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RESUMEN

Morales, J. 2007. Cuantificacion de Aspartame y Acesulfame-k por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC). Proyecto Especial de Programa de Ingenieria en
Agroindustria Alimentaria. Zamorano. Honduras. 52 p.

Los edulcorantes artificiales son aditivos alimenticios que han generado gran controversia
debido a los posibles efectos carcinogénicos que algunos autores han reportado. Entre los
edulcorantes mas populares se encuentran la sacarina, ciclamato, acesulfame-k, y
aspartame. El objetivo de este estudio fue desarrollar una curva de calibracion para la
deteccion y cuantificacion simultanea de aspartame y acesulfame-k, utilizando
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Ademas, se evaluaron cuatro bebidas
refrescantes bajas en calorias y dos bebidas carbonatadas bajas en calorias, obtenidas en
centros comerciales de Tegucigalpa, para monitorear que los niveles de aspartame y
acesulfame-k estuvieran por debajo de los niveles maximos de 600 mg/Kg y 750 mg/Kg
respectivamente, establecidos por el comité de expertos en aditivos alimenticios (JECFA,
por sus siglas en inglés). La curva de calibracion se validé comparando concentraciones
conocidas con las reportadas por el HPLC, utilizando una prueba z-student donde no se
encontrd diferencia significativa (P < 0.05). También se evaluaron pérdidas debido al
proceso de extraccion de la muestra. Por medio de una prueba t-student se compar6 la
concentracion inicial y la concentracion reportada por el HPLC, donde no se encontrd
diferencia significativa (P < 0.05). Las seis bebidas bajas en calorias evaluadas
presentaron en promedio 113.29 mg/Kg de acesulfame-k y 153.35 mg/Kg de aspartame,
las cuales estuvieron por debajo del limite maximo permitido. Sin embargo, en dos
bebidas de una misma marca se detectd la presencia de acesulfame-k aunque no estaba
listado entre los ingredientes. Los resultados indican que la curva de calibracion pudo
medir niveles de acesulfame-k desde 0 a 1000 mg/Kg y 0 a 600 mg/Kg de aspartame,
utilizando una curva de regresion con 0.9999 y 0.9998 como coeficiente de correlacion
multiple (R?) para acesulfame-k y aspartame respectivamente.

Palabras clave: bebidas bajas en calorias, calibracion, edulcorantes artificiales.

Francisco J. Bueso, Ph.D.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad la preocupacion de los consumidores respecto a la calidad e inocuidad de
los alimentos que diariamente consumen se ha incrementado. Los aditivos alimenticios
son usados en gran cantidad de alimentos y han creado gran controversia por los posibles
efectos carcinogénicos que algunos pueden causar. Entre ellos los edulcorantes han creado
mayor controversia, es por eso, que el uso estd limitado por el Codex Alimentarius y el
consumo diario aceptable determinado por el Comité de Expertos en Aditivos
Alimenticios (JECFA, por sus siglas en inglés)

Es necesario realizar anélisis cuantitativos para evaluar el cumplimiento del uso de los
edulcorantes en los alimentos, verificando que las concentraciones cumplan con las
regulaciones establecidas y la presencia de ellos sea reportada en sus ingredientes. Para
ello, se han publicado varias técnicas y metodologias. El JECFA ha establecido métodos
para la deteccion y cuantificacion de aspartame y acesulfame-k, metodologias que se
basan en separacion fisica por cromatografia liquida y cromatografia de gases. Armeta et
al. (2004), indica que la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), es actualmente
la técnica mas utilizada para la deteccion simultanea de aspartame y acesulfame-k.

Segun Scott (2003), la cromatografia es un proceso de separacion, que se logra mediante
la distribucion de los componentes de una mezcla entre dos fases, una fase estacionaria y
una fase movil. Dossi ef al. (2006), public6 una metodologia que permite la cuantificacion
de varios aditivos alimenticios, entre ellos aspartame y acesulfame-k. Tal metodologia fue
modificada durante el desarrollo de este proyecto, de manera que permita la deteccion y
cuantificacion simultanea de aspartame y acesulfame-k utilizando cromatografia liquida
de alta resolucion.

El objetivo de este proyecto fue implementar un método y validar las curvas de
calibracion para cuantificar aspartame y acesulfame-k en bebidas refrescantes y bebidas
carbonatadas. Ademas, contribuir con la Escuela Agricola Panamericana con una
herramienta de investigacion y generacion de ingresos por servicios.



1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo general

Desarrollar una curva de calibracion para la medicion de edulcorantes artificiales, en
bebidas carbonatadas y bebidas refrescantes bajas en calorias mediante el uso de
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC).

1.2.2 Objetivos especificos

e Desarrollar y validar un método que permita detectar acesulfame-k y
aspartame de manera simultanea haciendo uso de cromatografia liquida de alta
resolucion.

e Analizar bebidas carbonatadas y bebidas refrescantes bajas en calorias del
mercado hondurefio, para determinar si cumplen con los limites maximos
permitidos por el JECFA.

e Generar una herramienta que permita al laboratorio de Andlisis de Alimentos
de Zamorano (LAAZ) detectar y cuantificar edulcorantes artificiales.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 ADITIVOS ALIMENTICIOS

Cualquier sustancia que no se consume normalmente como alimento por si misma, ni se
usa normalmente como ingrediente tipico del alimento, tenga o no valor nutritivo, cuya
adicion intencional al alimento para un fin tecnoldgico (inclusive organoléptico) en la
fabricacion, elaboracion, tratamiento, envasado, empaque, transporte o almacenamiento
provoque, o pueda esperarse razonablemente que provoque directa o indirectamente, el
que ella misma o sus subproductos lleguen a ser un complemento del alimento o afecten
sus caracteristicas. Esta definicion no incluye los contaminantes, ni las sustancias
afiadidas al alimento para mantener o mejorar las cualidades nutricionales (Codex
Alimentarius, 2006).

Los aditivos alimenticios juegan un rol vital en la industria alimenticia moderna y
generalmente, son usados para mantener la calidad y caracteristicas de los alimentos. (Zhu
et al., 2005). Los preservantes son aditivos alimenticios, y entre los comunmente
utilizados estan el acido soérbico y sus sales, acido benzoico y sus sales. La Vanilina, es un
aditivo alimenticio importante que actlia como compuesto saborizante. Otro tipo de
aditivo alimenticio son los edulcorantes y los mas comunes son: sacarina, aspartame (o.-
Aspartame) y acesulfame-k, cuyo uso esta permitido en 90 paises. (Demiralay et al,
2006).

2.2 EDULCORANTES

Son compuestos que brindan sabor dulce a los alimentos, pueden clasificarse en dos
categorias: los que dan cuerpo o masivos y los intensificadores de dulzura. (Abreu, 2000).
Los intensificadores de dulzura son aquellos que en cantidades diminutas incrementan el
sabor dulce de los alimentos. Los edulcorantes que dan cuerpo, son aquellos que su
dulzura es menor a la sacarosa y son usados como compuestos que brindan consistencia
(Mortensen, 2006). Ejemplos de ambos tipos de edulcorantes pueden observarse en el
Cuadro 1.

La dulzura de los edulcorantes intensificadores varia entre 30 y 3000 veces mas que la
sacarosa. Los edulcorantes que dan cuerpo son usados en la industria alimentaria como
agentes intensificadores de sabor, dan cuerpo y presentan efecto preservante, estos son
metabolizados en el cuerpo y proveen calorias (Abreu, 2000). Segun Mortensen (2006), el
aporte calorico de los edulcorantes que dan cuerpo es aproximadamente de 10 kl/g (2.4
Cal/g) mientras que la sacarosa aporta 17 kJ/g (4 Cal/g).



Los edulcorantes pueden ser naturales o artificiales, pueden no poseer o poseen un
insignificante valor nutricional (edulcorantes no nutritivos) en relaciébn con otros
edulcorantes (Yebra-Biurrum, 2000). Los edulcorantes artificiales son ampliamente
usados en la industria de los alimentos, bebidas, industria confeccionaria y farmacéutica a
través del mundo (Chen et al., 1997). Los objetivos principales de usar edulcorantes en
alimentos y bebidas son: para el tratamiento de la obesidad, mantenimiento del peso
corporal, control de la diabetes y reduccion de caries dentales (Yebra-Biurrun, 2000).

Cuadro 1. Clasificacion de edulcorantes y dulzura comparada con sacarosa.

Edulcorante Dulzura relativa
Intensificador de dulzura
Acesulfame-K 200
Aspartame 180-200
Ciclamato: acido ciclamico

y sus sales de Na y Ca 30
Neospiridina 1900
Sacarina y sus sales de Na, K y Ca. 300-500
Sucralosa 600
Taumatina 2000-3000
Edulcorantes masivos
Eritol 0,6 -0.8
Isomalta 0.5
Lactitol 0.5
Malitol y sirope de malitol 1
Manitol 0.7
Sorbitol 0.5-0.7
Xilitol 1

Fuente: Mortensen, 2006

El uso de los edulcorantes de alta intensidad, también llamados edulcorantes artificiales o
edulcorantes bajos en calorias, se ha incrementado en alimentos dietéticos y algunas
bebidas. En efecto, el crecimiento del consumo de los edulcorantes artificiales los
posiciona como la tercera opcion edulcorante de mayor consumo, después del azucar y
sirope de maiz (Buzzanell y Gray, 1993). Las bebidas dietéticas libres de calorias son
aquellas que poseen menos de 5 Cal por cantidad de referencia o porcion; los alimentos
bajos en calorias son aquellos que poseen 40 Cal o menos que la cantidad de referencia y
los productos reducidos en calorias son aquellos que su contenido calorico es 25% menos
que la cantidad de referencia (FDA/CFSAN, 2004).

Demiralay et al. (2006), indica que en los tltimos afios, la preocupacion sobre la presencia
de edulcorantes artificiales en los alimentos ha crecido. El uso de aditivos alimenticios en
diferentes paises estd limitado por regulaciones especificas. Sin embargo, el uso en
muchos paises esta regido por las regulaciones del JECFA.



Actualmente en Centroamérica se esta generando el reglamento de aditivos alimenticios,
la cual es una adaptacion de la Norma General de Aditivos Alimentarios norma
“CodexStan 192-1995(Rev. 2005) Norma General de Aditivos Alimentarios” donde
indican que la concentracion maxima de acesulfame-k en zumos (jugos) de hortalizas y
bebidas a base de agua aromatizada es de 600 mg/Kg néctares de frutas 350 mg/Kg y los
concentrados para zumos de hortalizas 3000 mg/Kg. Las propuesta también indica que la
concentracion maxima de aspartame en zumos (jugos) de hortalizas es de 2000 mg/Kg,
néctares de frutas y bebidas a base de agua aromatizada de 600 mg/Kg y los concentrados
para zumos de hortalizas 2000 mg/Kg (UAC, 2007).

2.2.1 Aspartame (AMP)

Aspartame (N-L- alpha-asparti-L-fenilalanina-1-metil ester; Nutrasweet) es usado para
reemplazar edulcorantes naturales. Es muy popular debido a que es aproximadamente 200
veces mas dulce que la sacarosa y su dulzura depende del tipo de alimento donde se usa,
variando en el rango de 170 a 230 veces mayor a la sacarosa (Sales et al., 2003). AMP es
encontrado en mas de 6,000 productos incluyendo: bebidas carbonatadas, bebidas no
alcoholicas en polvo, chocolates, gomas de mascar, caramelos, postres, yogurt,
edulcorantes de mesa y algunos productos farmacéuticos, como vitaminas y grajeas sin
azucar para la tos (Soffritti et al., 2006)

La molécula de aspartame estd compuesta por dos aminoacidos naturales: fenilalanina y
acido aspartico, los cuales le dan al aspartame caracteristicas hidrofobicas e hidrofilicas
(Cuppen et al., 2004). El aspartame es susceptible a la degradacion bajo un amplio rango
de condiciones (calor, humedad y pH). La estabilidad del aspartame fue examinada por
Moler en 1984 (Scotter y Castle, 2004) donde demostré6 que bebidas carbonatadas que
contenian aspartame, presentaron dulzura aceptable luego de haber sido almacenadas por
6 meses a 20 °C. Segun el JECFA (2006) el limite maximo permitido de aspartame en
bebidas carbonatadas y jugos es 750 mg/Kg Puthrasingam et al., (1996) indica que una
lata de refresco (280 ml) contiene aproximadamente 200 mg de aspartame y un vaso de
yogurt dietético contiene 50 mg.

H CH,
HOOCCH, — C— CONH— C— COOCH,
NH,H H

Figura 1. Estructura de N-L- alpha-asparti-L-fenilalanina-1-metil ester.
Fuente: JECFA, 2001



2.2.2 Acesulfame-k (AK)

El acesulfame-k una sal de potasio de 3,4,-dihidro-6-metil-1,2,3-oxatiazina-4-uno-2,2-
dioxido. Es un edulcorante no calorico de alta intensidad, actualmente usado en alimentos,
bebidas, productos para el higiene oral y productos farmacéuticos en aproximadamente 90
paises (Armeta et al., 2004). AK también es usado en cosméticos, edulcorantes de mesa y
vitaminas (Chu, 2005).

Acesulfame-k es una sustancia cristalina de color blanco, de aceptable sabor y estabilidad.
No aporta calorias en los alimentos debido a que no es metabolizado en el cuerpo
humando, es excretado en la orina y es aproximadamente 180 a 200 veces mas dulce que
la sacarosa (Sandrou y Arvanitoyannis, 2000). No presenta sefales de descomposicion a
temperatura ambiente por varios afios. En soluciones acuosas (pH 3.0-3.5 a 20 °C) no se
ha observado alguna reduccion de su poder edulcorante por periodos de aproximadamente
dos afos. Segiin Chu (2005), la estabilidad a altas temperaturas es buena, la esterilizacion
y pasteurizacion no afecta el sabor de acesulfame-k. Abreu (2000), indica que el
acesulfame-k es un polvo higroscopico que se descompone a temperaturas arriba de 225
°C. El limité méaximo permitido en jugos y bebidas carbonatadas es 600 mg/Kg (JECFA,
2006) y un consumo diario recomendado de 0-15 mg/Kg de peso corporal (Demiralay,
2006). Dossi et al, (2006) analizaron 6 muestras de bebidas gaseosas detectando
concentraciones del29.4 +6.5 mg/Kg (ppm) 3 Gatorades 172.3+ 8.6 ppm y 6 bebidas
dietéticas sabor naranja 236.1+ 8.5 ppm

Hie 0:

H
0

Figura 2. Estructura de 4,-dihidro-6-metil-1,2,3-oxatiazina-4-uno-2,2-dioxido
Fuente: Dossi et al., 2006.

2.3 CONTROVERSIA SOBRE EL USO DE EDULCORANTES

Entre las preocupaciones derivadas por el uso de edulcorantes Mortensen (2006), indica
que el aspartame es metabolizado en el cuerpo en sus tres componentes: 50% fenilalanina,
40% acido aspartico y 10% alcohol metilico, siendo este tltimo agregado en el proceso de
manufactura. Blatter (1984), citado por Sales y Cardeal (2003), indica que el metanol es
extremadamente toxico, es facilmente absorbido después de la ingestion, inhalacion o
exposicion dermal y metabolizado por el higado a formaldehido.



Ademas, debido a un grupo pequeiio de personas quienes tienen la enfermedad hereditaria
fenilquetonuria, los cuales son sensibles a fenilalanina (uno de los metabolitos del
aspartame) todos los productos que contengan ASP deben ser debidamente etiquetados
(Zhu et al. 2005). La fenilquetonuria clasica (PKU) se produce por defecto del gen que
codifica la enzima fenilalanina hidroxilasa (FAH) ubicado en el cromosoma 12q22-24.1.
se caracteriza por presentar niveles de fenilalanina (FA) en la sangre arriba de 20 mg/dl.
Si esta enfermedad no es diagnosticada y tratada precozmente, ocasiona deterioro
progresivo en el sistema nervioso central, produciendo retardo mental moderado o
profundo (Cornejo et al., 2003)

Sofffritti et al., (2006) del Instituto Ramazzini de Italia, estudiaron 7 grupos de ratas que
fueron alimentadas administrandoles concentraciones de 0 a 100,000 ppm de aspartame
en la dieta. Fueron alimentadas desde la semana 8 de vida hasta que se produjo la muerte
natural. Las ratas fallecidas fueron sometidas a una biopsia completa para revisar el estado
de sus 6rganos. Como resultado observaron por primera vez de forma experimental que, el
aspartame aumenta la incidencia de tumores malignos, incrementa la aparicion de
linfomas y leucemias, aumenta la incidencia de carcinomas de pelvis renal y uréteres, y
por ultimo, aumenta la incidencia de Schwannomas de nervios periféricos. Por lo tanto,
segun la fundacion Ramazzini APM es un compuesto multicarcinogénico, donde los
efectos son evidentes en dosis diaria de 20 mg/Kg de masa corporal, mucho menor que el
actual consumo diario aceptable de 40 mg/Kg y 50 mg/Kg de masa corporal para Europa
y Estados Unidos respectivamente.

Respecto al estudio del Instituto Ramazzini, la Administracion de Drogas y Alimentos de
los Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) publico en mayo de 2006 que la
revision realizada por la Autoridad Europea en Inocuidad Alimentaria (EFSA, por sus
siglas en inglés) indica que las conclusiones realizadas por el instituto no estan
sustentadas por los datos y no ven la necesidad de futuras revisiones acerca de la
seguridad del aspartame o de revisar la ingesta diaria aceptable. Ademas, la FDA solicito
los datos del estudio para ser evaluados. Sin embargo, el 28 de febrero de 2006 la agencia
recibi6 una porciéon de los datos, la FDA actualmente se encuentra revisando
detalladamente los resultados y anunciaran las conclusiones respecto a ellos cuando
hayan finalizado (Herndon, 2006).

En abril de 2006, fue presentado en Washington DC, un nuevo estudio epidemiologico
realizado por el Instituto Nacional de Cancer, donde fueron evaluados 500,000 hombres y
mujeres con edades comprendidas entre 50 y 69 afos, durante un periodo de 5 afios
(1999-2000). Evaluaron el consumo de bebidas con aspartame y la incidencia de tumores
cerebrales y cancer hematopoyético. Los investigadores concluyeron que, en comparacion
con las personas que no habian consumido aspartame, no habia aumentado el riesgo de
contraer leucemia, linfomas o tumores cerebrales. (Lindanbaum, 2007)



2.4 METODOS PARA CUANTIFICACION DE ASPARTAME Y ACESULFAME-K

Existen varias metodologias publicadas en diferentes revistas cientificas para la
cuantificacion de aspartame y acesulfame-k. Sin embargo, no se encontré método oficial
publicado por Asociacion Oficial de Analistas Quimicos (AOAC, por sus siglas en inglés)

El JECFA (2001) estableci6 las siguientes condiciones para la medicion de acesulfame-k
utilizando cromatografia liquida de alta resolucion: columna C18 de silica gel, de
25cmx4.6mm, 3-5um; elusion isocratica, fase movil de acetonitrilo/0.01mol/1
tetrabutilamonio sulfato hidrogenado (TBAHS) en agua; 40/60 v/v, flujo de 1 ml/min;
deteccion UV o arreglo de diodos a 227 nm.

Para la cuantificacion de aspartame segin el JECFA (2001), se debe medir con un
adecuado equipo de cromatografia de gases, con detector de flama ionizada de hidrégeno
y disefiada para manipular columnas de vidrio con columnas de inyeccion (micro-Tex 220
o equivalente) conteniendo una columna de vidrio de 1.83 m x 4 mm (d.i.) cubierta con
3% OV-1 en 80/100 tamafio de agujero Supercoport (Supelco, Inc. o equivalente). Los
parametros de operacion pueden variar, dependiendo en particular del instrumento a usar.
Un adecuado cromatograma puede ser obtenido usando las siguiente condiciones de flujo:
temperatura de columna 200°C, temperatura de entrada 200°C, temperatura del detector
275°C, helio como gas acarreador a 75 ml/ min. Flujo de hidrégeno y aire a la hornilla
para mayor sensibilidad.

Segin Dossi ef al. (2006), los métodos mas prometedores para la deteccion de aditivos
son aquellos que se basan en procedimientos de separacion, entre ellos estan la
electroforesis capilar (CE, por sus siglas en inglés) y la cromatografia liquida de alta
resolucion. Armeta et al. (2004), indica que cromatografia liquida de alta resolucion es el
método mas usado hoy en dia para detectar aspartame y acesulfame-k, basandose en un
flujo isocratico con fase reversa, separacion cromatografica y deteccion por absorbancia
ultravioleta. E1 Cuadro 2 presenta diferentes condiciones utilizadas para la deteccion
simultdnea de diversos aditivos alimenticios como: acesulfame-k, aspartame y los
productos de su degradacion, sacarina, ciclamato, dulcina y alitamina.

2.5 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

Cromatografia es un proceso de separacion que se logra mediante la distribucion de los
componentes de una mezcla entre dos fases, una fase estacionaria y una fase movil (Scott,
2003). Los procesos cromatograficos tiene lugar como resultado de repetidas adsorciones
y desorciones, estas ocurren durante el movimiento de los componentes de la muestra a lo
largo del lecho estacionario, alcanzandose la separacion, gracias a las diferencias en los
coeficientes de distribucion de los distintos componentes en la muestra (Yost et al., 1980)



Cuadro 2. Métodos para la determinacion simultdnea de intensificadores de dulzura por HPLC

Edulcorante Columna Fase movil Deteccion
AK, ASPy SAC Superspher RP-select B 20 mM bufer de fosfato: Acetonitrilo (9:1 v/v) uv
4um
AK, ASPy SAC Nucleosil 100-5 C18 7-20% acetonitrilo en bufer de fosfato, pH 4.8-6.7 Arreglo de diodos
AK, ASP y SAC Finepak C18S metanol:agua (2:8 v/v), pH 4, 0.1 M hidroxido de UV-210 nm
tetra-n-propilamonio.
AK, ASPy SAC ODS Hypersil RP-18, Sum,  17-40% metanol en 5 mM Sulfato Hidrogenado UV-210 nm
100x4.6mm de Tetrabutilamonio.
AK, ASPy SAC Dionex AS4A columna de  Na,CO; (140 mg/ml) Conductividad
separacion de aniones
AK, Dulcina, SAC Columna C18 Acetonitrilo:50 mM acido a-hidroxisoburico UV-233 nm
(2.2:3.4 v/v) con 2.5 mM bromuro de
hexadeciltrimetil-amonio
AK, ASP,CYCy SAC LiChrosorb C18 0-20% acetonitrilo en H;PO4 pH 2.34 con UV-254 nm
pentasulfonato (2g/L)
AK, ASP, Dulcina y SAC pBondpak C18,10 pm, Metanol:acido acético:agua (20:5:75, v/v) UV-254 nm
300x3.9 mm
AK, ASP, Dulcina y SAC pBondpak C18 10 pum, Metanol:85% acido fosforico, pH 6 con 34 mM UV-210 nm
300x3.9 mm de hidréxido de tetrametilamonio (2:8 v/v)
ASP, CYC, Dulcinay SAC Hypersil MOS RP8 3 pum, 5 mM tetrabutilamonio p-toluenosulfonato con fonometria

AK, Alitamina, ASP, Dulcina y
SAC

AK, Alitamina, AK y los
Productos de su degradacion,
CYC, Dulcina, SAC y Sacarosa

100x4mm

uBondpak C18, 10 um,
300x3.9 mm

Supelcosil LC-18 5 pm,
150x4.6mm

10 mM de glicina, pH 3.5:metanol (88;12 v/v)
Bufer de 12.5 Mm K2PO4 pH 3.5:acetonitrilo
9.1 v/v)

20mM KH2PO4:Acetonitrilo en gradiente 97:3
(pH 5) a 80:20 (pH 3.5), I ml/min, post-columna
de derivatizacion con violeta de metilo 2B

indirecta, 267 nm
Uuv-220

UV-2000 210
nm, Sucralosa:
RI, Ciclamato;
585 nm

AK=Acesulfame-k, ASP=Aspartame, SAC=Sacarina, CYC= ciclamato

Fuente: Abreu, 2000



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 UBICACION

El estudio fue realizado en el Laboratorio de Analisis de Alimentos (LAAZ) de la Escuela
Agricola Panamericana, Zamorano, ubicado en el Valle del Yeguare, a 32 km. de
Tegucigalpa, departamento Francisco Morazan, Honduras, C.A.

3.2 MATERIALES

Estandar de acesulfame-K, Lote: LB24615, Supelco.

Estandar de aspartame, Lote: 25823, Supelco

Fosfato de Potasio en polvo (K;HPO4) Fisher ChemAlert®™

Acido fosforico 99% ALDRICH

Metanol (CH3OH ) grado HPLC UV, Cutoff 205 nm, Fisher ChemAlert®

Cristales de Fosfato de Potasio Monobasico (KH,PO4) Baker Analizad® Reagent
J.T. Baker Inc.

Bufer de calibracion para medidor de pH 4.0

Bebidas bajas en calorias.

3.3 EQUIPO

Sistema HPLC, Agilent seriel 100

Columna Agilent, Eclipse-XDB-C18 (150 mm x 4.6mm x 5pum), precolumna C18,
bomba cuaternaria y detector DAD a 228 y 198 nm.

Computadora

Balanza analitica: Adventure TM OHAUS Méx. Cap. 210 gr HAUS Corp
Medidor de pH: Orion Reserch Model 701A digital IONALYZER
Micropipeta 10-100 uL, Wheaton Socorex.

Puntas de micropipeta, 200 uL, Fisherbrand Redi-Tip.

Filtros Iso-Disc™, Filtres N-13-2, Nylon 13mm* 0.2 um, Supelco

Filtros de bomba de filtrado, Supelco, Nylon 66 membranes, 0.45 um x 47 mm
Bomba para filtrar, GAST.

Sistema de filtrado FisherBrand.
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3.4 DISENO EXPERIMENTAL

3.4.1 Calibracion del HPLC

Para el desarrollo de la curva de calibracion de aspartame y acesulfame-k se utilizaron 10
concentraciones: 0, 10, 25, 50, 100, 200, 400, 600, 800 y 1000 mg/Kg debido a que la
regulacion indica que el maximo permitido en refrescos y jugos de frutas es de 750 y 600
mg/Kg de aspartame y acesulfame-k respectivamente (Codex Alimentarius, 2006). Se
realizaron tres repeticiones por nivel de concentracion, se midié el area bajo la curva
expresada en miliequivalencias de absorbancia (mAU¥*), 4rea que fue utilizada para
desarrollar el la curva de calibracion mediante regresion lineal.

3.4.2 Monitoreo de bebidas refrescantes bajas en calorias

Dos bebidas carbonatadas bajas en calorias y cuatro bebidas refrescantes bajas en calorias
fueron recolectadas en distintos centros comerciales de la ciudad de Tegucigalpa, con la
finalidad de evaluar si las concentraciones de AK y ASP en dichas bebidas no sobrepasan
los limites maximos permitidos por Codex Alimentarius.

3.5 METODOLOGIA

Las curva de calibracion para la deteccion y cuantificacion simultdnea de aspartame y
acesulfame-k, se realiz6 basandose en el método expuesto por Dossi et al. (2006). Método
que permite la deteccion simultinea de aditivos alimenticios en bebidas, utilizando
cromatografia liquida de fase reversa (RP-LC). Las muestras de bebidas carbonatadas se
prepararon segun lo indicado por Chen y Wang (2001) y los refrescos seglin lo indicado
por Zhu et al (2005). La metodologia cambi6 en el tipo de columna, para lo cual se utilizo
la indicada por Gallettii y Bochini (1996) y se utilizo una precolumna C18 para alargar la
vida ttil de la columna C18.

3. 6 DETERMINACION DE CONDICIONES

Dossi et al. (2006), indica que la corrida cromatografica se logra con un flujo de 1.2
ml/min de fase moévil binaria, 95% (v/v) de bufer de agua y fosfato (0.1 M KH,POs,,
adicionando H3P04 6 0.1 M K,HPO, para ajustar el pH a 4.0) y metanol 5% (v/v) durante
los primeros cinco minutos; luego un incremento de la concentracion de metanol a 40%
durante cinco minutos (gradiente); seguido por fase isocratica de 40% metanol durante 10
minutos y finalmente una disminucion de la concentracion de metanol a 5% durante cinco
minutos, logrando preparar el sistema para la siguiente inyeccion.

Se evaluaron diferentes concentraciones de fase movil durante el tiempo de corrida,
logrando establecer una linea base homogénea y permitir una buena separacion de picos.
La maxima absorbancia de los compuestos fue evaluada para establecer las longitudes de
onda a medir en el método. Por lo tanto, las condiciones que se establecieron son: fase
movil (1.2 ml/min) de bufer de fosfato y agua (95% v/v) y metanol (5 % v/v) por 8.50
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minutos; entre el minuto 8.50 y 9.50 se incremento6 la concentracion de metanol a 30%,
concentracion que se mantiene hasta el minuto 22; entre el minuto 22 y 23 disminuye la
concentracion de metanol a 5% y al minuto 25 se detiene el método. La absorbancia fue
medida con detector de arreglo de diodos a longitudes de 198 nm para aspartame y
acesulfame-k a 228 nm.

3.7 PREPARACION DE ESTANDARES

Aspartame puro (Supelco, Lote: 25823) y acesulfame-k (Supelco, Lote: LB24615) fueron
utilizados, donde 0.015 gr de ASP y AK fueron diluidos en 15 ml de agua destilada y
desionizada, logrando asi una solucion madre de 1000 mg/Kg

Preparacion de niveles de concentracion:

o 800 mg/kg: 3.2 ml de solucion madre y 0.8 de agua destilada fueron mezclados en
un vial color ambar.

e 600 mg/kg: 2.4 ml de solucion madre y 1.6 de agua destilada fueron mezclados en
un vial color ambar.

e 400 mg/Kg 1.6 ml de solucion madre y 2.4 de agua destilada fueron mezclados en
un vial color ambar.

e 200 mg/kg: 0.8 ml de solucion madre y 3.2 ml de agua destilada fueron mezclados
en un vial color &mbar.

e 100 mg/kg: 0.4 ml de solucion madre y 3.6 ml de agua destilada fueron mezclados
en un vial color &mbar.

e 50 mg/kg: 0.2 ml de solucion madre y 3.8 ml de agua destilada fueron mezclados
en un vial color &mbar.

e 25 mg/kg: 0.1 ml de soluciéon madre y 3.9 ml de agua destilada fueron mezclados
en un vial color &mbar.

e 10 mg/kg: 0.04 ml de solucion madre y 3.96 ml de agua destilada fueron
mezclados en un vial color &mbar.

e Para obtener el nivel de 0 mg/Kg (blanco) se utilizé agua destilada y desionizada.

3.8 DESARROLLO DE LA CURVA

Para desarrollar de la curva de calibracion se estabilizo la temperatura ambiente a 20 °C y
se homogenizd una linea base para reducir el ruido en los cromatogramas. La presion
promedio de la bomba fue 120 bares y se nombr6 el método como ASP-ACEK. Fueron
tomados 20 pl de cada uno de los viales donde se encontraban los estandares diluidos de
AK y ASP, los cuales fueron inyectados al sistema HPLC Agilent serie 1100. Se
realizaron 5 inyecciones para eliminar cualquier residuo existente en el inyector debido a
inyecciones previas y se realizaron tres repeticiones por cada nivel. Luego de inyectar las
tres repeticiones para cada uno de los niveles de los compuestos se procedio a realizar la
tabla de calibracion. El andlisis de regresion lineal se realizd con el Software ChemStation
version 2004, para relacionar el area bajo la curva y la concentracion del compuesto.
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3.9 VALIDACION CON ESTANDARES.

La validacion del método se realizéd inyectando AK y ASP puro en concentraciones
conocidas. Las concentraciones utilizadas para AK fueron: 30, 75, 150, 250, 500 y 750
mg/Kg La curva de calibracion para aspartame fue validada con las concentraciones de
30, 75, 150, 250 y 500 mg/Kg la validacion se realizd con el objetivo de evaluar la
exactitud y precision del método. Todos estos niveles de validacién fueron analizados y
cuantificados bajo las mismas condiciones de los niveles de calibracion.

3.10 VALIDACION CON BEBIDAS DE CONCENTRACION CONOCIDA

Concentraciones conocidas de aspartame y acesulfame fueron mezcladas con bebidas que
no poseian estos compuestos. Las bebidas fueron sometidas al proceso de extraccion
previo a ser inyectadas, para asi conocer la eficiencia del método de extraccion, las
perdidas de ASP y AK durante el proceso, y evaluar posibles interferencias debido a otros
componentes existentes en las bebidas.

3.11 EVALUACION DE BEBIDAS REFRESCANTES BAJAS EN CALORIAS

El proceso de extraccion de la muestra en bebidas carbonatadas se baso en lo indicado por
Chen y Wang (2001). Donde cinco ml de bebidas carbonatadas fueron desgasificadas en
bafio ultrasénico por cinco minutos y luego filtradas (Filtros Iso-Disc™, Filtres N-13-2,
Nylon 13mm* 0.2 um, Supelco) previo al andlisis cromatografico. Las muestras de
bebidas refrescantes bajas en calorias “Light” solamente fueron filtradas (Filtros Iso-
Disc™, Filtres N-13-2, Nylon 13mm* 0.2 um, Supelco) previo a ser inyectadas al equipo
HPLC.

3.12 ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizo el programa Sistema de Analisis Estadistico (SAS®, por sus siglas en inglés)
version 2006 para validar la curva de calibracion. El andlisis se realizé por medio de una
prueba T-student con un nivel de significancia de 5% (p< 0.05), esto para conocer
diferencias estadisticas entre la concentracion conocida que se inyecto y la concentracion
reportada por el sistema HPLC.

La validacion con muestras de concentracién conocida fue evaluada por medio de una
prueba T-student utilizando el programa SAS®. Se evalu la concentracién inicial de ASP
y AK antes de someter la muestra al proceso de extraccion y la concentracion reportada
por el sistema HPLC. Se realizd un analisis de varianza (ANDEVA), para conocer
diferencias estadisticas entre las concentraciones de aspartame y acesulfame-k en las
bebidas bajas en calorias.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CURVA DE CALIBRACION DE ACESULFAME-K
EL Cuadro 3 muestra el area y coeficiente de variacion de los diez niveles de
concentracion de acesulfame-k, utilizados para realizar la curva de calibracion (Anexos 1

al 10). El tiempo promedio de elusion del acesulfame-k fue 4.75 minutos.

Cuadro 3. Precision de curva de Acesulfame-k

Concentracion (mg/Kg) Area bajo la curva % CV*
(mAU)*

1000 55929.80 0.85
800 44309.77 0.66
600 33830.88 0.07
400 22560.97 1.53
200 11383.63 2.15
100 5851.08 1.731
50 3058.07 1.59
25 1498.33 5.99
10 569.40 2.27
0 0 0

* Area promedio y %CV de tres repeticiones por cada nivel de concentracion.

El nivel de precision obtenido por el sistema HPLC Agilent 1100 al determinar las areas
bajo la curva fue aceptable debido a los bajos %CV. Sin embargo, en la concentracion de
25 mg/Kgel %CV fue 6, lo cual representa que los valores se desviaron 6% de la media.

El 4area bajo la curva en mAU* (variable dependiente Y) y la concentracion de
acesulfame-k en mg/Kg (variable independiente X) fueron utilizados para desarrollar la
curva de calibraciéon. La curva de calibracion proporciondé una ecuacion lineal con
pendiente de 55.71 mAU*, un intercepto de 139.13 mAU* y un coeficiente de
determinacion (R?) de 0.9999 muy aceptable (Figura 3). La curva de calibracion
desarrollada para de acesulfame-k permiti6 medir los niveles de concentracion en un
rango de 0 a 1000 mg/Kg siendo los niveles méximos permisibles segun el Codex
Alimentarius 600 mg/Kg para jugos y bebidas carbonatadas.
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Figura 3. Curva de calibracion de acesulfame-k
4.1.1 Validacion con estandares de acesulfame-k

El Cuadro 4 muestra las concentraciones conocidas y las reportadas por el HPLC en el
proceso de validacion de la curva (Anexo 12 al 17).

Cuadro 4. Validacion de curva de calibracidon de acesulfame-k

Concentracion conocida Concentracion Promedio

(mg/Kg ) reportada (mg/Kg) (mg/Kg) %CV
750.00 ;i;gé 748.75 0.98
500.00 ‘5‘(9)32.11 499.51 1.43
250.00 ;2322 254.65 0.15
150.00 }2;33 152.67 0.11
75.00 ;;23 77.72 0.22
30.00 izzg 29.62 0.59

Las concentraciones reportadas por el HPLC en el proceso de validacion fueron sometidas
a una prueba T-student (Anexo 18), para conocer si existia diferencia estadistica entre la
concentracion conocida y la reportada por el HPLC. La prueba T-student (Pr > |t| 0.1079)
indicd que no hay diferencia estadistica entre las concentraciones conocidas al momento
de inyectar y los valores reportados por la curva de calibracion. Ademas, el sistema HPLC
fue muy preciso al determinar las concentraciones de acesulfame-k.
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4.1.2 Validacion con bebidas de concentracion conocida

El acesulfame-k en concentracién conocida fue mezclado con bebidas refrescantes y luego
fueron sometidas al proceso de extraccion, con la finalidad de conocer posibles perdidas
por el proceso de extraccion de la muestra (Anexos 19, 20 y 21). Estos resultados se
muestran en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Recuperacion de acesulfame-k

Concentracion conocida Concentracion Promedio %CV
(mg/Kg) reportada (mg/Kg) (mg/Kg)

500 "51?(7)23 498.96 3.32
200 %22}2 256.66 1.92
112.22
100 L06.68 109.45 3.58

Las concentraciones de acesulfame-k reportadas por el HPLC fueron estadisticamente
iguales a las concentraciones reales de la muestra (Pr > |t| 0.2426) lo cual indicé que la
curva de calibracion es util (Anexo 22).

4.2 CURVA DE CALIBRACION DE ASPARTAME

EL Cuadro 6 muestra los datos utilizados para desarrollar la curva de calibracién (Anexos
3,4,5,6,7,9,10 y 11). También muestra el coeficiente de variacion obtenido para cada
concentracion en la calibracion como indicador de precision. El tiempo promedio de

elusion del aspartame fue de 17.76 minutos.

Cuadro 6. Precision de la curva de calibracion de aspartame.

Concentracion mg/Kg) Area (mAU¥) %CV
600 34790 0.14
400 23534 0.95
200 12075 1.98
100 5973 0.68
50 2927 0.13
25 1750 1.74
10 566 0.23
0 0 0

El aparato HPLC agilent 1100 fue preciso al detectar aspartame en el rango de 0 a 600
mg/Kg esto debido a los bajos coeficiente de variacion (%CV). El limite de aspartame en
jugos y bebidas gaseosas es de 750 mg/Kg la curva de calibracion estd disefiada con un
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nivel maximo de 600 mg/Kg Por lo tanto, se recomienda diluir la muestra si se esperan
concentraciones mayores a 600 mg/Kg. Las concentraciones de 800 y 1000 mg/Kg fueron
eliminadas ya que reducian el coeficiente de correlacion, aumentaban el intercepto de la

curva, lo cual podria generar error al momento de cuantificar muestras con bajas
concentraciones de aspartame.

La Figura 4 muestra el modelo de regresion lineal para aspartame. La variable
dependiente (Y) es el area bajo la curva expresada en mAU* y la variable independiente
(X) la concentracién conocida de aspartame en mg/Kg. La ecuacion generada posee un
intercepto de 120.75 mAU* y una pendiente de 58.14 mAU* y coeficiente de correlacion
(R?) de 0.99989 muy aceptable.
40000 -
35000 -
30000 -
5 25000 -
=L
£ 20001 T= 58 143+120 75
@ 15000 R°=(0.99939
=L
10000 -
5000 4
I:I T T T T T T 1
1] 100 20 300 400 a00 600 700

Concentracion (mg/Kg.)
Figura 4. Curva de calibracién de Aspartame

4.2.1 Validacion con estandares de aspartame

La concentracion conocida y la reportada de las muestras usadas para la validacion
(Anexo 13 al 17) pueden verse en el Cuadro 7, asi como el coeficiente de variacion.

Cuadro 7. Validacion de curva de calibracion de aspartame

comocida (me/Kg) eportad (ma/Kgy  Promedio (mg/Kg)  %CY
500.00 ros o 49335 0.50
250.00 ggigg 254.63 0.15
150.00 1o 152.67 0.21
75.00 o 7772 0.22
29.75 29.63 0.60

30.00 29.50
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La prueba T-student (Pr>|t| 0.6251) indicé que no existio diferencia estadistica entre las
concentraciones conocidas al momento de inyectar y los valores reportados por el modelo
de regresion lineal del HPLC (Anexo 18).

4.2.2 Validacion con bebida de concentracion conocida

Las concentraciones de aspartame reportadas por el HPLC luego del proceso de
extraccion fueron comparadas con la concentracion inicial (Anexos 19, 20 y 21), para ello
se utilizd la prueba T-student (Anexo 22) en la cual indicé que no existid diferencia
estadistica entre la concentracion inicial previo a la extraccion de la muestra y la reportada
(Pr > [t| 0.1908) los resultados se presentan en el Cuadro 8 concluyendo que la curva de
calibracion es ttil para la medicion de aspartame en bebidas carbonatadas y refrescantes.

Cuadro 8. Recuperacion de aspartame.

Concentracion conocida Concentracion Promedio
(mg/Kg) reportada (mg/Kg) (mg/Kg) %CV
460.01 452.73 2.27
500 445 45
246.63 246.56 0.04
200 246.48
106.67 103.94 3.72
100 101.20

4.3 EVALUACION DE BEBIDAS REFRESCANTES BAJAS EN CALORIAS

Un Analisis de Varianza (ANDEVA) indic6 que existio diferencia estadistica significativa
(P < 0.05) entre la concentracion de aspartame de las distintas bebidas bajas en calorias
evaluadas (Anexos 23 al 28). Los resultados del Cuadro 9 indican que las bebidas
evaluadas cumplieron con lo indicado por el Codex Alimentarius, ya que las
concentraciones fueron menores a 350 mg/Kg (Figura 5)

Cuadro 9. Concentracion promedio de aspartame en bebidas bajas en calorias.

Marca Media Separacion de Medias
X 334.19 + 3.51
Y 254.06 £ 15.97
4 171.63 £3.18
\W% 160.25 £2.36
U
\Y

0+£0
0+0

coaoaw >
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ASPARTAME

—a— Concentracion
mg/Kg

Figura 5. Comportamiento de concentraciones de aspartame encontradas en bebidas bajas
en calorias.

El analisis de varianza para la concentracion de AK en las bebidas bajas en calorias
evaluadas (Anexo 23 al 28) demostrd que existieron diferencias significativas entre las
concentraciones (P < 0.05). Las bebidas evaluadas cumplieron con las regulaciones del
Codex Alimentarius, todas fueron menores a 175 mg/Kg (Cuadro 10 y Figura 6). Sin
embargo, existieron dos bebidas de la misma marca que en la tabla de ingredientes
indicaron que solamente estaban endulzadas con sucralosa y se encontraron
concentraciones de 165.022 y 163.679 mg/Kg de acesulfame-k respectivamente

Cuadro 10. Concentracion promedio de acesulfame-k en bebidas bajas en calorias

Marca Media Separacion de medias
\% 165.02 £ 0.68 A

U 163.67 £0.26 BA

Y 158.02 +1.70 B

z 100.00+5.86 C

\W% 93.04+ 0.71 D

X 0+0 E
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ACESULFAME-K

—a— Concentracion
mg/Kg

Figura 6. Comportamiento de concentraciones de acesulfame-k encontradas en bebidas
bajas en calorias.



5. CONCLUSIONES

Se desarrolld una curva de calibracion con alta precision que permite la deteccion
simultdnea de aspartame en concentraciones de 0 a 600 mg/Kg y acesulfame-k en
concentraciones de 0 a 1000 mg/Kg por HPLC

Las bebidas bajas en calorias recolectadas en distintos centros comerciales de
Tegucigalpa presentaron concentraciones dentro de los limites establecidos por el
Codex Alimentarius.

Se detectaron dos bebidas de una misma marca que no reportan el uso de
acesulfame-k entre sus ingredientes

Se desarrolld una herramienta que le permitira al Laboratorio de Analisis de
Alimentos Zamorano (LAAZ) detectar y cuantificar aspartame y acesulfame-k,
herramienta que se podra utilizar para la generacion de ingresos por servicios y fines
investigativos



6. RECOMENDACIONES

Establecer métodos de extraccion de acesulfame K y aspartame para otro tipo
de alimentos, debido a posibles interferencias o pérdidas al momento de hacer
las extracciones y extraccion de la muestra.

Ampliar la curva de aspartame a niveles de deteccion de 1000 mg/Kg

Crear una curva de calibracidn para sucralosa, sacarina y D-sorbitol.
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Anexo 1. Cromatograma de calibracion, nivel 1000 mg/Kg ASP y AK.

Archivo: C:\HPCHEMY1\DATA\ASP-ACEK\AACALOOS5.D Sample Wame;1l000 ug/kg RZ
Cal ASP-AK: ASP Lot: LB24615, AK Lot: LB25823; 0 ug/lkg.

—=———————mmmEEEe—— St

Fecha de Inyeccién: Sat, 25, Bug. 2007

Musstra ;1000 ugikg R2

Operador : Jesson Morales

Método de Adquisicidn : ASP-ACEK.M

Método de Analisis : C:\HPCHEMY 1Z\METHODS\LAAZ \ASP-ACEK,M

Jltimo cambic : Fri, 21. Sep. 2007, 0%:17:43 pm
(modificado después de cargado)

Metodo para cuantificacidn de aspartame vy acesulfame-k

Cl8. MeOH-buffer pHYd con gradiente. DAD 210 nm. 1.2 ml/min

| [ 1 DADTA, Sig=1882 Ref=360,100 (ASP-ACEKVACALDOE.D)

[_] DAD1E, Sig=2282 Ref=360,100 (ASP-ACEKWMACALONS.D)
mAU - x g
E i
& S
1600 - 2 ﬂ\
§ {
1400 jl 3
o
a2l o
1200 ?'
] |II
1000 [
4 II
] |I
500 [
] | E = — o o [ o
] [ 5% B2 £ 8 3ES
GO0 E ! LR o o o ]
1 - b e . — o oo e
] ¥ //
400 i || /
22 38 ¢ n'\:l 28 88 / %
w0dd ? G 5 [V 8% 28 /g | I3 g o | g
: I [ \ ] o 5 o P
- S S o .
T i T T T ’ d T T T T T F ]
1] 10 1% 20 miny
Resumen de concentracidén de compuestos
Compuestos ordenados segin + Signal
Fecha de Modificacién de tabla de calibracién: Fri, 21. Sep. 2007,09:18:13 pm
Picos no Calibrades : Mo reportados
18efizll # | Tiempo | Area | Concentracién | HNombre del compuesto |
{ug/mL)
= e it b . o |4 2 s i oL i | PSR AR A D e S A et B ey S 1
Ll | i [} 1 i 1
‘D&DL (1 5 156478,020 11010.955 tAcesulfame K |
iSefial| # | Tiempo | Area | Conecentracidn |  Nombre del compuesta '
(ug/ml}
| TRl oy e e e e e S e e e R S e s i
yDADL (1 118 153449.465 19217,224 |Aspartame !
%% Fin del Reporte *++
Instrument 1 Fri, 21. Sep. 2007 09:18:13 pm

pagina 1 de 1
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Anexo 2. Cromatograma de calibracion, nivel 800 mg/Kg ASP y AK.

Archiwvo: C:\HPCHEMA\1\DATEMNASP~ACEKA\RACRLOOS.D Sample Hams:800 uglkg R:
Cal ARSP-RAK: RSP Lot: LE24615, AK Lok: LB25823; 800 ug/k
- Rl s e a— mmmEme e

Fecha de Inyeccicén: Sat, 25. Rug. 2007

Muestra : BOO uglkg R2

Operadeor + Jesson Morales

Método de Adguisicidn : ASP-BACEK.M

Método de Znalisis ¢ C:i\HPCHEMM1N\METHODSA\LARZA\ASP=ACEK.M

Ditimo cambio : Fri, 21. Sep, 2007, 09:17:43 pm
(modificado después de cargado)

Metodo para cuantificacidén de aspartame y acesulfame-k

C18. MeCH-buffer pHd con gradiente. DAD 210 nm. 1.2 ml/min

| DAD1TA, Sig=198,2 Ref=380,100 [ASP-ACERAACALDDS 0]
[_] DAD1B, Sig=228,2 Ref=3580,100 (ASP-ACEK\AACALDDE.D) |
5 @&
TBIZI;1 £ 5
1 g E
] i
1400 g i
CI) =
1200 B o
ﬁl
1000 |
= II I:
800 — |
L o) o3 [ S | ™o
] 1) % g8 g8 % 9482 7
800 - 4 g X = 28 &5 W #
g L
T |
| 400 F=: T e ﬂll ] w iy
g5s E:8 | \Lg g2 8 &
oI B G FS N o g/ i - @ 8
o | I = 0 -+ Py o]
28 3 \ : b =2 ~ o =
] g o | \ = q pr = S ™
P it 7 ), ) . RS e ) ol el 1 £ P o R I8 P gl

Compuestos ordenados segin : SBignal
Fecha de Modificacidn de tabla de calibracién: Fri, 21. Sep. 2007,09:18:59 pm
FPicos no Calibrados : No reportados
1Sefial| # | Tiempo | Ares | Concentracién | Nombre del compuesto 1
{ug,/mL}
B o e e ey teepior i e e s Rt e e B b b S i
{DADL i1 15 144372.789% 793,834 VAcesulfame K
13efigli # | Tiempc Areaz i Concentracidn | Nombre del compuesto '
{ug/mL)
== el oy e e | B et e e R e e e e e i
\DADL 1 g 143264.305 | 742,045 thzpartams i

*** Fin del Reporkte *%¥

Instrument 1 Fri, 21. Sep. 2007 09:20:03 om pagina 1 de 1
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Anexo 3. Cromatograma de calibracion, nivel 600 mg/Kg ASP y AK.

Brchivo: C:\HPCHEM\1\DATA\ASP-ACEK\AACALOLE.D Sample Wame:CALEDD uwg/kg-—>
Cal ASP-AK: ASFE Lot: LB24415, BK Lot: LB25823; 600 ug/k
e == = == == === e L T T T S T T e —

Fecha de Inyesccidn: Sat, 25. Aug. 2007
Musatra : CRALEDO uglkg r2
Operador ; Jesson Morales
Método de Adgquisicidn : ASP-ACEK.M
Método de Analisis : C:WHPCHEM\ 1%\METHOD3\LAAZ\ASP-ACEK.M
Oltimo cambio : Fri, 21. Sep. 2007, 09:17:43 pm
(modificade después de cargado)
Metodo para cuantificacién de aspartame y acesulfame-k
©18. MeOH-buffer pH4 con gradiente. DAD 210 nm. 1.2 ml/min
[ DAD1 A, Sig=198,2 Ref=360,100 (ASP-ACEK\WACALD18.D)
[_] DaD1B8, Slg=228,2 Raf=380,100 (ASP-ACEK\AACALO1E.D)

may | x i}
1 g 5
1200 - £
' :
1000 - |
3
|
BOD 4]
4
[
500 - I! \
| =] @ o ™
|| T E§F 38
| ! 2 8an N R
400~ | ,l h ﬂ
§ |
200 - T l|| o \
-+ = ] s = oo
5 8 8 |\ 8§ | =
= A \ [l I
= S L T | 8 T S S
__ T T T T T T T ¥ T T T T T T T
0 5 1I0 15 20 mir
ez ST R — - —= = =
Resumsn de concentracion de compuestos
Compuestos ordenados segin + Signal
Fecha de Modificacién de tabla de calibracién: Fri, 21. Sep, 2007,00:18:59 pm
Picos noc Calibrados ; Mo reportados
1Sefiall # | Tiempo Area ! Concentracién | NHombre del compuesto |
ug/mL)
s ot ettt et e PR b e o e e i
pRDL (1 13 133854.305 1605.174 tAcesulfame K |
1Sefial} % | Tiempo | Bres ! Concentracién | MNombre del compuesto 1
{ug,/mL)
[ B i et e i e s T o it - et B s e - s s e o s e e e i i A o o e e B B . L
! i | | i i ;
‘DAD1 11 (1B 134776.715 1 596.063 |Rspartame 1
- - — == ——= = = S === i

w4+ Pin del Reporte ***

Instrument 1 Fri, 21. Sep. 2007 09:22:00 pm pagina 1 de 1
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Anexo 4. Cromatograma de calibracion, nivel 400 mg/Kg ASP y AK.

Arehive: C:“HPCHEM\1\DATANASPE-ACEENARCALO25.D
Cal ASP-AK: ASPF Lot: LB24615, AK Lot: LB25823; 400 ug/k

Sample Name:CARL 400 ug/lk

L LT

Fecha de Inyeceidn: Sun, 26. Aug. 2007

Musstra : CAL 400 ug/kg r2

Operador + Jesson Morales

Método de Adguisicidén : ASP-ACEK.M

Método de Andlisis : CrWHPCHEMS LA\METHODSA\LAAZWASDP-ACEK. M

Ultime cambic + Fri, 21. Sep. 2007, 09:17:43 pm
imodificado después de cargado)

Metode para cuantificacicon de aspartame y acesulfame-k

Cl8. MeOH-buffer pH4 con gradiente. DAD 210 nm. 1.2 ml/min

] DAD1A, Slg=198,2 Ref=360,100 (ASP-ACEK\AACALDZSE. D}
[_] DAD1B, Sig=228 2 Ref=360,100 (ASP-ACEK\AACALD25.D)
mALl 75
1000 - g
£
S
g
800 1
[
=
*l
_ i
600 h
1 [
4 | ! o =]
J i § 8
a | = )
400 | : - o o~
[ / A
1 \
200 2 '
1 ¥
||n lll [~ T o B 8 o
88 8 8§ 9 I's 5
# $ o & e = | il
T —T— T — T
& 10 15 min
Resumen de cencentracién de compuestos

Compuestos ordenados segun Signal

Fecha de Modificacidn de tabla de calibracién: Fri, 21. Sep. 2007,09:18:59 pm
Pices no Calibkrades No reportados

| Sefial| | Concentracién | HNHombre del compuesto
{ug/mL)

i e e P i e e b e i

(DaDL 11 1402.412 thcesulfame K i

|Seflal! % | Tiempo | Ares | Concentracién | HNombre del compuesto
{ug/mL)

it Pt Hboac oy e o | B o Yo e e Tk i pgde o et e i

(DARDL 11 118 123654.129 1404.761 (Aspartame H

*** Fin del Reporte #**

[nstrument 1 Fri, 21. Sep. 2007 09:23:08 pm pagina 1 de 1
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Anexo 5. Cromatograma de calibracion, nivel 200 mg/Kg ASP y AK.

Archive: C:\HPCHEM“1\DATA\ASP-ACEK\ARACALI31.D Sample Name:CRL 200 ug/k-»
Cal ASP-AK: ASP Lot: LB24615, AK Lot: LB25823; 400 ug/k

Fecha de Inyeccidn: Sun, 26. Aug. 2007

Muestra i CAL 200 ug/kg r2

Operador 1 Jesson Morales

Matodo de Adquisiecidn @ ASP-ACEK.M

Métode de Anilisis 1 C:A\HPCHEMY1MMETHODS\LEAZ\ASP-ACEK.M

Oltimo cambio : Fri, 21. Sep. 2007, 02:17:43 pm
[modificade después de cargads)

Metodo para cuantificacion de aspartame vy acesulfame-k

C18. MeCH-buffer pH4 con gradiente. DAD 210 nm. 1.2 ml/min

[ DAD1 A, Sig=1598.2 Ref=360,100 |[ASP-ACER\MACALD31 D)

[_] DAD1 B, Sig=228.2 Ref=350,100 (ASP-ACEK\WACALD31.0)

mal 4
700
p"
£
§00 &
=
500 g E MNow oo 0o oy
: 3 888 88 B
2 ® ooed = Ha 8
o 0 = N oy el
400 < | s LI
1 i . \

Resumen de concentracidn de compuestos

Compuestos ordenados segin : Signal
Fecha de Modificacién de tabla de calibracién: Fri, 21. Sep. 2007,09:1B:59 pm
Picos no Calibrados : Mo reportados
iSefiali # | Tiempo | Area i Concentracion | HNombre del compuesto |
fug/mL}
|m———- e et jom - o ———— e e e e s e ]
iDED1 {1 |5 111657.195 1207.044 'Acesulfame K i

| Sefial) # Tismpo | Area i Concentracidn | HNombre del compuesta |
{ug/mL)
\ \ , . " A S S S e S i '
_____ I___I________—-I----------I-"uh___________l__ TEmEEEsse e T
[ 0.7+ U R s R 112116.051 (206.312 |Aspartame |
Znie Eo R S mmm— O ———

*+* Fin del Reporte #*#%

Instrument 1 Fri, 21. Sep. 2007 09:24:11 pm pdgina 1 de 1
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Anexo 6. Cromatograma de calibracion, nivel 100 mg/Kg ASP y AK.

Archive: C:\HPCHEMA1\DATA\ASP-ACEK\ARCALL35.D Sample Wame:CAL 100 ug/
Cal RASP-AK: ASF Lot: LBZ24615, AK Lot: LB25823; 4400 ug/k

EEsom=ms=s===s == m———== EsECEEs= eSS T e I e e e e e
Facha de Inyeccién: Sur, 26. Aug. 2007

Muestra i CAL 100 ugikg r2
Operador Jesson Morales

Método de Adguisicidn ASP-RCEE.M

Método de Endlisis C: \HPCHEM\ 1\METHCDS\LAAZ\ASP-ACEK. M

Oltimo cambic Fri, 21. Sep. 2007, 09:17:43 pm
(modificado después de cargado)

Metodo para cuantificacidén de aspartame y acesulfame-k

C18. MeQH-buffer pH4 con gradiente. DBAD 210 nm. 1.2 ml/min

| DADT A, Sig=198,2 Ref=360,100 (ASP-ACEK\AAGALO35.0)
[ DAD1B, Sig=2252 Ref=380,100 (ASP-ACEK\AACALO3E.D)
mAL ] 2
I 800~ a
1 a2 -
¢ e ow S 5o il
500 - Lo ) T I RTIR R R
400~ \
\
300 - \
|
4 I\‘
oo
200 ~
mom P~ %ﬁ m W Mo 3
=0 o™ g 0w o ) m - 0y P N
= 0 o Gl =]
mocme [N 8 SHe 2 |
100 - A |i-I 1 | B P P B 2 = L -
\ ] o
|\ : s b 2
] N i e < & 4

Compuestos ordenados segin t Signal
Fecha de Modificacién de tabla ds calibracidn: Fri, 21. Sep. 2007,09:18:59 pm
Picos no Calibrades 1 Mo reportados
15efigl] # | Tiempo | Area i Concentracién | Nombre del compuesto
(ug/mL)
Yt o 1ty B = i 1 i o i i e e e e L Y e i e e R e e 1
1 i 1 1 1 1] 1
'DADT 11 & 15815.879 104,068 tAcesulfame K |
ySefial] # | Tiempo | Arez | Concentracidén | Nombre del compussta |
{ug,/mL)
| [ — R . -t e it i o e ot o e e i 1 o o e i g S SR 1
1 i i 1 1 1 1
ToAaD1 1 18 15960.621 1100.442 \Aspartame }
**% Fin del Reporte **%
Instrument 1 Fri, 21. Sep. 2007 09:25:06 pm pagina 1 de 1
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Anexo 7. Cromatograma de calibracion, nivel 50 mg/Kg ASP y AK.

Lrchivo: C:\HPCHEMM\1M\DATA\ASP-ACEKA\ARCALO40.D Sample Hame:CAL 50 ug/kg-:>

Cal ASP-RK: RSP Lot: LB24615, AK Lot: LB25823; 50 ug/kg

e memme == = = =

Fecha de Inyeccidn: Sun, 26. Aug. 2007
Muestra ¢ CAL 50 ug/kg rd
Operador 1 Jesson Maorales

Método de Adguisicidén : ASP-ACEK.M

Método de Anélisis : C:\HPCHEMY1MMETHODSYLARZ\RSP=ACER .M

Ultimo cambio : Bun, 23. Sep. 2007, 09:04:14 pm
(modificado después de cargado)

Metodo para cuantificacion de aspartame y acesulfame-~k

C18. MeOH-buffer pH4 con gradiente. DAD 210 nm. 1.2 ml/min

] DAD1A, S5ig=1982 Ref=380,100 (ASP-ACEKMAACALO40.0) |
[_] DAD1B, Sig=228,2 Ref=360,100 (ASP-ACEKMACALD40.D)
maAld ] o - 5
b A
5 8 & 588
LT = [ B e o ] R
BOD | ff‘ LT Sl o0 NN N
ﬁ &
500 1 |
] | |
40'0—_ / Il'll
| h
300__ © 2 || '|I
=il L e, | -— 0o - I~
Bosy g% g asgsd |
£ I A PR el N 0wl
200: t —
100___ I 2 2 9 .
| | B f\ b = o %
I 1 8 \ = = = b |
] T s KNI s s i —— ! —k——=ﬂj
—_— ; . - .
0 5 10 15 20 min
Resumen de concsntracién de compusstos
Compuestos crdenados segan : Signal
Fecha de Modificacion de tabla de calibracién: Sun, 23. Sep. 2007,09:04:14 pm
Picos no Calibrados t No reportados
1Sefdall 7 | Tiempo | Erea | Concentracidn | Hombre del compuesto I
{ug/mL)
E SRt sk e e mr———— ETR T e m——— K et S S
‘DADL |1 !5 13099.525 153,132 |hcesulfame K
i8efial} # | Tiempo ! Area | Concentracidén | MNombre del compuesto
(g /mL)
e R R 12925.599 148.242 \Aspartame

*¥*% Fin del Reporte #*%

Instrument 1 Sun, 23. Sep. 2007 C9:04516 pm I pagina 1 de 1
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Anexo 8. Cromatograma de calibracion, nivel 25 mg/Kg AK.

Archivo: CWHFCHEHY 1A DATRARS F-RCER\VALOOALO. D Bampla Hame!25 mglkg of

FrErEEs

Pecha dé Inyeocsidn: Tue, 4. Sep. 2007
Huea bt ra 1 25 mogSkg £
Cperadar 1 Jesson Moralasg

Hittodo de Adquisicidn : ASP-RACEK.M

Wétodo de Analisls i Oz \HECHEMM L WHETHODS \LARZ \WASF-ROEK . M

(ltimo cambic : Tue, 4. Z=p. 2007, O00:12:13 am
Im=dificado despuds da Cargadod

Hetsda para cuantificacidn de aspartame v acegul Fame-kK

C18, MaoH-buld digpte. DAR 210 om. 1.2 ml/min

DA B, Sigei90,2 Bel= 100, 100 [REP -G EF WA D000, O)
[l BRI B, Sigedis, 2 Fed=260,100 {A5F.AC EXWALDOCTI.O)
LT 55 g E &
500 -} i s = g;_ 5 E
e e eS8 6 W
] | | !
500 !
] | g
§ Lt
an0 -}
ano-|
wn-lls Ka = ul'ﬁh & EE &
=
B et Bl s o e e = S -
100 ]
5 =
; A g @ T A
0 S ) N T Ry o T e TR [V IR
3 4....15....115.. ahm
Besumen de concentracitn de compraestosn
Compuestos ordenzdos segin T Sigmal
Fecha de Modificacidn de tabla de calibracidn: Tue, 4. Sep. 2007, 10:246:32 am
Picos no Callbrados : Mo reportados
iSefial] B | Tiemps | Bres | Concentracidn | Hombre del compussto |
{ugSmL|
et e ——t |rerrrrn s ————— -1
loRo1 11 18 VLS6D, 433 125 948 |Acasul fame K H
iGefiall B} Tiempo | ACER | Concentraclidn |  Hombre del compuesto |
{ugfmL)
:————:———:——-—-------:-.-... : _____ :- |
IDADL 11 117 VE415.28B a0 040E |RsparCamna :

#4+ Pin del Reporte *++

Instrument 1 Tue, 1. Sep. 2007 D3:-14:39 pm

pagina 1 de 1

e
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Anexo 9. Cromatograma de calibracion, nivel 10 mg/Kg ASP y AK.

Brchivo: C:\HPCHEMA\1\DATA\ASP-ACEK\BACAL)SS.D
Cal ASP-AK: ASF Lot: LB24613, AK Lot: LB25823; 10 ug/kg

Sample Mame:10 ug/kg rl

Fecha de Inyeccién: Mon, 27. Aug. 2007
Muestra 10 ug/kg rl
Operador : Jesscn Morales

Método de Adguisicién : ASP-ACEE.M

Método de Znalisis : CiWHECHEMY LAMETHODSMLAAZ\ASP-ACEK. M

Ultime cambio : Fri, 21. Sep. 2007, 0%:17:43 pm
{modificade después de cargado)

para cuantificacidn de aspartame y acesulfame-k

C18. MeOH-buffer pH4 con gradiente. DAD 210 nm. 1.2 ml/min

Metodo

|:__- DAD1 A, Sig=198,2 Ref=360,100 (ASP-ACEKWACALDSS.D)
[ DADI B, Sig=226.2 Ref=350,100 (ASP-ACEKMACALQ55.D)
mAl 3 &8 2 8 g & ¢ 2 B8z
400 o . 2 S, Z@ .
_ FXT“E AR IREE
350 f % ! |
4 ow
] + \
300+ = |
1 |
. 250 —‘_; } \I
4 i |
200 = |I
150 \
oy
= 8 || %
& o | i
_____ ki W_H T
———— e
: —
1% 20 min

Compuestos ordenadeos segin :+ Signal
Fecha de Modificacién de tabla de calibracidn: Fri, 21. Sep. 2007,09:18:59 pm
Ficocs no Calibrados : Mo reportados

iSefial] # | Tiempo | Lrea |

| Concentracidn | WNombre del compussto |
{ug/mL})
Boteialt: jirm s oo Sy s | e et e e el e L S i
BRD1 11 (B 1278540 1B.344 (Acesulfams K 1
1Sefiall # | Tismpo | Area | Concentracioén | Nombre del compuesto
{ug/mL)

S e e e

**% Pin del Reporte **+

Instrument 1 Fri, 21. Sesp. 2007 09:39:50 pm pigina 1 ds 1
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Anexo 10. Cromatograma de calibracion, nivel 0 mg/Kg ASP y AK.

Archivot Ci\EPCHEM'1\OATR\AEP-ACEEARCALOR2 O Sample Hamd: BLARCO
Cal ASP-RE: AREP Lot: LEX4BLS,; AK Lob: LE2SA2E: O uglkg. -

W N A

Fecha de Inyecciénr Monm, 27, Aweg. 2847

Muastes £ RLARCO

o radar : Jagpan Morales

Métoda o Rdguisicién ¢ ASP-RCEH.M

Mdrada da AmAlidle £ O NHPCHEMY LW METHODSY LA \BEP-RCEK. o

lzimo canbio i Frl, 21, Sep. 2007, 09151126 pn
{Hpdificade despuds de cargado]

Matodo para cdantifleacidn de aspactang ¥ acadulfang-k

18, H-'C.‘-'\H-EH.IHH: L DAL El[l r.tr.. 1.2 ml/min

=3 DAY B it 1 im0 S0 ASFACRMMACALOE

et 18 U

2146
21.830

BB
Ra H

230 ELHI
" |
o |
203 | |
n— I
03 - |||| |
L _ § n

R IR R e Nl

3 1 15 . T T

Fosuman $8 concentrasidn de corpuaston

EzzZEN
Compusaics srdenadas asgon r Bigmal
Fecha do Mogificacidn de tabla de calibragidan: Pri, Z1. Sep. 2007,09;:51:36 pm
Floog so Calibyades : Mo reporctados

18edflal] B | Tlamps | Aaa D Cansentracidn | Nambre del coppussto |
fugsdml|

4 P - - -—— e |

oaDl |1 5D |0 0DE [D-00r |hcagsnl fane K |

i5efiall A ¢ Tiemps | Area | Concontracidn Hombre del compuasto |
[u/al)

sssss lose | sesnanssss lssscnencss e ——— - -

soRod 11 £ A B 1 | 0L BG0 Aspartane |

LR S R R R R R T L P T

“#+ Fin del Repoxta *++

Ingtrument 1 Fri, Z1l; Sep. 2007 BH:54:2H pm pagina 1 de I
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Anexo 11. Cromatograma de calibracion, nivel 25 mg/Kg ASP.

Archivo: Ci\HPCHEMY1M\DATA\ASP-ACEK\AACALOSS.D Sample Wame:25 mg/kg r3
CALIBRACION de curva 25 mg/kg ASP-BK r3

Fecha de Inyeccidén: Wed, 5. Sep. 2007

Muestra 25 mglky 3

Cperader 1 Jesson Morales

Metods de Rdguisicidn : ASP-ACEK.M

Método de Rnalisis ¢ C:\HPCHEM\1\METHODSA\LRAZ\ASP-ACEK.M
Ultimo cambio ; Fri, 21. Sep. 2007, 09:41:21 pm

(modificado despugs de cargado)
Metodo para cuantificacidn de aspartame v acesulfame-k

Cl1&. WeOH-buffer pH4 con gradiente. DAD 210 nm. 1.2 ml/min

[T DADT A, Sig=198,2 Ref=38D,100 (ASP-ACERAACALDES.0)
[_] DaAD1B, Sig=228,2 Ref=380,100 (ASP-ACEK\AACALDSS.0)
R 5 8 - & gz % =
- & 22 < E
FLEimh//"“xﬁuﬁﬁ Jgi__. SRS gw
400 @ |
i =4 |
o I
| 1 Lo |
] I '|||
| 300~ |
|
1
|
200+ \
II
! \
f |
100__ E = o oo = oo ||
[ 2 88 8 B § 8 B& /g8 3 sl | 3
i ] wh @ ¥
B B e e o s e o A I P G e ; 2
el B e s S ] Bl e St et s
: — : . : -
0 5 10 ‘]Iﬁ- 2|0 min
Resumen de concentracién de compuestos

Compuestos ordenados segan : Bignal

Fecha de Modificacién d= tabla de calibracion: Fri, 21. Sep. 2007,09;41:21
Picos no Lalibrados Ho reportados

{Sefiall # | Tiempo | Area i Concentracidn | Hombre del compuesto ]
(ug/mL)
------ e e it e e
iDaDL 11 |0 10,000 10.000 tAcesulfame K ]
|Zefial] ¥ | Tiempeo | Area { Concentracidn | Nombre del compuesto |
[ug/mL}
yDADL 1 117 11684, 548 126,203 |Aspartame
**¥% Fin del Reporite #=**
instrument 1 Fri, 21, Bep. 2007 09:42:46 pm pagina 1 de 1
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Anexo 12. Cromatograma de validacion, nivel 750 mg/Kg ASP y AK.

Archivo: CoVHPCHEMWIDWDRTAWAS P-ACEX\VATAO014. D Sample Hame:750 myfkg ol
validacidén de curva TH0 malkg ASP-<RE  rl

Facha de Inyeccidn: Wed;, 5. Sep. 2007
Mueatea © 750 mgfko rl
Ceveradar : Jesson Morales
Metods do Rdguisicidn @ ASP=-RCEE.M
Mitods do mndliais ¢ T NHPCHEHN] \METHODE LARZ\RSP-ACEE, H
FlEima camxio i Wed, 5, Bep. 2007, DR:ED08 pm
imodificads drapués de cacgada)
Metods para suvantificacidn de aspartame y acesulfame-k

Clé. MeoH-buffor pH4 con gradiente. CAD 210 nm. 1.2 ml/ps
DDA A, Sig=10E 2 Aai=180, 100 (A5F-ACEHNBLI0014 £ S = 1

IR B i e e o S, 0 50 5 e o . e e e e e e e e e

[ DwDd B, Sig=2256 2 Fal=160,100 (RSP ACEKIRLIO01E D)
malLl | =
g
1500
3
x =
1400 - i | d
1200 %l ':1
i
10 3
#00 -} Tan o
E ] (=3
-_ 18§ 3 3 5882
GO0 L, & & o &
A00 ] 'F
] = |
g Lo o=
200 i | 5 = a
i — x + — TS L g e E i
:|I i 1|u T - v IIE T T _I Elu T W mﬁ
Fezumen de concantracidn de compusstos -
Compuestos ardenados segun : Hignal : I
Fecha de Modificacidn da tabla de calibirecidn: Maod, 5. Sep. 2007, 089:29:47 pm
Ficos no Calibeados ¢ Wo pepoctados
iGeflall ¥ | Tiampo Rrva | Comcentracidén | Hembre del compussto :
(g mh)
et e T ——— e E AR s ———— i
iDADL 11 14 V2366387 (TET. 04T VAcesul fams K |
vSefial] ¥ | Tiempo | Rrma V Comcentracidn | Hombre del compussts |
{ugfmL)
l———i o :-n-—- memmmms s e e e e e A ——— e |
ibepl 11 117 13547027 [aall, 410 !Aszpartame }

ESE-T T

o

#** Fin dal Reporke #+d

Instrumene 1 Had, 5. Sep, 2007 08:57:41 pn pagina 1 de 1
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Anexo 13. Cromatograma de validacion, nivel 500 mg/Kg ASP y AK.

firchive: CoNHBCHEMA L\DATAMAS P-RCERNVALOGOOG. T Sapple Wame: 500 mglhg o2
'l.':.li.d;\i'_tﬁn dao curcva 500 mgfkg ASP-RE 12 -

a e i S

Fecha de Loyecciddn: Twe, 4. Sep. 2007
Muestra : 500 mgikog 2

Dperador Jesson Morales

Metods de Rdogquiaic |'|r| { o REP-ACEE,. M

Métode de Bndliais i O WAPCHEM Y 1 \METHODSY LEAR Y AS P-ROEER M
TlELmS camsio i Tue, 4. Geg. 007, O9:%2:13 an

(modificade despuds de cacgadol
Metods para -\_I.'I.!L'ILLEJ.l:a.I::LDI'I de zspartama yoacesnl fame-k

ClH. = Le, DAL 210 nm. 1.2 mi/min
mmp.mmm emIHEL 100 (RSP ACE KV ALOD00E )
(] B, Sig=228 2 Rel= 0,100 (ASP-ACE KW aLO0D0S )
miLs x
] E
] £
1300 E ;
1000 %!I
s [
|] o= E
820 “ ERE ¢ 5 8 3
e e g 8 n
. .
_‘m_
] un R e
=] § E_ 5 ggz g § 2 z g = '8
E sl L P b4, e 2
_h;‘:" — : L4 -'r: a ™
b - —l—ﬂhnﬁnb_u:- P, T P
i —————t ot e ———
] 3 10 15 2 miy
Aegumen de concentracidn de compuestos
Compu=stos crdenados segun t Sigmnal
Fecha de Hodificacidn de tabla de calibracidn: Tue, 4. Sep. 2007, 10:26:32 am
Plocoa no Calibradas : Mo reportados
!Befal! # ! Tiempo | Lrea | Concentracidn | Hombre del compusato !
{ug/mL]
i F— i i B L L T I ——
{GRDL 11 14 {ETEAZ.ZT]1 14594.472 |Acesul fame K |
{Sefal] # | Tiempo | Arxea | Concentraclidn | Hombre del compuescs |
(g mki]
| f=== fommmmmm s frmmm s fmmm oo [
(DAD1 |1 11T {ZEBTAOS. 352 (404 EDZ VREpacCang !

“++ Fin del Reaporte ***+

Instrument 1 Tue, 4. Sep. 2007 01:1%:08 pm paglna 1 oe 1
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Anexo 14. Cromatograma de validacion, nivel 250 mg/Kg ASP y AK.

Brochivo: CAEPCHEMM 1A DRTA\BSE-ACERNWARLOOOOS . O Samgle Name:250 mgikg rl
ValldacLon de curve 250 mgiky RSE-AK £l -3

Fecha de Inyeccidn: Tuoa, 4. Sep. 2007

Hu=stra £ 250 mglka ri

Operador : Jeason Horales

Matcodo de Rdquisicidn ;¢ AEP-RCEK.M

Hatodo de Apalisis ¢ CoAHPCHEMY 1 NMETHOOS A\ LART IS P=ACER , M
Oitims cambio : Tue, 4. Bep. 2007, N%:12:13 am

(modiflcads después de cargado)
Hetodo para cuantificacidan de aapartame ¥ acesulfame-k
g, Mefd-buffer pHY con gradience. D00 210 rm. 1.3 mlfmip
Dwln B, Sig=228 Z Fef=160, 100 (ASP-ACEXWALMNONS D)
DADT &, Sg= 1882 Raf=260,100 (AEP-ACEKWALIGO05 D)

E

g

ﬂ

i —

L SITE FEReE
522 - Sramufamo K
—— —— 12373 AmmyrigTe

B0 4 e w
! g = =] ?wj ! W R ; ™
i R Ve & 83 @
e = L ] o
i / T
mj 'II | 'lII
! x H
$ N 538c8 !¢ 5 .
i . Lok Ot | = i £
o "_,|_|_L|“‘ , .J 1"\«. . e " o o o
¥ T T T T T T T T T | T T T T T T . v iy
L 5 10 . 2 m
Eesuman de concentracidn de compusstos
Compaestos ordanados aeqdn ¢ Rignal
Fecha de Modificacldn de tabla de calibracicn: Tue, 4, Sep, 2907, 10:26:32 am
Picos no Calihrados : Mo reportados
iBefaly B0 Tiemps | Area | Concentracidn | Hombre del compussto |
[ mL)
et e I P — | - et |
iepL 31 35 P14200. 833 1254080 ‘Rcegulfane K i
iGafal ) Tiempo | RIea | Concentracidn | Ronbee dal compussto i
[ug/mL)
A  aAET, i TR Nt i rom bt e e e e 1
Dol £l 127 VI4HBR, 32D 1243612 iAspartame H

**+ Fin de=l Reporte %+

[MBE Eumene L Tue;, L. Sep. 2007 O0:4E: 09 pm pagina 1 de
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Anexo 15. Cromatograma de validacion, nivel 150 mg/Kg ASP y AK.

Ardhive: ©:\HPCHEMA1\DATR\ASP-RCEK\VELOQQDS D Sample Hame: 150 mgikg £2
Validacidén de curva 180 mgfkg BSP-AK 12

=EE=

Facha da Inyecolons: Toe, 4. Sep. 2407

Husstra i 130 mgfkg 2

Oparador 1 Jesson Horales

Hétodn de Adquisicidn @ ASP-RIEE.H

Hétodo de Andlists i C:oNHPOHEM,Y LWVHETHOOS\LAAR \LEE=ACEK ., ¥

Oltime cambia : Toe, 4. Sep. 2907, 09:12:13 am
(modifilcads despuds de cacgadol

Hatodo para coantificacidn de aspartame v acesulfame-k

{16, MeOH-Enff ente. DAD 210 pp. 13 mlfmin 3 =
[ 1 DaDi A, Big=The> ﬁsﬁﬂ!-l_ 0 (RS P-ACER AL 000N 0] ']

[ DeDi B, Big=226.2 Aef=360,160 (ASF.ACERTAL DB D)

mAL ]
m_
. aE
L3
rog - £
[
o
B0 ; E g5 & 2
_ . SaE E
a0 g
: o
200 4 {
60 %l
igge=e Y8 : B =3 B
wo}f §8 28 rE 5 K E¥Z
P = mm
100 3 : 1 =2
gg | BE @4
('} S L SR Kk Y S-S T -+
e acros I i =
Resumen de conoentyacidn de compuestos
Compueatos ordenados  segln : . Bigmal
Fecha d= Hodificacién de fabla de calibracién: Tue, 4. Sep. 2007, 10:26:32 am
Floos no Dalibrados i No ceportados
iSefall & | Tiempo | Area | Concentracidn |  Hopbeos del compussto |
(g mL )
e Bt e Y P —— I e
HEal N R I VBE1Z.877 (152 _44] VESesyl Came B i
iGefiall 4 | Tiempo | Area | Congcenteacicn | Hombre del compuesto I
{ugSmki|
et B B T I R HE —————— e e _—
ipapl (1 L7 19721.440 ;165,508 | Aspactame !

e e i e i e S L

- - e

vee Fin del Reporte 4+*

=

Instrument 1 Twa, 4. Sep, 2007 47201 pm pagina 1 de 1L
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Anexo 16. Cromatograma de validacion, nivel 75 mg/Kg ASP y AK.

Archiws! C:AWVHPCHEMALAZDATRAASP-ACERVALDOOID, D Sample Hame:75 mgfkg ri
validacién de curva 75 ng/ko ASF-RH kel

Fecha de Inyeccidn: Wed, 5. Sep, 2047

Musstra LTS omglka E1

Uperador : dasagn Hopales

Hétods de Bdquisicidm @ RSP-ATEE.M

Hatodo da BnAlisie o LAHEBZEEMY 1 \HMETHADS \LAAZ\IWSE-ACTE. H
Ditimn camaio t Wed, 5. Sep, 2007, 0E-28:08 pm

imadiflcads despoés de cargado)
Hetodo para cuantlbicacion de aspertams y acesulTame-k

14, = RHY Son gradisnbe. DO . 1.2 mlimain
[iTeg .i. 5o 1882 Fiet=260, 100 (RaP-AL E,K-.'.':}l.: Eﬁnwm -
| DeD1A, Sues2e2 Refz260, 100 (ASP-ACEKIVALGINT0 D)
mAL g
60 - E1l
¥ 3l .. :
509 - = 5 S BE 3
. ~_= f\ =ud sm @
E o : ety
400 %
| i
I <
300 w
3 e
L -
] I
200 -
| : |
3 - i
SEeY 5 erys | |
[ I y = L im " o I I
Eiinn agllyleg g 2l
i K % = FEE mowo o = o
PO T SO . TR S0 .. LA S
— T T T T T T T T T v ¥ T T T T T
& e[ 15 | ) i
Resumen de concenbracidn de compuestos
Compuestos ordenados seain + Elgnial
Fecha de Wodificacidn de tabla de calibrasidn: Wed, 5, Sep. 2007, Q@:29:47 i
Fizos mo Calibrados : Mo reportadcs
iSefall B | Tiempo | Ared ! Concentracldn | Honbre del conpussto |
[y e}
o e e e e et T TP
iDADE 31 14 14453761 177 R43 fRecesul fame B !
iSefiall H | Tiempo | Area | Concentracidn | Nombre del compuesto |
{ug/mL|
| S AL |, N — - | __________l B e e L B e ]
i W ] 1 T
TADL $1 117 14597.241 15,992 IAspartane |

*** Fin del Reporce *++*

Instrument 1 MWad, %, Sep, 2007 08:48:57 pm paging 1 de 1
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Anexo 17. Cromatograma de validacion, nivel 30 mg/Kg ASP y AK.

Archivo: SO\HPCEEMALADATRMARSP-RCERWWARLOOOIZ. D Sample Hame:30 mgikg
valldaaidn de curva 30 mgfkg ASP-AE  £Z

- - - =~

-

Ferha de Inyeccidn: Thue, . Gep. 2007

Mus=e ra v 30 moSEkg
Ope=rador { Jasson Moralea

Mt ol de Rdiuieisidn - RSP-ACER .M

Maibodo e Analisis T CoAHPCHERA T WHETHODS W LRAZVASE-RCER . H

Tltino wambic t Thm, &0 Hep. 2007, 00:01l:00 am
Imecdificads daspuds de cargaco)

Hetodo pars cuantificacién da aspartams y scasultama-k

G1f =huLEe Hd Gon gradiente.. DAD 210 om. E.2 mlimis — -
H 18, Sig=220 2 Red= 300, 1 00 (hGF-ACERWALDOH 2.0
DADT A&, Sigeiid 2 Red=200, 100 (hSP-ACERWA LG 2.0
- =8:& & 5z BE3
500- R W B OB AE T
. f 3 }
i |
200 | : = I'
_ | |- \
!
= aoa - § | ‘ ll'l,
] ! | |
200 - I| |
] g g &
$ 5% B¢ 2g gz | |
100 - = T L n il =, =
b :Lrih—‘?i-—u P R 7t I .
RE E H o Eoom 3
H SR L lI . B nor—rery i 1 — e
T T L] T v T T T T UhRea bk Sib ke 'I' P ——— " T
e, S 5 3 15 2 minl

Fesumen de concentracidn de Comguestoa

)

Compuestos ordensdos segun T &ignal
Fecha de Modificacion de tabla de calibragitn: Thu, k. Eep. 2007, O0:0015%7 am

Flocs no Calibragios Ho reportados

tHefnl! B} Tiemps | Araa | Concantragidn | Nombra del oompussto
{ug/mi |

e e T et

VBRDL D1 5 VITIEARY 129, M40 VRzesulfame K |

‘Safial] B | Tiemps | Area | Conecentraciin | Hombre del compuesto :
{ug/mk|

e e s S el e ety e [ g i e e o o e et s

TBRT1 (1 T V1808,4393 130,748 | AaparTams 1

*** Fin del Reporie **

Insterunent 1 Thu, 6. Sep. 2007 Q1:17:44 am paging 1 de 1



44

Anexo 18. Prueba T-student validacion de curva de ASP y AK

DESVIACION | VALOR
Edulcorante MEDIA | ESTANDAR T Pr>|t|
Acesulfame-k -10.185 20.16 -1.75 0.1079
Aspartame 1.374 8.588 -0.51 0.6251

Anexo 19. Cromatograma de recuperacion, nivel 500 mg/Kg ASP y AK.

Archivo: C:\HPCHEMM\1S\DATARMASP-ACEKAVALOOQ34.D Sample Name:500
recuperacidn 500 mg/ky
B e S e e
Fecha de Inyeccidn: Sun, 146. Ssp. 2007
Muestra : 500
Operador JESS0ON MORALES
Método de Adguisicidn ASF-ACEK.M
Metodo de BRnalisis CiZNHPCHEM LAMETHODSWLAAZ\ASP-ACEK. M
ltime cambia Sat, 15. Sep. 2007, 10:33:24 pm
Metodo para cuantificacion de aspartame ¥y acesulfame-k
C1B. MeOH-buffer pHi4 con gradiente. DAD 210 nm. 1.2 ml/min
1 DAD1 A, Sig=1588,2 Ref=360,100 (ASP-ACEKIWWALDOD34.0)
[_] DAD1 B, Sig=228,2 Ref=350,100 (ASP-ACEKWALDOD0O34.0)
mAUj E 2
1400 o 8 =
F
1200 - % g
1 dl
1000 g 1
] I
1 I
200 | |
!| =4 |
800 | 2 = & g S
I T = 3 a8 &
400 ¢! Ne = B # A
| ! | B
o5 | b Y
200 = ﬂh . g [e 8 =+ o \
— — == -— ¥ [ BT ~— 1 =
i SEBIV g HES Y & 55 /& F =5 i‘ﬁ | \
- =
. P L R STV - S | G -y o S S .
Ny T T T T
[¢] 5 10 15 20 il
g e e — = e me e
Resumen de concentracidén de compusstos

Compuestos ordenados segin
Fecha de Modificacion de tabla
Picos no Calibrados

Signal
Sat, 15. Sep.
Mo reportados

de calibracidn: 2007, 02:36:09 pm

|Sefial| # | Tiempa i ABrea Concentracidn | Nombre del compussto i

{ug/mL}
Vo i e ] i e s M i i e i
{CADL 1 13 28570.887 [510.410 (Acesulfame K H
{Sefiall # | Tiempo | Area \ Concentracion | Nombre del compuesto H

{ug/mL}
e el B e oo e e e e b ot e S AR e e e e 1
1DAD1 |1 114 128329 508 485,175 VAspartame :

**%* Fin del Reporte ***
Instrument 1 Bun, 1&. Sep. 2007 08:02:24 pm pagina 1 de 1
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Anexo 20. Cromatograma de recuperacion, nivel 250 mg/Kg ASP y AK.

ABrchive: C:M\HPCHEMY1\DATANASP-ACEKNVALOOOZ&6.D Sample Wame:Rec 250 molkg

" Fecha de Inyeccidn: Sat, 15. SBep. 2007

Muestra : Rec 250 mg/kg

Operador + JESS0ON MOBRALES

Método de Adguisicién : ASP-ACEK.M

Método de Bnalisis : C:\HECHEMW1\METHCODS\LARZN\ASP-LCEK.M
Oltimo cambio t Bat, 15, Sep. 2007, 10:33:24 pm

Metodo para cuantificacidn de aspartams y acesulfame-k
C18. MeOH-buffer pHé con gradiente. DAD 210 rm. 1.2 ml/min

[ DAD1 A, 5ig=198,2 Ref=380,100 (ASP-ACEKWALDO02E.D}
[ DAD1 B, Sig=228,2 Ref=350,100 (ASP-ACEKIVALOO2E,0)

mal

uwy
o 1
= E
]
5
1600 - =4
] %
| '! i & £
| 1400 - ks o
1 F] &
[ 1 <
1200 - g -
: ~ f
1000 - | 4 7
| ¢ ‘
wof | | A & mweex B &
] | i - | 2 oWy W w
- fNg J\ & 588k g 3
600 | J T A 2 e 8
| | ]
. . ‘
g 11 |
| &
HE; bl oo
— —
20 mir
== =
Resunsn de concentracidn de compuestes
Compuestos ordenados segun : Signal
Fecha de Modificacién de tabla de calibra dn: Sat, 15. Sep. 2007,02:36:09 pm
Pizos no Calibrados : Mo reportados
iSefial) # | Tiempo | Arasa | Concer tragcidon | Nombre del compuesto 1

tracion | MNembre del compuesto H

\8efial, ¥ | Tiempo | Lrea

'mL}

L del Feporte #**

Instrument 1 Sun, 16. Esp. 2007 10: (00 am pagina 1 de 1
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Anexo 21. Cromatograma de recqperacmn mvel 100 mg/Kg ASP y AK.

Brchivo: Ci\HPCHEMAIN\DATAN\ASP=-ACEX Sample Name:Rsc 100 mg/k
validacion ASP Y AK, Becuperaciodn

R S — - - g e e
Fecha de Tnyeccidn: Sat, 13. Sep. 2007

Musstra : Rec 100 mg/kg

Operador : JESSON MORALES

Métode de Adguisicidn
Métode de Analisis ; CTi\HEC 1 NHET
Ultime cambic : Sat, 15. Ses. 2007,

3:24 pm

Metodo para cuantificacién de :
C18. HeOH buffer pHd con gradient

DADT A, Sig=198 2 Rei=360,100 (A SF- ACEKIVAL 078
L__'I DADT B, Sig=228,2 Ref=360,100 (ASP-ACEKIVAL 00028 | 5
maL ] §
1750 e
] 3
1500 -] @
E &
9 =
12602 2
7 <
1000 g
b
y ﬂ G o wn
L I\ &g 8 8 g 35
. I\, ww 2 = ﬁ' w
] = “—F——_._;_/—\___Df_ g |
500—_ AE & | | |
E B B o - ~ o] |
B2 /IES 8 3 8 b |
260 | Sa E E RBn g 2 o |
= el [ o S = -
' = i 5o =
i = 4 el 3
B - T\i"v\a—l-\._\_l_u:—._l._-_, I i T, T o oo e
. ; — . " — —
0 5 20 min!
T e S T =

Besumean
Compuestos ordenados segin
Fecha de Modificacién de tabla itra
Ficos no Calibrados

o

| Sefial)

1 DADL

| Serial| # | Tiempo : il

ot fomean ey | e =
{DEDL |1 }14 6005,

Instrument 1 Sun, l6. Sep. ;o2 s pagina 1 de 1



47

Anexo 22. Andlisis estadistico de recuperacion de ASP y AK.

DESVIACION | VALOR
MEDIA | ESTANDAR | T Pr > |t|
Acesulfame-k -5.029 93 -1.32 0.2426
Aspartame 15.58 | 25.24 | 151 | 0.1908 |

Anexo 23. Cromatograma bebida marca “V”

chhiv;: C:\HPCHEMA 1\ DATR\BRSP-ACEEKNVALDOO45. D
Iduestra marca "V"

Sample Nams:Zlv-Lt

Fecha de Inyeccion: Sun, 16. Sep. 2007
Muestra 1 Zlw=-Lt
Operadeor + JESSON MORALES
Método de Adguisicidn ASP-ACEK.M
Método de Rndlisis 1 C:A\HFCHEMALM\METHODSSLAAZ\ASP-ACEK. M
Ultimo cambkio Sat, 15. Sep. 2007, 10:33:24 pm
Metodo para cusntificacidn de aspartame y acesulfame-k
C18. MeQH-buifer pH4 con gradiente. DAD 210 nm. 1.2 ml/min
[T DADTA, Sig=198 2 Ref=360,100 (ASP-ACEKWALDO045D) =
[_1 DaD1 B, Sig=228.2 Ref=360,100 (ASP-ACEK\WALOO045.D)
mal - &
1 =
1500 - &l
1400 \
w
12004 2
= w in
© &
1000 E o
5 & P\ J;
0
w| |} g |
] ? e rﬂ .t I h g
800  + ® R pola - 5
“’1 Hig he § 8
] i \ 7
400 | é \r J|'|I |\ o 1]
-4 || M=o [h = \\
4 o= i
| 2007 31 =T B[] % N \
2 Nl B sg3g g /AN B |G ¥ 2 \
< | TS AN S I M A 0 A A IR . - S
‘l T T ++ +
T T T T T T T ) T T " |
] 5 10 15 20 mir
e ——— = e — ——========c======= JE—— :

Resumen de

Compuestes crdenadoes segin

Fzcha de Medificacién de tabla de

Picos no Calibrados

Signal
Sat, 15.
No reportados

calibracién:

| Concentracion |
{ug/mL)

Nombre del compussto

Sep. 2007,02:36:09 pm

| Sefial] Tiempo | Areg
BT R T TR R
1DADL 1 03 19318.548
Sefial, # 1 Tiempao | Area

i Concentracidn |
{ug/mL}

del Reporte **¥
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Anexo 24. Cromatograma bebida marca “U”

Archiwveo: C:\HPCHEMM\INDATANASP-ACEEAVALOOO3E.D Sample Mame:ZRE
Muestra marca "UI"

Fecha de Inysccidn: Sun, 16. Sep. 2007

Muestra : ZREB
Operador : JESS0ON MORALES

Método de Adgquisicién : ASP-ACEER.M

Método de Andlisis : C:\NHPCHEMM LMMETHODSWLAAZNASP-ACEK.M
Oltimg cambio : Sat, 15. Sep. 2007, 10:33:24 pm

Metads para cuantificacidn de aspartame y acesulfame-k
C1B. MeOH-buffer pH4 con gradiente. DAD 210 nm. 1.2 ml/min
I [ DAD1A, Sig=198 2 Ref=360,100 (ASP-ACERKWALDDO3E.0)

[ DAD1B, Sig=2282 Ref=360,100 (ASP-ACEKWALO0038.0)

mau 2
] &
1600
| 1400
1200 -
o
1000 - g
B
z
800 &
sl = @ T B g o
- L] n g o & U
1 ‘ 5 i @&  ddg
400 lL I frh‘————m_ I : -
3 13 ﬁ'l _ :1 &
200 — 5 7| =} [ RO o AT |
- fﬁ;nzmk%aé%%#ﬂg@?a | \E g |
T e (N g F w8 o G = e o W - 2 ;
o L, N S R .= i I — —_———
-Il T T — T T T T T T T
43 5 10 15 20 min

Compuestos ordenados sagln ¢ Signal
Fecha de Mocdificacion de tabla de calibracidn: Sat, 15. Sep. 2007,02:36:09 i
Picos no Calibrados : Mo reportados
(Sefial; # | Tiempo | Area i Cencentracidn | MNombre del compussto
(ug/mL)
| SR s e e e s G | Ay i SR | £ N, : _________________________ :
1DADL 11 i3 FB245.013  [163.779 lAcesulfame K ]

iSefial ] # | Tiempo | Area | Concentracién | WNombre del compuesto )
{ug/mL)

e R e L T T T Ty —

#*% Fin del Reporte *##%
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Anexo 25. Cromatograma bebida marca “W”

Archiveo: C:\HFCHEM\1\DATA\ASP=ACEK\VALOO030.D Sample Hame:DLF
Muestra marca "W"

EEFE e e T e —=ammmmme == EES e e T

Fecha de Inyeccidn: Sat, 15. Sep. 2007

Muestra 1 DLE

Operador 1 JES50N MOBRRLES

Método de Adguisicidn ; ASP-ACEK.M

Método de Analisis + C:\HPCHEMA\1\METHODS\LARZ\ASP-RACEK.M
Ultimo cambio : Zat, 15. BSep. 2007, 10:33:24 pm

Mztode para cuantificacidn de aspartame y acesulfame-k
Cl8. MeCH-buffer pHd con gradiente. DAD 210 nm. 1.2 ml/min

1 DAD1A, 5ig=198,2 Ref=360,100 (ASP-ACEKWALODDZ0.D)
[ DADA B, Sig=228,2 Ref=380,100 {ASP-ACEKWALODD30.D)
mAL &
gt
1750 ]
[
] E
1500 - £
] o 2
4 o 0
bt L
1250 0
] &
I .| ?
10004 B | 8 T
- | - (\ § 8 o
750 - l|' | % & e 2 o ® B
oo : o N oom
Aty el - v )
500 - |. i
= [yl
o = o o a b [ | |
%_ | gr? @ i3 EE = 5 / | || |
2507 ¢/ Lino, fig g g le g Uy
! ¥ llllI 2488 o bt 2 Iy
S, SO LN 3. SNSRI - . W0
] T T T T T T T T i T T
0 5 10 15 20 min
Resumen de concentracién de compuestos
Compuestos ordensdos segan : Signal
Fecha de Modificacidn de tabla de calibracién: Sat, 15. Sep. 2007,02:36:09 pm
Picos no Calibrados ¢ Mo reportados
Sefial] ¥ | Tiempo |  Area | Concentracidn | Hotbre del compuesto !
{ug/mL)
F {rrm|mmmeee— e trrEmmemene FETRT e e [t e e i
papbl §1 |3 15270.855 192.498 |Acesulfame K !
iSenall # | Tiempo | Area | Concentracién | Nombre del compuesto !
{ug/mL)
[ EP TS bramn e er g R B S e O ey - e e N s B o s v s i i AR e s 5 A i . s . 7 I
i i | 1 1 I |
1DRDL |1 14 19561.8935 1162.383 (Aspartams

e e e e L T

#%% Pin del Reporte ***
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Anexo 26. Cromatograma bebida marca “Z”

Arechive: C:M\HECHEMALADATAN\ASP-ACERKN\VALOOODLS.D Sample Name:Recuperacién->
Muestra marca 2" '

Ees oo ss oo e e s s e e e s e e e e e e e T T S T T I e e e e e e

Fecha de Inyeccidn: Sat, 15. Sep. 2007

Muestra : Recuperacién 500

Operader : Rafael Lipez

Método de Adguisicion : ASP-ACEK.M

Método de Andlisis : C:SYHPCHEMY 1A\METHODS\LARE\ASF-ACEK. M
Oltimo cambico ¢ Sat, 15, Sep. 2007, 10:33:24 pm

Metodo para cuantificacidn de aspartame y acesulfiame-k
C18. MeOQH-buffer pHd con gradientes. DAD 210 nm. 1.2 ml/min

[T DADT A, Sig=198,2 Ref=350,100 (ASP-ACEKWALODD19.D)
[_1 DaD1B, Sig=228.2 Ref=360,100 (ASP-ACEKWALODD19.0)
mal ] =
16004 i
1400 £
4 (]
i =
] & ‘
1200 ]
i re ©
w00 ¥ ¥ 3
] b E 3
] { g o
800 | Z %
=
I I 5 : 0
BGG 1 | \‘ o [1a} "
I [ : g g
] & [ @ o B
400 4 “ ' \
1' o 2 w |/ ‘ *
| m de g2 e 28 8 /3 e ||\
| A - e RS o @ -
|r"]—._| uQFJI..- '?I/f\\_ aniflae Yl ST R = i o
D [ I| I.l III_ |.| |I T : 2 T |I T I| _I |I LT i — 1 o ; AT
— : ; . _—
a 5 10 15 20 mi
Resumen de concentracidn de compusstos
Compuestos ordenados segin : Bignal
Fecha de Modificacidn de tabla de calibracidn: Sat, 15. Sep. 2007,02:36:09 pm
Picos no Calibrados : Mo reportados
1Sefial: # | Tiempo | Rrea | Concentracidn | HNombre del compuesto !
{ug/mL}
o L e e e e et F YL T e ey ey oy ol . g . e e B e e i et e e e e et bt 1
JDADL 11 13 15978.225 |105.184 |Acesulfame K ]
Befial] # | Tiempo | Area ! Concentracidn | HNombre del compuesto 1
{ug/mL]
PR s i e e e e R
{DRDL 11 114 110142,448 (172,367 |Aspartame
RS e e e e b e e e e e e e e e

*** Fin del Reporte #%*



51

Anexo 27. Cromatograma bebida marca “Y”

Archivo:

C:\HPCHEM\ 1\ DATA\ASE-ACEK\VALODO5R1.D

Muestra marca "Y"

e i e e e

Sample Mame:SPT-B

24 pm

Facha de Inyeccién: Sun, 16. Sap. 2007

Muestra : SFT-B

Operador : JEES0N MORALES

Métode de Adguisicién : ASP-ACEK.M

Método de Andlisis ¢ C:\HPCHEMM\1\METHODSNLARZ\ASP-ACEK. M
Oltimo cambio Sat, 15. Sep. 2007, 10:33:

Metodo para cuantificacidn de aspartame y acssulfame-k

Cl8. MeOHE-buffer pH4 con gradiente. DAD 210 nm. 1.2 ml/min :
:_—I DAD1 A, Sig=198,2 Ref=360,100 (ASP-ACEKWALD051,D) o
T_1 DAD1B, Sig=2282 Ref=360,100 (ASP-ACEKWALDODS51.D)
mAl |
=
1400+
2
£
1200 -] I
o
- ™
J » b
10004 E
3
] 7
800 u
] B i
B00- = 2 o %]
1 uy i)
i ” o i 2 g ﬁ
1 l\ E ] o ™
400 - ' oo o
1 Il fﬁhﬂ____ \
] | / y
- - a & /9 2 o
13 8¢ B 2 3 3 » /@93 B b
18 o T 8 8 = & JZoad B o
o1 B ey (B 0 @ d S ey s
# T T T T T T T T
1] 5 10 13 20 min

]

Resumen de concentracidn de compusstos

=

Compuestos ordenados segin

Picos ne Calibrados

(Zefiall # | Tiempo | Area | Concentracién | Wombre del compuesto
{ug/mL)

------ e e e e e e e s e e e e e e e e |

DADL 1 13 18844,425 (156,504 tBcesulfame K '

1Sefal} # | Tiempo | Area | Concentracidén | HNombre del compuesto
{ug/mL}

|DAD1 |1 |14 114428 .569 [246.086 |Rspartame }

: Signal
Fecha de Modificacidn de tabla de calibracién:

Sat,

¢ No reportados

1%. Sep, 2007,02:36:09 pm

¥# Fin del Reporte *¥¥*
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Anexo 28. Cromatograma bebida marca “X”

Archive: CiWHPCHEMY1N\DATAMNASPE-ACEKA\VALOQD4T7.D Sample MName:CALD-A
Muestra marca X"

Fecha de Inyeccidn: Sun, 16. Sep. 2007

Muestra ; CALD-A

Operador : JESE0ON MORALES

Método de Adouisicidn @ ASP-RCEK.M

Método de Andlisis : C:\HPCHEMA\INMETHODS\LAARZNASP-ACEK. M
Ultime cambic ¢ Bat, 15. Sep. 2007, 10:32:24 pm

Metodo para cuantificacién de aspartame v acesulfame-k
C1l8. MeQH-buffer pHd con gradiente. DAD 210 nm. 1.2 ml/min

| [ DADTA, Slg=1398 2 Ref=380,100 [ASP-ACEKWALODDAT.D)
| [_] DAD1B, Sig=228.2 Ref=3560,100 (ASP-ACEK\WALDCD4T D)
mAU 1 g
I a
| 1400 ]
b
1200 :
s &
1000 a
800 ’ \
600 FKN ¢ o 8
] 2 ; \\\ o b i
] v o i g P
w0 g /| A gg o 2
I T @ I
1 ! JI% | IL
200 - ﬂ“‘ i ,
w 4 of% o g\ 2 3 g a © g ([
5 S 85 § 28 54: .
JE NG g 3she 52 8 /8L TR M
— ——— R . —
g 5 10 15 20 min
Resumen de concentracién de compusstos
Compusstos crdenados segin t Signal
Fecha de Modificacidn de tabla de calibracidn: Sat, 15. Sep. 2007,02:36:09 pm
Picos no Calibradas : Mo reportados
1S2fiall 4 | Tiempo | Area | Concentracidn | Hombre del compuesto H
(g /ml)
Prmems Pkt Pichi st iod e e b TR TR e Mt S s :
yDADL1 41 43 154,981 10.000 jAcesulfame K 1

18efial! # | Tiempo ! Area i Concentracién | Nombre del compuesto !
{ug/mL)

g iia el D beble ot i fommm=mes e iy e Bt )

DRDL 1 114 119616,334 1335.313 jAspartame ]

**+ Pin del Reporte ***
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