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RESUMEN

El analisis de carbohidratos mediante cromatografia liquida representa un desafio debido a su alta
polaridad y ausencia de cromoforos intensos, lo que limita su deteccion directa. En este estudio se
compard6 el desempefio de dos detectores convencionales acoplados a cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) en modo de interaccion hidrofilica (HILIC) para la cuantificacion de fructosa,
glucosa y sacarosa. Se evaluo la deteccion ultravioleta-visible (UV-Vis) a 192 nm y la deteccion
mediante indice de refraccion (DIR), utilizando una bebida gaseosa comercial como matriz real.
Ambos sistemas presentaron linealidad (R? > 0.998) y repetibilidad (CV < 3%). Los limites de
deteccion (LoD) y cuantificacion (LoQ) fueron de 0.234-0.310 y 0.709-0.941 mg-mL™" para UV-
Vis, y de 0.140-0.189 y 0.424-0.571 mg-mL™" para DIR, respectivamente. En la muestra, ambos
detectores proporcionaron resultados comparables para fructosa (2.25 vs. 2.15 g-100 mL™") y
sacarosa (6.81 vs. 6.71 g-100 mL™); sin embargo, la deteccion UV-Vis sobreestim¢ la glucosa (3.7
vs. 2.1 g-100 mL") debido a una interferencia atribuida a la matriz. Las discrepancias observadas
estuvieron asociadas a limitaciones de selectividad frente a la matriz y no a la linealidad del método
analitico. En conjunto, los resultados indican que la deteccion UV-Vis directa a 192 nm constituye
una alternativa viable para la cuantificacion de carbohidratos mediante HILIC cuando se dispone
de adecuada resolucion cromatografica y la matriz presenta baja susceptibilidad a interferencias.

Palabras clave: Comparacion de detectores; cuantificacion de carbohidratos; cromatografia
liquida de interaccion hidrofilica; indice de refraccion; UV-Vis.
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ABSTRACT

Carbohydrate analysis by liquid chromatography remains challenging because of their high polarity
and the absence of strong chromophores, which limits their direct detection. In this study, the
performance of two conventional detectors coupled to high-performance liquid chromatography
(HPLC) operating in hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC) mode was compared
for the quantification of fructose, glucose, and sucrose. Ultraviolet-visible (UV-Vis) detection at
192 nm and refractive index detection (RID) were evaluated using a commercial carbonated soft
drink as a real sample matrix. Both detection systems exhibited linearity (R? > 0.998) and
repeatability (CV <3%). The limits of detection (LoD) and quantification (LoQ) were 0.234 - 0.310
and 0.709 - 0.941 mg-mL™" for UV-Vis, and 0.140-0.189 and 0.424-0.571 mg-mL™" for RID,
respectively. In the sample, both detectors provided comparable results for fructose (2.25 vs. 2.15
g:100 mL™") and sucrose (6.81 vs. 6.71 g-100 mL™); however, UV-Vis detection overestimated
glucose (3.7 vs. 2.1 g:100 mL ") because of matrix-related interference. The observed discrepancies
were attributed to matrix-related selectivity limitations rather than to any lack of linearity in the
analytical method. Overall, the results indicate that direct UV-Vis detection at 192 nm constitutes
a viable alternative for carbohydrate quantification by HILIC when adequate chromatographic
resolution is achieved and the sample matrix exhibits low susceptibility to interference.

Keywords: Detector comparison; carbohydrate quantification; hydrophilic interaction liquid
chromatography; refractive index detection; UV-Vis.

INTRODUCCION

El estudio de los carbohidratos es esencial, ya que, ademas de constituir elementos estructurales y
de reserva energética, regulan procesos bioldgicos clave, como la senalizacion celular y la
modulacion de rutas metabolicas [1]. En nutricién y ciencia de los alimentos, determinan
propiedades funcionales, digestibilidad y calidad sensorial de productos alimentarios [2]. En
farmacologia, participan en la formulacion de excipientes, farmacos y sistemas de liberacion
controlada [3]. Asimismo, en materiales de construccion, su adicion como aditivo puede influir en
procesos de nucleacion y morfologia de carbonatos y mejorar ciertas propiedades de sistemas
cementantes [4, 5]. Debido a su presencia en sistemas biologicos, alimentarios, farmacéuticos y de
materiales, la caracterizacion de los carbohidratos resulta fundamental.

Los carbohidratos son compuestos hidrosolubles, polares y no volatiles que, en su mayoria, carecen
de cromoéforos y pueden presentar multiples estereoisémeros, lo que dificulta su separacion y
deteccion analitica [6, 7]. Entre las alternativas para la identificacion y cuantificacion de
carbohidratos, la cromatografia HPLC destaca por su capacidad para separar compuestos altamente
polares presentes en mezclas complejas [6-9]. Para el analisis de carbohidratos por HPLC se
dispone de detectores especializados como el detector de aerosol cargado (Charged Aerosol
Detector, CAD), el detector de dispersion de luz por evaporacion (Evaporative Light Scattering

81

() DSO Registro ISSN 2448-8186
BY NC SA

DOI:10.19136/Jeeos.al0n3.6687



L@ Journal of Energy, Engineering, Fernandez-Orozco 1. V.
, e Optimization and Sustainability Vol.10 Num 3: 2026 pag. 80-93

Detector, ELSD) y el detector amperométrico pulsado (Pulsed Amperometric Detector, PAD), que
permiten detectar carbohidratos sin necesidad de cromo6foros [9-11]. Aunque CAD y PAD ofrecen
elevada sensibilidad y un amplio rango de aplicacion, sus requerimientos instrumentales y
condiciones especificas de operacion pueden limitar su implementacion en laboratorios de analisis
rutinario [10-12].

En este contexto, el detector de indice de refraccion (DIR) constituye una alternativa convencional
para la deteccion de carbohidratos, cuya simplicidad operativa y disponibilidad en plataformas
HPLC rutinarias contrastan con los requerimientos instrumentales de detectores especializados. El
DIR detecta compuestos cuyo indice de refraccion difiere del de la fase mdvil; no obstante, su
respuesta es susceptible a variaciones de temperatura y presenta limitaciones de sensibilidad e
incompatibilidad con elucion en gradiente, aspectos que restringen su aplicacion en muestras
complejas [7,10-12]. Otro detector ampliamente disponible en los laboratorios de HPLC es el UV-
Vis. Sin embargo, la deteccion directa de carbohidratos mediante este sistema se ve limitada por la
ausencia de cromoforos en la mayoria de estos compuestos. Por ello, su analisis suele requerir
procedimientos de derivatizacion que modifican quimicamente los grupos hidroxilo o carbonilo
para incorporar grupos cromoforicos y mejorar la respuesta espectral [6-8].

Con el proposito de prescindir de etapas de derivatizacion, desde los primeros desarrollos
cromatograficos se ha explorado la deteccion directa de carbohidratos mediante UV-Vis en la
region del UV profundo (190-210 nm), donde estos compuestos presentan una absorcion débil
atribuida a transiciones electronicas de alta energia asociadas a los atomos de oxigeno presentes en
su estructura [13]. En afios recientes, esta estrategia también ha sido empleada en combinacion con
cromatografia liquida de interaccion hidrofilica (Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography,
HILIC), una técnica particularmente adecuada para la separaciéon de carbohidratos y otros
compuestos altamente polares [7, 14]. Aunque esta aproximacion simplifica la preparacion de la
muestra, su aplicacion puede verse limitada por la baja absortividad molar de los carbohidratos en
esta region espectral y por posibles interferencias provenientes de la fase movil o de la matriz [6,
15].

Aunque se ha descrito el uso de la deteccion UV-Vis y de indice de refraccion para el andlisis de
carbohidratos, los estudios que comparan sistemdaticamente ambos sistemas bajo condiciones
cromatograficas equivalentes y en matrices reales siguen siendo limitados [7, 15, 16]. Por ello, el
presente estudio tuvo como objetivo comparar el desempefio de los detectores UV-Vis (192 nm) y
DIR acoplados a HPLC en modo HILIC para la cuantificacion de fructosa, glucosa y sacarosa en
una bebida gaseosa comercial. La evaluacion incluyo pardmetros de desempefio analitico, como
sensibilidad, selectividad, linealidad, precision y desempefio cuantitativo, con el fin de aportar
criterios objetivos para seleccionar el sistema de deteccidon mas adecuado en laboratorios que
emplean plataformas convencionales de HPLC.
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METODOLOGIA

Preparacion de soluciones estandar. Se prepararon mezclas de fructosa, glucosa y sacarosa de
grado analitico (Sigma-Aldrich) para determinar los tiempos de retencion y evaluar la respuesta de
los detectores DIR y UV-Vis. La solucién madre se obtuvo disolviendo 0.2 g de cada estdndar en
5 mL de agua destilada filtrada (0.22 pm), obteniendo una concentraciéon de 40 mg-mL™".
Posteriormente, se prepararon soluciones de trabajo de 4, 20 y 28 mg-mL™"' mediante dilucion de
100, 500 y 700 pL de la solucion madre hasta un volumen final de 1 mL.

Curvas de calibracion. Para evaluar la linealidad del método con los detectores UV-Vis y DIR,
se construyeron curvas de calibracién para los tres carbohidratos analizados, empleando las
soluciones previamente preparadas (4, 20, 28 y 40 mg-mL™).

Limites de Deteccion y Cuantificacion. Los limites de deteccion (LoD) y cuantificacion (LoQ)
se estimaron de acuerdo con la guia International Council for Harmonisation (ICH) Q2(R1),
empleando la desviacion estandar de la respuesta correspondiente al nivel de concentracion mas
bajo evaluado (4 mg-mL™") como estimacion de ¢ y la pendiente de la curva de calibracion (S),
mediante las expresiones LoD = 3.36/S y LoQ = 100/S [17, 18].

Condiciones Cromatograficas. El sistema HPLC consistido en una bomba ProStar modelo 220
(Varian, USA) acoplada a dos detectores conectados en serie: un detector UV-Vis 9050 (Varian,
USA) operado a una longitud de onda de 192 nm y un detector de indice de refraccion ProStar 350
(Varian, USA), con una sensibilidad de 5.2 x 10* RIU (Refractive Index Units).

Columna y Condiciones de Separacion. La separacion se realiz6 en una columna aminopropil
Microsorb NHz (100 mm x 4.6 mm ID) rellena con particulas de 3 um y poros de 100 A. El inyector
fue una valvula Rheodyne 7125 con loop de 10 pL. La temperatura de operacion se mantuvo en 25
°C.

Fase Movil. Se empled una solucion acetonitrilo:agua (80:20), filtrada (0.22 um) y desgasificada
al vacio, la cual se bombed isocraticamente a un flujo de 1.0 mL-min™', en condiciones
caracteristicas del modo HILIC.

Preparacion de la Muestra. Se analiz6 una bebida gaseosa comercial tipo cola (Coca-Cola®, The
Coca-Cola Company, USA) previamente desgasificada por agitacion y filtrada a 0.22 pm.

Analisis de Datos. La sensibilidad instrumental se estim¢ a partir de la pendiente de las curvas de
calibracion. La linealidad se evalué mediante regresion lineal y el coeficiente de determinacion
(R?). La precision se expresd como coeficiente de variacion (CV%), la normalidad se verifico con
la prueba de Shapiro-Wilk y la comparacion de medias mediante t pareada con un nivel de
confianza de a = 0.05. Se empled el software estadistico Minitab version 17. Para asegurar la
repetibilidad instrumental y validez estadistica de resultados se realizaron cinco inyecciones
repetidas (n = 5) tanto de la solucion estdndar como de la muestra.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los cromatogramas correspondientes a la mezcla de estandares en distintas concentraciones se
presentan en la Figura 1 para el detector UV-Vis y en la Figura 2 para el DIR. Los tiempos de
retencion obtenidos para fructosa, glucosa y sacarosa fueron de 3.597, 4.308 y 7.084 min en
UV-Vis, y de 3.749, 4.445 y 7.214 min en DIR, respectivamente. Las ligeras variaciones en los
tiempos de retencion pueden asociarse a la conexion en serie de los detectores, la cual introduce
un desfase minimo en el registro de la sefial. En los cromatogramas UV-Vis se observo un pico
adicional a ~2.5 min, ausente en el DIR, cuya identidad no pudo establecerse; por lo tanto, se
reportd como pico desconocido. Asimismo, las respuestas registradas con el detector UV-Vis
fueron menores que las obtenidas con el DIR para glucosa y fructosa, particularmente a la
concentracion mas baja evaluada (4 mg-mL™).

La Tabla 1 muestra las areas cromatograficas promedio obtenidas de los estandares de fructosa,
glucosa y sacarosa a concentraciones de 4, 20, 28 y 40 mg-mL™! con los detectores UV-Vis y DIR.
En ambos sistemas se evidencid un incremento progresivo del area conforme aument6 la
concentracion de los carbohidratos, confirmando la relacion directa entre la concentracidon del
analito y la respuesta instrumental. El detector DIR registrd6 d4reas cromatograficas
considerablemente mayores para los tres carbohidratos evaluados en todo el intervalo analizado,
siendo mas evidente para glucosa y sacarosa. Los coeficientes de variacion inferiores al 3%
indicaron una adecuada repetibilidad instrumental, por lo que las diferencias observadas entre
detectores pueden atribuirse principalmente a su respuesta analitica y no a variaciones
experimentales.

~
[=)]
n
m
mVolts 2
60-
50-
4
40- A
Q
30 h
] "\ sTD40mgmL”
20+ A\ STD28 mg:mL"’
10- A\ STD20 mg-mL"™’
0 STD 4 mg-mL™
2.5 5.0 7.5 10.0

Tiempo (min)

Pico: 1 = Desconocido, 2 = Fructosa, 3 = Glucosa, 4 = Sacarosa.

Figura 1. Cromatograma de la mezcla de estandares por UV-Vis.Columna Microsorb-NH,; fase mévil
acetonitrilo:agua (80:20)/1.0 mL-min™.
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Pico: 1 =Fructosa, 2 =Glucosa, 3 =Sacarosa.

Figura 2. Cromatograma de la mezcla de estandares por DIR. Columna Microsorb-NH,; fase movil
acetonitrilo: agua (80:20)/1.0 mL-min™'.

Tabla 1. Areas de respuesta cromatografica de estandares de carbohidratos obtenidas con detector UV-Vis y DIR

UV-Vis DIR
Estz’mdalr Fructosa Glucosa Sacarosa Fructosa Glucosa Sacarosa
mg mL Area Area Area Area Area Area
(DE) (DE) (DE) (DE) (DE) (DE)
4 129722 35452 23362 1551278 1785297 1383960
2041)  (820)  (534) 21013)  (18058) (15865)
20 571932 163126 115393 7068646 7948198 6938518
(15756)  (2029)  (1978) (46799)  (101310)  (88991)
28 831901 236055 171751 10471541 12044655 10430042
(3354)  (6254)  (1349) (117752)  (152130) (82036
40 1149868 323794 236240 14710914 17060226 14585864
(28014)  (4556)  (6622) (149742)  (184651)  (130160)

Nota. Valores expresados como media del area (n = 5); DE = desviacion estandar; coeficiente de variacion < 3 %.

Las curvas de calibracion para fructosa, glucosa y sacarosa obtenidas con los detectores UV-Vis
(Figura 3a) y DIR (Figura 3b) mostraron una adecuada relacion lineal entre la concentracion y el
area cromatografica. Los parametros de linealidad (pendiente, intercepto y R?), junto con los limites
de deteccion (LoD) y cuantificacion (LoQ), se resumen en la Tabla 2. Ambos sistemas mostraron
coeficientes de determinacion (R?) superiores a 0.998, confirmando la linealidad del método en el

intervalo de 4-40 mg-mL" para los tres sacaridos.
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Figura 3. Curvas de calibracion de fructosa, glucosa y sacarosa obtenidas mediante deteccion UV-Vis y DIR

Tabla 2. Parametros de linealidad y limites de deteccion y cuantificacion de fructosa, glucosa

y sacarosa en UV-Vis y DIR.

Compuesto Detector Pendiente Intercepto R Intervalo l{neal LoD _ LoQ _

mg-mL™! mg-mL? mgmL™!
Fructosa UV-Vis 28785 7044.9 0.9993 4-40 0.234 0.709
Glucosa UV-Vis 8138.2 1943.2 0.9992 4-40 0.310 0.941
Sacarosa ~ UV-Vis 5960.8 -329.72 0.9989 4-40 0.295 0.895
Fructosa DIR 367823 -7473.1 0.9992 4-40 0.189 0.571
Glucosa DIR 425522 -61937 0.9984 4-40 0.140 0.424
Sacarosa DIR 367012 -85344 0.9989 4-40 0.143 0.432

Nota. Los valores de LoD y LoQ se calcularon empleando la desviacion estandar en el nivel de 4 mg-mL™" y la

pendiente de la curva de calibracion, conforme a la guia ICH Q2(R1) [16, 17].

Los valores de LoD oscilaron entre 0.140-0.310 mg-mL™, mientras que los de LoQ se situaron
entre 0.424-0.941 mg-mL™". En todos los casos, el detector DIR presentd menores limites de
deteccion y cuantificacion que el UV-Vis, lo que indica una mayor sensibilidad instrumental para
la deteccidn y cuantificacion de bajas concentraciones de los carbohidratos evaluados. Ademas, los
valores de LoD y LoQ obtenidos indicaron que ambos métodos permitieron detectar y cuantificar
concentraciones inferiores al limite inferior del intervalo de calibracion (4 mg-mL™), lo que
evidencia que el intervalo seleccionado fue adecuado para la cuantificacion de los carbohidratos

evaluados.
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Las pendientes obtenidas con el DIR fueron 12.8, 52.3 y 61.6 veces mayores que las registradas
con UV-Vis para fructosa, glucosa y sacarosa, respectivamente, lo que indica una mayor respuesta
del detector frente a estos analitos. La diferencia relativa entre pendientes sugiere que la respuesta
de ambos detectores depende del carbohidrato analizado, lo cual coincide parcialmente con lo
reportado por Jalaludin e Kim [16], quienes observaron diferencias entre ambos sistemas segun el
tipo de azucar evaluado, con una ventaja del detector de indice de refraccion particularmente para
disacaridos bajo sus condiciones experimentales. En el presente estudio, la mayor respuesta del
UV-Vis para fructosa respecto a glucosa y sacarosa sugiere diferencias en la absortividad aparente
de estos carbohidratos a 192 nm, asociadas con sus caracteristicas estructurales. En contraste, el
DIR basa su respuesta en los cambios del indice de refraccion de la fase movil asociados con la
presencia del analito, lo que es coherente con las mayores pendientes de calibracion obtenidas bajo
las condiciones evaluadas [6, 15].

Esta diferencia en la respuesta instrumental coincide con estudios comparativos previos. Serafim
et al. [15] validaron un método de HPLC con deteccion simultdnea UV-Vis a A =210 nm y RID,
obteniendo una elevada linealidad (R?> 0.995) y menores limites de deteccion mediante RID, de
acuerdo con lo observado en este estudio. Autores como Chen et al. [6] sefalan que la escasa
respuesta de los carbohidratos en la region UV se debe a la ausencia de cromoéforos fuertes en su
estructura, mientras que la deteccion mediante indice de refraccion constituye una alternativa mas
adecuada para este tipo de analitos. En conjunto, la correspondencia entre los parametros obtenidos
y los reportados previamente respalda la confiabilidad del método desarrollado y la mayor
sensibilidad analitica del detector DIR para la cuantificacion de fructosa, glucosa y sacarosa.

Respecto al andlisis de la muestra, las sefiales obtenidas inicialmente excedieron el rango lineal de
la curva de calibracion, por lo que fue necesario realizar una dilucidon 1:2 con agua destilada. Los
tiempos de retencion registrados con el detector UV-Vis para fructosa, glucosa y sacarosa fueron
3.512, 4.335 y 7.121 min, respectivamente (Figura 4), mientras que en el DIR los tiempos
obtenidos fueron 3.650, 4.473 y 7.246 min (Figura 5). Las ligeras diferencias observadas entre
ambos detectores fueron consistentes con su configuracion en serie. Adicionalmente, en el
cromatograma UV-Vis se observo una sefial parcialmente superpuesta en la region de elucion de
la glucosa. El orden de elucion observado (fructosa, glucosa y sacarosa) fue consistente con el
comportamiento esperado para separaciones HILIC en columnas aminopropilo [19], donde la
retencion depende de las interacciones hidrofilicas entre los grupos funcionales de los
carbohidratos y la fase estacionaria [20, 21]. Si bien los tiempos de retencion pueden variar entre
sistemas cromatograficos, la secuencia de elucion coincidi6é con la reportada previamente para
carbohidratos analizados bajo condiciones HILIC.
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Jix

1
Tiempo (min)
Pico: 1 = Desconocido, 2 =Fructosa, 3 =Glucosa, 4 =Sacarosa.

Figura 4. Cromatograma de la muestra por detector UV-Vis/HPLC
Nota: Columna Microsorb-NH»; fase mévil acetonitrilo:agua (80:20)/1.0 mL-min™'.

Estandar

Muestra

S 2.5 '5.0 7.5 '
Tiempo (min)

Pico: 1 =Fructosa, 2 =Glucosa, 3 =Sacarosa.

Figura 5. Cromatograma de la muestra por DIR/HPLC.
Nota: Columna Microsorb-NH,; fase movil acetonitrilo:agua (80:20)/1.0 mL-min™.

En la Tabla 3 se presentan las areas cromatograficas promedio y las concentraciones de fructosa,
glucosa y sacarosa determinadas en la bebida mediante ambos sistemas de deteccion. A partir de
la suma de estos aztcares se estimo el contenido total de azucares de la muestra, el cual se compar6
con el valor declarado en el etiquetado nutricional de la bebida. Los resultados mostraron
concordancia entre detectores sin diferencia significativa para fructosa (UV-Vis 2.25 g-100 mL™!
vs DIR 2.15 g:100 mL™'; p = 0.055) y sacarosa (UV-Vis 6.81 g- 100 mL™" vs. DIR 6.71 g-100 mL™;
p = 0.172). Esta concordancia se observé a pesar de que las areas registradas por el DIR fueron
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considerablemente mayores que las obtenidas con UV-Vis (fructosa: 2622731 vs. 222681;
sacarosa: 8120887 vs. 134955), lo que sugiere que, a pesar de sus diferencias en respuesta
instrumental, ambos detectores proporcionan resultados cuantitativos comparables bajo las
condiciones evaluadas.

Tabla 3. Cuantificacion de carbohidratos en la bebida gaseosa mediante HPLC con detector UV-Vis y DIR

UV-Vis DIR
Conc. Conc. Conc. Conc.
diluida* muestra diluida* muestra
Analito Area mgmL' g 100mL" Area  mgmL' g100mL"
(DE) (DE) (DE) (DE)
Fructosa 222681 7.49 2.25 2622731 7.15 2.15
(3547) (0.12) (62615) (0.17)
Glucosa 101596 12.25 3.67 2979624 7.15 2.14
(1157) (0.14) (24666) (0.06)
Sacarosa 134955 22.69 6.81 8120887 22.36 6.71
(2656) (0.45) (23721) (0.06)
Total - - 12.73 - - 10.99

Nota: Valores expresados como su media (n = 5); DE = desviacion estandar; *Muestra diluida (1:2);
CV <3 %; Total = suma de fructosa + glucosa + sacarosa.

En contraste, la glucosa determinada en el detector UV-Vis fue significativamente mayor respecto
a DIR (3.7 vs. 2.1 g-100 mL™"; p < 0.001). La sefal parcialmente superpuesta observada en el
cromatograma UV-Vis (Figura 4) en la region de elucion de la glucosa sugiere la presencia de un
posible compuesto coeluyente o interferencia de matriz, lo que incremento el area integrada del
pico y ocasiond una mayor cuantificacion de este analito. En contraste, el cromatograma obtenido
mediante DIR no mostré una sefial adicional evidente en esta region del cromatograma,
permitiendo una cuantificacion mas confiable bajo las condiciones evaluadas.

En cuanto al contenido total de azticares determinado mediante DIR, este fue de 10.99 g-100 mL™
(equivalente a 38.9 g por porcion de 355 mL), en concordancia con el contenido declarado en el
etiquetado nutricional de la bebida (39 g por 355 mL) [22] y con el intervalo reportado por Hafner
et al. [23] para bebidas carbonatadas (9.5-11.0 g-100 mL™"). Por el contrario, el valor obtenido
mediante UV-Vis (12.73 g-100 mL™") present6 una sobreestimacion, posiblemente asociada con la
contribucion de sefiales interferentes en la cuantificacion de glucosa. Estos resultados evidencian
la importancia de la resolucion cromatografica y de la selectividad del sistema de deteccion para la
cuantificacion de azlicares en matrices complejas [7, 8].

La concordancia observada para fructosa y sacarosa muestra que, cuando las senales
cromatograficas estan adecuadamente resueltas y libres de interferencias, tanto el detector UV-Vis
como el DIR proporcionan resultados cuantitativos comparables. Este comportamiento fue
consistente con lo observado en las soluciones estaindar, donde ambos sistemas presentaron elevada
linealidad (R? > 0.998) y precision (CV < 3%). En contraste, la discrepancia observada en la
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cuantificacion de glucosa, ausente en los estandares, sugiere que la composicion de la matriz
influy6 en la cuantificaciéon obtenida mediante UV-Vis. Estudios previos han sefialado que, en
matrices alimentarias complejas, componentes adicionales pueden generar sefiales interferentes o
contribuir a la absorcion espectral en la region utilizada para la cuantificacion [7, 15]. En conjunto,
estos resultados evidencian que el desempeno del detector UV-Vis depende en mayor medida de
la composicion de la matriz, mientras que el detector DIR mostrd una respuesta mas robusta para
la cuantificacion de carbohidratos en la bebida evaluada.

Desde una perspectiva de aplicacion, el método propuesto combina la separacion HILIC con
deteccion UV-Vis directa a 192 nm, permitiendo la cuantificacion de carbohidratos sin recurrir a
procedimientos de derivatizacion. Cuando la resolucion cromatografica es adecuada, esta estrategia
presento linealidad, precision y capacidad de cuantificacion comparables a las obtenidas con el
detector DIR. El empleo de detectores convencionales como UV-Vis y DIR, ampliamente
disponibles en laboratorios y con menores requerimientos de infraestructura que detectores
especializados para carbohidratos (como CAD, PAD o ELSD) [10, 11, 15], favorece la
implementacion del método para andlisis rutinarios y control de calidad de muestras con
concentraciones relativamente elevadas de carbohidratos. En contraste, las metodologias basadas
en detectores especializados requieren instrumentacion y condiciones operativas especificas, lo que
puede incrementar la complejidad de su implementacion en determinados entornos analiticos [7,
10-12]. En este contexto, la combinacion de HILIC con deteccion UV-Vis profunda directa
representa una alternativa practica y accesible para laboratorios que requieren analisis rutinarios de
carbohidratos sin recurrir a instrumentacion especializada.

Si bien los hallazgos permiten establecer tendencias claras en el desempeio de ambos sistemas de
deteccion, éstos derivan del analisis de una Unica matriz alimentaria. La evaluacion de muestras
con composiciones mas diversas permitird ampliar el alcance de las conclusiones obtenidas y
confirmar la aplicabilidad del método en diferentes alimentos. Asimismo, estrategias de
procesamiento de sefial o mejoras en la resolucion cromatografica podrian contribuir a reducir
interferencias y mejorar el desempefio de la deteccion UV en estudios futuros.

CONCLUSION

La comparacion entre los detectores UV-Vis y de indice de refraccion mostré que ambos sistemas
permitieron la cuantificacion de fructosa, glucosa y sacarosa mediante HPLC en modo HILIC, con
adecuada linealidad y precision en el intervalo evaluado. Sin embargo, la deteccion UV-Vis directa
a 192 nm mostrdé mayor susceptibilidad a interferencias de matriz bajo las condiciones
cromatograficas evaluadas, lo que se reflej6 en la sobreestimacion de glucosa en la bebida
analizada. En contraste, el detector DIR presentdé mayor sensibilidad instrumental bajo las
condiciones evaluadas y proporciond una estimacion del contenido total de azicares mas
consistente con el contenido esperado para la muestra, evidenciando un desempefio analitico mas
robusto.
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Estos hallazgos, obtenidos en una inica matriz alimentaria, permiten establecer tendencias claras

sobre el desempefio de ambos sistemas de deteccion y sugieren la necesidad de ampliar su
evaluacion en matrices de mayor diversidad para confirmar su alcance. No obstante, los resultados
obtenidos aportan criterios utiles para la seleccion del sistema de deteccidon mas apropiado de
acuerdo con la complejidad de la matriz y los requerimientos del analisis.

REFERENCIAS

[1]

[2]

[3]

[4]

[3]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

A. Varki, “Biological roles of glycans,” Glycobiology, vol. 27, no. 1, pp. 3—49, 2017,
doi: 10.1093/glycob/cww086.

L. Rong, M. Shen, Y. Zhang, H. Yu y J. Xie, “Food polysaccharides and proteins:
Processing, characterization, and health benefits,” Foods, vol. 13, no. 7, p. 1113, 2024,
doi: 10.3390/foods13071113.

D. Gaikwad, R. Sutar y D. Patil, “Polysaccharide mediated nanodrug delivery: A
review,” Int. J. Biol. Macromol.,, vol. 261, Art. no. 129547, 2024, doi:
10.1016/j.ijbiomac.2024.129547.

C. Alisi, L. Bacchetta, E. Bojorquez, M. Falconieri, S. Gagliardi, M. Insaurralde et al.,
“Mucilages from different plant species affect the characteristics of bio-mortars for
restoration,” Coatings, vol. 11, no. 1, p. 75, 2021, doi: 10.3390/coatings11010075.

M. Shivakumar, T. Selvaraj y M. P. Dhassaih, “Preparation and characterization of
ancient recipe of organic lime putty: Evaluation for its suitability in restoration of
Padmanabhapuram Palace, India,” Sci. Rep., vol. 11, no. 1, Art. no. 13261, 2021, doi:
10.1038/s41598-021-91680-8.

X. Chen, Y. Wang, Y. Ye, H. Yuy B. Wu, “The pre- and post-column derivatization on
monosaccharide composition analysis: A review,” Chem. Biodivers., vol. 21, no. 8, Art.
no. 202400749, 2024, doi: 10.1002/cbdv.202400749.

L. A. Kartsova, A. V. Maliushevska y E. A. Kolobova, “Analytical capabilities of the
determination of carbohydrates by chromatographic and eelectrophoretic methods™ J.
Anal. Chem., vol. 78, no. 2, pp. 144-161, 22023, doi 10.31857/S0044450223020044.

E. Akyliz, K. S. Bagkan, E. Titem y R. Apak, “High-performance liquid
chromatographic method with post-column detection for quantification of reducing
sugars in foods,” J. Chromatogr. A, vol. 1660, Art. no. 462664, 2021, doi:
10.1016/j.chroma.2021.462664.

H. S. Yates, J. F. Carter, A. Joseph, M. Chaussende, M. T. Fletcher, V. Santiago y N. L.
Hungerford, “An introduction to simple saccharides and oligosaccharides, and a decadal
review of their analysis in food by ion chromatography and ion chromatography/mass
spectrometry,” Food Sci. Nutr, vol. 13, no. 110, Art.no. e70855, 2025, doi:
10.1002/fsn3.70855.

X. Yan, “Carbohydrate analysis by high-performance liquid chromatography (HPLC)
with evaporative light-scattering detection (ELSD),” en Carbohydrate Analysis by

91

DI0IS[O) Registro ISSN 2448-8186
BY NC SA

DOI:10.19136/Jeeos.al0n3.6687



B

* @) Journal of Energy, Engineering, Fernandez-Orozco LV.
TgEO@SQ Optimization and Sustainability Vol.10 Num 3: 2026 pag. 80-93

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

Modern Liquid Phase Separation Techniques, Z. El Rassi, Ed. Amsterdam, Netherlands:
Elsevier, 2022025, doi4, doi: 10.1016/B978-0-12-821447-3.00013-5.

J. S. Rohrer, “A practical guide for carbohydrate determinations by high-performance
anion-exchange chromatography with pulsed amperometric detection (HPAE-PAD),”
en lon Chromatography: Instrumentation, Techniques and Applications, N. A. Pohl, N.
Avdalovic y K. Srinivasan, Eds. Amsterdam, Netherlands: Elsevier, 2021, pp. 233-257,
doi: 10.1016/B978-0-12-813075-9.00011-X.

W. W. Barnhart, M. Q. Farooq y I. A. H. Ahmad, “A simplified tutorial on charged
aerosol detection:Understanding the basics, optimization, and troubleshooting,” J.
Chromatogr. Open, vol. 6, Art. no. 100181, 2024, doi: 10.1016/j.jc0a.2024.100181.

X. Shen y H. Perreault, “Characterization of carbohydrates using a combination  of
derivatization, high-performance liquid chromatography and mass spectrometry,” J.
Chromatogr. A, vol. 811, no. 1-2, pp. 47-59, 1998, doi: 10.1016/S0021-
9673(98)00238-6.

G. Nagy, T. Peng y N. L. Pohl“Recent liquid chromatographic approaches
and developments for the separation and purification of carbohydrates,” Anal.
Methods, vol. 9, no. 24, pp. 3579-3593, 2017, doi: 10.1039/C7AY010941.

J. A. Serafim, R. F. Silveira y E. F. Vicente,“Fast determination of short-chain fatty acids
and glucose simultaneously by ultraviolet/visible and refraction index detectors via
high-performance liquid chromatography,” Food Anal. Methods, vol. 14, no. 12, pp.
2489-2498, 2021, doi: 10.1007/s12161-021-01990-w.

I. Jalaludin y J. Kim, “Comparison of ultraviolet and refractive index detections in the
HPLC analysis of sugars,” Food Chem., vol. 365, Art. no. 130514, 2021, doi:
10.1016/j.foodchem.2021.130514.

International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use, Validation of Analytical Procedures: Text and
Methodology Q2(R1), 2005. [En linea]. Disponible:
https://database.ich.org/sites/default/files/Q2 R1 Guideline.pdf [Consultado: 09-
nov-2025].

P. Borman y D. Elder, “Q2(R1) Validation of Analytical Procedures,” en ICH Quality
Guidelines: An Implementation Guide, A. Teasdale, D. Elder y R. W. Nims, Eds.
Hoboken, NJ, USA: Wiley, 2017, doi: 10.1002/9781118971147.chS5.

C.Ma, Z. Sun, C. Chen, L. Zhang y S. Zhu, “Simultaneous separation and determination
of fructose, sorbitol, glucose and sucrose in fruits by HPLC-ELSD,” Food Chem., vol.
145, pp. 784788, 2014, doi: 10.1016/j.foodchem.2013.08.135.

P. Jandera y P. Jands, “Recent advances in stationary phases and understanding of
retention in hydrophilic interaction chromatography: A review,” Anal. Chim. Acta, vol.
967, pp. 12-32, 2017, doi: 10.1016/j.aca.2017.01.060.

92

DI0IS[O) Registro ISSN 2448-8186
BY NC SA

DOI:10.19136/Jeeos.al0n3.6687


https://database.ich.org/sites/default/files/Q2_R1__Guideline.pdf

.

LH &) Journal of Energy, Enginecring, Fernandez-Orozco I.V.
%EO@SQ Optimization and Sustainability Vol.10 Num 3: 2026 pag. 80-93
[21] A. Y. Laptev, N. B. Rozhmanova y P. N. Nesterenko, “Retention behavior of

[22]

[23]

carbohydrates on metal loaded chelating stationary phase under conditions of
hydrophilic interaction liquid chromatography,” J. Chromatogr. A, vol. 1714, Art. no.
464551, 2024, doi: 10.1016/j.chroma.2023.464551.

The Coca-Cola Company, “Coca-Cola Original: Nutrition facts & ingredients,” The
Coca-Cola Company, Atlanta, GA, USA, 2025. [En linea]. Disponible:
https://www.coca-cola.com/us/en/brands/coca-cola/products/original [Consultado: 09-
nov-2025].

E. Hafner, Z. Lavri$a, M. Hribar, S. Krusi¢, A. Kusar, K. Zmitek et al., “Verifying the
use of food labeling data for compiling branded food databases: A case study of sugars
in  beverages,” Front. Nutr, vol. 9, Art. no. 794468, 2022, doi:
10.3389/fnut.2022.794468.

93
DI0IS[O) Registro ISSN 2448-8186
BY NC SA

DOI:10.19136/Jeeos.al0n3.6687


https://www.coca-cola.com/us/en/brands/coca-cola/products/original

