) es un método que nos
permite separar componentes que consta de una fase mdvil y una fase estacionaria,

usando placas o laminas (Huerta & Suéarez, 2017) (Corzo, 2019).

El método TLC permite la determinacién de la pureza de compuestos, la identificacion y
comparacion de analitos y el seguimiento de reacciones, por lo que se utiliza
ampliamente. El método TLC presenta ventajas como un método simple, no tiene gran
costo, es preciso, es facil de entender y aplicar, puede lograr la separacion en poco
tiempo, es versatil y econdmico (Benitez, 2020), (Torrez y otros, 2021), (Vallejos y otros,
2021).

Larelacién frontal (Rf) en TLC se utiliza para medir el desplazamiento de los compuestos
alolargo de la placa de TLC. Rf se define como la distancia recorrida por un componente
dividido por la distancia total recorrida por el frente del disolvente. Siempre se encuentra

su valor entre cero y uno. (Merck)

/\‘\ tapa

= cubeta de vidrio
(cubeta cromatografica)

— placa recubierta con
una capa delgada de
la fase estacionaria
adsorbente

| © © _ puntos de aplicacion
/ de las muestras
fase movil (disolvente)

Desarrollo de cromatografia en capa fina (Ramos)

Figura 1



El color de los colorantes azoicos se debe a la presencia de grupos azo (R-N=N-R")
conjugados con anillos aromaticos en ambos extremos. Al igual que otros colorantes
artificiales, los colorantes azoicos aprobados para su uso como aditivos alimentarios son

solubles en agua porque contienen grupos de acido sulfénico (Sanchez Juan, 2013).

Segun Marcano (2018), los colorantes se clasifican en:

Colorantes acidos: Los amoénicos que contienen grupos acidos como: CO,H, SO3zH, OH
(fendlicos).

Colorantes directos: poseen como grupos polares las sales sodicas, de amonio o
potasicas de un sustituyente del 4cido sulfénico en la estructura molecular. Presentan
estructuras alargadas.

Colorantes basicos: son catiénicos solubles en agua presentan grupos basicos como
NHMe,*, NH,Me*, NMe,, NHy; tienen afinidad con grupos acidos.

Colorantes dispersos: pueden ser del tipo de alta, media o baja energia. Son poco

solubles en agua, pero solubles en solventes organicos (Marcano, 2018).

Los colorantes directos han sido empleados en la industria alimentaria, tal es el caso de

la tartrazina, amarillo ocaso y rojo allura que se describen brevemente a continuacion:

La tartrazina (o tartracina) (C1sHoN4NazOgS.) es una sal trisédica del acido 4,5-dihidro-5-
oxo-1-(4-sulfofenil)-4[(4-sulfofenil)azo]-1H-pirazol-3-carboxilico, es el colorante artificial
mas utilizado en los alimentos. Esta aprobado para su uso en mas de sesenta paises,
incluidos la Union Europea y los Estados Unidos. Da a los alimentos y bebidas un color
mas o menos anaranjado segun la cantidad afiadida. También se puede utilizar para
hacer verde cuando se mezcla con azul. La tartrazina es un colorante ampliamente
utilizado (desde 1916), por ejemplo: confiteria, productos carnicos, sopas instantaneas
para usar, encurtidos, salsas, helados, postres, dulces y otros productos de confiteria.

También se utiliza para dar color a los refrescos (Calvo, 2020).



NaOOC

NaO3S N=N

SOsNa

Figura 2

Estructura quimica tartrazina (Budavari y otros, Tartrazina [Estructura Quimica], 1996)

El amarillo ocaso (CisHi0N2Na,0;S;), sal disddica del acido 6-hidroxi-5-[(4-
sulfofenil)azo]-2-naftalenosulfénico en conjunto con agentes secundarios de color que
ligado con el cloruro de sodio o sulfato de sodio componen la parte no colorida de este
ingrediente. Este colorante azoico usualmente es mezclado para su combinacion con
otros colorantes como la tartrazina (E-102), o amaranto (E-123) para crear el marron

(Rodriguez Espinozay otros, 2021).

HO

NaOsS \ / N=—N \ /

SO;Na
Figura 3

Estructura quimica amarillo ocaso (Budavariy otros, Amarillo Ocaso FCF [Estructura Quimica], 1996)

El rojo allura (C1gH14N2Na,0gS5), sal disédica del acido 6-hidroxi-5-[(2-metoxi-5-metil-4-
sulfofenil)azo]-2-naftalenosulfonico, este colorante azoico es soluble en agua, es muy
utilizado en las industrias para alimentos, confiteria, farmacos y cosméticos. Fue
introducido a los EE.UU. como sustituyente del amaranto, debido a los efectos
secundarios a la salud de este ultimo (Bonilla, 2021).

8



OCH; HO

NaO;S N=—N

HsC

SO;Na

Figura 4

Estructura quimica rojo allura (Budavari y otros, Rojo Allura [Estructura Quimica], 1996)

Este estudio se realizo en bebidas carbonatadas comercializadas en la ciudad de Leon
entre los meses de febrero a mayo del afio 2024 se determin6é pH y acidez por
potenciometria y volumetria, respectivamente, ademas, se extrajeron los colorantes
artificiales por el método de Arata-Possetto e identificacion mediante cromatografia de
capa fina (TLC), los resultados obtenidos se contrastaron con la norma técnica obligatoria
nicaraguense de bebidas carbonatadas, NTON 03 030-00.



DISENO METODOLOGICO

El presente estudio fue exploratorio, cuantitativo no experimental, la recoleccion de las
muestras se llevd a cabo en tres pulperias muy abastecidas que expenden bebidas
carbonatadas de color rojo y naranja embotelladas en recipientes de plastico y de vidrio,
y frecuentadas por consumidores de la ciudad de Leon, se evaluaron 18 muestras
recolectadas al azar de tres marcas diferentes entre los meses de febrero y mayo de
2024. Las muestras fueron trasladadas al laboratorio de analisis instrumental
perteneciente al area especifica de Quimica del area de conocimiento Ciencias y
Tecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma de Nicaragua - Ledn, en donde se

realizaron los analisis y el procesamiento de datos.

Los parametros cuantitativos analizados fueron pH, y acidez expresada como gramos de
acido citrico anhidrido por cada 100 mL de muestra, lo que se comparara con lo
establecido en la Norma Técnica Obligatoria Nicaragiiense NTON 03 030-00 de bebidas
carbonatadas; y de forma cualitativa se evalué la presencia de los colorantes artificiales:
tartrazina (FD & C amarillo N°5), amarillo ocaso (FD & C amarillo N°6) y rojo allura (FD &
C rojo N°40) extraidos de las muestras por el método de Arata-Possetto y separados e

identificados por cromatografia de capa fina (TLC).
Codificacion

Enla Tabla 1l se muestra cémo se codificaron las muestras de las bebidas segun su color.

Tabla 1

Codificaciones empleadas para las bebidas carbonatadas

Bebidas Caodigos
Naranja 1 N1
Naranja 2 N2
Naranja 3 N3
Rojo 1 R1
Rojo 2 R2
Rojo 3 R3
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Medicién de pH en bebidas carbonatadas

Preparacion para soluciones: de acuerdo a lo establecido por Mettler Toledo (Mettler
Toledo, 2021).

Solucién tampén pH =1
Se peso6 1.86 g de cloruro de sodio (NaCl) y se mezclé con 980 mL de agua destilada y
se agitd suavemente. Luego se ajustd a pH de 1 con acido clorhidrico (HClgonc) Y para

finalizar se aforé a 1L con agua destilada.

Solucién tampén pH =4
Se pes6 32.81 g de acetato de sodio (CH3COONa) y se mezclé con 980 mL de agua
destilada y se agit6 suavemente. Luego se ajustdé a pH de 4 con acido acético

(CH3COOHonc) vy se aforé a 1L con agua destilada.

Solucién tampén pH =7

Se peso6 0.05 g de fosfato dipotasico (K,HPO,), se agrego 50 mL de agua destilada y se
agité suavemente y se midio el pH. Posteriormente se pesé 0.03 g de fosfato disédico
(NazHPO,) y se agreg0 a la solucién anterior poco a poco con agitacion suave, se midié
el pH y hasta ajustar a 7 con &cido fosforico (HzPO,) y para finalizar se aforé a 1L con

agua destilada.

Verificaciéon del pH-metro

1. Se encendié el pH-metro y se dej6 estabilizar por 5 minutos.

2. Luego se retiro el electrodo de la solucion de almacenamiento.

3. Se enjuagod el electrodo con suficiente agua destilada y a su vez se secoé
cuidadosamente con papel adsorbente para no dafarlo.

4. Se presionoé el botdn de calibrar y posteriormente se esper6 hasta que el indicador
de estabilidad desaparezca para volver a presionar.

5. Seguidamente se sumergio el electrodo en la solucion tampdn de pH 1, se dejé un

minuto hasta que diera su lectura.
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6. Seretird el electrodo y luego se enjuagd con agua destilada.

7. Seguidamente se sumergi6 en solucién tampon pH 4 y posteriormente se esperé
su lectura, se retird y enjuago el electrodo con agua destilada.

8. A su vez se sumergio en la solucion tampon pH 7, seguidamente se esperod su

lectura, se retir0 y se enjuago6 con agua destilada. (Roger & Vijh, 2017)

Medicion del pH en las bebidas carbonatadas

1. En un beaker de 100 mL se afiadio aproximadamente 25 mL de muestra
directamente del envase.

2. Seintrodujo el electrodo del pHmetro hasta esperar que diera su lectura.

3. Adichas bebidas se les midi6 el pH (con base en un sensor de pH) tres veces y

posteriormente se calculo el valor promedio (LabProcess, 2021).

Determinacion de acidez en bebidas carbonatadas

Preparacién de soluciones:

Preparacion de solucion de hidréxido de sodio 0.1 M
Se peso en un vidrio reloj la masa de 0.4 g, disolviendo el reactivo en un beaker y luego
se llevd a un matraz aforado de 100 mL completando su volumen con agua destilada

hasta aforar.

Preparacion de solucion de hidréxido de sodio 0.001 M

Estandarizacion de NaOH 0.1 M

Se pes6 0.1 g de biftalato de potasio (KCgHs04) seco (100 °C por 2 horas). Se llevé a un
Erlenmeyer de 125 mL, se disolvio en 20 mL de agua destilada y se agregé dos gotas de
fenolftaleina, se titulé con la solucién de NaOH 0.1 M.

Preparacion de muestras
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El producto se mezclé muy bien para confirmar una mezcla uniforme y se filtr6 en un

embudo con papel filtro (N°4).
Determinacion de la acidez en bebidas carbonatadas.

1. Se midi6é 10 mL de la muestra filtrada.

2. Lamuestra se transfirio a un Erlenmeyer de 500 mL, y se diluy6 aproximadamente
a 250 mL con agua destilada previamente neutralizada.

3. Se transfirieron 3 mL de esta dltima solucion a un Erlenmeyer pequefio que
contenia 20 mL de agua destilada previamente neutralizada.

4. Se titulé6 con NaOH 0.001 M hasta alcanzar el punto final y se anoté el volumen

total gastado de alcali.

Célculo de la acidez
La acidez titulable se expresa en gramos del 4cido citrico anhidro en 100 mL de producto,

y se calcul6 con la siguiente formula:

4, = 100 V;Nme

vV

Donde:
Ac = Acidez titulable, en gramos por 100 mL.
V = Volumen de la muestra, en mL.
V1 = Volumen de la solucién de hidroxido de sodio empleando en la titulacién, en mL.
N = Normalidad de la solucion de hidroxido de sodio.
me = Miliequivalente del acido en términos del cual se expresa la acidez, sabiendo que:

1 mL de la solucién 1 N de alcali equivale a: 0.06404 g de acido citrico anhidro.

Extraccion de los Colorantes por el método Arata — Possetto

1. En un beaker de 200 mL se colocé 50 mL de la muestra y se rotul6 cada bebida
con su codificacion (ver Tabla 1).

2. Se agreg06 50 mL de la muestray se afiadié 1 mL de HCl¢onc.
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3. Se coloco aproximadamente de un manojo de lana limpia desengrasada para fijar
el colorante.

4. Luego se hirvié 5 minutos y retiré la lana tefiida, se lavé con abundante agua y se
afadio6 el trozo de lana en otro beaker de 50 mL con agua destilada.

5. Seguidamente se agreg6 1 mL de NH4OHconc. @ 50 mL agua destilada y se agrego
la lana y se calentd durante 5 minutos para desmontar el colorante (el colorante
paso al liquido).

6. Posteriormente se retird el trozo de lana blanqueada y se desecho.

7. Se calento el liquido alcalino que contiene el colorante hasta que se eliminé el

NH4OH. Esto se repitio todo el proceso tres veces.

Separacion e identificacién de colorantes en bebidas carbonatadas por Cromatografia en
Capa Fina (TLC).

Seleccién de la fase mévil y estacionaria:

Se estudié el comportamiento de la mezcla de colorantes azoicos presentes en las
bebidas carbonatadas comerciales frente a cuatro fases moviles, y dos fases

estacionarias de cromatoplacas comerciales, segun se describe en la Tabla 2.

Tabla 2

Fases moviles y estacionarias evaluadas para la separacion de colorantes azoicos por TLC

Fase movil Fase estacionaria
A) n-propanol — hidréxido amonico 60+30 Silica Gel 60 W
B) n-butanol — etanol — agua 90+10+10 Oxido de Aluminio

C) cloroformo — acetona 90+10
D) cloroformo — metanol 95+5

El siguiente procedimiento de TLC se aplico para cada tipo de fase estacionaria en las
diversas fases moviles:
1. Se activd la placa en el horno a temperatura constante 110° C por una hora,

posterior se dejo enfriar y guardé en el desecador hasta su uso.
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2. Se agreg6 la fase movil a ensayar a la cAmara cromatografica para asegurar que
la atmosfera se sature de los vapores de la fase mévil.

3. Se sembro la muestra apoyandose de un tubo capilar en la linea de aplicacion de
la placa, de manera que se depositdé un punto y se repitio la operacién unas 4 a 6
veces mas para que se lograra concentrar el color de la mancha.

4. Se introdujeron las placas en posicion diagonal. Durante la elucion permanecio
tapada la camara para evitar la evaporacion de la fase movil.

5. El disolvente ascendié por la placa por capilaridad, cuando estuvo por llegar al
extremo superior de la placa, se abrido la camara y se retiraron las placas,
rapidamente se sefial6 con un lapiz el frente del disolvente antes que este se
evaporara.

6. Se marcé con un lapiz el contorno de las manchas observadas.

7. Se determinaron los Rf.

Donde:
Rf: Relacién frontal
D.: Distancia recorrida por el componente

Dgy: Distancia recorrida por el disolvente

Este mismo procedimiento se aplicé para la separacion e identificacion las muestras de

los colorantes extraidos de las bebidas en estudio, por el método de Arata-Possetto.
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MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

Tabla 3

Materiales, reactivos y equipos

Materiales Reactivos Equipos
Beaker de 25, 50, 100y 250 Bebidas carbonatadas Color rojo Placa calentadora
mL (marca comercial) pH-metro

Erlenmeyer 125y 250 mL

Balén volumétrico 5, 25, 50

y 100 mL

Pipeta volumétrica 5, 25 mL

Pipeta graduada 10 mL
Bureta 25 mL

Varilla de vidrio
Camara cromatogréfica
Tubos capilares

Pizeta

Vidrio reloj

Probeta 50 mL
Palangana

Tijera (Pointer)

Regla (Pointer)
Termometro

Lapiz de grafito (Mongol)
Guantes (Tresor)
Gotero

Magneto

Saca Magneto
Espatula

Desecador

Bebidas carbonatadas de Color
naranja (marca comercial)
Lana de Oveja (Desert Breeze)
Cromatoplaca Silica Gel 60W
(MERCK)

Cromatoplaca Oxido de Aluminio
0.2 mm (MACHEREYNAGEL)
Hidréxido de amonio (NH,OH)
n-propanol (C;HgO)

Tartrazina (E-102) (Pyosa)
(C16H9N4N8.30932)

Agua destilada (H,0)

Amarillo Ocaso (E-110) (Pyosa)
(C16H10N2Na07Sy)

Rojo Allura (E-129) (Pyosa)
(C1sH14N2Na;04S,)
Cloroformo (CHCI3)

Metanol (CH;OH)

n-butanol (C3HgO)

Acetona (C3HgO)

Fenolftaleina (C,oH140,)
Etanol (C;HO)

Hidroxido de sodio (NaOH)
Biftalato de potasio (CgHsKO,)
Acetato de sodio (C,H;NaO,)
Fosfato dipotasico (K;HPO,)
Fosfato disodico (Na;HPO,)
Oxido de calcio (CaO)

Horno (Thelco)
Agitador magnético
Balanza (Sartorius)

Nota: Cuando no se indica los reactivos, materiales y equipos son marca Fisher

Scientific.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de pH

Las muestras fueron adquiridas en tres periodos diferentes, lo que se ha denominado
lote (ver anexos), con el objetivo de obtener muestras representativas en diversos puntos
de venta de la ciudad de Leon seleccionados al azar. El pH fue medido por triplicado en
las muestras, los resultados promedio y su desviacion estandar se presentan en la Tabla
4, donde se observa que este varia en un rango de 2.66 a 3.58 con una variabilidad

inferior a las décimas de la magnitud.

Tabla 4

Resultados de pH (promedio y desviacion estandar) de las bebidas carbonatadas en los tres lotes

pH (X £5), n=3
Muestras Lote N°1 Lote N°2 Lote N°3
N1 2.83+0.09 275+0.05 266 +0.01
N2 2.89 +0.08 2.84 +0.06 275 +0.01
N3 2.95+0.10 2.87 +0.01 276 +0.01
R1 3.38 +0.08 3.31+0.08 3.22+0.01
R2 3.38+0.10 3.28 +0.10 3.27 +0.02
R3 3.48 +0.14 358 +0.13 3.41+0.02

Como puede observarse todas las bebidas analizadas presentan un nivel de pH inferior
a 4.5, de acuerdo a estudios realizados esto podria afectar la higiene bucal, atribuible a
la desmineralizacion del esmalte de los dientes, por lo que es recomendable tomar agua
luego de la ingesta de bebidas carbonatadas para contrarrestar este efecto desfavorable
(Pérez Lopez y otros, 2023), (Gutierrez, 2013).

Las bebidas carbonatadas contienen uno o multiples tipos de acidos, colorantes y
azucares en su composicién, lo cual, de inicio provoca que al ingerirlos el pH sea mas
acido. Existen numerosos estudios que mencionan que son causantes de enfermedades

cronicas como la obesidad, diabetes, enfermedades cardiovasculares y enfermedades
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del sistema gastrointestinal. Las cuales también se asocian directamente con dietas poco
balanceadas y disminuyen significativamente la calidad de vida de las personas (Instituto

de Investigacion Agua y Salud, 2024).

Determinacion de acidez titulable

La determinacion de acidez titulable se hizo por duplicado para cada bebida (ver anexos),
luego se calculé el promedio, en la Tabla 5 se presentan los resultados de acidez
promedio, en gramos de acido citrico por 100 mL de las bebidas carbonatadas (gac/100

mL) analizadas aplicando el método descrito en el disefio metodoldgico.

Tabla 5

Resultados de acidez promedio (gac/100mL) y desviacion estandar ( X + s, n=2) en las bebidas carbonatadas

Muestras N° Lote
1 2 3
N1 0.139 +£0.012 0.126 + 0.006 0.139+£0.012
N2 0.135 +0.002 0.058 +0.002 0.134 +0.004
N3 0.146 + 0.002 0.048 + 0.004 0.043 +0.004
R1 0.122 +0.004 0.134 +0.004 0.111 +0.004
R2 0.072 £ 0.002 0.108 + 0.004 0.084 + 0.006
R3 0.082 +0.004 0.027 +£0.002 0.018 + 0.002

Cabe senalar que el mayor responsable de la acidez en las bebidas carbonatadas es el
dioxido de carbono (CO;) gaseoso afadido y no los acidos agregados a las bebidas,
puesto que al introducirse el gas a presion y al ser selladas, el gas queda disuelto en el
liquido, lo que estimula la formacién de compuestos acidos. La acidez en bebidas
carbonatadas puede tener varias implicaciones adversas a la salud humana como:
erosion dental, indigestion, salud bucal, sensibilidad géstrica, impacto en la absorcion de

nutrientes, obesidad, entre otros (Farbe Naturals, 2023).

Extraccion de colorantes por el método Arata — Possetto

Se realizé la extraccion de los colorantes artificiales en las bebidas carbonatadas
seleccionadas los cuales fueron tartrazina (E-102), rojo allura (E-129) y amarillo caso (E-

110) por el método de Arata Possetto.
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Utilizando trozos de lana de oveja, donde se adhiere el colorante de la muestra a la lana
utilizando HCLone, Una vez coloreada la lana se desmonta el colorante con NH4OH¢one,

repitiendo tres veces esto con todas las bebidas seleccionadas.

El procedimiento se llevé con éxito obteniendo asi las soluciones coloreadas donde se

logré la extracciéon de los colorantes artificiales (ver anexos).

Seleccién de la fase mdvil y estacionaria para aplicacion de TLC

Para la seleccion de la fase mavil y estacionaria en la aplicaciéon de Cromatografia de
Capa Fina (TLC), se realizé haciendo uso de patrones (tartrazina (E-102), amarillo ocaso

(E-110), rojo allura (E-129)), y se obtuvo lo siguiente:

Resultados de la fase estacionaria Silica Gel.

1. Lafase moévil A, es adecuada para colorantes directos, el frente del disolvente es casi
igual a la distancia recorrida por los colorantes patrones. Se logré la separaciéon y se
aprecio el recorrido en la mezcla de patrones.

2. La fase moévil B, es adecuada para colorantes basicos, mostr¢ falta de selectividad
para los patrones, si bien se logré correr una sombra coloreada, la mancha no se
movié de su lugar de siembra.

3. Lafase movil C, es adecuada para colorantes dispersos, este eluyente logré recorrido
del frente, pero no reaccion6 con ninguno de los patrones, esto debido a que los
patrones son de naturaleza acida.

4. La fase mévil D, es adecuada para separar colorantes dispersos, esta mostré poca
afinidad con los colorantes al igual que la fase movil C, donde no se visualizé recorrido

de los patrones.
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Resultados de la fase estacionaria Oxido de Aluminio.

1. La fase movil A, se logr6 recorrer el punto de la mezcla patrones, obteniendo una
separacion, pero no con buena resolucion.

2. Lafase mévil B, la mezcla de patrones no logro reaccionar, no se movié del punto de
siembra.

3. Lafase movil C, hubo un pequefio recorrido de la mezcla de patrones, pero no hubo
separacion.

4. Lafase movil D, se logro el recorrido de la mezcla de patrones, donde solo se aprecio

la separacion de uno de los colorantes de la mezcla.
Con los resultados obtenidos se selecciond la fase moévil A, que se compone de n-

propanol e hidroxido de amonio (60:30), y se eligié la placa de silica gel como fase

estacionaria porque se aprecio una mejor separacion entre la mezcla los patrones.

Aplicacién de Cromatografia de Capa Fina

Las separaciones de los diferentes colorantes: tartrazina (E-102), amarillo ocaso (E-110)
y rojo allura (E-129), mediante Cromatografia de Capa Fina (TLC), haciendo uso de
placas de silica gel como fase estacionaria y una solucién de n-propanol e hidréxido de
amonio (60:30) como fase moévil, ambas sustancias son de carécter polar, para observar
e identificar cualitativamente la separacion de los colorantes a la vez que se determinan
los relacién frontal (Rf), para cada mancha de las placas cromatogréaficas. El orden de la

siembra de las muestras para los tres lotes es el que se muestra en Tabla 6.

Tabla 6

Orden de la siembra de muestras en las cromatoplacas

N1 N2 N3 R1 R2 R3 A5 A6 R40
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La identificacion de los colorantes artificiales: tartrazina (E-102), amarillo ocaso (E-110)
y rojo allura (E-129), en el Lote N°1 fue positiva cualitativamente, ya que los Rf de las

muestran coinciden con los de los patrones como se observa en la Figura 5.

Figura 5
Determinacion de colorantes artificiales del Lote N°1 de muestras

Enla Tabla 7 se observa el recorrido de las manchas en la placa cromatogréafica, se logra
apreciar el color a pesar de no ser tan intenso, en las dos primeras muestras hubo
separacion de colorantes, aunque a simple vista se observa que el recorrido de las
muestras fue casi igual, teniendo una pequefia variacion que nos permite comparar los

Rf las muestras con los Rf de los patrones.

Tabla 7

Valores de Rf de la separacion de colorantes artificiales en las muestras de bebidas carbonatadas del Lote N°1

Rf de Patrones Rf de colorantes en las muestras
N1 N2 N3 R1 R2 R3
A5 0.49 0.49 0.48 - - - -
A6 0.57 0.58 0.57 0.56 - - -
R40 0.60 - 0.59 - 0.59 0.59 0.59
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En la Figura 5 se observan los recorridos de las manchas y separaciones en las tres
muestras que corresponden a las bebidas naranjas, donde se observa que tienen una
combinacion de colorantes que corresponden a tartrazina, amarillo ocaso, y en el caso
de la mancha en N2 se observa dentro de la sombra del amarillo ocaso un punto mas

intenso que corresponde a rojo allura.

Figura 6

Determinacion de colorantes artificiales del Lote N°2 de muestras

La identificacion de los colorantes artificiales: tartrazina (E-102), amarillo ocaso (E-110)
y rojo allura (E-129), en el lote N°2 fue positiva cualitativamente, ya que los valores de
las relaciones de frente de las muestran coinciden con la de los patrones como se observa

en la Tabla 8.

Tabla 8 Valores de Rf de la separacion de las muestras de colorantes artificiales del Lote N°2

Rf de Patrones Rf de colorantes en las muestras
N1 N2 N3 R1 R2 R3
A5 0.51 0.45 0.48 - - - -
A6 0.59 0.57 0.58 0.57 - - -
R40 0.61 - 0.58 - 0.58 0.58 0.58

En la Figura 7 se observa separacién para las muestras de N1, N2 y N3 separaciones de

dos colorantes para cada una respectivamente.
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La identificacion de los colorantes artificiales: tartrazina (E-102), amarillo ocaso (E-110)
y rojo allura (E-129), en el lote N°3 fue positiva cualitativamente, ya que los Rf de las

muestran coinciden con los de los patrones como se observa en la Tabla 9.

Figura 7

Determinacion de colorantes artificiales del Lote N°3

Tabla 9 Valores de Rf de la separacién de las muestras de colorantes artificiales del Lote 3 de muestras

Rf de Patrones Rf de colorantes en las muestras
N1 N2 N3 R1 R2 R3
A5 0.51 0.45 0.48 - - - -
A6 0.59 0.57 0.58 0.57 - - -
R40 0.61 - 0.58 - 0.58 0.58 0.58

Para las bebidas naranjas se obtuvo: en la bebida N1 se logr6 apreciar la presencia de
los dos colorantes, tartrazina (E-102) y amarillo ocaso (E-110), aunque su etiqueta solo
menciona el amarillo ocaso (E-110). En el caso de la bebida N2, se observé la presencia
de tres colorantes: tartrazina (E-102), amarillo ocaso (E-110) y rojo allura (E-129),
confirmando lo contenido en la etiqueta del producto. La bebida N3 se comercializa sin
etigueta en su envase, en este analisis se identificé la presencia de amarillo ocaso (E-
110).

En cuanto a las bebidas rojas, tanto R1 como R2 mencionan en su etiqueta el colorante
rojo allura (E-129), coincidiendo con los resultados del analisis donde solo se identificd
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este colorante. En cambio, la bebida R3 no presenta etiqueta en su envase, pero se

revelo la presencia de rojo allura (E-129).

Comparacion de pH y acidez con la Norma Técnica Obligatoria Nicaraguiense de bebidas
carbonatadas (NTON 03 030-00).
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Figura 8
Resultados de pH promedio en las muestras de bebidas carbonatadas con respecto a los valores permitidos en
NTON 03 030-00

El valor mas acido en pH (ver Tabla 4) lo present6 la muestra N1 de 2.66 (Lote N°3) y el

menos acido R3 de 3.58 (Lote N°2) encontrandose dentro del intervalo de valores

establecidos en la normativa nacional (2.4 a 4.5); la desviacion estandar disminuye entre
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los valores promedios de pH indicando que hay consistencia y poca variabilidad entre los
datos (ver Figura 8).

Los resultados de acidez titulable (ver Tabla 5) se compararon con el rango establecido
en la norma NTON 03 030-00 en la Figura 9.
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Figura 9

Resultados de acidez promedio (gac/100mL) en las muestras de bebidas carbonatadas con respecto a los valores
permitidos permitidos en NTON 03 030-00

Puede observarse que los valores de acidez de las bebidas analizadas no sobrepasan

los valores permitidos de 0.003 a 0.5 gac/100mL por lo que cumplen con la normativa
establecida.
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CONCLUSION

Se logré determinar el valor de pH por el método potenciométrico a cada una de las
bebidas carbonatadas. Los resultados del analisis de acidez titulable en las 18 muestras
analizadas de bebidas carbonatadas, demuestran que son aceptables para su consumo.

Los valores mas acidos lo demostraron las bebidas N1 y R3.

Se utilizé el método Arata - Possetto para la extraccion, identificacion y purificacion del
colorante en las bebidas analizadas siendo este un método un facil de manejar y muy

clasico para trabajar con colorantes.

En el método de Cromatografia de Capa Fina (TLC) se seleccion6 una fase mévil de
solucion de n-propanol e hidréxido de amonio (60+30) y como fase estacionaria se utilizé
la cromatoplaca silica gel, estas dieron un excelente resultado con una mejor resolucion
y separacion de los colorantes con respecto a las otras fases maviles y estacionarias
probadas en este estudio para la identificacion de colorantes artificiales en las muestras

de bebidas carbonatada.

Se logro la separacion e identificacion de los colorantes artificiales por el método de
cromatografia en capa fina (TLC) en las bebidas carbonatadas al evaluar las relaciones

frontales obtenidas de los patrones y de las muestras.

En base a los resultados de pH y acidez en las bebidas carbonatadas, se hizo la
comparacion frente a los valores que establece la norma NTON 03 030-00 los cuales
todos estan dentro de los limites normados, reafirmando que estas cumplen con estos

requisitos quimicos.
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RECOMENDACIONES

1) Complementar la revision del resto de parametros, tanto fisico, quimico y
microbiolégico normados para bebidas carbonatadas.

2) Realizar la cuantificacion de colorantes artificiales en las bebidas carbonatadas para
hacer revision con la norma técnica obligatoria nicaragiense.

3) Ampliar el estudio de diferentes colorantes artificiales en bebidas no carbonatadas.
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ANEXOS

Recolecciéon de muestras

Acidez Titulable
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Extraccion de colorantes
por Arata — Possetto.
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