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1. Introduccién

El ciclamato y sus sales de sodio y calcio son considerados aditivos y han
sido utilizados desde la década de los 50°s. Estos se usan como edulcorantes y se
afiaden a los alimentos como suplemento de la sacarosa, debido a que presentan
bajo contenido calérico y un poder edulcorante mayor que este azlcar. Algunas
veces se emplea en edulcorantes de mesa con la sacarina (Perez, et al., 2011).

El ciclamato en el intestino, puede dar origen a la formacién de la
ciclohexilamina, compuesto toxico, que podria provocar en algunas personas los
siguientes efectos crénicos en la salud: cancer de colon, alteraciones en la sintesis
de hormonas tiroideas y atrofia en el higado vy rifidn.

Para determinar la presencia de estos compuestos en bebidas y otros
alimentos existen diversos métodos, sin embargo, estos métodos son complejos,
invierten demasiado tiempo en la determinacion y usan productos costosos y
toxicos para el medio ambiente.

Por ello, el objetivo de la presente investigacion es desarrollar un método
para la determinacién de ciclamatos en edulcorantes de mesa, haciendo uso de
antocianinas provenientes del extracto de flor de Jamaica (Hibiscus subdariffa
L.).Este método se basa en la hidrélisis del ciclamato para generar iones sulfito
acido, los cuales reaccionan con acido nitroso; el exceso de éste Ultimo se utiliza
para reaccionar con las antocianinas, que sufren una degradacion del color. Esta
reaccion permite realizar la determinacién indirecta de ciclamato midiendo la
decoloracion, por medio de espectrofotometria UV-vis.

El método que se propone presenta notables ventajas sobre el método
oficial (AOAC), debido a que la determinacion se lleva a cabo en un tiempo mas
corto, se usa extracto de flor de Jamaica que es econdémico y de facil preparacion,
ademas de que se utiliza menor cantidad de reactivos, lo que genera menos

residuos y lo hace mas amigable con el ambiente.
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2. Antecedentes
2.1. Edulcorantes

2.1.1. Aspectos generales

Los edulcorantes son agentes que producen un sabor dulce, propiedad
sensorial que le da a ciertos alimentos gran aceptacion entre los consumidores. El
edulcorante mas utilizado es la sacarosa, ya que se adiciona o esta presente en
los alimentos de forma natural. Por ello la sacarosa, es el edulcorante modelo para
determinar la capacidad edulcorante o poder edulcorante (PE) y se le asigna un
valor de 1. El poder edulcorante hace referencia a la capacidad de una sustancia
para causar un sabor dulce (Badui, 2006).

La sacarosa es un edulcorante que debe consumirse de forma regulada o
restringida, debido a que es una fuente de glucosa, y existen enfermedades que
se asocian al consumo de productos con alto contenido de la misma. Algunas de
estas enfermedades son diabetes mellitus tipo dos, obesidad y afecciones
cardiovasculares (Malik et al., 2010).

La sacarosa se ha ido sustituyendo por otros edulcorantes a los que se les
denomina como no nutritivos, que pueden ser naturales o sintéticos, y que ofrecen
un sabor dulce sin aporte de glucosa. Sin embargo, la sustitucion por los
edulcorantes sintéticos a veces no es sencilla, ya que la sacarosa tiene en
ocasiones otras funciones en el alimento como agente conservador o texturizante,
como es el caso de las mermeladas (Badui, 2006).

Existe una gran variedad de edulcorantes sintéticos, pero sélo se permite el
uso de algunos; los que se usan comunmente son el acesulfame K, aspartame,

ciclamato, sacarina y sucralosa (Choi, Hsu, & Wong, 2000).
2.1.2. Clasificacién

Generalmente los edulcorantes pueden dividirse en nutritivos y no nutritivos.
La sacarosa es el principal edulcorante natural que se usa en la industria

alimentaria y es considerada como un edulcorante nutritivo, en este grupo también
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se encuentran los edulcorantes sacaridos (fructosa, glucosa, galactosa, lactosa) y
los no sacaridos (xilitol, sorbitol y palatina) (Fatibello et al., 1996).

Por otro lado dentro de los edulcorantes no nutritivos se encuentran los
naturales y sintéticos, los cuales son clasificados segun su origen (Fatibello et al.,
1996).

Los edulcorantes no nutritivos naturales se obtienen a partir de plantas,
éstos tienen un alto PE y son considerados como una alternativa mas segura que
los edulcorantes artificales (Alonso, 2010). En la Tabla 1, se mencionan algunos

de los edulcorantes naturales mas comunes con algunas de sus caracteristicas.

Tabla 1. Edulcorantes naturales, y algunas de sus caracteristicas

Edulcorante Fuente PE IDA Referencias
Neohesperidina Naranja amarga (Citrus 1800 5 mg/kg/pc  (Borrego et
(dihidrochalconas) aurantium) al., 1993)
Estevidsidos Stevia rebaudiana Bertoni 300 4 mg/kg/pc  (Abou-Arab
et al., 2010)
Glicirricina Palo dulce u orozus 60 9 mg/kg/pc  (Ishizawa et
(Glycyrrhiza glabra) al., 1995)
Jarabe de maiz de  Dextrosa del almidén de 130 GRAS (Alonso,
alta fructosa maiz 2010),
(Codex
Alimentarius,
2014)
Taumatina Katemphe 1600 2 mg/kg/pc  (Alonso,
(Thaumatococcus daniellii 2010)
B.)

GRAS= Generalmente Reconocido como Seguro o por sus siglas en ingles Generally Recognized

As Safe, IDA= Ingesta Diaria Admisible, PE= Poder Edulcorante

Por otro lado, los edulcorantes no nutritivos sintéticos son de origen
artificial, creados por sintesis quimica. Son no caléricos y por ello se ha

generalizado su uso para la produccion de alimentos y endulzantes bajos en
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calorias. Estos productos son principalmente enfocados a consumidores
diabéticos u obesos que deben restringir su ingesta de carbohidratos, aunque su
consumo Yya se ha hecho general (Echavarria & Velasco, 2011).

El uso de edulcorantes sintéticos ha causado gran controversia debido a
que se ha demostrado que algunos de ellos son cancerigenos y dafian seriamente
a la salud del consumidor (Giannuzzi & Molina, 1995). En la Tabla 2 se mencionan

los edulcorantes artificiales mas utilizados y algunas de sus caracteristicas.

Tabla 2. Edulcorantes sintetizados quimicamente y algunas de sus caracteristicas

Edulcorante PE IDA Referencias

Acesulfame K 200 15 mg/kg/pc (Giannuzzi & Molina,
1995)

Aspartame 200 50 mg/kg/pc (Raben et al., 2002)

Ciclamato 30-50 11 mg/kg/pc (Choi, Hsu & Wong,
2000)

Sacarina 300 5 mg/kg/pc (Echavarria & Velasco,
2011)

Sucralosa 600 15 mg/kg/pc (Raben, Vasilaras, Moller
& Astrup, 2002)

Derivados de triptofano 25-50 30 mg/kg/pc (Alonso, 2010)

2.1.3. Ciclamatos

El ciclamato fue sintetizado por primera vez en 1937 por Michael Sveda,
durante décadas fue utilizado y recomendado para personas con diabetes ya que
no podian hacer uso de productos con sacarosa. En 1958 se le dio la clasificacion
de aditivo GRAS (Generally Recognized As Safe) y se incrementé dramaticamente
su consumo. Por ello se comenzaron a hacer estudios sobre su toxicidad,
revelando que el ciclamato es carcinogénico debido a la formacion del metabolito
ciclohexilamina en el intestino, lo que provocé que en 1970 se restringiera su uso
(O'Brien, 2012).
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Sin embargo, hay paises en donde aun se utiliza, como en China,
Indonesia, Australia, Nueva Zelanda y la Union Europea (Ni et al., 2009).
Actualmente se permite en los productos alimenticios una cantidad de hasta 400
mg/kg de ciclamato de sodio (CODEX Alimentarius CX/FA 12/44/2)

Los ciclamatos son sales (de sodio o de calcio) del acido
ciclohexilsulfamico, se emplean como aditivo alimentario fungiendo como
edulcorantes. El ciclamato de sodio es muy estable, ya que no se ve afectado por
cambios en la temperatura, ni acidez y es considerablemente mas dulce que el
ciclamato de calcio (O'Brien Nabors, 2012).

El Codex Alimentarius, en su 262 reunién, establecio para el ciclamato y sus
sales una IDA de 0-11 mg/kg/pc basado en los efectos carcinogénicos que tienen
sobre animales, debido a la formacién del metabolito ciclohexilamina (Pérez et al.,
2011).

La ciclohexilamina se puede formar en el intestino, ya que sélo el 37% del
ciclamato que se consume es absorbido por este 6rgano y el resto es
metabolizado por la flora nativa. Ademas de que se ha demostrado que la
ciclohexilamina puede provocar alergias y alterar la sintesis de hormonas tiroideas

en humanos (Alonso, 2010).

2.1.3.1. Propiedades fisicoquimicas

Desde el punto de vista fisico, el ciclamato es un polvo blanco, cristalino,
inodoro, de sabor dulce con un PE de 30-50. Tiene una solubilidad en agua de 210
g/L, pero es insoluble en benceno, cloroformo, etanol y éter dietilico (Badui, 2006).

Su nombre quimico corresponde al acido ciclohexilsufamico, sal
monosodica, su férmula quimica es CgH12NO3S*Na con un peso molecular de
201.2 g/mol (Figura 1) Desde el punto de vista quimico, la molécula se produce
por sulfonacion de la ciclohexilamina (Perez et al., 2011).
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Figura 1. Estructura quimica de los ciclamatos.

2.1.3.2. Edulcorantes utilizados en sinergismo con ciclamatos

El efecto sinérgico hace referencia a la combinacion de dos o mas
edulcorantes para incrementar su PE, lo cual se logra debido a que los
edulcorantes mezclados son detectados por sitios diferentes del receptor
sensorial. El aumento en el PE no podria alcanzarse de manera individual, debido
a que cuando dos edulcorantes se mezclan, el dulzor se incrementa y ademas es
diferente (Grenby, 1996).

El sinergismo en los edulcorantes es mayor mientras menor sea el nivel de
dulzor y va disminuyendo conforme se va aumentando el dulzor debido a las
caracteristicas de los edulcorantes no caléricos (O'Donnell & Kearsley, 2012).

Debido a su sabor amargo y al mismo tiempo salado, el ciclamato suele
mezclarse con otros edulcorantes, principalmente sacarina, aspartame y
acesulfame K. Con los Ultimos, se ha encontrado que el ciclamato muestra un
efecto sinérgico aumentando en un 25% su PE mientras que al combinarlo con la
sacarina aumenta un 24% (O'Donnell & Kearsley, 2012). En la Tabla 3 se muestra

el sinergismo del ciclamato con otros edulcorantes.

Tabla 3. Sinergismo de ciclamato con otros edulcorantes (Grenby, 1996; O'Donnell &
Kearsley, 2012).

Edulcorante Proporciéon (mg de ciclamato/ Porcentaje de aumento en
mg de edulcorante) el PE

Acesulfame K 1:6 36%

Aspartame 1:4.5 26%

Sacarina 10:1 24%

Sucralosa 1:1.5 17%

Taumantina NR 19%

NR= no reportado.
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Acesulfame K

El acesulfame K fue descubierto accidentalmente en 1967 por Karl Kraus y
Harald Jensen, hoy es uno de los edulcorantes mas importantes utilizados en
productos alimenticios (O'Donnell & Kearsley, 2012).

El acesulfame K es un polvo blanco cristalino y posee un sabor dulce muy
fuerte. Es muy soluble en agua y etanol, tiene un PE de 200 y una IDA de 15
mg/kg/pc. Es utilizado como edulcorante en gran variedad de alimentos debido a
su alto nivel de estabilidad a altas temperaturas, se usa comunmente en productos
como mermeladas, bebidas, confitados, edulcorantes de mesa, entre otros
(O'Brien, 2012).

En México esta permitido el uso de este como edulcorante con un limite de
350mg/L (NOM-218-SSA1-2011). Su estructura quimica se presenta en la Figura
2.

Figura 2. Estructura quimica del acesulfame K.

Aspartame

Fue descubierto en 1965 por los laboratorios G.D. Searle. Es un
edulcorante producido a partir de L-fenilalanina y L-acido aspartico unidos por un
enlace éster (Mitchell, 2006).

Es un polvo blanco cristalino, inodoro con un sabor dulce muy intenso. Es
muy soluble en agua y en etanol, tiene un PE de 200 y una IDA de 50 mg/kg/pc
(Mitchell, 2006).

En México se permite su uso como sustituto de azlcar, con un limite

maximo de 350mg/L en bebidas, jarabes, concentrados entre otros (NOM-218-
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SSA1-2011). En la Figura 3 se presenta la estructura quimica del aspartame
(Gayol, 2003).

0 OCH,
N
H
OH NH, o]

Figura 3. Estructura quimica del aspartame.
Sacarina

La sacarina fue descubierta en 1879 por Remsen y Fahlberg, fue el primer
compuesto organico con sabor dulce mas potente que la sacarosa (O'Brien, 2012).
Est4 disponible de forma comercial como sales de sodio y calcio, ademéas de su
forma &cida. Es un polvo blanco, cristalino, muy soluble en agua, con una
solubilidad de 1200 g/L, aunque su forma acida es muy poco soluble. Tiene un PE
de 300 y una IDA establecida de 5 mg/kg/pc, la sal mas utilizada en alimentos es
la sal sédica, que generalmente es empleada con ciclamato de sodio. Es usada en
diversos alimentos como jugos, gelatinas, postres, helados, entre otros (O'Donnell
& Kearsley, 2012).

En México se permite el uso de 30mg de sacarina por porcién de alimentos
y de 400mg por kg en bebidas no alcohdlicas (NOM-086-SSA1-1994). En la Figura

4 se presenta la estructura quimica de la sacarina.

Figura 4. Estructura quimica de la sacarina.
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Sucralosa

Es uno de los edulcorantes de uso mas reciente en la industria alimentaria.
Como es un derivado de la sacarosa se le considera no carcinogénico. Posee un
PE de 600 y un IDA de 15mg/kg/pc. Es un aditivo alimentario que presenta buena
solubilidad en agua; ademas de gran estabilidad en alimentos procesados
(O'Donnell & Kearsley, 2012).

En combinacion con otros edulcorantes presenta sinergismo y es muy
utilizado en bebidas, productos de frutas como mermeladas y jaleas, productos
lacteos, helados y como edulcorante de mesa (International Sweeteners
Association, 2010).

En México se ha establecido un limite méximo de 0.1% para su uso en
cereales para desayuno, 0.065% en mezclas para productos de panaderia y
0.15% en edulcorantes de mesa (NOM-086-SSA1-1994). Su estructura quimica se

muestra en la Figura 5

HO
OH
HO, *
HO” ™~ "07: 70
OH ~c

Figura 5. Estructura quimica de la sucralosa.
Taumatina

La taumatina es un conjunto de polipéptidos extraidos de la pulpa de la
planta conocida como katempe (Thaumatococcus daniellii Benth) originaria de
Africa. Fue utilizada en Japon por primera vez hasta 1979 como edulcorante. Es
considerada la sustancia mas dulce que existe, con un PE 1600. Tiene un peso
molecular de 22000 y esta conformada por 207 aminoacidos, estando ausente la
histidina. Es termoestable, es considerada inocua, no es teratogénica, ni

mutagénica y su IDA es de 2mg/kg/pc (Alonso, 2010).
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2.1.3.3. Métodos de determinacion de ciclamatos
En la literatura se reportan una gama de métodos para la determinacion de

ciclamatos estos se resumen en la Tabla 4, donde se indican el tipo de muestras

en las que fueron aplicados.

2.2. Antocianinas

Las antocianinas son glucésidos de antocianidinas que se encuentran
presentes en tejidos vegetales, incluyendo flores y frutos, proporcionandoles un
color de amarillo a azul (Ramos, Schmitt, & Gomez, 2006), probablemente son el
grupo mas importante de pigmentos vegetales visibles, ademas de la clorofila, son
pertenecientes a la familia de los flavonoides, compuestos por dos anillos
aromaticos A y B unidos por una cadena de 3 carbonos. Las variaciones del anillo
B dan como resultado las seis principales antocianidinas que se presentan en la
figura 6 (Garzon, 2008).

Cianidina (R;=OH; R,=H)

OH Dilfinidina (R;=OH; R,=0OH)
. Pelargonidina (R;=H; R,=H)
HO. (0] .
AN Ry Peonidina (R;= OCHjs; R,=H)
c Petunidina (R,;= OCH3; R,=OH)
Z o Mahidina (R;= OCHs; Ro= OCHy)

OH

Figura 6. Estructura quimica de las antocianinas principales.

La estructura y estabilidad de las antocianinas se ven afectadas por el pH.
La acidez posee un efecto protector sobre la molécula en soluciones acuosas con
pH por debajo de 2, ya que las antocianinas se encuentran en su forma mas

estable como catién flavilio que es de un color rojo intenso (Garzon, 2008).
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Tabla 4. Métodos empleados para la determinacion de ciclamato en alimentos.

Técnica LOD Ventajas Desventajas Otros Referencias
edulcorantes
determinados
Electroforesis capilar 5-10 ug/g  Aplicable a muestras Uso de equipo muy costoso para  Aspartame, (Masao et al.,
acoplada a deteccién por solidas y liquidas la determinacion sacarina y 2007)
conductividad acesulfame K
Espectrometria Raman con 0.8 mg/g Método mas rapido No viable para muestras con Sacarina (Armenta et al.,
Transformada de Fourier gue HPLC. Sinusode  monohidrato de glucosa 2004)
solventes
HPLC/MS 25 wWmL Método preciso y Uso de equipo costoso Acesulfame K, (Zygler et al., 2011)
versatil. Aplicable a Tratamiento de la muestra aspartame,
bebidas alitame, sacarina,
dulcina, neotame,
sucralosa
Cromatografia de gases 5 umol/L Método preciso. Uso de Equipo costoso (Hashemi et al.,
con detector de ionizacion Aplicable a Tratamiento de la muestra 2011)
de llama, headspace y edulcorantes de mesa
microextraccion de gota y bebidas
Turbidimetria con 0.02% Aplicable a bebidas y Tiempo muy largo para la (Llamas et al.,
inyeccién en flujo wiv edulcorantes de mesa  determinacion 2005)
Cinética diferencial por 0.6 mg/L  Aplicable a Uso de permanganato Acesulfame K,
espectrofotometria edulcorantes de mesa  No viable para mezclas de sacarina
y bebidas edulcorantes
Determinacion 30 pmol/L  Aplicable a mezclas de Tratamiento de la muestra (Rocha et al., 2005)
espectrofotométrica con edulcorantes
sistema de inyeccion en flujo
Gravimetria 200 mg/L  Método oficial. Alto LOD (AOAC 957.10)

Aplicable a bebidas y
edulcorantes de mesa

No viable con mezclas de
edulcorantes

Tiempo muy largo para la
determinacion

LOD=Limite de deteccion
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Ademas del pH, la temperatura tambien tiene un efecto considerable sobre
la estabilidad y estructura de las antocianinas ya que a los 60°C, comienza a
haber degradacion en su estructura, debido a la pérdida del 4zucar glicosilante en
la posicién tres de la molécula y la apertura del anillo provocando la producciéon de

chalconas incoloras (Timberlake, 1980).

Es importante considerar la estabilidad del pigmento de las antocianinas
durante su procesamiento y almacenamiento ya que también son susceptibles a
otros factores como su misma estructura quimica, concentracion, presencia de

oxigeno y actividad de agua (Galan-Vidal et al., 2014).
2.2.1. Degradacion de las antocianinas

Anteriormente se han descrito reacciones entre las antocianinas
monomericas y especies oxidantes, reductores, nucledfilos y electréfilos; un
ejemplo de éstas es la decoloracién que presentan con la condensacién de
diversos aminoacidos, catequinas u otros nucleofilos de sales de flavilio, dando
origen a productos incoloros, los cuales aun son reactivos y pueden sufrir cambios
adicionales (Castafieda-Ovando et al., 2010).

Una especie que reacciona con las antocianinas, dando lugar a productos
incoloros, es el acido nitroso (nucledfilo), la reaccidon que se ha propuesto se
presenta en la Figura 7 (Castafieda, et al., 2010).

NO,

Especie: aducto antocianina-nitrito
color: incolora

Especie: ién flavlio
color: rojo

Figura 7. Reaccién propuesta para las antocianinas con el acido nitroso.
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Las reacciones nucleofilicas en las antocianinas suceden principalmente en
el carbono 4, se ha probado que el ion nitrito actia como nucledfilo y provoca la
decoloracion de las antocianinas (Castafieda-Ovando et al., 2010), lo que ha
permitido el disefio de métodos para determinar nitritos en aguas residuales
(Timberlake, 1980), en embutidos (Galan-Vidal et al., 2014) y para determinar la
estabilidad de las antocianinas y piranoantocianinas en extracto de flor de Jamaica
(Castafieda et al.,, 2008). Estas reacciones pueden verse afectadas por la
temperatura, ya que la degradacion térmica provoca la hidrolisis de la molécula
dando lugar a compuestos de una coloracion café e insolubles de naturaleza
polifendlica, que ya no poseen capacidad antioxidante (Castafieda-Ovando et al.,
2010).
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3. Objetivos

3.1. General

Desarrollar un método espectrofotométrico mediante una reaccion de

degradacioén de antocianinas para determinar ciclamato en edulcorantes de mesa.

3.2. Especificos

1. Optimizar el método de determinacion de ciclamato considerando como
factores la concentracion de nitrito, la temperatura y el tiempo de reaccién

para obtener las mejores condiciones de analisis.

2. Evaluar el efecto de otros edulcorantes en la reaccion de degradacion de

antocianinas para determinar la precisién del método.

3. Aplicar el método espectrofotométrico desarrollado sobre muestras
comerciales (edulcorantes de mesa) para conocer su eficiencia en la

determinacion de ciclamato.

14
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4. Metodologiaexperimental
4.1. Reactivosy equipo

4.1.1. Reactivos

Todas las soluciones se prepararon disolviendo el reactivo grado analitico
correspondiente (ciclamato de sodio 100 mg/L, NaNO, 100 mg/L, HCI 1 M, BaCl,
10%, aspartame 4500 mg/L, acesulfame K 6000 mg/L, sucralosa 1500 mg/L y
sacarina 4000 mg/L) en agua desionizada. Las soluciones estandar se prepararon
a partir de diluciones de la solucion madre. Estas soluciones se prepararon de

acuerdo a los experimentos programados diariamente.

La muestra de flor de Jamaica se obtuvo en el supermercado. Como
muestras reales se analizaron cuatro edulcorantes de mesa comerciales, los

cuales se describen en la seccién 4.3.3.1.

4.1.2. Equipo

La temperatura de las muestras se controld6 con un bafio de Boekel Grant
PB-3600. Todas las medidas de absorbancia se realizaron en un
espectrofotometro marca Genesys 10s UV-Vis Thermo Scientific con celdas de

cuarzo de 1 cm de paso optico.

4.2. Extracto de antocianinas

4.2.1. Preparacion

El extracto se preparé pesando 50 g de flor de Jamaica seca, a las cuales
se les agregd aproximadamente 700 mL de agua desionizada. La mezcla
resultante se mantuvo en reposo durante una noche y se filtro; el filtrado se
transfirio a un matraz volumétrico de 1L que contenia 150 mg de benzoato de
sodio (como conservador) y se agregd agua desionizada hasta completar el

volumen.
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4.2.2. Determinacidon de antocianinas monoméricas

La determinacion de antocianinas monoméricas en el extracto se realizo
utilizando el método de pH diferencial (Giusti & Wrolstad, 2001), se tomaron 2 mL
de extracto 1 mL se afor6 a 10 mL con HCI 0.1 M (pH 1) y el otro a 10 mL con
buffer de acetatos (pH 4.5), ambas se midieron a 515 y 700 nm, la determinacién

se hizo por triplicado.

Para el calculo de antocianinas monomericas se utilizo la ecuacion 1y 2.

3
Antocianinas monoméricas (mg L") = AxPM x 'TD =10 1)
EX
A=Asi50m = A7000m)PH 1~ (As15mm = A 7000m)PH 4.5 (2)

donde:

A = absorbancia de la muestra que fue diluida

PM = peso molecular de la antocianina mayoritaria presente en la flor de Jamaica
(cianidina-3-glucésido con un peso molecular de 449.2).

FD = factor de dilucién que tiene un valor de 10
£ = coeficiente de absortividad molar (26900 cm™ mol™ L pH 1.0)

L = longitud del paso 6ptico (1 cm)

4.3. Desarrollo de un método para determinar ciclamato

Se han descrito anteriormente reacciones de degradacion entre
antocianinas y nucledfilos, en las que hay una decoloracién por la condensacién
de nucledfilos con sales de flavilio (Castafieda et al., 2010, Ramos, Schmitt &
GOmez, 2006). Esta  decoloracion  se utilizé para  determinar
espectrofotométricamente y de manera indirecta el contenido de ciclamato
presente en muestras de edulcorantes de mesa.

El método se basa en una modificacion al método oficial, en la que el

ciclamato sufre una reaccion de degradacién con &cido nitroso (que se encuentra
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en exceso), formando sulfato. Una vez que ha quedado en exceso el acido nitroso
(nucledfilo), reacciona con las antocianinas presentes en el extracto de flor de
Jamaica, obteniendo una decoloracion de estas sustancias. Midiendo el color de la
solucidn resultante, se puede calcular la cantidad de ciclamato.

Para el desarrollo de esta metodologia, fue necesario el estudio de los
factores que afectan la reaccion, tales como: temperatura, tiempo, concentracion

de nitrito y presencia de edulcorantes sinérgicos.

4.3.1. Estudio de las condiciones de trabajo
Todos los experimentos que se realizaron en esta seccién fueron hechos

por triplicado.

4.3.1.1. Preparacion del hidrolizado de ciclamato

Para llevar a cabo la metodologia propuesta, se utilizd un hidrolizado de
ciclamato de sodio. Para su preparacion se pesO la cantidad necesaria de
ciclamato de sodio que diera una concentracion final de 100 mg/L, después se
disolvié con agua desionizada y se le agregaron 10 mL de HCI concentrado, se
mantuvo en agitacion por 30 minutos con calentamiento a 80°C; y pasado ese
tiempo se afor6 en un matraz volumétrico a 100 mL. Esta solucion se codificd

como HC (hidrolizado de ciclamato).
4.3.1.2. Interaccion directa de ciclamato con antocianinas

Se llevaron a cabo pruebas para determinar si habia interaccion del
ciclamato con el extracto de flor de Jamaica en ausencia de nitrito. Para ello, se
prepararon cinco soluciones tomando alicuotas de ciclamato de sodio sin hidrolizar
para preparar 4, 8, 12, 16 y 20 mg/L y transfiriendolas a matraces volumétricos de
10 mL.

Después, se les agregaron 1.4 mL de extracto de flor de Jamaica (se ajusto
a una absorbancia de 0.82 u.a. a una longitud de onda de 515 nm). Las soluciones
se colocaron en un bafio de calentamiento a 60°C durante un tiempo de 15

minutos. El procedimiento se repiti6 cambiando el tiempo a 45 minutos; al concluir
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el tiempo de reaccién se aforaron a 10 mL y se procedié a medir su absorbancia
con una celda de cuarzo de paso Optico de 1 cm a una longitud de 515 nm. Los

experimentos se realizaron por triplicado.

4.3.1.3. Interaccidon de antocianinas con el exceso de nitrito

Se realizaron pruebas para conocer si el exceso de nitrito reaccionaba con

las antocianinas del extracto de flor de Jamaica.

Para ello se realiz6 el mismo procedimiento descrito en la seccion 4.3.1.2,
s6lo que las alicuotas fueron de HC y se les afadio, previo al calentamiento, una

concentracién de 5 mg/L de ion nitrito.
4.3.1.4. Concentracion 6ptima de nitrito

La concentracion oOptima de nitrito se determind haciendo experimentos
donde se agregaron diferentes concentraciones de ién nitrito para conocer cual

era la que permitia obtener los mejores resultados.

Con las siguientes variaciones: se us6 HC, a las alicuotas se les afiadio una
concentracién de 3, 5, 7, 10 y 15 mg/L de ion nitrito previo calentamiento y las

reacciones fueron durante 45 minutos.
4.3.1.5. Tiempo 6ptimo de reaccién

Para la determinacion del tiempo 6ptimo de reaccion se llevaron a cabo tres
cinéticas de reaccion en seis intervalos de tiempo:15, 30, 45, 60, 75 y 90 minutos.
Se realiz6 el mismo procedimiento descrito en la seccién 4.3.1.2, afiadiendo HC y

una concentracion de 10 mg/L de ion nitrito, previo al calentamiento.

4.3.1.6. Temperatura 6ptima

Se hicieron dos experimentos, uno a temperatura ambiente y otro a 60°C,
usando el procedimiento antes descrito, se afiadio HC y una concentracion de 10

mg/L de ion nitrito antes del calentamiento.
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4.3.1.7. Efecto de edulcorantes sinérgicos

Para conocer el efecto que tienen el aspartame, acesulfame K, sucralosa y
sacarina, edulcorantes sinérgicos del ciclamato en el método propuesto, se
hicieron dos grupos de experimentos. En el primero (experimentos 1-4), se utilizd
cada uno de los edulcorantes, en la concentracion en la que normalmente vienen
en los productos (Tabla 5), realizando una hidrélisis a las mismas condiciones que
el ciclamato (Seccion 4.3.1.1). Posterior a esto, al hidrolizado se le adicionaron 10
mg/L de ion nitrito y 1.4 mg/L de extracto de antocianinas, después de someterlo
a un bafno termostatizado a 60°C por 45 min, se midieron las absorbancias a 515

nm.

Tabla 5. Condiciones experimentales para evaluar el efecto de los edulcorantes

sinérgicos ensayados.

Exp. Aspartame  Acesulfame K Sucralosa Sacarina Ciclamato*
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
1 45 e e e e
2 60 e e
3 e e 5 - e
e — 1 e
5 45 e e e 10
6 60 5 - 10
7 e e 1 10
8 45 60 5 - 10

*El ciclamato se utilizé en su forma hidrolizada, Exp= experimento.

En el segundo grupo (experimentos 5-8) se prepararon mezclas con

ciclamato, considerando las concentraciones en las que generalmente estan
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presentes en los productos que los contienen (Tabla 5). El analisis se realiz6 de la
misma forma que en los experimentos 1-4. Todas las pruebas se hicieron por

triplicado.

4.3.2. Determinaciéon de ciclamato

4.3.2.1. Curvas de calibraciéon

Para realizar las curvas de calibracion, se usaron las condiciones
experimentales Optimas que se obtuvieron en los experimentos anteriores. Usando
concentraciones de 4, 8, 12, 16 y 20 mg/L de HC, con 10 mg/L de ion nitrito y 1.4
mL de extracto de antocianinas que se ajustd a una absorbancia de 0.82 u.a. a
una longitud de onda de 515 nm. Se usoé el timpo de 45 minutos en un bafio con
calentamiento a 60°C y se leyo en un espectrofotometro a 515 nm. Las curvas se

hicieron por triplicado.
4.3.2.2. Porcentaje de recuperacion del método propuesto

Para calcular el porcentaje de recuperacién se prepardé una muestra con
una concentracion conocida de 10 mg/L de HC y se le realizd el mismo tratamiento

(por triplicado) que a las demas muestras.
4.3.3. Evaluacion del porcentaje de recuperaciéon del método oficial

De acuerdo al método AOAC 957.10 el ciclamato sufre una reaccion de

degradacién con &cido nitroso, formando sulfato, la reaccion se presenta en la

Figura 8.
H + -
N NH, Cl
\so3 X
1) H*Cr + H,S0s
+ -
NH; Cl
2) + 3H,SO5 + 3HNO; —— g 7H" + SO4Z + 3H,0 + 2N, +CI'+

3) S0 + Ba?* ——3 BaSOy

Figura 8. Reaccion de degradacion del ciclamato.
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El método consiste en la precipitacién de sulfato de bario proveniente del

ciclamato, pesando este producto; por lo que, se convierte en una gravimetria.

Para la determinacion de ciclamato se prepararon 100 mL de una solucion
con 300 mg de ciclamato de sodio, a la que se le agregaron 10 mL de HCI
concentrado. A continuacién se le afadieron 10 mL de una solucién de cloruro de

bario al 10% de cloruro de bario y se mantuvo en agitaciéon por 30 minutos.

Después, se adicionaron 10 mL de una solucion de ion nitrito al 10%, se
agitdé, se cubrié con un vidrio de reloj y se mantuvo en bafio de vapor por dos
horas, se agitd tres veces a intervalos de 30 minutos. Una vez transcurridas las
dos horas, se retir6 del bafio y se dejé en un lugar templado durante toda la
noche; posteriormente, se filtrd el precipitado con un filtro de membrana de 0.45
um marca Whatman en un equipo de filtracion. Por Ultimo; se secé en un horno a
60°C por 5 h y se procedi6 a pesar el filtrado hasta obtener peso constante en una
balanza analitica. Este procedimiento se repiti6 por triplicado para evaluar el

porcentaje de recuperacion de ciclamato.

4.3.4. Andlisis de muestras reales

4.3.4.1. Muestras

Para evaluar la efectividad del método propuesto, se analizaron cuatro
muestras de distintos edulcorantes de mesa comerciales. En la Tabla 6 se

describen las muestras.

43.4.2. Analisis

Para el andlisis del edulcorante liquido, se tom6 1 mL, se pasé a un matraz
volumétrico de 100 mL y se afor6 con agua desionizada. Se le adicionaron 10 mL
de HCI concentrado y se agitdé durante 30 minutos con calentamiento a 80°C. La
solucién se filtré con un microfiltro de 0.45 umy se tomd 1 mL de esa dilucién que

nuevamente se transfirio a otro matraz de 10 mL y se aforé con agua desionizada.
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Tabla 6. Muestras comerciales analizadas.

Nombre Presentacién Compafiia Edulcorantes contenidos
Natreen Liquido Natreen® Ciclamato, sacarina y fructosa
Natreen Classic Comprimidos Natreen® Ciclamato, sacarina y taumatina
Natreen Especial Comprimidos Natreen® Ciclamato, sacarina y taumatina
Carrefour Comprimidos Carrefour®  Ciclamatoy sacarina

Discount

Se tomdé 1 mL de la muestra de la segunda dilucion del hidrolizado del
edulcorante, se transfiridé a un matraz volumeétrico de 10 mL, se adicionaron 1.4 mL
de extracto de antocianinas (ajustado a una absorbancia de 0.82 u.a. a una
longitud de onda de 515 nm) y se usardn las mejores condiciones experimentales
obtenidas previamente. Al concluir el tiempo de reaccion se afor6 a 10 mL y se

procedié a medir su absorbancia a una longitud de 515 nm.

Para el andlisis de las muestras de edulcorantes en comprimidos, se uso un
comprimido y se disolvi6 en agua desionizada, se le agregé 1mL de HCI
concentrado y se mantuvieron en agitacion durante 30 minutos con calentamiento
a 80°C.La solucion resultante se filtr6 usando microfiltros de 0.45um y se aforé a
10 mL.

Se tom6é 1 mL de la muestra del edulcorante hidrolizado y se siguid la
metodologia de andlisis antes descrita para el edulcorante liquido. Para todas las

muestras se realizd el mismo procedimiento por triplicado.

4.3.5. Anélisis de datos

Los resultados que se obtuvieron durante las determinaciones, se
analizaron haciendo uso de herramientas de Excel, utilizando analisis de varianza

(ANOVA) para obtener los parametros estadisticos necesarios.
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5. Resultados y discusion

5.1. Contenido de antocianinas monomeéricas

Se determinaron las antocianinas monomeéricas presentes en el extracto de
flor de Jamaica que fue usado en todos los experimentos, presentando un
contenido de 116.22+2.17 mg/L, valor que se encuentra dentro del rango (72-295
mg/L) reportado de antocianinas monoméricas en diversas investigaciones sobre
la flor de Jamaica (Castafieda-Ovando et al., 2010, Salazar-Gonzalez et al., 2012,
Medina-Carrillo et al., 2013, Salazar-Gonzélez et al., 2009). Este valor es
importante debido a que las reacciones de decoloracion de las antocianinas,
ocurren entre las antocianinas monoméricas con el ion nitrito (Figura 7)
(Castafieda-Ovando etal., 2010).

5.2. Interaccién del ciclamato con antocianinas

Con la finalidad de descartar una posible reaccion directa del ciclamato
con las antocianinas, se hicieron pruebas adicionando el extracto de
antocianinas con el ciclamato de sodio a diferentes concentraciones (4, 8, 12,
16 y 20 mg/L). En la Figura 9 se presentan las graficas obtenidas de dA vs
[Ciclamato], donde dA es la primera derivada de las medidas de absorbancia a
515nm; la primera derivada es una herramienta que se utiliza para visualizar
cambios importantes en una sefial analitica (Harris, 2006)

De acuerdo al gréafico (Figura 9) se puede observar que la presencia del
ciclamato no provoca un cambio significativo en el color del extracto de
antocianinas; por lo que se puede afirmar que no hay una reaccion directa entre
estos dos compuestos.
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Figura 9. Efecto del ciclamato sobre la estabilidad de antocianinas.

Los experimentos se realizaron a dos tiempos de reaccion diferentes (15 y
45 minutos), mostrando la misma tendencia. Por esta razon, fue necesario obtener
primero el hidrolizado (HC), hacerlo reaccionar con nitrito de sodio en medio acido
(HNOy) vy, finalmente, realizar la reaccion con el exceso de &cido nitroso vy el

extracto de antocianinas.

En los apartados siguientes se muestran los resultados del efecto de
diferentes factores sobre la determinacion de ciclamato, via reaccion de

degradacion de antocianinas.
5.3. Interaccién del exceso de acido nitroso con antocianinas

Se comprobd que hubiera reaccidn entre el ion nitrito y el HC con el extracto
de antocianinas, obteniendo los resultados que se presentan en la Figura 10. Las
medidas se realizaron 45 minutos después de mezclar a diferentes
concentraciones de HC con ion nitrito a una concentracion fija (5 mg/L) y extracto
de antocianinas (aproximadamente 14 mg/L), manteniéndolas a 60°C; condiciones
gue han sido reportadas en estudios anteriores de reacciones de degradacion de
antocianinas (Castafieda et al., 2008, Castafieda-Ovando et al., 2010, Galan-Vidal
et al., 2014).

24



De Jesiis Jueates Karta 7.

Absorbancia

0.0 T . . . . . .
4 6 8 10 12 14 16 18 20

[Ciclamato], mg/L

Figura 10. Efecto de la presencia de acido nitroso en ciclamato sobre la estabilidad

de antocianinas.

La grafica presentada en la Figura 10 tiene un coeficiente de correlacion de
0.9746, el cual es una herramienta que permite observar que hay una reaccion.
Esto es debido a que, conforme aumenta la concentracion de ciclamato, queda

menor cantidad de ion nitrito para reaccionar con el extracto de antocianinas,

haciendo que éstas presenten menor decoloracion.

De acuerdo a las observaciones realizadas durante la experimentacion y a
los resultados obtenidos en este apartado, se sugiere que la reaccién que se lleva

a cabo es la mostrada en la Figura 11.
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Figura 11. Reaccion sugerida para la determinacion de ciclamato via reaccion de

ion nitrito con antocianinas.

5.4. Determinacion del tiempo 6ptimo de reaccién

Se hicieron experimentos para conocer el tiempo 0ptimo necesario para que

se llevara a cabo la reaccion completa entre el HC y el &cido nitroso.

Como se observa en la Figura 12, los valores de absorbancias toman forma
asintética a partir de los 45 minutos, a cualquier concentracion de ciclamato, lo
que demuestra que después de ese tiempo se llevd por completo la reaccion entre
el ciclamato y el ion nitrito, por lo que no habra diferencia significativa si se lleva a

cabo la reaccién en un tiempo mayor.
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Figura 12. Efecto del tiempo de reaccién en la reaccion de ion nitrito residual con el

extracto de antocianinas, a diferente concentracion de ciclamato:e 4mg/L, c 8 mg/L, v 12
mg/L, A 16 mg/Ly m 20 mg/L.

5.5. Determinacion de la temperatura 6ptima de reaccién

Para determinar la temperatura Optima de reaccion del &cido nitroso
residual con el extracto de antocianinas, se hicieron experimentos a dos
temperaturas, 20°C y 60°C. Se obtuvieron las curvas de calibracion en el intervalo
de 4-20 mg/L de ciclamato (Figura 13), en ella se observa que a 60°C la pendiente
es mayor (0.0679+0.0149), por lo que, se decidi6 trabajar con esta temperatura
debido a que aumenta la sensibilidad del método. A 20°C se obtuvé una pendiente
de 0.0139+0.0019.

Ademas, existen estudios cinéticos acerca de la reaccion de nitritos con
antocianinas, en los que demuestran que a mayor temperatura la energia de
activacion disminuye, por ello, se ve favorecida la reaccién (Castafieda et al.,
2008, Castafieda-Ovando et al., 2010, Galan-Vidal et al., 2014).

27



De Jesiis Jueates Karta 7.

1.4 (L
1.2
1.0 A
0.8 A
0.6
0.4 1

Absorbancia

02 7 o *
0.0

4 6 8 10 12 14 16 18 20
[Ciclamato], mg/L

Figura 13. Efecto de la temperatura de reaccion (e 20°C y o 60°C) en la reaccién de

acido nitroso residual con el extracto de antocianinas.
5.6. Efecto dela concentracion de ion nitrito

Debido a que para el método propuesto se requiere tener un exceso de
acido nitroso, se analizaron diferentes concentraciones ion nitrito, realizando los
experimentos a 60°C durante 45 minutos, tomando concentraciones de ciclamato
en el intervalo de 4-20 mg/L. Las curvas de calibracién se muestran en la Figura
14. Es importante sefialar que se realiz6 una correccion con el blanco, debido a
que por la naturaleza de la reaccién no habria decoloracion completa del extracto

de antocianinas (Figura 11).

Para evaluar existian diferencias significativas entre las concentraciones de
ion nitrito afiadidas, se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA), donde Hy: no hay
diferencias significativas entre las pendientes de las curvas de calibracion. De
acuerdo a los resultados se obtiene F.4=8.08 (P=0.05), a los grados de libertad
que se tienen (4,20), la Fi=2.87 (P=0.05); debido a que Fca>Fcit, Si hay

diferencias significativas.
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Esto se puede comprobar también analizando los valores de las pendientes
(Tabla 7), que permiten, de igual manera, decidir la concentracion optima de ion

nitrito a utilizar en el método propuesto.
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Figura 14. Efecto de la concentracion inicial de ion nitrito en la degradacion de

antocianinas.Cada curva de calibracion representa diferentes concentraciones de
ion nitrito: @ 3mg/L, o 5mg/L, v 7 mg/L, A 10 mg/Ly m 15 mg/L.

Las concentraciones se decidieron en funcion a la reacciéon presentada en
la Figura 11, tomando en consideracion que la relacién de la reaccion entre las

antocianinas con el ion nitrito es equimolar (Galan-Vidal et al., 2014).

En 3 y 5 mg/L, la concentracién de nitrito residual es menor, ya que la inicial
estd por debajo de la concentracion estequiométrica requerida para la reaccion,
considerando la maxima concentracion de ciclamato (20 mg/L). La concentracion
de 7 mg/L, de acuerdo a los calculos estequiométricos es la requerida para llevar a
cabo la reaccién, tomando de referencia la maxima concentracion de ciclamato (20
mg/L). Es por ello que la pendiente disminuye, ya que en teoria (calculos
estequiométricos), la cantidad de ion nitrito que queda sin reaccionar con el

ciclamato es menor, lo que hace que la sensibilidad (pendiente) disminuya.
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En las concentraciones de 10 y 15 mg/L, el ion nitrito esta en exceso, lo que
permite que, después de la reaccion con ciclamato, quede un residual que
reacciona con las antocianinas. Las pendientes obtenidas en cada una de las
concentraciones son similares (Tabla 7); por lo que se decidié trabajar con 10
mg/L con la finalidad de no dejar un mayor exceso de ion nitrito, que pudiera ser

un contaminante que afecte al medio ambiente.

Tabla 7. Pendientes obtenidas de la adicion de diferentes concentraciones de ion nitrito.

[NO2 Jagregado, Mg/L Pendiente
3 0.0148+0.0105
5 0.0192+0.0024
7 0.0075%0.0023
10 0.0208+0.0011
15 0.01940£0.0035

5.7. Validacion del método

Para validar el método propuesto se calcularon los parametros de regresion
que se muestran en la Tabla 8. Estos son referidos tomando las siguientes
condiciones: [NO2lagregada=10  mg/L, tiempo de reaccion=45 min,

temperatura=60°C.

De acuerdo a los datos sefialados en la Tabla 8, se observa que el método
propuesto tiene un intervalo lineal que permite determinar el ciclamato en
muestras de edulcorantes de mesa, en los cuales, esta presente a una
concentracién de 10 mg/L (en liquidos) y de hasta 66% (en sélidos) (CODEX
Alimentarius CX/FA 12/44/2,2012).
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Por otra parte, de acuerdo a la reproducibilidad del método se obtiene un
%DER de 0.06, lo que hace que el método sea preciso. Ademas el LOD que se
obtuvo es de 0.96 mg/L, que permite cuantificar las concentraciones presentes en

las muestras de edulcorantes.

Sin embargo del método est2andar no pueden calcularse los pardmetros de

regresién, debido a que es una gravimetria, por ello no estan reportados los datos.

Para evaluar la exactitud del método se calculd el porcentaje de
recuperacion, éste si se pudo evaluar en los dos métodos (propuesto y estandar),
logrando un 91.12%, para el propuesto y de 73.04% para el estandar, lo que hace

que el método sugerido sea mejor.

El método estandar (AOAC 957.10) tiene un porcentaje de recuperacion
considerablemente bajo, por ello es necesario analizar una muestra con una
cantidad mayor de ciclamato para obtener resultados que sean exactos, ya que se
reporta que puede ser usado para muestras que contengan entre 10-300 mg de

ciclamato.

Tabla 8. Parametros de regresion de la curva de calibrado [Ciclamato] vs Absorbancia.

Parametro Método propuesto
Desviacion estandar residual, se 0.0063
Numero de estandares, n 5
Coeficiente de correlacion, r? 0.9983
Interseccion, atts, 0.1052+0.0066
Sensibilidad, bts, 0.0208+0.0005
Rango lineal (mg/L) 3.19-20
Limite de deteccion (mg/L) 0.96
Reproducibilidad (%DER, n=3) 0.62 (4 mg/L)
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De igual manera se debe tomar en cuenta es el tiempo en el que se lleva a
cabo la determinacion. Para el método propuesto, el tiempo es de
aproximadamente 1.5 h; mientras que para el método gravimétrico (estandar), es
de aproximadamente 26 h, sin considerar que el paso de filtracion puede llegar a
complicar la determinacion, por que puede haber pérdidas e incluso demorar ain

mas la determinacion.
5.8. Efecto delos edulcorantes sinérgicos

Se analizé el efecto del sinergismo de los edulcorantes que se usan
comunmente con ciclamato (aspartame, acesulfame K, sucralosa y sacarina)
sobre los pardmetros de regresién que se obtuvieron para el método propuesto,

con el fin de evaluar su impacto en la determinacion de ciclamato.

Los experimentos se dividieron en dos grupos, en el primero (Tabla 5,
experimentos 1-4). Con el aspartame (45 mg/L) hubo una decoloracién completa
del extracto de antocianinas, lo que significa que todo el &cido nitroso sélo
reacciond con las antocianinas, y no con el edulcorante. En el caso de el
acesulfame K (60 mg/L), el extracto no se decolor6 por completo, obteniéndose
una medida de absorbancia de 0.790+0.002 ua, que comparada con la inicial
(0.820 ua) indica que practicamente todo el ion nitrito reacciond con el acesulfame
K.

Este comportamiento se debe a que en medio acido el acesulfame K se
descompone a &cido acetoacetamida-N-sulfonico; éste a su vez, sufre una
reaccion de hidrolisis (favorecida por la temperatura), formando acetoacetamida y

acido sulfénico (Giannuzzi & Molina, 1995).

El &cido sulfonico formado es el que reacciona con el ion nitrito, siendo el
responsable de que se consuma esta especie y que por tanto, no decolore al
extracto. En otras palabras, la presencia de acesulfame K puede ocasionar errores

por defecto en la determinacion del ciclamato.
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La sucralosa (15 mg/L) generé una decoloracion parcial del extracto,
obteniéndose una medida de absorbancia de 0.280+0.002 ua, lo que significa que
el ion nitrito reacciond con el extracto, pero también tuvo interaccion con la

sucralosa.

Es importante resaltar que la sucralosa se obtuvo a partir de una muestra
comercial, que ademas contenia maltodextrina y dextrina, las cuales a pH acido y
altas temperaturas sufren reacciones de hidrolisis, dando lugar a la formacién de
glucosa, que es un azlcar reductor. En medio acido, el acido nitroso reacciona con
sustancias reductoras, como acido ascoérbico y azlcares reductores formando
oxido nitroso (Forrest & Pérez, 1979), lo que provoca que el acido nitroso no

reaccione por completo con el extracto de antocianinas.

Finalmente, para la sacarina (1mg/L) no hubo interaccion con el &cido

nitroso, ya que el extracto de antocianinas se decoloré completamente.

Grenby (1996) destaca que el aspartame y la sacarina, se usan en
alimentos en concentraciones de 45 mg/L y 1 mg/L, respectivamente. Dichas
concentraciones que fueron utilizadas para los experimentos y que no mostraron

interaccion con el extracto de antocianinas ni con el acido nitroso.

En el segundo experimento (Tabla 5, experimentos 5-8) se hicieron mezclas
de los edulcorantes con una concentracion conocida de 10 mg/L de ciclamato,
para identificar si las mezclas tenian un efecto sobre la determinacién con el
método propuesto, se determind el ciclamato, obteniendo los resultados que se

presentan en la Tabla 9.
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Tabla 9. Resultados del analisis de mezclas de edulcorantes sinérgicos con ciclamato.

Mezclas [Ciclamato]*, %Errorrelativo Tipodeerror
mg/L

Ciclamato/aspartame/acesulfame K 14.37+0.17 43.70 Por exceso

Ciclamato/acesulfame 15.87+0.055 58.70 Por exceso

K/aspartame/sucralosa
Ciclamato/acesulfame K/sucralosa 13.11+0.052 31.10 Por exceso

Ciclamato/sacarina 9.36+0.0318 -6.40 Por defecto

*Concentracion determinada por el método propuesto.

De acuerdo a los resultados obtenidos (Tabla 9) puede observarse que en
las mezclas en las que hay presencia de acesulfame K y sucralosa con el
ciclamato, existen problemas de exactitud en la determinacion (errores por

exceso), debido a que estos edulcorantes presentan interaccion con el ion nitrito.

Es importante resaltar que la presencia de sacarina tiene menor efecto en la
exactitud del método propuesto, presentando un porcentaje de error relativo del
6.4%, el cual es alto; sin embargo, debido a que se parti6 de un sustituto de
azucar comercial, es probable que pudieran interferir los otros componentes
(dextrosa y cremor tartaro) en la determinacién, lo que provoca que haya
presencia de errores sistematicos de método que ocasionen esta diferencia (Miller
& Miller, 2002).

De las mezclas analizadas, la que tiene mayor interés para el método,
desde el punto de vista de analisis de eculcorantes, es la de sacarina con
ciclamato, ya que es la mas utlizada en edulcorantes de mesa (O'Donnell &
Kearsley, 2012).

5.9. Muestras reales

Una vez que se obtuvieron las condiciones experimentales idoneas para
llevar a cabo la reaccion para la determinacion de ciclamato, se hicieron pruebas

en muestras comerciales de edulcorantes de mesa.
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Se determind el contenido de ciclamato en edulcorantes bajos en calorias,
gue en su composicion contienen ciclamato. Los resultados se muestran en la
Tabla 10.

Tabla 10. Concentracion de ciclamato en edulcorantes de mesa comerciales, determinada

por el método propuesto.

Edulcorante Presentacion [Ciclamato]
Natreen® Liquido 16.95+0.31 g/L
Natreen Classic® Comprimidos 256.44+0.069 mg/g
Natreen Especial® Comprimidos 147.20+0.35 mg/g
Carrefour Discount®  Comprimidos 628.89+2.08

De los edulcorantes de mesa analizados, sélo el Carrefour Discount declara
en la etiqueta el contenido de ciclamato, que es de 66%, presentando una
diferencia con el obtenido por el método propuesto de aproximadamente 4.71%.
No fue posible determinar el ciclamato por el método estandar debido a la cantidad
de muestra que se requiere para ello; ademas de que presenta porcentajes de
recuperacion menores al método propuesto.

Las muestras de Natreen® presentan en su formulacion taumatina como
edulcorante sinérgico; sin embargo, ésta no interfiere en la determinacion, ya que
es un péptido que precipita a pH acido (Alonso, 2010), al cual se lleva a cabo el

método propuesto. Por ello, fue necesario filtrar las muestras, previo a su analisis.
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6. Conclusiones

Se desarroll6 un método espectrofotométrico para la determinacion de
ciclamato en edulcorantes de mesa, haciendo uso de reacciones de degradacion
de antocianinas.

Se determind que las reacciones de degradacién de antocianinas son un
método efectivo para determinar ciclamato en edulcorantes de mesa con sacarina
y aspartame.

Se determind la concentracién de ciclamato en edulcorantes de mesa
comerciales; por lo que, el método propuesto puede aplicarse a muestras reales,
presentando resultados precisos y con mayor exactitud que el método oficial.

Se comparo el método propuesto con el método oficial de determinacion de
ciclamato, encontrando que el método propuesto es mejor que el método oficial,
debido a que: 1) se reduce considerablemente el tiempo de determinacion; 2)
disminuye el limite de deteccion, lo que provoca que se necesite una cantidad
menor de muestra para el analisis; 3) hace uso de menor cantidad de reactivos, lo

gue produce menor cantidad de residuos; y 4) es amable con el medio ambiente.
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