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Los ácidos orgánicos son unas de las moléculas constitutivas de los jugos y juegan un papel importante en la determinación de la autenticidad 
de estos. Este trabajo presenta un método de separación por cromatografía líquida de alta eficiencia (CLAE) de 6 ácidos orgánicos: ascórbico, 
cítrico, málico, fórmico, succínico y tartárico. El análisis se llevó a cabo empleando una fase estacionaria reversa (C18), una fase móvil constituida 
por ácido sulfúrico 1 mM a un flujo de 1 mL min-1 en un tiempo total de corrida de 10 minutos y detección por ultravioleta (UV) a 210 nm.  
Bajo las condiciones anteriormente descritas se evaluaron 10 muestras comerciales de bebidas de frutas y se encontraron como únicos 
ácidos el cítrico y el ascórbico, con intervalos de concentraciones de 375,3-5073,7 mg L-1 y 28,4-749,0 mg L-1, respectivamente. La metodología 
empleada fue simple y apropiada para la separación y la cuantificación rápida, precisa (RSD inferiores al 5 %), sensible y simultánea de los 
ácidos mayoritarios en los jugos evaluados. Las curvas de calibración para los ácidos cítrico y ascórbico presentaron excelente linealidad y un 
alto coeficiente de determinación (r2>0,99) en los intervalos de concentración empleados.	

Palabras clave: análisis cromatográfico, calidad de bebidas, productos naturales, validación.

Organic acids are one of the major constituent molecules of fruit juice and play an important role in determining its 
authenticity. This paper presents a high-performance liquid chromatographic (HPLC) separation method for six organic acids, 
namely, ascorbic, citric, malic, formic, succinic and tartaric acids. The analysis was performed using a reverse stationary phase 
(C18), a mobile phase made up of 1 mM H2SO4 at a flow rate of 1 mL min-1, with total run time of 10 minutes and ultraviolet (UV) 
detection at 210 nm. Under these conditions, ten samples of commercial fruit drinks were tested, and the only acids found 
were citric and ascorbic acids at concentration ranges of 375.3 to 5073.7 mg L-1 and 28.4 to 749.0 mg L-1, respectively. The 
method used was simple and appropriate for the fast, accurate (RSD less than 5 %), sensitive and simultaneous separation 
and quantification of major acids in the fruit drinks tested. Calibration curves for citric and ascorbic acids showed excellent 
linearity and a high coefficient of determination (r2>0,99) in the concentration ranges used.	

Keywords: beverage quality; chromatographic analysis; natural products; validation.
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INTRODUCCIÓN |
Los ácidos orgánicos, los azúcares y los compuestos 

fenólicos son las moléculas de mayor presencia en los 
jugos de frutas. Evaluar estas sustancias en los alimentos es 
importante dado que afectan las propiedades sensoriales e  
influyen en la estabilidad de los productos terminados 
(Kelebek, 2009). Asimismo, en los jugos y los néctares los ácidos 
evidencian la autenticidad del producto y son usados con  
este fin por su baja susceptibilidad al cambio durante los 
procesos de manufactura y almacenamiento (Reuter, 2015; 
Cunha et al., 2002). Los ácidos más usados como aditivos 
para mejorar las calidades sensoriales de las bebidas son el 
ácido cítrico, el tartárico, el fumárico y el fosfórico. Entre 
tanto, el ácido benzoico es empleado como preservante 
para disminuir el pH del jugo y con esto aumentar el tiempo 
de vida útil en estante de las bebidas comerciales (Shui y 
Leong, 2002).

Diversas técnicas analíticas han sido empleadas para 
la cualificación y la cuantificación de ácidos orgánicos en 
alimentos. Sin embargo, las técnicas cromatográficas son las 
mejores por su simpleza, rapidez y reproducibilidad. Dentro 
de estas la más utilizada es la cromatografía líquida de alta 
eficiencia (CLAE), que requiere un mínimo de preparación de  
la muestra y emplea diversidad de fases estacionarias y  
de sistemas de detección, lo cual permite obtener resultados 
rápidos y precisos (Mato, 2005).

En Colombia las bebidas no alcohólicas mantienen 
una demanda creciente, en particular las alternativas más 
saludables como el agua embotellada, el té, los jugos y los 
concentrados de frutas, que han desplazado a las bebidas 
tradicionales como las gaseosas (Legiscomex, 2014). Para  
las bebidas con adición de jugo (zumo) o pulpa de fruta, o las 
mezclas de estos que se distribuyen en Colombia, el Ministerio 
de Salud y Protección Social (2013) elaboró un reglamento 
técnico en el cual se estipulan los requisitos mínimos que 
deben cumplir para su comercialización nacional.

El propósito de este trabajo fue separar, identificar y 
cuantificar los ácidos orgánicos presentes en bebidas de 
fruta comerciales ampliamente consumidas por la población 
colombiana. Para ello se empleó cromatografía líquida de alta 
eficiencia con detección ultravioleta. De esa manera se verificó 
la calidad de estos productos consumidos en Colombia.

MATERIALES Y MÉTODOS |
Los ácidos ascórbico, cítrico, málico, fórmico, succínico, 

tartárico y sulfúrico fueron Merck (Darmstadt, Alemania). 
El agua (H2O) desionizada se obtuvo en un equipo E-pure 
Barnstead (Thermo, Barnestead Lab, CA, Estados Unidos). Las 
soluciones patrón —de 1000 mg L-1 de los ácidos ascórbico, 
málico, fórmico, succínico, tartárico, y 2000 mg L-1 del ácido 
cítrico— fueron preparadas al disolver los estándares puros 
con la fase móvil empleada. Previo al análisis todas las 
soluciones fueron filtradas a través de membranas de 0,45 µm 
de poro (Millipore).

Para el análisis se empleó un cromatógrafo líquido 
UltiMate 3000, equipado con un sistema de procesamiento de 
datos Chromeleon 7.2, inyector automático con loop de 20 μL, 
un detector de longitud de onda fija a 210 nm y una columna 
de ODS de 5 µm (250x4,6 mm). La fase móvil empleada fue 
ácido sulfúrico 1 mM a un flujo de 1 mL min-1, y el tiempo total 
de cada corrida fue de 10 minutos. La fase móvil empleada 
se determinó realizando pruebas basadas en los trabajos de 
Karadeniz (2004) y Nour et al. (2010), que realizaron corridas 
cromatográficas en modo isocrático empleando ácido 
sulfúrico y ácido fosfórico a flujos entre 0,5 mL min-1 y 1 mL min-1.

Las muestras de bebidas (Tabla 1) fueron obtenidas de 
supermercados locales y almacenadas en nevera a 4 ºC hasta 
su análisis. Para la evaluación 1 mL de la bebida comercial se 
diluyó en 4 mL de agua desionizada, mezcla que a continuación 
se centrifugó durante 10 min a 5000 rpm. Posteriormente, se 
tomaron 2 mL del sobrenadante y se filtraron a través de una 
membrana de nailon de 0,2 μm para ser finalmente sometidos 
al análisis (Karadeniz, 2004). Todas las muestras después de 
preparadas fueron inmediatamente corridas en el HPLC.

La identificación de los ácidos orgánicos fue realizada por 
comparación de los tiempos de retención de los estándares 
y de las muestras. Además, se adicionaron cantidades 
conocidas de los ácidos detectados a las muestras para 
verificar la identidad del pico. La cuantificación se realizó 
mediante curvas de calibración, que fueron construidas con 
seis niveles de concentración para el ácido ascórbico y siete 
niveles para el ácido cítrico. Todos los análisis se realizaron por 
triplicado (Fig. 1).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN |
Para optimizar las condiciones cromatográficas se eva- 

luaron diferentes fases móviles, en las cuales se usaron 
tanto ácido sulfúrico como fosfórico, que son comúnmente 
reportados para la cuantificación de ácidos orgánicos por Clae 
(De Quirós et al., 2009; Chinnici et al., 2005; Pérez-Ruiz et al., 
2004; De Villiers et al., 2004). La mejor separación se obtuvo al 
emplear la fase móvil isocrática compuesta por ácido sulfúrico 
1 mM a un flujo de 1 mL min-1. Bajo estas condiciones los ácidos 
analizados tuvieron buena separación. Un cromatograma 
de la mezcla de los ácidos evaluados bajo las condiciones 
cromatográficas descritas se presenta en la Fig. 2.

Los análisis tuvieron buena repetibilidad por día (n=3) y una 
apropiada precisión entre días (n=10) respecto de los tiempos 
de retención con valores de 0,3 % y 1,6 % de desviación estándar 
relativa (RSD), respectivamente. En cuanto al área del pico, 
la repetibilidad (n=3) y la precisión (n=3) estuvieron dentro 
del 5 % de RSD. El porcentaje de recuperación del método se 
obtuvo al analizar una muestra preparada mediante la adición 
de cantidades conocidas de ácidos ascórbico o cítrico a una 
bebida. Las recuperaciones de los compuestos de interés 
estuvieron entre el 85 % y el 106 %. El límite de detección (CMD, 
S/n=3) y el de cuantificación (CMC, S/n=10) de los ácidos cítrico 
y ascórbico a 210 nm se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 1. Muestras de bebidas analizadas.

Muestra Sabor Ingredientes reportados en la etiqueta

A1 Coco Agua, azúcar, ácido cítrico, ácido ascórbico, benzoato de sodio.

A2 Granadilla Agua, azúcar, ácido cítrico, ácido ascórbico, citrato de sodio.

A3 Limón Agua, azúcar, ácido cítrico, ácido ascórbico, benzoato de sodio.

B1 Manzana Agua, azúcar, ácido cítrico, citrato de sodio.

C1 Mandarina Agua, azúcar, ácido cítrico, ácido ascórbico, benzoato de sodio.

C2 Naranja Agua, azúcar, ácido cítrico, ácido ascórbico, benzoato de sodio.

D1 Naranja Agua, azúcar, ácido cítrico, ácido ascórbico, ácido málico, tartrazina.

E1 Naranja Agua, azúcar, ácido cítrico, ácido ascórbico, benzoato de sodio, tartrazina.

F1 Mango Agua, azúcar, ácido cítrico, ácido ascórbico.

F2 Piña-naranja Agua, azúcar, ácido cítrico, ácido ascórbico, citrato de sodio.

que el ascórbico estuvo presente en veintiocho muestras y 
el ácido tartárico no fue detectado. Aunque los ácidos málico 
y tartárico se encuentran en una gran cantidad de frutas, 
pueden no presentarse en alta concentración, lo cual hace 
difícil su detección en algunas muestras, como es el caso de 
las bebidas de frutas.

Figura 1. Rectas de calibración obtenidas para los ácidos: a) ascórbico 
y b) cítrico.

Bajo las condiciones cromatográficas empleadas el único 
ácido que se detectó en todas las bebidas evaluadas fue el 
cítrico (Fig. 2), y en cinco de ellas el ascórbico. Estos, junto con 
el ácido málico y el tartárico, son los que han sido reportados 
en mayor abundancia en las bebidas de frutas (Scherer et 
al., 2012). Estos resultados coinciden con lo reportado por 
Dias et al. (2014), que evaluaron treinta bebidas de frutas y 
detectaron en todas la presencia del ácido cítrico, mientras 

Figura 2. Cromatograma de la mezcla de estándares a 100 mg L-1 de 
los ácidos: 1) tartárico, 2) fórmico, 3) ascórbico, 4) málico, 5) cítrico, 
6) succínico.
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Tabla 2. Parámetros de las curvas de calibración y límites de cuantificación (CMC) y de detección (CMD) para los ácidos ascórbico y cítrico.

Compuesto Tiempo de retención 
(min)

Intervalo lineal de 
concentración (mg L-1) β0 β 1 r2 CMC

(mg L-1)
CMD

(mg L-1)

Ácido ascórbico 3,218 ±0,0830 10-250 9,191 0,4978 0,9989 6,67 2

Ácido cítrico 4,520 ±0,1158 100-2000 0,221 0,0919 0,9972 83,33 25

β0: intercepto; β1: pendiente; r2: coeficiente de determinación 

Tabla 3. Concentraciones del ácido ascórbico (AA) y el cítrico (AC) en las muestras de bebidas comerciales.

Muestra Sabor
Concentración (± desviación estándar) de ácidos (mg L-1)

Ascórbico Cítrico

A1 Coco 28,4±3,3 2816,3±124,1

A2 Granadilla ND 2522,7±39,5

A3 Limón 28,4±15,0 4476,7±293,3

B1 Manzana ND 375,3±12,3

C1 Mandarina 406,4±0,5 525,1±5,0

C2 Naranja ND 1985,8±12,9

D1 Naranja 749,0 ±27,1 3833,5±116,2

E1 Naranja ND 5073,7±40,2

F1 Mango ND 3025,8±22,6

F2 Piña-naranja 50,5±0,3 2436,7±75,7

ND = no detectado

Figura 3. Cromatograma de una muestra de refresco comercial C2.

Como se puede observar en la Tabla 3, el ácido mayoritario 
en las bebidas de fruta analizadas fue el cítrico, que presentó 
una concentración entre 375,3 y 5073,7 mg L-1. El menor 
valor de dicho ácido se halló en la bebida de manzana 
(B1) y el mayor, en una de las de naranja (E1), lo cual es de 
esperarse dado que este ácido es el de mayor presencia en 
las frutas cítricas (Bermejo y Cano, 2012; Liu et al., 2012), y 
además es el que más se suministra a las bebidas de frutas 
para resaltar su sabor (Reuter, 2015). Esos datos también 
están de acuerdo con lo reportado por Dias et al. (2014), que 
obtuvieron concentraciones de ácido cítrico entre 1740 y 
3740 mg L-1 para bebidas de naranja. Asimismo, se evidenció 
la presencia del ácido ascórbico en algunas de las muestras 
analizadas (A1, A3, C1, D1 y F2), y las bebidas cítricas fueron 
las de mayor concentración de este ácido: naranja (D1), con 
749,0 mg L-1, y mandarina (C1), con 406,4 mg L-1. Sin embargo, 
los resultados no son acordes con lo reportado por Bermejo 
y Cano (2012), quienes determinaron que este ácido era el 
más abundante en el limón que en la naranja. Vale la pena 
resaltar que la determinación de esta molécula tuvo mayor 
dificultad que la del ácido cítrico dado que el resultado variaba 
cuando el análisis se realizaba tiempo después de preparada 
la muestra. Esto coincide con lo reportado por Kabasakalis et 
al. (2000), quienes encontraron que en jugos comerciales la 
estabilidad de este ácido estaba relacionada con el tiempo y  
la temperatura de almacenamiento.

En cuanto a las concentraciones detectadas de los ácidos 
ascórbico y cítrico, se presentó alta variabilidad entre bebidas 
de diferente fruta, lo cual es esperado y concuerda con lo 
reportado en la Resolución 3929 de 2013 del Ministerio de 
Salud y Protección Social, y con los resultados de Bermejo 
y Cano (2012) y Liu et al. (2012), que evaluaron diferentes 
frutas por su contenido nutricional. También se evidenció alta 
variabilidad en productos del mismo origen. Sin embargo, es 
difícil hacer comparaciones dado que el perfil de los ácidos 
orgánicos y la concentración de estos en las frutas y los 

Por otro lado, la ausencia de los ácidos fórmico y succínico 
presupone buenas prácticas de manufactura dado que estos 
ácidos son producidos durante procesos de fermentación 
de cierto tipo de bebidas alcohólicas, como el vino (Özcelik 
et al., 2016), lo que no ocurre en las muestras analizadas  
en este trabajo. Sin embargo, la ausencia del ácido málico en  
la bebida de manzana no es un resultado acorde con los 
reportes bibliográficos, en los cuales se especifica que este 
es el ácido predominante en dicha fruta, con valores por 
encima del 90 % del total de los ácidos orgánicos presentes 
(Wu et al., 2007; Zhang et al., 2010). Las concentraciones 
encontradas en cada una de las muestras evaluadas se 
presentan en la Tabla 3.
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vegetales depende de factores como las especies, los suelos 
y las condiciones de estrés a las que se someten los cultivos 
de frutas (Bermejo y Cano, 2012). Asimismo, los diferentes 
protocolos de manufactura de las bebidas hacen complicada 
una posible comparación (Dias et al., 2014). No obstante, los 
valores obtenidos en todas las bebidas de frutas evaluadas, 
excepto las cítricas (limón, mandarina y naranja), están de 
acuerdo con lo estipulado en la norma general del códex 
para zumos (jugos) y néctares de frutas (Códex Stan 247-
2005), en la cual se indica que en jugos de frutas se permite 
una concentración de ácido cítrico de hasta 3000 mg L-1. La 
normativa colombiana para jugos, por su parte, no fija criterios 
ni límites específicos de aceptación o rechazo para los ácidos 
orgánicos presentes en las bebidas de frutas (Ministerio de 
Salud y Protección Social, 2013).

CONCLUSIONES |
Diez bebidas comerciales obtenidas a partir de ocho tipos de  

frutas diferentes fueron analizadas por cromatografía líquida 
de alta eficiencia en este trabajo. Se encontró alta variabilidad 
en la concentración de los ácidos cítrico y ascórbico, que son los 
más abundantes en este tipo de refrescos.

La metodología cromatográfica empleada permitió 
el análisis rápido de seis ácidos orgánicos comúnmente 
encontrados en frutas. El método desarrollado mostró 
buena repetibilidad, reproducibilidad y linealidad, lo cual 
permite aseverar que fue apropiado y podría ser empleado en 
alimentos que contengan ese tipo de moléculas. 

Los resultados obtenidos permiten concluir que las 
bebidas de frutas comercializadas en Colombia cumplen 
con los parámetros de calidad y salubridad requeridos en 
alimentos de alto consumo. Asimismo, se demostró que en el  
proceso de manufactura cada empresa emplea sus propias 
formulaciones, lo cual explica las diferencias encontradas 
entre las distintas bebidas analizadas.
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