Universidad de Chile
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas
Departamento de Quimica Inorganica y Analitica

Desarrollo y validacion de una metodologia para la
identificacion de azucares simples en chocolates mediante
HPLC-Indice de refraccion

Memoria para optar al titulo profesional de Quimico

Diane Isabel Lépez Opazo

Director de Memoria: Sarah Arcuri
Nestlé, Laboratorio de Calidad

Académico Patrocinador: Dra. Tatiana Garrido Reyes
Facultad de Ciencias. Quimicas y Farmacéuticas
Universidad de Chile

Santiago, Chile
2022






AGRADECIMIENTOS

Esta tesis es el fruto de un extenso, intenso y profundo periodo formativo en el que me
sumergi durante un largo tiempo de mi vida. Hubo muchisima gente a mi lado que me
acompafié a lo largo de este complejo y aventurado recorrido. Quiero agradecer, en primer
lugar, a mis abuelos mi Mami vieja y Papito viejo o mds conocido como “Ramoncito”, el cual
desde pequeiia me mostré el mundo de la quimica, me ensefaron lo que era la disciplina
lo cual me ayudd mucho para organizarme en todo lo que fue mi vida universitaria, ademas
de todo el amor que me dieron desde que naci y los consejos siempre en base del amor y
respeto para poder ser dia a dia mejor, gracias papitos por haber estado siempre para mi,

porque sin duda sin ustedes no podria haber logrado nada.

Como no agradecer a mi mama Lucia Isabel Opazo Sanchez, la mujer que mds admiro en mi
vida la que desde que era bebe me llevaba a sus clases, luego me llevaba a la universidad y
me mostro que todo trabajo duro tiene recompensa y que la quimica la llevamos en la
sangre y como bien dice ella jEL QUE QUIERE PUEDE!, me faltan palabras para agradecer
todo lo que hiciste por mi, porque siempre te esforzaste para poder darnos todo y eso
estaré agradecida toda la vida. Agradecer igual al Tio Alfredo, si bien no estuvo en todo el
proceso, desde que llego a mi vida siempre me apoyo, aconsejo, mimo y consold también
cuando estaba mal, fue participe de mis gastos universitarios sin pedir nunca nada a cambio
y eso lo agradezco de corazdn, ya que nunca tuvo una obligacién de hacerlo y el apoyo del
tio fue desde el dia 1 de forma incondicional. A mi madrina la “tita” mi segunda madre que
siempre estuvo apoyandome y aconsejandome, la que me retaba sin pelos en la lengua y
me decia las cosas tal cual eran. A mi tia Lupe, Tatita, tio Eduardo, tio Martin y mis primos
gue son fundamentales en mi vida el cual nos criamos juntos y sin duda cada logro siempre
quiero celebrarlos con ustedes. No puede faltar el agradecimiento al mas pequeno e
importante de la familia mi hermanito, mi Felipin, el que me decia “hermana se te va a salir
el ojo tanto estudiar” y siempre me llevaba algo para comer en las noches o tardes de

estudio y se preocupaba de que todo estuviera bien. Agradecer a mi papa que de una u otra



forma me dio su apoyo moral y desde chica fue bastante exigente conmigo en el ambito
estudiantil el cual creo conciencia de una u otra forma en cdmo deberia ser mi desempefio,
lo cual me ayudo siempre a buscar metas y objetivos, gracias por formarme como una mujer
fuerte y aguerrida. Gracias a mi familia por siempre haberme sostenido y apoyado en cada

paso con amor, comprension y alegria.

Todo mi proceso universitario estuve acompanada de una de las personas que me ensefid
a darme cuenta que yo si era capaz, el que me paro cuando la frustracién era mas fuerte el
que me paraba y me decia jiTU PUEDES ERES SECA!!, el que me abrazaba porque colapsaba
y entendia cada uno de mis berrinches, el que me iba a buscar a la universidad o me iba a
dejar cuando llovia porque a la linda no le gustaba mojarse, gracias Gabriel por

acompafiarme y haber estado para mi en una de las etapas mds importantes de mi vida

Uno de los agradecimientos mas importantes y especiales son también para la mejor
docente que he conocido Tatiana Garrido, mds que una profesora es y forma parte de mi
familia, estoy muy contenta de haber realizado todo el proceso de la unidad de laboratorio
y tesis con usted una hermosa persona de la cual he aprendido muchas cosas desde lo
académico, hasta lo humano, sin duda sin sus palabras, sin sus {VAMOS QUE QUEDA
POQUITO! , todo hubiese sido mucho mas dificil. Gracias al profe Jorge por siempre estar
presente en el proceso, un hombre de pocas palabras, pero sin duda muy sabias. Dentro de
este proceso cuando llegué al laboratorio conoci a 3 grandes amigos y compaiieros de
laboratorio, Margaret, Alvaro y Patito de los cuales aprendi mucho y ademds me
aconsejaron mucho sobre todo lo que era la vida de adulto, la tesis (tenian razén, sin
sufrimiento no es tesis) y la pasamos tan bien compartiendo en diferentes situaciones, ya

gue obvio no todo es estudio.

A mis amigos, en el lugar del mundo en el que se encuentren, que muchas veces tuvieron
gue lamentar mis ausencias en este tiempo pero que, aun asi, siguieron junto a mi. Mis

amigas del liceo, mi gran amiga de la infancia la Fran, la Vale y el Pipe que siempre me



soportaban el mal genio por no poder terminar este dificil proceso. A mis pocos amigos de
la universidad por no decir solo al Sebita que pasamos nuestros primeros afos de
universidad estudiando a full para buscar siempre eximirnos y también todo lo que era salir,
los viernes en los pastos o en el bus en ese entonces porque también necesitdbamos

relajarnos.

En el plano profesional, estoy convencida de que este trabajo no hubiese llegado a ser lo
que es sin la guia de mi director de tesis, Sarah Arcuri quien me escuchd, guio,
pacientemente y creyé en mi ddndome la oportunidad de poder seguir creciendo y
avanzando dentro del departamento. También agradecer a Maria Francisca Gutiérrez por
el trabajo codo a codo, por ensefiarme dia a dia, confiar en mi y los consejos, es muy grato
tener personas de tan buen corazén de colega. En Nestlé, especificamente CPW tengo dos
grandes amigos los cuales, me apoyan, aconsejan, cuidan y también tenemos momentos de

recreacion Rubén Santanay Hans Hernandez, gracias por todo son mis angelitos del camino.

También agradecer a todos los docentes que formaron parte de mi vida universitaria de los
gue no estan y los que estdn, todos fueron parte importante de mi crecimiento personal y

profesional.



INDICE

AGRADECIMIENTOS «.vvetveeveeitreesteestreessessseessssssesssesssseesssssssessssssssessssssssessssssssessssssssessseesnsenns ii

10 [ =PSRRI Vi

SUMMARY ..uvieitreeitee ittt esteessteesseessbeessseabeesseesbeessseebeesaseesbeesabeesbeesaseesbeesabeeabeeanseesbeesnbeenrees Xiii

1. INTRODUCCION ...uuitiiiitieeee i i ettt e e e e e e e e s e ettt e e e e e e e e s s asat b b e e et e aaeesesaastbbaeeeaeeessasnsntnseeeeaeesaans 44

p I 10 3 =2 SRS 52

T 0 -1 = AV 0 PSR 52
3R 1 = N Y PRSP 52
3.2ESPECIFICOS ...utvveee ettt e e e ettt e e ettt e e e e et e e e e s ate e e e e e sae e e e e e ateeeeeansaeeeesaaneeeeeanbaeeeeesreneeeannrneaas 52

A IMIATERIALES .ttteeeeeeee st eittttee et e e e e e ssstbtareeeeeeesssasatbbaeeeeeeessasatabseeeeseeesssassbbbaseeesesssannssraneeeeas 53
I 1 Y OSSPSR 53
4.2 REACTIVOS ..utttteeeeeeeeeiesittteeeeeeeessssaattbeseeeaesssaatsbaseeeaaeesssaatabeseeeeesssasatabaseeeeaessssassrsraneeaeens 53
B =10 L] = LSRR 54

5 IMETODOLOGIA ....iiiittttteeee e e e et ettt e e e e et s et b e et e e e e e s e sbb bbb e e e eeeesssesbabrbeeeeeeesssannstbaneeeeas 55
5.1 ANALISIS DE AZUCARES POR MEDIO DE HPLC- indice de refracCion ..........cccoeeveeeueeruevevcueeenesesenenenans 55
5.1.1 CoNdiCiONES CrOMAtOGIATICAS ..eveveieeeeeeeeee ettt et ettt ettt ettt ettt 55
5.2METODOLOGIA DE EXTRACCION DE AZUCARES DESDE MATRIZ CHOCOLATE. ..vvvveeeeeeeeieiirrrreeeeeenn 55
5.3VALIDACION METODOLOGIA ANALITICA ...vvveeeiiiiieeeeiiieeeeeittte e e s eittee e e s snnre e e e e snbaeeessnnneeesannnneeas 56
5.3.1CURVA DE CALIBRACION. ...etiieeeiiiiititeeeeeeeesiesitttreeeeeeesssssatbbaeeeseeessssasatbbaeeeeeesssesssbrrereeaeens 56
5.3.2LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION. ...oiiittrireeeeeeeseieittrreeeeeeeessssensrsreseeeeesssesnssrsreneseeens 57
5.3.3PRECISION. ...uttieieiiuttieeeeitteeeeeaettteeeaasteeeesssteeeeeaasaeeeeeasteeeesaabsseeesasseeeeeasbaeeeessteneesannrneens 58
5.3.4RECUPERACION. ....uutvieeeiitteeeeeaittreeesasseeeessbseessaassassesaasseseesasssseesasssssesasbeeesssbrsseesanssenens 58
5.5 ANALISIS MUESTRAS DE CHOCOLATE. .....uttveeeeiutteeeeeittreeeeeissreeesssssseesasssseesssssssessnsssseessnssenens 59
5.6 ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS ..uuvvrrreeeeeeessieiirstsreeeeessssiaissssssessessssinsssssesesssesssssmsssseseseees 59

Vi



6 RESULTADOS Y DISCUSION ...uieeeiieersttissseeesesesssssassssssssessssssnnssssessssssssanseseessesessrsnrsreesses 60

6.1 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS PARA EL ANALISIS DE AZUCARES POR MEDIO DE HPLC-IR. ....... 60
6.2 CURVA DE CALIBRACION .....uvviiieiiiiieeeitieeeesstaeeeeassseeeesssatsaeesansseeeesansseeeeasnsaneessnssnneesannsnnens 64
6.3 LIMITE DE CUANTIFICACION Y DETECCION DE LA TECNICA ....uuvieeeeiirieeessiteeeeesiteeeesstneeeesnnnnneens 65
6.4 METODOLOGIA DE EXTRACCION ... .uuuiiiiiieeeeeeieiititteeeeeeeesseittbaeeesaeessssasatsbessessesssesnssnnneneeaeens 66
.......................................................................................................................................... 66
6.5 CURVA DE CALIBRACION EN MATRIZ .eceiuvvieeeeitiieeeeanreeesssateeeesstseeesssssseesessssnessssnsssnesssnssenens 67
6.6 CURVA DE CALIBRACION EN MATRIZ LACTOSA ...vvveeeiiutieeeeeiuteeeessitreeeesasseesesenseeeesssssseesanssenens 69
6.7 LIMITE DE CUANTIFICACION Y DETECCION DE LA METODOLOGIA ....uvvveeiiiiieeeeiiiieeeesinneeessnveeas 72
6.8 EVALUACION DE LA REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD ......vveeeeiirieeeeiireeeeeinreeeesssseeeesannseeens 73
6.9 PORCENTAJE DE RECUPERACION DE LA METODOLOGIA ....vecivveeiiieeireeesreeesireeessveeessneessnseesnnns 75
6.10 ANALISIS MUESTRAS DE CHOCOLATE ....uvvveeeeitreeeeeitteeeeseiurreeesssseeeesanssssesssssseeessasssseessnssenens 77
7. CONCLUSIONES. ...ttt eeettteeeestteeeesssteeeeesssteeeesassseeeaassaeeeeaasseeeeeasssseeeaassaeeeeasnseeeeesnssnneesannrnnas 81
BIBLIOGRAFIA ..eeeeeeeiiiiititeeeeeee e et s eatbae e et e eeeesasababereeeeeeessaaat b baseeeaaeesesasabebaseeaeesssasnsabareesaaeesnins 83
ANEXOS «.ttvteeettttee e e ettt e e e ettt e e e e stte e e e e aatae e e e e sbe e e e e aaseeeeeeaate e e e e aaRnreeeeaaabeeeeeaatrreeeeanrreeeearnneaeans 85

Vii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 Sellos de advertencia (Ministerio de Salud, Gobierno de Chile, 1997)......ccccccevveirieeiciiesiie e, 44
Figura 2 Principales disacaridos utilizados en la industria de alimentos (Nelson & Cox, 2005) ...........ccveeene. 46
Figura 3 Diagrama proceso de fabricacion del chocolate (Beckett, 2000) .......cccceevvveeeeiiieeescieeeecieeeeeieee s 48
Figura 4 Refractémetro de desviacion de haz dptico (Yusa Marco & de Marina Bayo, 2016) ..........cccceuuee.e. 51
Figura 5 Cromatograma prueba 1 concentracion 0,002 8/ML .....ccccecuerirerirenieieieriee e 61
Figura 6 Preparacion muestras para prueba 2, concentracion 8 X10 5 8/M ....cceevevveveeevieeceereeeeeeee e 61
Figura 7 Cromatograma prueba 2 concentracion 8 X10 > @/ML.....cccuciviriireiriereiieeieeeeeeee et 62

Figura 8 Representacidn de parametros para el calculo de la resolucién (Quattrocchi, Abelaira de Andrizzi, &

LA, 1992) ...ttt h e bbbt s bbbt e bt e bt e Rt e he e e b e e b e e b e e a b e eabeeanesaeesreenbeenreenes 63
Figura 9 Curva de calibracion en solvente de los azlcares en estudio, analisis realizados por HPLC-IR......... 65
Figura 10 Muestra obtenida tras la extraccidon segin metodologia 1......cccceeevieerieeniiieiiieeniiee e 66
Figura 11 Muestra obtenida tras la extraccidon segin metodologia 2 .........ceeeveerieeriiiiiieeniee e 66
Figura 12 Cromatograma por HPLC-IR de extracto de muestra de chocolate sin fortificar ...........ccccccuveenns 67
Figura 13 Curva de calibracidon en matriz de los azucares en estudio, analisis realizado por HPLC-IR............ 68
Figura 14 Cromatograma muestra de chocolate fortificado 0,03 8/100 ML ...cceevevveierierienereeeceeeierie e 70
Figura 15 Cromatograma muestra de chocolate fortificado 0,1 /100 ML .....ccceeeirieeiieeiirieeireecreeeree e 71
Figura 16 Cromatograma de la muestra 2 de chocolate, libre de gluten con 34% de grasa .........cccceeeeuvveenes 78
Figura 17 Cromatograma de la muestra 3 de chocolate con un 85% CaCa0.......ccovveeriierieeniieerieeeee e 79
Figura 18 Propuesta de procedimiento optimizado para el analisis de chocolate..........ccceoeeiieiiiiieeeciieeen, 80

INDICE DE TABLAS

Tabla 1 Polioles empleados como edulcorantes en la matriz de chocolate..........cceeeevieiiceciee e, 49
Tabla 2 Condiciones de trabajo HPLC-IR para analisis de @zUCares......cccccvvevevueereiiieeeerieeeeeieeeesveeessseeeesneeas 60
Tabla 3 Resultados cromatograficos Prueba 1 .........oocuiiiieciiii ettt e e e et e e e e aee e e eareas 63
Tabla 4 Resultados cromatograficos Pru@ba 2 ........coouiiiieciii ettt e e st e e e e aae e e eareas 63
Tabla 5 Curvas de calibracién en solvente de los azlcares seleccionados para este estudio.........cccecuveeenneeee. 64
Tabla 6 Limites de deteccidn y cuantificacion €n SOIVENTES ..........ccocuviieeiiiiii et e 65
Tabla 7 Curvas de calibracidén en matriz de los azlcares seleccionados para este estudio ............cccecuveeeeneee. 68
Tabla 8 Curvas de calibracidn en matriz Para laCt0Sa .....cccveveeeiiee i e 71
Tabla 9 Limites de deteccidn y cuantificacion €N Matriz......ccccccveeiicieeeeciie e e 73
Tabla 10 Evaluacion de la repetibilidad...........ooouiiiiiiiii ettt et e e e e 74
Tabla 11 Evaluacion de la reproducibilidad ............oeoouiiiieciie et e e 75


file:///C:/Users/dnlpz/Downloads/TESIS%20Diane%20Lopez%20%20Versión%20Final%20TG%2022%20agosto.docx%23_Toc114681192
file:///C:/Users/dnlpz/Downloads/TESIS%20Diane%20Lopez%20%20Versión%20Final%20TG%2022%20agosto.docx%23_Toc114681197
file:///C:/Users/dnlpz/Downloads/TESIS%20Diane%20Lopez%20%20Versión%20Final%20TG%2022%20agosto.docx%23_Toc114681199
file:///C:/Users/dnlpz/Downloads/TESIS%20Diane%20Lopez%20%20Versión%20Final%20TG%2022%20agosto.docx%23_Toc114681199
file:///C:/Users/dnlpz/Downloads/TESIS%20Diane%20Lopez%20%20Versión%20Final%20TG%2022%20agosto.docx%23_Toc114681201
file:///C:/Users/dnlpz/Downloads/TESIS%20Diane%20Lopez%20%20Versión%20Final%20TG%2022%20agosto.docx%23_Toc114681202

Tabla 12 Porcentaje de recuperacion de la metodologia.......c.ccueeeiiiieeeiiiie e e 76

Tabla 13 Caracteristicas de las muestras de chocolate Sin @zUCAr ........ccceecveriereeneeniere e 77
Tabla 14 Resultados del anadlisis de MUESEIa L.......cociiiiiiiiiiiieee ettt s 77
Tabla 15 Resultados del analisis de MUESEIA 2 .......coeiiiiiiiiiiiiceeeeee et s 77
Tabla 16 Resultados del analisis de MUESLIA 3 .......coiiiiiiiiiiiieeeeeere e e s s 78

INDICE DE ANEXO

TABLA Al 1 Masa de azlcar para muestras de baja concentracion 1,0 8/ML.......ccocvevvevierenereneneeienieniennenns 85
TABLA A1 2 Masa de azlcar para muestras de baja concentracion 2,0 8/ML.......cccceevveeiiieeeiieeiireeeireecereeeneens 85
TABLA A1 3 Area promedio en solvente para fructosa, glucosa, sacarosa, maltosa y lactosa. .............cc.c....... 85
Figura 2 1 Curva de calibracion solvente FrUCTOSa .....ccouieriiiriieniienieeeee sttt s 87
Figura 2 2 Curva de calibracion solvente GIUCOSA .......cuueeeeiuiiieiiiiee ettt et e st e e e etae e e s are e e e eabaeeeenes 87
Figura 2 3 Curva de calibracion SOIVeNte SACaroSa........ceeevierieeriieenieeeiee sttt sttt sttt sbe e e 88
Figura 2 4 Curva de calibracion solvente MaltoSa .......o.cveeeiiiiiieniienieeeiee ettt s 88
Figura 2 5 Curva de calibracion SoIVENtE LACLOSA .....ccccuuiieeiiiiie ettt ettt e e et e e etae e e s tbe e e e earaeeeenes 88
TABLA 3 1 Curvas promedio en matriz para fructosa, glucosa, sacarosa y maltosa..........cccccceeevcveeeevierennnen, 89
TABLA 3 2 Tabla de gramos utilizados por estandar y muestra de chocolate para la curva en matriz........... 90
TABLA 5 1 Curva promedio en matriz para LACtOSA .....ccueeeueiirieriiiieiieeie ettt sttt st s e s 92
Figura 6 1 Curva de calibracion en matriz Lactosa seleccionando 3 puntos ........cccccveeeeeiieeeeiieeeecieeeeeiiee e 92
Figura 6 2 Curva de calibracion en matriz Lactosa seleccionando todos 10S puntos........c.eceecveeeeiiieeeciieeenns 93
TABLA 7 1 Datos de gramos de muestras para std 0,3-0,4 8/100ML.........cooeeeireiiireeeireeiireeereesereeereesveeeneenns 95
TABLA 8 1 Areas utilizadas para calculo de recuperaciéon en muestras de chocolate............cocveveeeveeveeeerenennn. 95
TABLA 8 2 Gramos de muestras de chocolate y muestras del estandar utilizadas para fortificar ................... 95


file:///C:/Users/dnlpz/Desktop/TESIS%20Diane%20Lopez%20%20Versión%20Final%2025.09.2022.docx%23_Toc114996761
file:///C:/Users/dnlpz/Desktop/TESIS%20Diane%20Lopez%20%20Versión%20Final%2025.09.2022.docx%23_Toc114996762
file:///C:/Users/dnlpz/Desktop/TESIS%20Diane%20Lopez%20%20Versión%20Final%2025.09.2022.docx%23_Toc114996763
file:///C:/Users/dnlpz/Desktop/TESIS%20Diane%20Lopez%20%20Versión%20Final%2025.09.2022.docx%23_Toc114996764
file:///C:/Users/dnlpz/Desktop/TESIS%20Diane%20Lopez%20%20Versión%20Final%2025.09.2022.docx%23_Toc114996765
file:///C:/Users/dnlpz/Desktop/TESIS%20Diane%20Lopez%20%20Versión%20Final%2025.09.2022.docx%23_Toc114997257
file:///C:/Users/dnlpz/Desktop/TESIS%20Diane%20Lopez%20%20Versión%20Final%2025.09.2022.docx%23_Toc114997258




RESUMEN
En Chile el consumo de productos procesados, con altos niveles de azucares ha crecido de
forma exponencial, lo que también conlleva al aumento de enfermedades como obesidad,
diabetes, higado graso entre otras, ademds de contribuir a alteraciones psicoldgicas, por
ejemplo, hiperactividad, por lo que el consumo de estos carbohidratos tiene un gran
impacto en lo que es la salud de las personas, es por ello que es importante considerar la
regulacién de su contenido en los productos procesados. Por esta razdn, se dio inicio a
una regulacion enfocada a la clasificacidn de estos aspectos, donde se establecid la
cantidad de azucar permitido en los alimentos, por lo que dichos productos procesados
gue no contengan la clasificacién establecida de “alto en Azucar” deben asegurar de
forma analitica la cantidad de azucar que ellos contienen, ya que el incumplimiento del
reglamento conlleva aumento de impuestos, sanciones sanitarias y hasta clausura de la

marca por una publicidad que podria causar dafo al consumidor.

Dentro de los alimentos que contienen una alta cantidad de azlcar se encuentra el
chocolate, en el cual Chile se posiciona como el primer pais que mdas consume chocolate
en América Latina. En el Ultimo afio en Chile existe mayor demanda por productos
saludables debido a la Ley de Etiquetado de Alimentos implementada el 2016, por ello |a
gama de productos baja en azucares ha aumentado, debido a una buena aceptacién por el

mercado chileno, donde se puede encontrar una gran variedad de tipos.

La finalidad de esta tesis fue desarrollar y validar una metodologia de extraccidn,
determinacién y cuantificacion de fructosa, glucosa, sacarosa, maltosa y lactosa, por
cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un detector de indice de refraccién
(HPLC-IR), en muestras de chocolate con distintos porcentajes de contenido de grasa. Para
ello se utilizé la metodologia de HPLC-IR, utilizando una columna amino NH;, y una mezcla

de solventes, acetonitrilo: agua grado HPLC (80:20), como fase movil. Se comprobé la

Xi



separacion y se obtuvieron los tiempos de retencién de los picos cromatograficos de los

carbohidratos (fructosa, glucosa, sacarosa, maltosa y lactosa).

Los resultados obtenidos para las muestras de chocolate presentaron un LD inferior a
0,00061 g/mL para glucosa, sacarosa y maltosa, con una repetibilidad y reproducibilidad
menor al 16%. La recuperacion para sacarosa, glucosa, fructosa y maltosa fue superior a

un 99%.

Con este estudio se permitio corroborar que todas las muestras de chocolate sin azlcar

se

encontraron con resultados cercanos al limite de cuantificacion establecido, siendo todos

menor a 10 g/ mL cumpliendo con la ley establecida por el pais.
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SUMMARY

In Chile the consumption of processed products with high levels of sugars has grown
exponentially, which also leads to an increase in diseases such as obesity, diabetes, fatty
liver among others, in addition to contributing to psychological disorders, for example,
hyperactivity, so the consumption of these carbohydrates has a great impact on the health
of people, which is why it is important to consider the regulation of its content in processed
products. For this reason, a regulation focused on the classification of these aspects was
initiated, where the amount of sugar allowed in foods was established, so that those
processed products that do not contain the established classification of "high sugar" must
ensure analytically the amount of sugar they contain, since non-compliance with the
regulation leads to increased taxes, health sanctions and even closure of the brand for

advertising that could cause harm to the consumer.

Among the foods that contain a high amount of sugar is chocolate, in which Chile is
positioned as the first country that consumes the most chocolate in Latin America. In the
last year in Chile there is greater demand for healthy products due to the Food Labeling Law
implemented in 2016, therefore the range of low sugar products has increased, due to a

good acceptance by the Chilean market, where you can find a wide variety of types

The purpose of this thesis was to develop and validate a methodology for the extraction,
determination and quantification of fructose, glucose, sucrose, maltose, and lactose, by
high performance liquid chromatography coupled to a refractive index detector (HPLC-
refractive index), in chocolate samples with different percentages of fat content. For this
purpose, the HPLC-refractive index methodology was used, using an amino NHz column,
and a solvent mixture, acetonitrile: water HPLC grade (80:20), as mobile phase. The
separation was checked and the retention times of the chromatographic peaks of the

carbohydrates (fructose, glucose, sucrose, maltose and lactose) were obtained.
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The results obtained for the chocolate samples showed a LD of less than 0.00061 g/mL for
glucose, sucrose, and maltose, with a repeatability and reproducibility of less than 16%. The

recovery for sucrose, glucose, fructose, and maltose was greater than 99%.
With this study it was possible to corroborate that all the sugar-free chocolate samples were

found with results close to the established limit of quantification, all being less than 10

g/mL, complying with the law established by the country.
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1. INTRODUCCION

Segun la organizacién mundial de la salud (OMS), la obesidad y el sobrepeso son uno de los
principales factores de riesgo para numerosas enfermedades crdnicas, entre las que se
incluyen la diabetes, las enfermedades cardiovasculares, la hipertension y los accidentes
cerebrovasculares, asi como varios tipos de cancer, sumado a que los nifios con sobrepeso
tienen un mayor riesgo a llegar a ser obesos en la edad adulta. En la poblacién chilena mas
del 60% tiene algun grado de exceso de peso, debido a esto, en el afio 2016 se implementd
la Ley 20.606 de etiquetados “ALTO EN” (Ministerio de Salud, Gobierno de Chile, 2009-2010)
calorias, grasas saturadas, sodio y azucares , por lo que, las industrias de alimentos deben
responder ante esta nueva regulacion, ajustandose a los limites que exige la normativa
vigente, como por ejemplo en el caso los productos sélidos cada 100 gramos deberan tener
el sello de advertencia a las 275 Kcal, 400 mg de sodio, 10 g de azlcares y 4 g de grasas

(Ministerio de Salud, Gobierno de Chile, 2022).

Entre estas categorias, el azlcar es uno de los sellos mas relevantes que se incluye en el
etiquetado, tanto para pacientes con enfermedades crénicas como la diabetes, como para
personas sanas, ya que a través de estos sellos es posible seleccionar de manera informada

los alimentos a consumir (Figura 1).

ALTO EN
GRASAS
SATURADAS

ALTO EN
AZUCARES

Ministerio Ministerio
de Salud de Satud

ALTO EN
SODIO

ALTO EN
CALORIAS

Minssterio
e Salud

Figura 1 Sellos de advertencia (Ministerio de
Salud, Gobierno de Chile, 1997)
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Uno de los factores asociados al sobrepeso y obesidad es el alto consumo de alimentos
azucarados, por lo que la tendencia es a disminuir el uso de azucares, sustituyéndola por
edulcorantes los cuales mimetizan el efecto dulce aportando menor energia (Foreyt ,
Sigman-Grant, B Allison , & Anderson, 2012), es por ello que es importante utilizar el
etiquetado nutricional, ya que se mencionan los hidratos de carbonos que al ser digeridos
y metabolizados aumentan la glicemia e insulinemia, esto puede generar problemas a las
personas con enfermedades como la diabetes, por lo que es de gran utilidad la visualizacién
del sello para tener una advertencia de que esto podria causar un dafio a su salud, segun

las indicaciones medicas que tenga cada paciente.

Debido al impacto sobre la salud del consumo del azucar, es que se han creado nuevas
politicas de Administracion de Alimentos y Medicamentos, en la cual se recomienda el
andlisis de los alimentos cuando la presencia de azlcares es superior al 1%. (Petkova,

Brabant, Masson , & Denev, 2013)

Se utiliza el término de azlcares para referirse a la suma de monosacaridos y disacaridos
presentes, los cuales poseen varias propiedades funcionales que se aprovechan en la
elaboraciéon de alimentos, por ejemplo: son utilizados para conferir ciertos atributos

sensoriales a los alimentos, tales como, viscosidad, textura y cuerpo (Chen, 1999).

Entre los edulcorantes naturales mas utilizados en la industria de alimentos encontramos la
sacarosa, fructosa, glucosa que tiene un indice glicémico (IG) de 100 y poder edulcorante
relativo a la sacarosa entre 0,5-1, valor considerado moderado-alto. El IG corresponde a la
rapidez con la que un alimento puede elevar su nivel de azlcar en la sangre (Garcia-Almeida,

Gracia-Casado, & Garcia Aleman, 2013).

Los azucares estan compuestos por dtomos de C, Hy O, y corresponden a un tipo especifico
de hidratos de carbono, donde podemos diferenciar a los monosacaridos que presentan
solo una unidad de polihidroxicetona o polihidroxialdehido, el mas abundante y utilizado es

la glucosa. Estas unidades de monosacaridos se pueden unir entre ellos a través de enlaces
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glucosidicos, los cuales se conocen como oligosacdridos, los mds abundantes son los
disacaridos y entre ellos el mas comun de éstos es la sacarosa. Dichas azucares son
reductoras y poseen su grupo funcional carbonilo, a través del cual pueden reaccionar como

reductores con otras moléculas (Nelson & Cox, 2005).

En la figura 2, se puede apreciar que los disacaridos estan compuestos por dos azucares

simples unidos quimicamente:

C 12H20 + H20 —> 2CsH1206
Sacarosa Glucosa + Fructosa (isdbmeros)

SACAROSA
CH,OH (Sucrosa) CH,OH

EN
H OH GLucosipico OH H
alfa (1-2)
GLUCOSA FRUCTOSA
MALTOSA LACTOSA
- CH,OH
2 o

GALACTOSA

Figura 2 Principales disacaridos utilizados en la industria de alimentos (Nelson & Cox, 2005)
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La determinacion del contenido de azlcares presente en distintos tipos de alimentos
requiere el andlisis de mono y disacaridos, como son glucosa, fructosa, sacarosa, lactosa y
maltosa, siendo la eleccion de la metodologia de extraccién segun la matriz en estudio

determinante.

Uno de los alimentos mds consumidos por la poblacidn, son los chocolates, siendo chile el
pais de América Latina que mas chocolate consume por persona, con un promedio de 2,1
Kg per capita al afio (Michavila Fossati & Pardavila, 2020). Pudiéndose encontrar distintas
variedades, segun la mezcla que se realice con la pasta de cacao, dentro de ellas podemos

encontrar: (Beckett, 2000)

-Chocolate negro, crema o manteca de cacao hasta un 70 % con azucar.

-Chocolate con leche, contiene; cacao, manteca de cacao, azucar, leche en polvo, extracto

de vainilla y lecitina de soja.

-Chocolate Blanco, cuando se anade a la leche azlcar y manteca de cacao, el color

corresponde a la falta de la almendra tostada del cacao

-Chocolate liquido, se sustituye la manteca de cacao por aceite vegetal.

Tradicionalmente el contenido en azlcares en los chocolates alcanza cerca de un 50%, la
mayor parte en forma de sacarosa, pero también con lactosa proveniente de los productos
lacteos empleados en el chocolate con leche (Pérez Zuiiga, 2009). El proceso de fabricacion
de chocolate considera varias etapas, siendo de suma importancia el mezclado, etapa en la
cual se agrega el azlcar y leche o los saborizantes segun el tipo de chocolate que se desee
obtener (figura 3). Para ampliar el consumo de chocolate y disminuir su posible efecto en la
salud se han desarrollado nuevas formulas en las que se incorpora fructosa, otro tipo de
azucar que también se encuentra presente en la miel y otros edulcorantes que no son

azUcares, como el sorbitol.
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Preparacién de habas de cacao
Fermentacion | Secado | Transporte
)
Fabricacion de pasta de cacao
Limpieza | Tostado Descascarillado | Molturacién
Mezclado
) p .
con azucary grasa con y sin leche
Prensado ve Y
Refinado
- Manteca
Y vy
Cacao en polvo Agitacién
N
para chocolate (Concha) adicién de manteca de cacao
para beber,
chocolates para Y
bolleria Procesado ‘ ‘ Procesado en moldes ‘ ‘ Grageado ‘

Figura 3 Diagrama proceso de fabricacion del chocolate (Beckett, 2000)

Por otro lado, en los ultimos afios y debido a la busqueda de una alimentacion sana, ha
incrementado la demanda de chocolates bajos en calorias, para lo cual se estan utilizando
sustitutos del aztcar, con menor aporte caldrico como son los polialcoholes (polioles).

En relacién con el aporte caldrico, se establece que la sacarosa proporciona 4,0 kcal/g a
diferencia de los polioles que aportan 2,4 kcal/g. Otro compuesto usado para sustituir a los
azucares es xilitol, que se encuentra de forma natural en muchas frutas. (Ministerio de
Salud, Gobierno de Chile, 2009-2010). Entre los polialcoholes mas habituales se incluyen: el
sorbitol, el manitol, el maltitol y el lactitol (tabla 1).

Los alcoholes polihidricos conocidos como polioles poseen varios grupos hidroxilos, unidos
a una cadena carbono hidréogeno, estos compuestos son carbohidratos de digestion lenta,
gue, a diferencia del azucar tradicional, se absorben poco en el intestino delgado. La gran
variedad de polioles disponibles permite su uso como sustitutos de la mayoria de los
azUcares tradicionales empleados en la produccién de dulces y golosinas, sin modificar su
sabor o calidad.

Entre los componentes del chocolate también encontramos la leche, la cual presenta un
alto porcentaje de materia grasa, la cual limita la vida atil del producto ya que sufre

oxidacién o lipdlisis; es decir, las enzimas aceleran la ruptura de acidos grasos, es por esta
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razén que se minimiza el contacto con el oxigeno, para lo cual se sustituye el aire en el

envase por nitréogeno y se emplea un material para el envasado capaz de aislar el producto

del oxigeno; otra alternativa es el almacenamiento en frio y evitar la presencia de

catalizadores de los procesos de oxidacidn como son el cobre y el hierro (Beckett, 2000)

Tabla 1 Polioles empleados como edulcorantes en la matriz de chocolate

hexano-1,2,3,4,5,6-

Nombre Figura Obtencion Usos
Sorbitol Reduccién de | Edulcorante
glucosa dietético,
((25,3R,4R,5R)- elaboracion de
hexano-1,2,3,4,5,6- alimentos,
hexol) cosméticos,
farmacos y
productos
quimicos.
Manitol Hidrogenacion  de | Edulcorante
fructosa o manosa dietético,
((2R,3R,4R,5R)- elaboracién de

farmacos y resinas

hexol)
Maltitol o Hidrogenacion  de | Edulcorante  bajo
/OHoH maltosa (obtenida | en calorias para
(4-0-0-D- g"‘ oH de almidén) productos de
glucopiranosil-D- HOo__ ! ‘gH panaderia y
glucitol HO Q or confiteria
OH
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En el mismo contexto, se puede observar que existe una gran diversidad de chocolates en
el mercado y entre ellos, podemos mencionar los chocolates con leche, los cuales contienen
aproximadamente un 30% de materia grasa (manteca de cacao), un 6% de proteinas, un
61% de carbohidratos, y un 3% de humedad junto con minerales que contienen fésforo,
calcio y hierro (Beckett, 2000).

Para la determinacién de hidratos de carbonos, se utilizan los métodos cromatograficos,
tales como la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), esto debido a que los aztcares
son polares, hidrofilicos y muy poco volatiles, por lo que la determinacion de carbohidratos
por la técnica HPLC ha sido ampliamente utilizada para la separacidn, identificacién y

determinacién cuantitativa de estas sustancias (Skoog, Holler , & Crouch , 2008).

Para la cuantificacion de analitos por medio de HPLC se cuenta con distintos tipos de
detectores, donde algunos de ellos se basan en el cambio de alguna propiedad fisica de la
fase mévil como por ejemplo: el detector por indice de refraccidn, el cual se basa en medir
el cambio de indice de refraccién cuando se eluye la muestra con la fase movil (Figura 4),
comparando la variacién entre la fase movil como referencia y la muestra, razén por la cual
para este tipo de deteccién es de suma importancia una correcta eleccién de la
proporcionalidad de la fase mévil que se utilizara para obtener diferencia en los indices de

refraccion utilizados. (Quattrocchi, Abelaira de Andrizzi, & Laba, 1992)
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Muestra
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Figura 4 Refractometro de desviacion de haz dptico (Yusa Marco & de Marina Bayo , 2016)

Por otra parte, la eleccidn de la metodologia de extraccién del analito desde la matriz es de
suma importancia, siendo la extraccion liquido-liquido el método mas utilizado para la en
matriz de chocolate, la cual consiste en la obtencidon de una mezcla acuosa de chocolate,
para luego adicionar un disolvente organico, que sea inmiscible con el agua y capaz de
solubilizar la maxima cantidad del analito a extraer de forma selectiva, la agitacién de la
mezcla producird una transferencia del analito desde la fase acuosa inicial hacia la fase
organica, en una cantidad directamente proporcional a su coeficiente de reparto entre el
disolvente organico y el agua, finalmente, debido a la diferencia de densidades entre las
fases el analito se separa y puede ser analizado por HPLC-indice de refraccion (Belscak-
Cvitanovic, y otros, 2015).

En relacién a lo mencionado anteriormente, surge la necesidad en la industria de alimentos
de validar e implementar una metodologia para la determinaciéon y cuantificacién de
azucares simples en la matriz de chocolate, de forma exacta y precisa usando la técnica de
HPLC con detector de indice de refracciéon, metodologia de gran importancia, ya que a
través de ella sera posible determinar el aporte calérico de este alimento, comparando los
resultados en chocolates con distinto porcentaje de materia grasa, informacién que puede

ser utilizada para guiar el consumo de alimentos con menor impacto para la salud.
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2. HIPOTESIS
Por los antecedentes expuestos, se plantea la siguiente hipoétesis:
El contenido de materia grasa presente en la matriz chocolate no influye en la determinacion
de fructosa, glucosa, sacarosa y maltosa por medio de la metodologia de extraccion liquido-

liquido y cuantificacion por HPLC-indice de refraccion.

3. OBJETIVOS

3.1 GENERAL

e Desarrollar, validar e implementar una metodologia de analisis de fructosa, glucosa,

sacarosa y maltosa en matriz chocolate.

3.2 ESPECIFICOS

1. Optimizar los parametros cromatograficos para la determinacion de fructosa, glucosa,
sacarosa y maltosa, mediante HPLC-indice de refraccion.

2. Desarrollar una metodologia de extraccion de fructosa, glucosa, sacarosa y maltosa,
por medio de extraccién liquido -liquido en matriz chocolate.

3. Validar e Implementar una metodologia analitica para el analisis de fructosa, glucosa,
sacarosa y maltosa en chocolate.

4. Analizar muestras de chocolate.
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4 MATERIALES

4.1 MATERIALES

Pipetas aforadas: 10 mL; 4 mL; 1 mL; 2 mL
Probeta graduada

Tubos Falcon

Frascos de vidrio

Vasos precipitados 100 mL

Filtro de fibra de vidrio

Filtro Millex

Matraz aforado 100 mL

4.2 REACTIVOS

Agua Destilada Grado HPLC, Merck
Acetonitrilo Grado HPLC, Merck

Estandares Azucares:

Fructosa, Merck
Glucosa, Merck
Sacarosa, Merck
Maltosa Monohidratada, Merck

Lactosa Monohidratada, Merck
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4.3 EQUIPOS

e Balanza Analitica, Metter Toledo modelo MS204S/01

e Centrifuga, Eppendorf modelo centrifuge 520

e Bafo Termorregulado VWX

e Cromatografo liquido de alta resolucion (HPLC), Chromaster, detector: indice de
refraccion. autosampler, horno columna.

e Columna Merck Purospher STAR-NH2 250 x 4,6 mm (5 um)

e Ultrasonido VWX
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5 METODOLOGIA
5.1 ANALISIS DE AZUCARES POR MEDIO DE HPL C-indice de refraccion
5.1.1 Condiciones cromatograficas
Para los analisis por medio de HPLC- indice de refraccion las condiciones cromatograficas
seleccionadas inicialmente se basaron en el trabajo de Urefia, 2007, usando una columna
Merck Purospher STAR-NH2 5um 250mm x 4,6mm, inicialmente se usé como fase movil
acetonitrilo: agua en proporcion 50:50 v/v, con un flujo 1,5 mL/min, modificandose la
proporcién de acetonitrilo: agua a 80:20 v/v, con el objetivo de mejorar la separacion
cromatografica.
Se realizo la determinacion de los pardmetros analiticos cromatograficos de la técnica para
lo cual se prepararon soluciones con los 4 analitos de interés (fructosa, glucosa, sacarosa y
maltosa), usando como solvente de extraccidn acetonitrilo: agua en proporcion 50:50 v/v.
Se determinaron los tiempos de retencion de cada uno de los analitos, asi como la resolucién

entre las sefiales obtenidas.

5.2 METODOLOGIA DE EXTRACCION DE AZUCARES DESDE MATRIZ
CHOCOLATE.

Para el estudio se seleccion6 un chocolate sin azlcar con un porcentaje de materia grasa de
aproximadamente 39%, con esta muestra se trabajo en la evaluacion de la metodologia de
extraccion.

Se realizd la extraccién en muestras de chocolate sin fortificar (blanco) y muestras de

chocolate fortificadas con 2 veces la concentracion del LC determinado para la técnica (De
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Whalley, 1964). Las metodologias de extraccion evaluadas fueron dos, las cuales
corresponden a:

Metodologia 1 (Belscak-Cvitanovic, y otros, 2015): se peso entre 0,02- 1,00 g de chocolate,
al cual se le adicion6 una solucién de Agua: Acetonitrilo (30:70 V/V). Esta mezcla se agit6
por 10 minutos y se centrifugo a 3000 rpm para separar el sobrenadante, el cual fue filtrado
y llevado a un matraz de 10 mL aforado con la mezcla antes usada de Agua: Acetonitrilo.
Antes del analisis por HPLC- indice de refraccion las muestras fueron filtradas por filtros de
jeringa de 0,22 pum de PVDF.

Metodologia 2 (Koh, Park, Lim, Yea, & Bang, 2018): se pes6 entre 0,02-1,00 g de chocolate,
y se adiciond una mezcla agua: etanol 50:50 v/v, esta mezcla se calentd a 80°C por 30
minutos. Esta solucién se dejé enfriar a temperatura ambiente, luego se centrifugé a 3000
rpm por 10 minutos, el sobrenadante fue separado de la solucion, el cual se filtrd y llevo a
matraz de 10 mL, luego se afor6 con la mezcla agua: etanol, usada anteriormente. Antes de
los analisis por HPLC- indice de refraccion las muestras fueron filtradas por filtros de jeringa

de 0,22 um de PVDF.

5.3 VALIDACION METODOLOGIA ANALITICA
Se determinaron los parametros analiticos (Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales,
2003) tanto para la técnica como para la metodologia, incluyéndose los 4 analitos de interés

(fructosa, glucosa, sacarosa y maltosa).

5.3.1 CURVA DE CALIBRACION.

Para la curva de calibracion en solvente se prepararon dos soluciones intermedias, una de alta

concentracion (0,02g/mL) y otra de baja concentracion (0,01 g/mL), que contenian fructosa,
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glucosa, sacarosa, maltosa y lactosa. La curva de calibracion realizada tiene un rango de
concentracion de los 0,0002 g/mL a los 0,01 g/mL, usando como solvente agua grado HPLC.
Para la solucion intermedia de baja concentracion se pesaron 2,50 g de cada azUcar en balanza
analitica, la mezcla de azUcares se solubiliz6 en agua grado HPLC, y luego se traspaso
cuantitativamente en un matraz aforado de 250 mL, enrazando con agua grado HPLC.

Para la solucion intermedia de alta concentracion se pesaron 5,0000g de cada azlcar en
balanza analitica, la mezcla de azlcares se solubiliz6 en agua grado HPLC, y traspasé
cuantitativamente en un matraz aforado de 250 mL, se enrazo con agua grado HPLC.

De igual manera se prepararon curvas de calibracion en matriz chocolate, para lo cual se
fortificd una muestra de chocolate sin azucar con los 4 analitos en el rango de concentracion
0,05-0,1-0,3-0,4-0,5-1,0 g/100 mL y estas muestras se sometieron al proceso de extraccion
para obtener los extractos, los cuales fueron analizados por HPLC-indice de refraccidn con

el objetivo de determinar el efecto matriz sobre la cuantificacién de los analitos.

5.3.2 LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION.

Se evalud el limite de deteccion (LD) y el limite de cuantificacion (LC) de la técnica para
lo cual se inyectaron en el HPLC- indice de refraccion, 10 veces una muestra de
concentracion 0,00008 g/mL, el calculo utilizado se realiza basado en limite de deteccion
instrumental el cual se utiliza la concentracién minima de los analitos estudiados que, sin la
presencia de la matriz.

Para el calculo de estos parametros analiticos, se utilizaron las siguientes formulas:
Formula 1: LD=3o¢c

Formula 2; LC=100¢c
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Donde, ¢: Desviacion estandar.
Para determinar los LD y LC de la metodologia de extraccion se analizaron 10 muestras de
chocolate sin fortificar que fue sometido a los procesos de extraccién, cuyo extracto fue

inyectado 2 veces por cada muestra (blancos) en un equipo de HPLC-indice de refraccion.

5.3.3 PRECISION.

Para la determinacion de la replicabilidad se prepard en matriz de chocolate una solucion con
concentracion cercana al LC calculado del método mencionado en el punto 5.2, se tomaron
10 alicuotas de ésta y se les aplico el método completo, respetando las siguientes condiciones:
mismo analista, mismo instrumento y dia. Posteriormente, se determiné la concentracion de
cada carbohidrato a partir de la curva de calibrado. La replicabilidad se expres6 como la

desviacion estandar relativa (DER) o coeficiente de variacion (CV) de las concentraciones.

Para la determinacion de la precision intermedia se prepar6 una solucion con concentracion
cercana al LC calculado del método, se tomaron 10 alicuotas de ésta y se les aplicd el método
completo, cambiando una de las siguientes condiciones: el analista, el instrumento o el dia.
En este caso en particular, se cambid el dia. La precision intermedia se expresé como la

desviacidn estandar relativa (DER) o coeficiente de variacion (CV) de las concentraciones.

5.3.4 RECUPERACION.

Para la determinacion del porcentaje de recuperacion de la metodologia de extraccion se
fortificaron 4 muestras de chocolate sin azlcar (39% de materia grasa), con la mezcla de
fructosa, glucosa, sacarosa y maltosa, en tres concentraciones diferentes: en el LC de la

técnica, 5 veces el LC de la técnica y 10 veces el LC de la técnica, estas muestras fueron
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sometidas al proceso de extraccion, y los extractos fueron cuantificados por medio de HPLC-
indice de refraccion.

Para evaluar el efecto matriz sobre la cuantificacion de los analitos se elabor6 una curva de
calibracién en matriz chocolate, considerando 10 puntos de concentracion (cada uno en
duplicado), a partir de la cual se determiné el rango lineal, asi como la sensibilidad de la

metodologia.

5.5 ANALISIS DE MUESTRAS DE CHOCOLATE.

Finalmente se analizaron muestras de chocolate sin azucar, para lo cual se seleccionaron 2
variedades de chocolate con distintos porcentajes de materia grasa. Estas muestras fueron
sometidas a la metodologia de extraccion que presentd las mejores cifras de mérito para

determinar el contenido de fructosa, glucosa, sacarosa, maltosa y lactosa.

5.6 ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

Para el analisis estadistico se utilizd el programa Infostat.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS PARA EL ANALISIS DE AZUCARES
POR MEDIO DE HPLC-IR.

Los andlisis se realizaron con elusion isocratica, con una fase movil compuesta de acetonitrilo
y agua desionizada, en una proporcion de acetonitrilo: agua 80:20 v/v, con un flujo de 1,5

mL/min (Tabla2).

Tabla 2 Condiciones de trabajo HPLC-IR para analisis de azucares

Columna Merck Purospher STAR-NH; 250 x 4,6 mm (5 pum)
Fase Movil Acetonitrilo/Agua 80:20 v/v

Flujo 1,5 mL/min

Presion <1493 psi

Temperatura 37°C

Tiempo 20 min

Deteccion indice de refraccion (IR)

Volumen de Inyeccién 20 pL

Modo Isocratico

Se realizaron varias pruebas, para identificar los tiempos de retencion de los analitos de
interés.

Prueba 1. Se prepar6 la muestra pesando 0,2000 g de los carbohidratos (sacarosa, fructosa,
maltosa, glucosa, lactosa) en balanza analitica, la mezcla de azucares se solubilizé en agua
grado HPLC, y luego se traspasé a un matraz aforado de 100 mL, se agregd 50mL de
acetonitrilo grado HPLC, aforando con agua grado HPLC. Luego se inyectd la muestra en

HPLC- indice de refraccion donde se obtuvo el Cromatograma de la Fig. 5.
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Figura 5 Cromatograma prueba 1 concentracion 0,002 g/mL

Prueba 2. Se prepar6 muestras de cada carbohidrato por separado (sacarosa, fructosa,
maltosa, glucosa, lactosa) en una concentraciéon de 0,2 g/100mL. Pesando 0,1000g de los
analitos en balanza analitica, se solubilizé en agua grado HPLC, y luego se traspaso a un
matraz aforado de 50 mL, aforando con agua grado HPLC. Luego se sac6 10 mL de cada
solucion preparada [0,2 g/100mL] y se llevo a un matraz de 250 mL donde se adicionaron

100 mL de acetonitrilo grado HPLC, completando el volumen hasta el aforo con agua grado

= 10 mL pipeta aforada
Fructosa 0,1001g B =
= 10 mL pipeta aforada
Glucosa 0,1001g & L2
= 10 mL pipeta aforada
Sacarosa 0,1001g & "
= 10 mL pipeta aforada
Lact 0,1000 B
actosa b, g 0& 10 mL pipeta aforada
Maltosa 0,0999g .
Completar el aforo (50 mL) con agua Completar el aforo (250 mL) con agua
grado HPLC grado HPLC

Figura 6 Preparacion muestras para prueba 2, concentracion 8 x10 > g/m
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HPLC, considerar factor de disolucion 25 (figura 6). Luego se inyect6 la muestra en HPLC-

indice de refraccién donde se obtuvo el Cromatograma de la figura 7.

Retention Time (min)

Figura 7 Cromatograma prueba 2 concentracién 8 x10 > g/mL
A partir de los resultados obtenidos se realizé el calculo de la resolucion entre las sefiales
cromatograficas obtenidas en las pruebas 1 y 2, la cual indica la capacidad de la columna
para separar los picos de interés. Se realizd el calculo con la ecuacion 1 (Quattrocchi,
Abelaira de Andrizzi, & Laba, 1992)

_, L) — ()]

R
s W, + W,

> 15 (ecuacion 1)
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Donde, Tryy Tracorresponden a los tiempos de retencion de los picos 1y 2, Way Wy al ancho

de cada pico cromatogréafico medido en su base, como se puede apreciar en la figura 8.

t

=

Figura 8 Representacion de parametros para el
calculo de la resolucion (Quattrocchi, Abelaira
de Andrizzi, & Laba, 1992)

Tabla 3 Resultados cromatograficos prueba 1

Azlcares  Anchopeak  Tr (min) Resolucion
Fructosa 0,344 4,79 1,53
Glucosa 0,687 5,58 3,70
Sacarosa 0,892 8,50 1,80
Maltosa 1,108 10,3 1,68
Lactosa 1,148 12,2

Tabla 4 Resultados cromatograficos prueba 2

Azlcares  Anchopeak  Tr (min) Resolucion
Fructosa 0,287 4,81 2,64
Glucosa 0,297 5,58 9,23
Sacarosa 0,349 8,56 2,31
Maltosa 1,241 10,4 1,68
Lactosa 1,026 12,3

Tr: tiempo de retencion

Se considera que un valor igual o mayor a 1,5 en el parametro “Resolucion”, da cuenta de
una separacion entre las sefiales cromatograficas de los analitos adecuada, que permitira la

integracion del area bajo al sefial cromatografica de manera mas exacta y precisa (Lopez , y
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otros, 2017) por lo tanto las condiciones cromatograficas presentadas en la tabla 2, permiten
la obtencion de resultados con una adecuada resolucién para el andlisis de los 4 azlcares
seleccionados en este estudio. Sin embargo, se presenta una resolucion al limite de lo

esperado entre la fructosa y la glucosa, esto se debe a que ambos son isomeros entre si.

6.2 CURVA DE CALIBRACION

Los resultados del andlisis de las soluciones de la curva de calibracion preparada en solvente
para fructosa, glucosa, sacarosa, maltosa y lactosa se presentan en figura 9. Para este estudio
se considero la lactosa con el objetivo de poder identificar su tiempo de retencion y de esta
manera determinar que la sefial cromatografica del analito no interfiera en la cuantificacion
de los otros hidratos de carbono.

Los resultados presentaron una buena correlacion en el rango de concentracion entre 0,0002-
0.01 g/mL (tabla 5), con un coeficiente de determinacion para los azlcares superiores a
0,9928 (Eurolab Espaiia.P.P. Morillas y colaboradores , 2016). La sensibilidad, expresada
como la pendiente de la recta fue similar para los 4 analitos, siendo del orden de 108 (Skoog,
Holler , & Crouch , 2008).

Los estandares de la curva de calibracion se analizaron en cuadriplicado, donde la precision
obtenida expresada como la desviacion estandar relativa fue menor a 2,6 % para todas las

concentraciones de las azlcares analizadas.

Tabla 5 Curvas de calibracién en solvente de los aztcares seleccionados para este estudio

Compuesto Curva de Calibracion Coeficiente de determinacion
Fructosa A=2x108xC + 41292 R?=0,9928
Glucosa A =2x108C + 31888 R2=0,9974
Sacarosa A =2x108C + 26910 R2=0,9986
Maltosa A=2x108C-7127,7 R2=10,9996
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Lactosa A =2x108 C - 34945 R?=10,9971

A: Area, C: Concentracion

CURWVA TODAS LAS AZUCARES

2000000

1000000

500000

0m2

Figura 9 Curva de calibracién en solvente de los azlcares en estudio, andlisis realizados por HPLC- indice de
refraccion

6.3 LIMITE DE CUANTIFICACION Y DETECCION DE LA TECNICA

Se utilizaron los resultados de la curva de calibracion de la tabla 5 para determinar la
concentracion minima cuantificable (LC) y la concentracion minima detectable (Harvey ,
2002) de la técnica (LD), de acuerdo a lo indicado en 5.3.2. Los resultados obtenidos se

presentan en la tabla 6.

Tabla 6 Limites de deteccidn y cuantificacion en solventes

Azucar LD (g/mL) LC (g/mL)
Fructosa 0,00001 0,00052
Glucosa 0,00007 0,00061
Sacarosa 0,00018 0,00090
Maltosa 0,00014 0,00038
Lactosa 0,00044 0,00105
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6.4 METODOLOGIA DE EXTRACCION

En este estudio se evaluaron dos métodos de extraccion, de acuerdo con lo descrito en el
punto 5.2. Durante la evaluacion de la metodologia 1, se observo que la muestra no se
disolvié y decanto en el matraz, por lo que se decidié aumentar el tiempo de agitacion a 30

minutos, a pesar de esta modificacion no se solubilizé totalmente el chocolate (Figura 10).

A

.
!

Figura 10 Muestra obtenida tras la extraccion segun metodologia 1

Se probd la metodologia 2, en la cual se utiliza etanol como solvente de extraccion, una vez
realizada la extraccion se observo la disolucion incompleta de la muestra, en la cual se puede

apreciar el chocolate aglomerado en el fondo del matraz (figura 11).

—
Figura 11 Muestra obtenida tras la extraccién segin metodologia 2
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Ambas metodologias no lograron la disolucion cuantitativa de la muestra, debido a esto se
realizd un nuevo proceso de extraccién, integrando ambas metodologias (Belscak-
Cvitanovic, y otros, 2015) (Koh, Park, Lim, Yea, & Bang, 2018) Para esto se pes6 0,05 g de
chocolate en balanza analitica y se adicion6 10 mL de una solucion de Agua: Acetonitrilo
(30:70 v/v). Esta mezcla se llevo a un bafio de ultrasonido a 25°C durante 20 minutos, una
vez terminado este tiempo, la solucion resultante se traspaso cuantitativamente a un matraz
de 100 mL, se afor6 con la mezcla antes usada de Agua: Acetonitrilo y se homogenizo. Se
traspasd esta solucion a un tubo Falcon, se centrifugé a 3000 rpm por 3 minutos, el
sobrenadante fue separado de la solucidn, el cual fue filtrado. Se tom6 una alicuota de 10 mL
del filtrado y se adiciond 4 mL de agua. Para el andlisis por HPLC-indice de refraccién las

muestras fueron filtradas por filtros de jeringa (Figura 12)

Sacarosa

[3+]
1%2]
o
=
o
=]
S
Lo
—

|
?

4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5
Retention Time (min)

Figura 12 Cromatograma por HPLC-IR de extracto de muestra de chocolate sin fortificar

6.5 CURVA DE CALIBRACION EN MATRIZ

Para la determinacion del efecto matriz sobre la cuantificacion de los 4 analitos se prepararon
muestras de chocolates con el método descrito en el punto 5.3.1, para lo cual se masaron 0,05

g de chocolate en balanza analitica y se afiadieron 3 mL de los estandares de concentracion
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0,05-0,1-0,3-0,4-0,5-1,0 g/100mL, estas muestras fueron sometidas a la metodologia de

extraccion optimizada (segun 6.4).

Los resultados del andlisis de las soluciones de la curva de calibracion en matriz de chocolate

fortificada con fructosa, glucosa, sacarosa y maltosa se presentan en figura 13.

Tabla 7 Curvas de calibracion en matriz de los azlcares seleccionados para este estudio

Compuesto Curva de Calibracion Coeficiente de determinacion
Fructosa A = 46986 x C +858,2 R?=0,9988
Glucosa A =41683x +2248,3 R? =0,9902
Sacarosa A =47092x + 4688,2 R?=0,9919
Maltosa A =43577x + 2237,9 R2 = 0,9406

A: Area, C: Concentracion

CURVA AZUCARES EN MATRIZ

60000

50000

40000

Area
w
2
B8

20000

10000

0 0,2 0,4 0,6 08 1 1,2

Concentracion (g/mL)
® FRUCTOSA © GLUCOSA SACAROSA MALTOSA

Figura 13 Curva de calibracion en matriz de los azucares en estudio, analisis realizado por HPLC-IR
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Los resultados del anélisis de las soluciones de la curva de calibracion preparada en matriz
para fructosa, glucosa, sacarosa y maltosa se presentan en figura 14. Los resultados
presentaron una buena correlacion, con un R? para fructosa, glucosa y sacarosa superiores a
0,95 (tabla 7), sin embargo, para la maltosa su coeficiente de correlacion fue menor a 0,95
por lo que se aprecia que el efecto matriz afecta a la maltosa de una forma mayor que para
las otras azlcares. Las muestras fortificadas de la curva de calibracion se analizaron en
triplicado. (Brunetto de Gallignani, 2014).Al comparar las pendientes de las curvas de
calibracién tanto en solvente (punto 6.2) como en matriz, podemos apreciar que la
sensibilidad es del orden 10° veces mayor en solvente, indicando la presencia de un efecto

matriz. Por lo tanto, para la cuantificacion posterior se decidi6 utilizar la curva en matriz.

6.6 CURVA DE CALIBRACION EN MATRIZ PARA MEDIR LACTOSA

Como se menciond anteriormente se incluyé la lactosa en el estudio como posible
interferente, ya que la gran mayoria de los chocolates incluyen esté analito en sus
ingredientes.

Se realiz6 el mismo procedimiento descrito en el punto 6.5 para realizar la curva de
calibracién de lactosa, en donde se aprecian dos peak para las concentraciones de
fortificacion menor 0,05-0,5 g/100 mL (Figura 14) y en la concentracion de 1,0 g/mL se
aprecia un peak (Figura 15). Esto se puede deber a que las muestras utilizadas eran a base de
leche, por lo que en bajas concentraciones se pueden apreciar ambos isomeros de la lactosa,

B-lactosa y a-lactosa monohidratada, la ultima nombrada es la utilizada para la fortificacion
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de las muestras. Cabe mencionar que la lactosa es un disacérido, producto de la union de

glucosa y galactosa por medio de un enlace 1-4 glucosidico.

Es un polvo cristalino blanco, libre de moléculas de agua; consiste principalmente en beta-

lactosa 0 una mezcla de alfa y beta-lactosa (L6pez , y otros, 2017)

. !
6.5 7.0 1.5 (1) 85 5.0 .4 0.0 105 1.0
Becentios Tise (mia)

Figura 14 Cromatograma muestra de chocolate fortificado segtin punto 6.5 con 0,03 g/100 mL de los
hidratos de carbono estudiados.
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Figura 15 Cromatograma muestra de chocolate fortificado segun punto 6.5 con 0,1 g/100 mL glucosa,
fructosa, sacarosa, maltosa y lactosa.

Los resultados del analisis de las soluciones de la curva de calibracion en matriz de chocolate
fortificada para lactosa segln punto 6.5, sélo presentd una correlacion lineal entre los puntos
0,3-0,5 ¢g/100 mL (Tabla 8).

Tabla 8 Curvas de calibracién en matriz para lactosa

Azlcar Curva de Calibracion Coeficiente de correlacion lineal

Lactosa todos

A =4E+06C + 12296 R?=0,4446
los puntos
Lactosa
0,3-0,5 A =-1E+06C + 21435 R2=0,9662
g/100mL

A: Area, C: Concentracion
Estudios realizados en alimentos, que poseen una matriz lactea, por ejemplo, leche, sefialan
que la lactosa puede existir en formas cristalinas y no cristalinas, dentro de las cristalinas
estan las a-lactosa monohidratada, R-lactosa y formas anhidras de o- y R-lactosa en

proporciones molares de 5:3y 4:1 (Lépez , y otros, 2017), estas diferentes formas afectan la

71



cuantificacion de la lactosa en los productos que la contiene. Ademas, cabe destacar que la
lactosa es unas 10 veces menos soluble que la sacarosa, y que la capacidad de disolucion de
la a-lactosa monohidratada aumenta con el tiempo debido a que a través del fendbmeno de
mutorrotacion pasa a R-lactosa, que es 7 veces mas soluble (Luquet, 1991). La solubilidad de
la lactosa aumenta con la temperatura, por lo tanto cristaliza al enfriar sus soluciones
concentradas, sumado a que el etanol reduce la solubilidad de la lactosa, precipitando primero
la forma o (Alais, 1985), esta puede ser la razon por la cual en los cromatogramas se pueden
observar dos peak a bajas concentraciones ya que un isémero se encuentra en mayor cantidad.
La lactosa tiene un bajo dulzor (aproximadamente el 15% menos que la sacarosa), es menos
soluble que los monosacéridos y menos soluble que la mayoria de los azlcares (lllanes, y
otros, 2016). El débil sabor dulce de la lactosa se considera como una cualidad desde el punto
de vista dietético (Alais, 1985) Si bien el tiempo de retencion de la lactosa no interfiere en la
determinacion de los pardmetros analiticos de la metodologia, se puede apreciar que no hay
una respuesta lineal en relacién a la concentracion presente en la matriz de chocolate, es por
estd razon que la metodologia propuesta no es adecuada para la determinacion y

cuantificacion de dicho analito.

6.7 LIMITE DE CUANTIFICACION Y DETECCION DE LA METODOLOGIA

Los resultados de la determinacién del limite de cuantificacidn y deteccién de la metodologia
en matriz se presentan en la tabla 9, para el célculo se utilizaron las siguientes formulas:

Férmula 3: LD=Y+30o
Formula 4; LC=Y+100c

o: Desviacion estandar, Yb: area bajo el peak cromatografico.
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Tabla 9 Limites de deteccion y cuantificacion en matriz

Azucares LD (g/mL) LC (g/mL)
Fructosa 0,00048. 0,00208.
Glucosa 0,00046 0,00191
Sacarosa 0,00061 0,00235
Maltosa 0,00022 0,00064

Se determinaron los limites de deteccion y cuantificacion para el método, donde se aprecio
LD- LC son mayores a los obtenidos para la técnica (tabla 6). Para el caso de la lactosa no se
determind su LD-LC en matriz. Se ha reportado que para la lactosa el LD fue 0,00013 g/mL
(Petkova, Brabant, Masson , & Denev, 2013) en una matriz similar, cabe mencionar que no
existen datos reportados para lactosa en muestras de chocolate, ya que en general los estudios

determinan lactosa en muestras de cacao u otros alimentos.

6.8 EVALUACION DE LA REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

Se evaluo la precision mediante la repetibilidad y reproducibilidad del método en matriz,
utilizando el coeficiente de variacion de seis repeticiones. El criterio de aceptacion es de
valores de CVV<16%, para matriz compleja (Rivera Orozco & Rodriguez Béez, 2010).

Ox
X

Donde, x es el promedio de los datos y o, es la desviacion estandar de las replicas.
La reproducibilidad, es el grado de concordancia entre ensayos obtenidos bajo condiciones
estipuladas 1SO 3534-1:19932 (Suarez, Arévalo, Linares, Ustariz, & Hernandez , 2009 ). Esta

se verifico en igual condiciones, mismo dia, mismo equipo, mismo analista (Tabla 10).
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La evaluacion de la repetibilidad se realizé en matriz utilizando las mismas condiciones,
donde se analizaron muestras en duplicado en diferentes concentraciones, para la
reproducibilidad se realiz6 la medicion en distintos dias, para lo cual se prepararon soluciones
de 0,3 g/100 ml y 0,4 g/10 ml cuatro veces en el mismo dia (n=4) y en dos dias diferentes
(n=8), determinando el coeficiente de variacion (CV%), los resultados se presentan en la
tabla 11.

Los valores obtenidos tanto para la reproducibilidad como para la repetibilidad se encuentran

dentro del limite de aceptacion en matriz compleja indicados por Horwitz.

Tabla 10 Evaluacién de la repetibilidad

on Analito Repetibilidad (CV%)
E 'E fructosa 7,84
S S glucosa 8,84
% % sacarosa 15,4
e = maltosa 6,62
S lactosa 11,0
< Analito Repetibilidad (CV%)
2 — fructosa 3,57
:§ g glucosa 7,60
E g sacarosa 7,96
§ = maltosa 13,7
S lactosa 4,72
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Tabla 11 Evaluacion de la reproducibilidad

- Reproducibilidad

o Analito (CV%)

;S E fructosa 6,88

(@]

© 8 glucosa 10,8

=

§ o | sacarosa 15,3

§ maltosa 5,29
lactosa 9,29

Reproducibilidad

§ Analito (CV%)

S T | fructosa 4,05

O

8 glucosa 15,6

=

§ 5 sacarosa 7,96

§ maltosa 13,7
lactosa 15,2

6.9 PORCENTAJE DE RECUPERACION DE LA METODOLOGIA

Con el fin de evaluar la exactitud se determind el porcentaje de recuperacion. Se emplearon
muestras de chocolate fortificado con concentraciones 0,5 g/mL de cada analito, incluyendo
un blanco el cual corresponde a muestras de chocolate sin fortificar, esto se realiz6 en
triplicado. Las muestras fueron sometidas al mismo proceso de extraccion descrito en la
optimizacion de la metodologia del punto 6.4, para luego realizar el analisis de las muestras
por HPLC- IR, donde se calcularon las concentraciones a partir del &rea bajo la curva
entregada por el equipo. Finalmente, se aplicd la siguiente formula para determinar el

porcentaje de recuperacion (Suarez, Arévalo, Linares, Ustariz, & Hernandez , 2009 ):

Cr

C
%R = * 100
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Cs: Concentracién de la muestra fortificada
C: Concentracion de la muestra no fortificada

Ca: Concentracion de la muestra agregada

Los resultados se presentan en la tabla 12, donde se calcularon las concentraciones a partir
de la curva de calibracion realizada en matriz, se informa el porcentaje de recuperacion

individual de las muestras.

Tabla 12 Porcentaje de recuperacién de la metodologia

Azlcares % Recuperacion
Fructosa 102,0
Glucosa 102,1
Sacarosa 99,3
Maltosa 100,0

Se puede apreciar que, para sacarosa, glucosa, fructuosa y maltosa, la recuperacion fue
superior a 99 %, de esta manera el analisis tiene una adecuada exactitud para la determinacion
de estos analitos. Debido a los problemas presentados para la cuantificacion de lactosa no se

considerd para evaluar su recuperacion.
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6.9 ANALISIS MUESTRAS DE CHOCOLATE

Se realizd el andlisis de diferentes muestras de chocolates sin azlcar, ya que como una
necesidad de la empresa se debe verificar en el caso de estos chocolates que las
concentraciones presentes de fructosa, glucosa, sacarosa, maltosa y lactosa estén dentro de
los pardmetros establecidos para la aplicacion del sello libre de azlcar, sumado a que las

muestras elegidas contienen distinto porcentaje de materia grasa. (Tabla 13).

Tabla 13 Caracteristicas de las muestras de chocolate sin azicar

Muestras Caracteristicas
1 Chocolate de leche con 40% de grasa
2 Chocolate gluten free 34% de grasa
3 Chocolate con 85% cacao y 44% de grasa

Para las muestras se realizd el procedimiento descrito en el punto 6.4, masando 0,05 g de
chocolate, donde los resultados obtenidos se pueden observar en las tablas 14 15y 16 para

las 3 muestras.

Tabla 14 Resultados del analisis de muestra 1

Azucares Concentracién en 0,05 g
Fructosa 0

Glucosa n.d.

Sacarosa n.d.

Maltosa n.d.

Lactosa 0,00154

Tabla 15 Resultados del andlisis de muestra 2
Concentracion muestra

Azucares 0,05g
Fructosa n.d.
Glucosa n.d.
Sacarosa n.d.
Maltosa 0,00244
Lactosa n.d.
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Tabla 16 Resultados del andlisis de muestra 3

Azlcares Concentracién en 0,05 g
Fructosa n.d.

Glucosa n.d.

Sacarosa 0,0133

Maltosa n.d.

Lactosa n.d.

Se puede observar que la concentracion para fructosa, glucosa, sacarosa y maltosa, se
encuentran bajo el LC, sin embargo, para la lactosa en la muestra 1 se obtiene un resultado
bajo, siendo lo esperado, ya que es una muestra a base de leche. Para la muestra 2 solo es
posible identificar la maltosa en los resultados obtenidos, sin embargo, los peak entre maltosa
y lactosa se encuentran superpuestos (Figura 16), ya que la maltosa y la lactosa estan
compuestas por una molécula de glucosa o una de galactosa a través de un enlace glucosidico
a-(1-4) para conectar otra glucosa, respectivamente, tienen estructuras muy similares,

(Weizheng, Yaqui, Feng, & Fuping, 2021)

Figura 16 Cromatograma de la muestra 2 de chocolate, libre de gluten con 34% de grasa
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Los resultados del analisis de la muestra 3 de chocolate con 85% cacao sin leche muestran
una concentracion de concentracion de 26,6 g de sacarosa en 100 gramos de muestra de

chocolate (Tabla 16, figura 17).

n 1

Figura 17 Cromatograma de la muestra 3 de chocolate con un 85% cacao

Los resultados obtenidos corresponden a lo esperado para muestras sin el sello “ALTO EN
AZUCAR?”, por lo que dentro de la legislacion chilena el contenido de carbohidratos deberia
ser menor a 10 g cada 100g (Ministerio de Salud, Gobierno de Chile, 2009-2010). Si bien la
metodologia permite cuantificar los azlcares en estudio, es necesario mejorar el
procedimiento realizado, ya que la masa de muestra usada da origen a sefiales
cromatograficas cercanas al LD, lo cual puede llevar a errores en la cuantificacion de dichos
azucares, es por ello que en la figura 18 se presenta un procedimiento optimizado,
considerando aumentar la cantidad de azucar que se tendria que masar para realizar el analisis

a chocolates sin azUcar.
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Sacar con una espatula
chocolate y triturar lo
mas fino posible

Masar en vidrio reloj
2,0000 g de chocolate
bajo en aziicar, traspasar a
un frasco de vidrio de 20

mlL

Adicionar 10 mL una
solucion (70:30
acetonitrilo/agua)

Sonicar a 25°C durante
20 minutos

Traspasar
cuantitativamente a un
matraz aforado de 100

mL

Aforar con solucion
(70:30
acetonitrilo/agua) y
homogenizar

Traspasar a un tubo
eppendorf 40 mLy
centrifugar a 3000 rpm
por 3 min

Sobrenadante de la
solucidn filtrar con
papel de fibra de vidrio

Tomar una alicuota de 10
mL del filtrado con pipeta
aforada y adicionar 4 mL
de agua con pipeta
aforada

Sacar con filtros de
jeringa Millex5 mLy
traspasar a un vial para
ser inyectadas al HPLC

Figura 18 Propuesta de procedimiento optimizado para el analisis de chocolate

80



7. CONCLUSIONES

Se logré determinar de forma simultanea los carbohidratos, fructosa, glucosa, sacarosa,
maltosa por medio de HPLC acoplada a un detector indice de refraccion, utilizando columna
NH., con una composicion de fase mévil 80% acetonitrilo / 20% agua grado HPLC a un flujo

de 1,5 mL/min.

Las sefiales cromatograficas obtenidas en las condiciones optimizadas dieron tiempo de
retencion de 4,79-5,58-8,50 y 10,3 min para Fructosa, glucosa, sacarosa y maltosa

respectivamente, con una buena resolucion (Rs mayor a 1,5)

Se pudo determinar que el método de extraccion usando agua: acetonitrilo (50:50 v/v) con
ultrasonido fue adecuado para realizar la extraccion de los azlcares en estudio, presentes en

0,05 g de chocolate.

El limite de deteccion de la metodologia para glucosa, sacarosa y maltosa fue inferior a
0,00061 g/mL, con una repetibilidad y reproducibilidad menores a 16% presentando valores
aceptables para una matriz compleja segun Horwitz. La recuperacion fue mayor a 99 % para

glucosa, fructosa, maltosa y sacarosa,

A partir del andlisis de muestras de chocolate sin azlcar con distinto porcentaje de materia

grasa, se pudo determinar que un pardmetro a considerar en esta matriz es la cantidad de

muestra que se utilizard, ya que, con la metodologia de extraccion desarrollada en esta tesis,
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los resultados obtenidos para los chocolates “sin azucar” estan cercanos a los limites de

deteccion de la metodologia.
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Anexos

Anexo 1. Curvas promedio en solvente para: fructosa, glucosa, sacarosa,
maltosa y lactosa.

TABLA Al 1 Masa de azlcar para muestras de baja concentracién 1,0 g/mL

2,5007
2,5010
2,5010
2,5017
2,4999

TABLA Al 2 Masa de azlcar para muestras de alta concentracion 2,0 g/mL

4,9999
5,0002
5,0000
5,0000
5,0001

TABLA A1 3 Area promedio en solvente para fructosa, glucosa, sacarosa, maltosa y lactosa.

Promedio area Desviacion Cv

45616 707 1,55

114647 1112 0,97

231817 1103 0,48

377958 2975 0,79

505152 461 0,10

- 0003 694777 504 0,10
. 0004 | 765344 7129 0,93
1059702 2525 0,24

- 1890520 7312 0,39



Promedio area
43339
103093
210468
388446
470288
637891
782693
987890

1841775

Promedio drea
47366
126304
244639
454440
569068
724222
900783
1178205
2211214

Promedio area

12289
86105
179597
381849
435695
548627
753950
915594
1847208

Desviacion
2911
2930
3287
3791
4494
3224
6886
2121

48271

Cv
6,72
2,84
1,56
0,98
0,96
0,51
0,88
0,21
2,62

Desviacion Cv
1719 3,63
3789 2,99
2587 1,06
1549 0,34
5429 0,95
4224 0,58
7265 0,81
2532 0,21

44514 2,01

Desviacion Cv

175 1,42
2882 3,35
5432 3,02
1336 0,35
2209 0,51
4079 0,74
3875 0,51
2013 0,22
52842 2,86
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Anexo 2. Curvas de calibracion en solvente para: fructosa, glucosa, sacarosa, maltosa

y lactosa.
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Figura 2 1 Curva de calibracidn solvente Fructosa
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Figura 2 2 Curva de calibracidn solvente Glucosa
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Sacarosa
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Figura 2 5 Curva de calibracién solvente Lactosa
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Anexo 3. Tablas de Curvas promedio en matriz para: fructosa, glucosa, sacarosa y
maltosa.

TABLA 3 1 Curvas promedio en matriz para fructosa, glucosa, sacarosa y maltosa

Promedio drea  desviacion Cv
3396 366 10,77
4862 330 7,18
15204 249 1,75

20504 167 0,84
23868 651 2,73
47725 532 1,09

Promedio drea desviacion Cv
5069 932 22,86
7364 84 1,14
12475 1116 8,56
17765 374 2,21
24562 173 0,71

44209 143 0,32

Promedio darea desviacion Cv
6514 514 7,89
8769 2458 21,77

21717 190 0,84
22380 257 1,10
27685 1855 5,17
51732 258 0,49

Promedio area desviacion Cv

1992 285 13,61

2889 2768 55,92



7554 282 4,87
10095 1084 10,20
24981 3239 12,08
41468 252 0,64

TABLA 3 2 Tabla de gramos utilizados por estandar y muestra de chocolate para la curva en matriz

Gramos Azucar Gramos Azucar Gramos

0,0522 Fructosa 0,1010 Fructosa 0,3013

0,0507 Glucosa 0,1017 Glucosa 0,3008

0,0513 Sacarosa 0,1020 Sacarosa 0,3007

| Maltesa 00507  Maltosa  0,1005  Maltosa  0,3022
| lactesa | 0,0515 Lactosa 0,1009 Lactosa 0,3028
_ Muestra chocolate Muestra chocolate
_ gramos muestra gramos muestra gramos
. M1 00530 M1 0,0505 M1 0,0510
. M2 | 00507 M2 0,0529 M2 0,0510
. smos4  sDO5  sTDLO
Gramos Azucar Gramos Azucar Gramos

0,4001 Fructosa 0,5004 Fructosa 1,0006

0,4008 Glucosa 0,5017 Glucosa 0,9999

0,4011 Sacarosa 0,5013 Sacarosa 1,0016

0,4008 Maltosa 0,5008 Maltosa 1,0013

0,4017 Lactosa 0,5005 Lactosa 1,0019

Muestra chocolate Muestra chocolate

gramos muestra gramos muestra gramos

0,0523 M1 0,0520 M1 0,0502

0,0513 M2 0,0523 M2 0,0538
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Anexo 4. Curvas de calibracion en matriz para: fructosa, glucosa, sacarosa y maltosa.
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Figura 4 1 Curva de calibracidén en matriz Fructosa
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Figura 4 2 Curva de calibracidn en matriz Glucosa
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Maltosa
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Figura 4 4 Curva de calibracién en matriz Maltosa

Anexo 5. Curva promedio en matriz para lactosa.

TABLA 5 1 Curva promedio en matriz para Lactosa

Promedio area  desviacion Cv
14131 505 3,57
42135 8495 20,16
17807 154 0,87
17018 865 5,09
15473 153 0,99
70688 890 1,26

Anexo 6. Curva de calibracién en matriz para lactosa con todos los puntos y con 3

puntos
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Figura 6 1 Curva de calibracién en matriz Lactosa seleccionando 3 puntos
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Lactosa 0,0005-0,01 g/mL
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60000

s0000 |

40000 [ ¢
g -
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Figura 6 2 Curva de calibracién en matriz Lactosa seleccionando todos los
puntos

Anexo 7. Limite de deteccién y cuantificacion de la técnica

Se realiza segun lo mencionado punto 5.3.2 la cual es realizada para la técnica segun LD instrumental, lo que

quiere decir que calcula con la concentraciéon minima 0,00008 g/mL

802,08 4157,04 3077,03 2463,64
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Anexo 8. Repetibilidad y reproducibilidad.
Se realiza segiin lo mencionado en el punto 6.5, adicionando estandar de concentracion 0,3 y 0,4 g/100mL
se realiza el estandar seguin lo indicado en el punto 6.1 prueba 2.

- Concentracién  AREA AREA AREA AREA AREA
(g/100mL)

- 0,3 14397 13391 22530 5587 15676
- 0,3 14045 13828 22799 5986 14117
- 0,3 16594 11348 16073 6380 17916
- 0,3 15780 12250 19823 6270 17698
- 0,4 21196 19454 24554 11610 15748
- 0,4 19760 17185 23593 9464 16777
- 0,4 19996 16656 20316 8504 17630
- 0,4 21064 19059 23230 10800 16406
- 0,3 14299 15981 22221 6174 16777
- 0,3 14145 14100 21899 5893 13987
- 0,3 15994 13299 19064 6121 16971
- 0,3 16111 12119 18998 11133 16757

0,4 21086 18919 24474 10672 11976

0,4 20069 18101 24682 8996 10112*

0,4 18896 16441 21119 8601 16523

0,4 21121 22012 22461 11201 11666

Nota: El dato de lactosa marcado (*) fue eliminado, ya que se alejaba de los valores obtenidos
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TABLA 7 1 Datos de gramos de muestras para std 0,3-0,4 g/100mL

_ Gramos Azucar Gramos
. Fructesa | 0,4001 Fructosa 0,3013
. Glucosa  0,4008 Glucosa 0,3008
| Sacarosa | 0,4011 Sacarosa 0,3007
. Maltosa | 0,4008 Maltosa 0,3022
. lactosa | 0,4017 Lactosa 0,3028
_ Muestra chocolate

_ gramos muestra gramos
. M1 00523 M1 0,051
. M2 | 00513 M2 0,051

Anexo 9. Areas de célculo de recuperacion en muestra de chocolate

TABLA 8 1 dreas utilizadas para calculo de recuperacion en muestras de chocolate

5867 12532
6540 14340
6250 19787
3642 14641

TABLA 8 2 Gramos de muestras de chocolate y muestras del estandar utilizadas para fortificar

0,0502
0,0507
0,051
0,0508
0,0509
Gramos muestras chocolate (g)
0,0526 g

 muesaz 00530
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