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1 ANTECEDENTES
1.1 Edulcorantes
1.1.1 Historia

Tanto la naturaleza como el hombre producen alimentos que son aceptados por su sabor dulce,
siendo esta propiedad sensorial agradable para la mayoria de los individuos. A los agentes que
producen este sabor se les designa con el nombre de edulcorantes. El poder edulcorante (Tabla
1) es un término que se refiere a la capacidad de una sustancia para causar dicho sabor y se
mide subjetivamente tomando como base de comparacion la sacarosa a la que se le da el valor
de 1 [1]. Ademas de ser la base de la capacidad edulcorante, la sacarosa es el aditivo mas
utilizado en la dieta humana [2].

Tabla 1. Poder edulcorante relativo de algunos compuestos alternativos a la sacarosa [3].

Poder Edulcorante

Edulcorante aproximado (Sacarosa = 1)

Lactitol 0.4
Isomalt 0.45-0.65
Sorbitol 0.6
Manitol 0.7
Maltitol 0.9
Xilitol 1.0
Fructosa cristalina 1.2-17
Ciclamato 30
Aspartame 180
Acesulfame potasico 200
Sacarina 300
Estevidsido 300
Sucralosa 600
dihidrochalcona 1800
Alitamo 2000
Taumatina 2000 - 3000
Neotamo 8000

El consumo de sacarosa debe ser regulado o restringido en algunos casos; como ejemplo se
encuentran las personas diabéticas, debido a que aumenta la tasa de glucosa en la sangre, o

las personas con sobrepeso. Este carbohidrato se ha sustituido en diversos productos con
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edulcorantes no nutritivos naturales o sintéticos, que ofrecen el mismo sabor sin causar

disminucion de la calidad de vida de los individuos [2].

La sustitucion de la sacarosa por edulcorantes sintéticos no siempre es sencilla, ya que éste
azucar no solo desempefia el papel de saborizante sino que también actla, en muchos casos,
como conservador o para conferir textura y consistencia al producto, esto se puede observar en

mermeladas [1].

Los edulcorantes artificiales de alta intensidad juegan un rol importante en nuestra sociedad no
solo para personas diabéticas sino también para personas que consumen alimentos bajos en
calorias [4]. En la industria de alimentos son promovidos los productos con edulcorantes

artificiales (frecuentemente llamados “de dieta” o “light”) debido a sus beneficios [5].

Idealmente, un edulcorante artificial debe ser incoloro e inodoro en solucion, estable y soluble
en soluciones acuosas, no toxico, no debe dejar sabor residual y no debe metabolizarse o
producir metabolitos que perjudiquen al organismo [2]. Hay un gran nimero de edulcorantes
intensos conocidos, pero solo unos cuantos son permitidos para ser utilizados en la industria
alimentaria [5]. Los mas usados son acesulfame-K, aspartame, ciclamato, sacarina y sucralosa
[4,6]. Su uso esta dirigido principalmente a consumidores de cuatro areas del mercado de
alimentos y bebidas: 1) para tratamiento de la obesidad, 2) mantenimiento del peso corporal, 3)

el manejo de la diabetes y 4) para la prevencion y reduccién de caries dental [6].

Los edulcorantes pueden ser usados por separado o combinados con otros edulcorantes
sinérgicamente compatibles reportados como mezclas, esto para la reduccion de costos y
mejorar la calidad de sabor [5,6]. En estos dias, lo mas comudn en la industria alimentaria es el
uso de mezclas de edulcorantes, porque muchos de estos imparten sabores alternos o
residuales que pueden limitar sus aplicaciones en alimentos y bebidas. Se ha descrito que cada
mezcla tiene un edulcorante problema que presenta diferentes rendimientos dependiendo de
las proporciones en mezcla. Por ejemplo en la mezcla de sacarina-ciclamato, el regusto amargo
de la sacarina es enmascarado por el ciclamato mientras que el desagradable regusto del
ciclamato, sentido por algunas personas, es cubierto por la sacarina. Simultaneamente (debido
al efecto sinérgico), el poder edulcorante de las mezclas se incrementa. Una buena formulacion
de mezclas de edulcorantes puede reproducir de manera precisa el perfil de textura y dulzura
de los productos que contienen azucar, creando nuevos productos caracterizados por un pefrfil

de dulzura original y una estabilidad de sabor [5].

JULIETA ALMAZAN GUZMAN -3-



ANTECEDENTES | OCTUBRE 2013

Estos edulcorantes artificiales (también llamados edulcorantes no nutritivos) forman una clase
importante de aditivos alimentarios en todo el mundo, los cuales son cominmente utilizados en
alimentos, bebidas, confiteria y productos farmacéuticos [5-7]. Son usados en medicamentos
para enmascarar las caracteristicas organolépticas de los farmacos [2] y en productos de
higiene bucal para disminuir la incidencia de caries, pues no son metabolizados por la

microflora encontrada en la boca [2,5].

Los edulcorantes pueden pertenecer a diversas clases quimicas. Debido a esta diversidad
estructural, muchos estudios han sido realizados con el objetivo de conocer la relacion existente

entre sus propiedades fisicoquimicas y el sabor presentado por estas sustancias [2].

En la literatura, existen diversas teorias sobre la relacion que existe entre las propiedades
fisicoguimicas de los edulcorantes y el sabor dulce presentado por éstos. Entre estas, se
encuentra la teoria desarrollada por Shallenberger, mayormente conocido como concepto AH/B,
y completada por Kier. Esta se basa en la propiedad biologica de la estructura especifica del
edulcorante. La manifestacién de sabor dulce depende principalmente del “ajuste” de los grupos
funcionales presentes en el edulcorante al sitio receptor de las papilas gustativas en la lengua.
Este “ajuste” (Figura 1) estd relacionado con la formacion de puentes de hidrogeno. Kier
propone ademas de estas uniones, la formacién de una tercera union, estando relacionada con
la regién hidrofébica del edulcorante con el sitio receptor. Esta teoria podria explicar el alto
poder edulcorante de algunos compuestos pero para otros puede estar relacionado con

propiedades macroscopicas todavia no definidas [2,7].

0
— AlH ---------- O
RECEPTOR DONADOR
=] *H,N
P (AH) o}
S0,7( AH)
NH HON\U(B) | NH[ :
S /(AH) NsouH (B)
O,
(B) 0
SACARINA CICLAMATO ACESULFAME-K

Figura 1. Representacion esquematica del ajuste AH/B y de los sitios donadores en los grupos

funcionales de algunos edulcorantes.
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Existe una gran discusion sobre la seguridad de algunos edulcorantes. Debido a los aspectos
médicos y legales, la determinacion de estos edulcorantes artificiales en productos dietéticos y

preparaciones farmaceéuticas tiene una relevancia social y econémica [6].

En las Ultimas dos décadas, el consumo de alimentos con pocas calorias por la poblacion
mundial ha aumentado drasticamente, asi como la seguridad asociada con el alta ingesta de
edulcorantes sintéticos [8]. Con respecto a la legislacion y regulacién de edulcorantes y sus
combinaciones, existen diversos organismos tanto internacionales como de cada pais, quienes
aplican diferentes pruebas para la aprobacion de edulcorantes y regulan las cantidades

maximas permitidas que pueden ser agregadas a cada grupo especifico de alimentos [3,8].

Entre los grupos internacionales se encuentran la Organizaciébn para la Agricultura y la
Alimentacién (FAO, por sus siglas en inglés), la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por
sus siglas en inglés), la Comision de Codex Alimentario y el Comité Cientifico para la
Alimentaciéon de la Comision de la Union Europea El objetivo de los programas de aditivos
alimentarios de la FAO y la WHO es hacer evaluaciones sistematicas de estos y proveer ventaja
a los paises miembros de la FAO y la WHO en el control de aditivos y aspectos relacionados

con la salud [3].

El propdsito de estos programas es “proteger la salud de los consumidores y asegurar practicas
adecuadas en el mercado alimentario; promover la coordinacion de todos los estandares
alimenticios de trabajo emprendidos por las organizaciones internacionales gubernamentales y
no gubernamentales; determinar las prioridades, iniciativas y guias de preparacion de
estandares a través de organizaciones apropiadas; finalizar los estandares y después

publicarlos en un Codex Alimentario ya sea como estandares mundiales o regionales” [3].

La Unién Europea (UE) esta de acuerdo en igualar las leyes de los aditivos de los paises
miembros, incluyendo edulcorantes. La direccion de edulcorantes, creada en 1994, permite el
uso de acesulfame-K, aspartame, ciclamato, sacarina, taumatina y neohesperidina, asi como

sorbitol, manitol, isomalt, maltitol, lactitol y xilitol [3].

Los edulcorantes de bajas calorias, como son acesulfame-K, aspartame, sacarina y sucralosa,
han sido aprobados para su uso en alimentos (Tabla 2) en los Estado Unidos por la
Administracion de Alimentos y Drogas (FDA por sus siglas en ingles), que actualmente esta

considerando las peticiones de aprobacion de otros edulcorantes nuevos. Antes de ser
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aprobados por la FDA, todos los edulcorantes deben ser sometidos a una extensa evaluacion
de seguridad con pruebas en humanos y animales. Los edulcorantes aprobados tienen el
mismo estandar de seguridad para personas en general que para el consumo por mujeres

embarazadas y nifios [9].

Se utiliza la etiqueta de GRAS cuando se tiene la experiencia del uso comun en alimentos y se
basa con datos disponibles publicados en varios paises extranjeros [3]. La determinacién de
GRAS para una sustancia, puede o no ser solicitada por la FDA, ya que no requiere la accion
de ésta.

La denominacioén de “generalmente reconocido como seguro” (GRAS), debe reflejar los criterios
de expertos calificados con entrenamiento cientifico y experiencia para evaluar la seguridad de
las sustancias directa o indirectamente agregadas al alimento. Estos criterios deben basarse en
procedimientos cientificos, que incluyen estudios analiticos en humanos, animales y otros
publicados o no, apropiados para establecer la seguridad del compuesto. El término “seguro”
significa que existe certeza razonable por parte de los cientificos competentes que la sustancia

no es perjudicial bajo las condiciones de uso [3].

Tabla 2. Edulcorantes de este estudio aprobados por la FDA y UE.

Edulcorante Aprobado por  Aprobado por

FDA [9] UE [10]
Acesulfame v v
Aspartame v v
Ciclamato X v
Sacarina v v
Sucralosa v v

En Meéxico, se siguen las regulaciones establecidas por la FDA, escritas en el Codex
Alimentario (Codex Stan 192-1995). Muchas normas para la produccién de alimentos y

regulacién de aditivos en nuestro pais son basadas en este.
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1.1.2 Clasificaciéon

En términos generales se pueden dividir en nutritivos y no nutritivos, aunque también se
clasifican en naturales y sintéticos. Entre los edulcorantes nutritivos se encuentra la sacarosa,
que es el mas utilizado tanto por la poblacion como en la industria alimentaria [2].
Adicionalmente se encuentran monosacaridos y disacaridos como glucosa, fructosa, lactosa,
miel de abeja y jarabes de maiz. Se utilizan algunos glucdsidos (filodulcina, estevidsidos,
osladina, glicirricina), alcoholes polihidricos (sorbitol, xilitol) y proteinas (taumatina, monelina,

miralina) [1].

De los edulcorantes sintéticos destaca el uso en México del acesulfame-K, aspartame, sacarina
y sucralosa [1]. En la Figura 2 se muestra la clasificacion propuesta por Fatibello y col [2].

Fructosa
Galactosa
Sacaridos = Glucosa
Lactosa
Sacarosa

Nutritivos —_—

Xilitol
— Sorbitol

No sacaridos Palatinita

Neohesperidina
(dihidrochalconas)
Naturales Dulcina
Esteviosidos
Glicirricina
Taumatina

No nutritivos —_—

Acesulfame K

Aspartame

Ciclamato

Sacarina

Derivados de sacarosa (Sucralosa)
— Derivados de triptofano

Sintéticos —

Figura 2. Clasificacion de edulcorantes.
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1.1.3 Propiedades fisicoquimicas de los edulcorantes de estudio

Los edulcorantes artificiales intensos, muy promovidos por la industria alimentaria, son los
aditivos alimentarios mas controversiales debido a lo sospechoso de los efectos adversos [5]. El
analisis de los mismos esta ligado a sus caracteristicas fisicoquimicas. A continuacién se

resumen las caracteristicas de los edulcorantes de estudio.

1.1.3.1 Acesulfame-K

El acesulfame-K o acesulfame potéasico (Figura 3), fue descubierto accidentalmente en 1967 y
hoy, es uno de los edulcorantes mas importantes. Forma cristales desde incoloros a blancos; no
es un compuesto higroscopico. Con una féormula molecular de C4;H;KNO,S, tiene una densidad
de 1.81 g cm™, un peso molecular de 163.15 g mol™ y un punto de fusién menor a 200°C [7,11].
La ingesta diaria aceptada (IDA) es de 15mg Kg™, esta afirmacion incluye elconsumo de nifios y
mujeres embarazadas. La IDA del acesulfame-K es equivalente al dulzor de aproximadamente

180g de azucar por dia para un adulto de 60Kg [11].

Figura 3. Estructura del acesulfame.

La constante de acidez de éste compuesto es de 2.0 [7]. Tiene un dulzor de aproximadamente
200 veces més que la sacarosa cuando es usado en las cantidades reguladas. El sabor dulce
del acesulfame-K es percibido rapidamente y sin regustos no placenteros. Es facilmente soluble
en soluciones acuosas, soluciones alcohdlicas-acuosas con mayor contenido de agua y es poco
soluble en la mayoria de solventes orgéanicos. Ademas de ser usado en forma de polvo, también

puede ser usado en forma de soluciones concentradas [11].

Bajo condiciones normales de almacenamiento y procesamiento, el acesulfame-K es estable en
alimentos liquidos y bebidas. Como polvo, el acesulfame-K puede ser almacenado por afios sin

sufrir cambios visibles o analiticamente detectables. También es estable en preparaciones en
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seco como polvo para preparar bebidas o postres, aunque también es estable en productos con
bajo contenido de agua como dulces macizos y goma de mascar. A niveles de pH comunes y
condiciones de almacenamiento acostumbradas el dulzor de las bebidas con acesulfame-K
permanece sin cambios. Todavia almacenado a 40°C resulta imperceptible la pérdida de dulzor,
solo después de muchos meses a estas condiciones. A valores de pH &cidos y un largo periodo
de almacenamiento continuo a altas temperaturas, puede perder ligeramente su dulzor de
manera detectable analiticamente [11]. Es estable bajo condiciones de calentamiento usadas
en el procesamiento de los alimentos. La pasteurizacion o la ultra pasteurizacion no producen
pérdidas del acesulfame-K. También es posible utilizar los procesos de secado como el spray-
dry sin tener pérdida. El blanqueado y esterilizado utilizado en productos frutales y vegetales,
tampoco resulta en pérdidas de acesulfame-K cuando se realizan en condiciones
acostumbradas. A temperaturas de panificacibn tampoco existe pérdida de acesulfame-K
(estudios comprobaron que no existia pérdida en panes horneados al exceso, hasta que se
quemo la superficie y quedd inaceptable). Aplicar microondas a alimentos con acesulfame-K es
posible, pero con sus limitaciones. Para confiteria, el acesulfame-K puede ser agregado antes

en procesos comunes de coccion [11].

Como en los demas edulcorantes, las propiedades organolépticas del acesulfame-K son
influenciadas por el alimento en el que es agregado. A bajas concentraciones su sabor dulce es
puro, mientras que puede ser perceptible un regusto en ocasiones a elevadas concentraciones.
En la practica, estas cantidades tienen poca importancia, ya que normalmente se utilizan

mezclas de acesulfame-K con otros edulcorantes para aumentar el dulzor [11].

Las mezclas binarias de acesulfame-K con aspartame, ciclamato y sucralosa tienen efectos
sinérgicos sobre la intensidad del dulzor y proveen una calidad de sabor significante. En
mezclas ternarias con aspartame y ciclamato, el dulzor aumenta hasta un 90%. En mezclas
binarias de acesulfame-K y aspartame puede llegar a rangos de 40-50%. En contraste, el

sinergismo en mezclas con sucralosa es notablemente bajo [11].

En México esta permitido el empleo de acesulfame-K como sustituto de azucar con un limite
maximo en el producto de 350mg L™* en alimentos, bebidas, congelados, polvos jarabes y

concentrados [12].
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1.1.3.2 Aspartame

El aspartame (Figura 4) es un edulcorante intenso, considerado no nutritivo, producido
combinando los aminoacidos L-fenilalanina y L-acido aspartico por un enlace éster. Fue
descubierto en 1965 en los laboratorios G.D. Searle. Ha sido vigilado y analizado rigurosamente
desde su primera aparicibn en el mercado estadounidense en 1981. Este compuesto fue
fuertemente promocionado y constituyé un fenomenal éxito comercial del aspartame como

reemplazo para el azlcar en las décadas de 1980 y 1990.

El aspartame (C14H1sN,Os) es un polvo blanco; tiene un peso molecular de 294.31 g mol™. El
aspartame puede ser comercializado como par i6nico en mezcla con acesulfame-K. Esta
mezcla no es higroscépica y se disuelve mejor que el aspartame, teniendo beneficios de
estabilidad en diferentes aplicaciones. Se report6 un IDA del aspartame de 50mg Kg™ de peso
corporal por dia [3,7].

O O
O
N/“\CNH2
H

COOH
Figura 4. Estructura del aspartame.

La solubilidad del aspartame incrementa al aumentar la temperatura y disminuir el pH (aumentar
acidez). Los valores de las constantes de acidez son de 3.19 y 7.87, su solubilidad es minima
en su punto isoeléctrico a pH de 5.4 y es ligeramente soluble en compuestos como los
hidrocoloides [3,7].

En forma sodlida y a temperatura ambiente, el aspartame tiene una excelente estabilidad (mas
de 5 afos), aln en temperaturas altas. Su estabilidad mejora en sistemas con menos del 8% de
humedad. El aspartame es menos estable en sistemas liquidos y su estabilidad depende
principalmente del pH, la temperatura y el tiempo. La molécula de aspartame se hidroliza
lentamente a bajos pH y produce la molécula sin sabor aspatrtil-fenilalanina y metanol; una ruta

alternativa a pH 5 es que el aspartame tome forma ciclica y se produzca diceto-piperazina con
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eliminacion de metanol. Esta conversion de productos puede dar posteriormente la hidrélisis de
la molécula en los aminoé&cidos fenilalanina y acido aspartico. Su estabilidad es mayor en pH de
3 - 5. Su estabilidad disminuye con el aumento de temperatura. La degradacion del aspartame
en liquidos durante el tratamiento térmico es pequefia en un rango de pH éptimo. Su estabilidad
también puede ser afectada por algunos sabores especificos; por ejemplo, el sabor a canela y
algunos compuestos terpenoides parecen acelerar la degradaciéon. Como muchos factores
pueden afectar la estabilidad del aspartame en los alimentos, es apropiado el realizar pruebas
de almacenamiento y aceptabilidad en lo productos que se usara [9].

Tiene un sabor dulce y es aproximadamente 180 veces mas dulce que la sacarosa; su perfil de
dulzura es mas parecido al de la sacarosa que el de otros edulcorantes. Se ha reportado un
efecto sinérgico del aspartame con glucosa, sacarosa, fructosa, polioles, sacarina, ciclamato,
acesulfame-K y estevia. Es interesante como la combinacion de aspartame y sucralosa no
parece tener efecto sinérgico con respecto a la intensidad de dulzura. El aspartame es
frecuentemente mezclado con acesulfame-K o sacarina, en estas circunstancias es notorio el
sinergismo en la intensidad de dulzura. Es igualmente importante en estas mezclas, los efectos
de modificacién de los regustos amargo/metalico del aspartame y el sabor del acesulfame-K y la

sacarina [3].

En nuestro pais, se permite el uso de aspartame como sustituto de azutcar con un limite maximo
en el producto de 350mg L™ en alimentos, bebidas, congelados, polvos jarabes y concentrados
[12].

1.1.3.3 Sacarina

Es el primer compuesto organico comercializado de sabor dulce y més potente que la sacarosa.
El descubrimiento de la sacarina fue reportado en 1879. Est& disponible comercialmente en
forma de sales de sodio y calcio, las cuales son de color blanco y sin olor. La sacarina en su
forma &cida es poco soluble en agua mientras que en forma de sales su solubilidad es elevada.
La sacarina de sodio (C;H;NO3;SNa-2H,0) es la sal mas utilizada; tiene un peso molecular de
241.20 g mol™*, una solubilidad de 1200 g L™ y un punto de fusion cercano a 300 °C. Tiene un
IDA de 5 mg Kg™* [3,11].
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Figura 5. Estructura de la sacarina.

En solucién acuosa tiene una constante de acidez de 2.2 (Figura 5). La sacarina es estable a
muchas condiciones y su degradacién depende del pH. Los compuestos de degradacion se
encuentran solo en trazas y no es un problema relevante. Como consecuencia de la alta

estabilidad, no pierde el dulzor durante la vida util del producto [3,11].

La sacarina es aproximadamente 300 veces mas dulce que la sacarosa. El perfil de sabor de la
sacarina es inferior al de la sacarosa, su sabor dulce estd acompafiado por un marcado regusto
amargo y metalico. Entre mas concentrada sea la solucion estos regustos son mas perceptibles.
Se espera ausencia de sinergismo entre sacarina y acesulfame-K por similitud de estructuras ya
que compiten por el mismo sitio receptor de enlace. Por otro lado, se encuentra fuerte

sinergismo con el aspartame [3,11].

La sacarina actualmente se utiliza como endulzante de mesa. No se puede utilizar para otras
aplicaciones debido a que no aporta las propiedades fisicas necesarias que son provistas por la
sacarosa. Ademas, el regusto amargo/metalico requiere que sea usado en mezclas con

aspartame y ciclamato [3,11].

En México, se tiene establecido en normas un limite maximo permitido de 30mg de sacarina por
porcion en alimentos elaborados y 400mg de sacarina por Kg de producto en bebidas no

alcohdlicas [13].

1.1.3.4 Sucralosa

La sucralosa (C1,H19Cl30g) es uno de los edulcorantes més recientes utilizados en la industria
alimentaria. Se obtiene a partir de la modificacion de la sacarosa resultando un edulcorante

intenso con una estructura estable y con un sabor parecido al azucar. Es un polvo blanco, sin
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olor y soluble en agua, no es higroscopico y no requiere condiciones especiales para su
almacenamiento. Su peso molecular es de 397.64 g mol™, tiene un punto de fusién de 125°C,
con una solubilidad 283 g L™ de agua. La sucralosa tiene un placentero sabor dulce y no tiene
regustos. Tiene una IDA de 15mg por Kg de peso corporal por dia [11].

La cloracion selectiva de la molécula de sacarosa (Figura 6) produce cambios remarcables en la
intensidad de la dulzura y en la estabilidad, sin comprometer la calidad del sabor. El enlace
glucosidico resultante de la sucralosa es mucho mas resistente a la hidrélisis acida y
enzimatica, esto lo hace no cal6rico y no carcinogénico. Es muy estable bajo condiciones de

calentamiento y grandes intervalos de pH [5].

HO

Cl

HO “, 7, 0

Ol
T

Figura 6. Estructura de la sucralosa.

En forma de polvo, es muy estable si se mantiene apropiadamente empacado a temperaturas
adecuadas en su almacenamiento. Su gran estabilidad la hace adecuada para su uso en
productos con pH neutro y bajo, asi como en alimentos sometidos a procesos térmicos [11]. En
su forma liquida es extremadamente estable quimica y microbiolégicamente y compatible con

muchas operaciones alimentarias.

Tiene un dulzor de aproximadamente 600 veces mas que la sacarosa, pero a mayores
concentraciones su dulzor disminuye. Puede funcionar solo o en mezcla, existe sinergismo con
acesulfame-K, ciclamato y sacarina. También hay sinergismo con edulcorantes nutritivos como
la fructosa pero no con la sacarosa [11]. Es un edulcorante muy versatil, que puede ser usado

en una gran variedad de alimentos y bebidas [5].

La sucralosa ha sido aprobada en més de 60 paises y las personas en el mundo la consumen
diariamente. Las sospechas de la seguridad de la sucralosa corresponden mayormente a la

presencia de tres atomos de cloro en su estructura, lo que lo hace un organoclorado. Debido a
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gue muchos organoclorados son toxicos o carcinogénicos (como algunos pesticidas y las
dioxinas), existe desconfianza de la sucralosa. Sin embargo, los estudios en seres humanos y
animales han mostrado que este edulcorante no posee potencial carcinogénico, riesgo
reproductivo o neuronal en las personas [5].

Para su uso en México, la sucralosa ya tiene limites maximos establecidos: 0.1% en cereales
para desayuno, 0.025% en bebidas y postres, 0.065% en mezclas para hornear y panaderia y
0.15% en jarabes de mesa [13].
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1.2 Determinacién de edulcorantes

1.2.1 Espectrometria UltraVioleta-Visible (UV-Vis)

La espectrofotometria es una de las técnicas mas empleadas para el andlisis de rutina de una
gran cantidad de compuestos. La composicion de la muestra es un factor determinante en la
eleccion de la metodologia de analisis. Para muestras de edulcorantes comerciales que
contienen un solo analito, el andlisis es méas sencillo. Por ejemplo, se ha empleado la
espectrofotometria en el andlisis de sacarina en muestras simples mediante la formacion de un
croméforo entre el p-cloranil y la sacarina en presencia de H,O,. El compuesto rojo-violaceo
formado se detecta a 550 nm, lograndose alcanzar limites de deteccion de 1.55x10° M [14].

En el caso de mezclas, se han evaluado estrategias de analisis multivariante. Llamas y
colaboradores describen el andlisis de sacarina y acesulfame K en presencia de aspartame
como interferente. Aprovechando que los compuestos tienen coeficientes de absortividad molar
diferentes en la region UV (Figura 7), se realiza un analisis mediante calibracién multivariada
utilizando los espectros obtenidos en el intervalo de 190 a 310 nm utilizando soluciones
estandar a pH de 1.3. Los limites de deteccion alcanzados son de 0.32 y 0.09 mg L™ para
sacarina y acesulfame K, respectivamente. El método fue aplicado a muestras sencillas de

edulcorantes comerciales [15].

0.90 -
—m— Aspartame
—a— Acesulfame K

0.80 4

0.70 4

—— Sacarina

.60
0.50 4

0.40 4

Absorbancia

0.30
0.20 -

0.10 4

0.00 4

.10 T T T T T 1
190 210 230 250 270 290 310

Longitud de onda (nm)

Figura 7. Espectro de absorcion de aspartame, acesulfame-K y sacarina (pH 1.3) [15].
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Otra técnica de analisis multivariante para la determinacion de acesulfame-K y sacarina se basa
en la reaccion de oxidacion utilizando permanganato de potasio en medio alcalino que da lugar
al ion manganato de color verde. Este método depende de las diferentes cinéticas de oxidacion
de los analitos registradas a 608 nm. Los limites de deteccién alcanzados son de 0.2 y 0.08 mg
L™ para sacarina y acesulfame-K, respectivamente [16].

1.2.2 Cromatografia de liquidos de alta resolucion

Para el analisis de edulcorantes, ya sea de manera individual o en forma de mezclas, el método
mayormente reportado ha sido la cromatografia de liquidos de alta resolucién y la cromatografia

iGnica, en combinacién con diferentes detectores, siendo el ultravioleta el mas usado [17].

Debido a que las propiedades fisicoquimicas, electroquimicas y espectrales de cada
edulcorante son distintas, un método para la determinacién simultanea siempre tendra

restricciones para la separacion y deteccion de alguno de los analitos de manera simultanea.

Para ciertos edulcorantes la deteccion UV no es adecuada debido que no presentan absorcién
en la region UV/Visible. Como los edulcorantes frecuentemente se usan en combinacién, se
necesita un método adecuado para su determinacion conjunta [17]. Algunas estrategias de

andlisis en bebidas no alcohdlicas se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Determinacion de diferentes edulcorantes en bebidas no alcohdélicas mediante

cromatografia de liquidos.

Analito Fase movil Columna Deteccioén LOD Referencia
Aspartame, Isocrética utilizando C-18 (10 uv N.R. 17
Sacarina trietilamina, tampon pm, 250 220, 270nm

fosfato (pH 3), metanol X 4 mm)

y tetrahidrofurano
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Tabla 3. Continuacion.
Analito Fase movil Columna Deteccion LOD Referencia
Sacarina, Isocratica, metanol: C-18 uv 1.0 18
acesulfame-K, tampon fosfato (pH ~ (5um, 250 227 nm mg L™
acido benzoico y 6.7) 8:92 viv X 4.6
sérbico mm)
Acesulfame-K, Gradiente, metanol: C-18 uv 0.1-3.0 19
aspartame, tampén fosfato (pH (10um, 235, 210, mg L*
sacarina, acido 4.0) 5:95 250 X 4.6 210nm
benzoico, acido mm)
sérbico, ponceau
4R, amarillo
ocaso y tartrazina
Acesulfame-K, Gradiente de C18, uv 0.2-3.1 20
aspartame, acetonitrilo y tampon YMC- 203, 220y mg kg™
sacarina, de acetato de amonio ODS 230 nm
vainillina, acido (pH 4) (5um, 250
benzoico y acido X 4 mm)
sorbico
Acesulfame-K, Gradiente utilizando C-18 Detector 15.0 21
sacarina, trietilamina, acido Nucleodur  evaporativo mg kg™
ciclamato, férmico, metanol y C18 de luz
aspartame, acetona pyramid dispersa
sucralosa, (5um, 250
dulcina, alitamo, X 3 mm)

neotamo,
neohesperidina

dihidrochalcona.
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Tabla 3. Continuacion.
Analito Fase movil Columna Detecciodn LOD Referencia
Acesulfame-K, Gradiente utilizando C-18 ESI-MS Menor a 22
sacarina, tampodn de formiato, (5um, 250 0.10
ciclamato, metanol y acetonitrilo X 4.5 pg mL*
aspartame, mm)
sucralosa,
alitamo, neotamo,
esteviodsidos
Sacarina, Gradiente usando C-18 uv 0.15-3 23
acesulfame-K, acetonitrilo — solucion  (5um, 250 233nm pg gt
dulcina, acuosa a- acido X 4.6
conservadores,  hidroxiisobutirico que mm)
antioxidantes contiene bromuro de
hexadeciltrimetilamonio
Acesulfame-K, Isocrética con fosfato Shim- uv 4-30 24
sacarina, di4cido de sodio (pH  pack IC- 205,227 nm  mg L™
aspartame, acido 8.2) — acetonitrilo A3 (5pum,
benzoico y 150 X 4.6
sorbico, cafeina, mm)
teobromina,
teofilina
Acesulfame-K, Hidréxido de sodio Dionex Conductividad  0.019- 25
sacarina, AS11 0.89
ciclamato, (250 X 2 mg L™
aspartame mm)
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1.2.3 Métodos electroquimicos

Se han reportado métodos amperométricos y potenciométricos, incluyendo la valoracién del
aspartame y deteccion del punto de equivalencia con diferentes tipos de electrodos. También se
han descrito varios sistemas de biosensores como alternativas para el analisis de aspartame en
productos dietéticos. Los electrodos se basan en la determinacion de especies electroactivas o
mediante la construccién de electrodos selectivos de iones basados en electrodos de segunda
especie o modificados con membranas selectivas. La Tabla 4 muestra algunos de los métodos
electroquimicos empleados en el analisis de aspartame y sacarina en bebidas y edulcorantes

de mesa.

Tabla 4. Determinacion de algunos edulcorantes en bebidas no alcohdlicas mediante métodos

electroquimicos.

Edulcorantes Electrodo LOD Referencia

Aspartame Biosensor potenciométrico basado en 5X10% M 26
carboxil estearasa y alcohol oxidasa.

Electrodo de oxigeno disuelto.

Aspartame Biosensor amperométrico. Electrodo 25X 10°M 27
compoésito grafito epoxy modificado con

carboxil estearasa y alcohol oxidasa.

Sacarina Valoracion potenciométrica con Ag” 25mgL* 28

utilizando electrodo indicador de plata

Sacarina Electrodo potenciométrico de membrana 5.0 X 10° M 29
usando aliquat 336S-sacarinato como

ion6foro

Sacarina Electrodo potenciométrico de segunda 3.9X 10’ M 30

especie Hg|Hg.(Sac),

Sacarina Electrodo potenciométrico basado enuna  3.6x10* M 31

membrana de polipirrol
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1.2.4  Electroforesis capilar

La electroforesis capilar es una técnica analitica de separacion y determinacion de diferentes
compuestos. Su alta eficiencia en la separacién, corto tiempo de analisis, sensibilidad,
automatizacién y pequefias cantidades de muestra, han permitido que sea utilizada en diversas
areas [32]. Las modalidades mas utilizadas en la determinacion de edulcorantes son la

electroforesis capilar de zona (ECZ) y la cromatografia capilar electrocinética micelar (CCEM)

[5].

La necesidad de optimizar separaciones para una gran variedad de compuestos tiene como
resultado diferentes modalidades de trabajo. El desarrollo de aplicaciones de esta técnica tiene
como ventaja el uso de un solo equipo. Ya que los productos alimenticios estan compuestos de
una gran variedad de moléculas con distintas propiedades quimicas, la electroforesis capilar
ofrece flexibilidad y versatilidad para realizar el andlisis en alimentos y llevar a cabo el control de
calidad en productos alimenticios [32]. Su capacidad de separar diversas clases de compuestos
en un solo andlisis la hace una técnica ideal para su aplicacion en bebidas [33]. Los electrolitos
utilizados en estos andlisis son generalmente tampones de fosfato, borato, benzoato o glicinato

con valores de pH en rango de 6 - 9 [5].

La ECZ es por mucho la técnica electroforética mas utilizada como método de separacion,
debido a la simplicidad de operacién y de versatilidad. En ECZ el capilar es llenado solo con un
electrolito soporte y la migracion de los analitos se da en zonas discretas a diferentes
velocidades. La separaciéon de mezclas de aniones y cationes es posible por la influencia del
flujo electroosmotico y la atraccion electrostatica; los analitos neutros no migran por si solos y

migran de manera conjunta con este flujo [32].

La deteccion espectrofotométrica en la region UV es la mas usada como método de deteccion
en EC. Para el caso de la determinacion de edulcorantes, es utilizada aunque presenta
limitaciones debido a que solo algunos de los edulcorantes pueden detectarse de manera
directa como el aspartame, acesulfame-K y la sacarina. Algunos ejemplos de la aplicacién de

ECZ se presentan en la Tabla 5.
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Tabla 5. Determinacion de algunos edulcorantes en bebidas no alcohdlicas mediante
electroforesis capilar de zona.

Edulcorante Electrolito soporte Especificaciones nl;;):?l Referencia
Aspartame, Tampon de tris Capilar de silica 4.2 8
ciclamato, hidroximetil (70cm X 75um) 2.5
sacarinay aminometano 100mM e 30 KV 15
acesulfame-K histidina 10mM CE-C4D 14
pH 9.4
Aspartame Tampo6n 30mM de 211nm 25 34
fosfato con 19mM tris 30 KV
hidroximetil 30°C
aminometano HPCE
pH 2.14
Aspartame, acido Tampon de glicina 20mM  Capilar de silica 15 35
benzdico y pH 9.0 (44cm X 50um)
cafeina 215nm
20KV
35°C

El analisis de sucralosa en la regién UV se dificulta debido a la ausencia de grupos croméforos
en su estructura [36]. Debido a que la sucralosa es un derivado de la sacarosa, presenta
propiedades similares respecto a los edulcorantes naturales como fructosa, glucosa y sacarosa
[37]. Se han descrito procedimientos rapidos y simples para la determinacion de carbohidratos y
acidos organicos en EC utilizando deteccion indirecta en la regiéon UV, lo que se logra utilizando

electrolitos soporte que contengan compuestos cromoforos [36].

La determinacién de carbohidratos mediante EC no parece ser una técnica apropiada debido a
que carecen tanto de carga (un requisito para la separacion electroforética) como de grupos

cromoforos (necesario para la deteccion UV) [38]. Para poder analizar este tipo de compuestos,
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se tienen las siguientes opciones: 1) ionizacion de los grupos hidroxil utilizando valores de
pH>13.0, 2) complejacion de borato para la formacién de complejos anionicos, 3) derivatizacion
del compuesto y 4) deteccion indirecta [38].

El fundamento principal de los métodos de deteccion indirecta es el hecho de que los
carbohidratos son acidos débiles con pKa generalmente mayores a 12, que pueden ser
separados en ambientes alcalinos, donde se necesita un electrolito soporte que asegure la
formacion de moléculas de azlcar cargadas negativamente [36]. Ademas, el electrolito soporte
debe presentar una alta absorbancia molar lo que permitird sensibilidades de deteccion

adecuadas [38].

Stroka et al. reportaron (véase Tabla 6) que, en la ionizacion de los grupos hidroxil de los
carbohidratos y de la sucralosa, fue adecuado el uso de un electrolito de trabajo que contiene
acido dinitrobenzéico (DNBA) como agente croméforo, permitiendo la deteccién indirecta de
sucralosa a 238 nm. El principio de esta deteccidn indirecta se basa en el paso del ion analito a
través de la ventana de deteccion UV desplazando las moléculas de DNBA, resultando en una
reducciéon de la alta sefial continua de fondo del electrolito soporte activo, obteniéndose picos

negativos [37].

Tabla 6. Determinacion de sucralosa (edulcorante no croméforo) en bebidas no alcohdlicas

mediante electroforesis capilar

Edulcorante Electrolito soporte Especificaciones LOD Referencia

Sucralosa Tampon de &cido Capilar de silica 30 36,37
dinitrobenzéico 3mMe  (112cm X 50 um)  mg Kg*

hidréxido de sodio 20mM 238nm
pH 12.1 20KV
22°C

Se han reportado diversos compuestos que absorben en la regiébn UV y que pueden ser
utilizados en la deteccion indirecta en EC como por ejemplo: naftaleno, dicromato de potasio y

salicilato de sodio [32].

Las separaciones mediante cromatografia capilar electrocinética micelar, son métodos hibridos

de la electroforesis y la cromatografia. En este método, se adicionan al electrolito soporte
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surfactantes o tensoactivos en concentraciones tales que forman micelas, las cuales ayudan a

la separacion de especies neutras y cargadas. Estas micelas generalmente de naturaleza

anionica, tienen en su superficie cargas negativas lo que hace que su movilidad sea hacia el

electrodo positivo.

La mayor parte de los electrolitos soporte usados presentan un flujo electroosmético hacia el

electrodo negativo, las micelas anionicas son arrastradas aunque con una velocidad menor a la

de dicho flujo. Por esto, la solucién del electrolito soporte se forma por una fase acuosa que se

mueve rapidamente y una fase micelar que lo hace con lentitud [32]. El dodecilsulfato de sodio

es el tensoactivo mas utilizado en el analisis de edulcorantes, sin embargo ha sido aplicado

Unicamente al andlisis de edulcorantes que absorben en la regiéon UV, como se muestra en la

Tabla 7.

Tabla 7. Determinacion de algunos edulcorantes y aditivos en bebidas no alcohdlicas y

conservas mediante electroforesis capilar de zona y cromatografia capilar electrocinética

micelar.

Edulcorante/

o Electrolito soporte Especificaciones LOD Referencia
Aditivo
Aspartame, Tampon de carbonato Capilar de silica  0.01- 1.0 33
acesulfame-K, 20mM (fase acuosa) y (48.5cm X 50um) mg mL™
sacarina, dodecilsulfato de sodio 200nm
conservadores, 62mM (fase micelar) 20KV
colorantes pH 9.5 25°C
ECZ/CCEM
Aspartame, Tampoén de desoxicolato  Capilar de silica 10-25 39
acesulfame-K, de sodio 0.05M, tampdn (57cm) ug gt
sacarina, dulcina  de fosfato-borato 0.02M 214nm
y conservadores y acetonitrilo 5%
pH 8.6
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Tabla 7. Continuacion.

Edulcorante/ _ S _
Electrolito soporte Especificaciones LOD Referencia

Aditivo
Acesulfame-K, Tampon de desoxicolato  Capilar de silica N.R. 40
sacarina, de sodio, fosfato de (75cm X 75um)
aspartame, sodio y borato de sodio CCEM-UV
dulcina, alitamo, pH 8.6

cafeina, acido

benzéico y
sérbico
Acesulfame-K, Tampon de borato Capilar de silica N.R. 41
sacarina, 20mM, colato de sodio (52cm X 75um)
aspartame, 35mM, dodecilsulfato de 214nm
conservadoresy  sodio 15mM y metanol 20KV
antioxidantes 10% 25°C

pH 9.3 CCEM-UV

La electroforesis capilar es por tanto una herramienta Util para el analisis de alimentos debido a
su alto poder de resolucion, el bajo consumo en solventes y su facil manipulacion, esto la hace
una alternativa viable en comparacion con HPLC para la determinacion de los edulcorantes
usados en la industria alimentaria. El presente trabajo tiene como fin desarrollar métodos para

la determinacién de edulcorantes en bebidas comerciales.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Desarrollar un método electroforético para la separacion de acesulfame-K, aspartame,
fenilalanina, sacarina y sucralosa, mediante la optimizacion de las variables instrumentales que

permita ser aplicado al andlisis de bebidas no alcohdlicas.

2.2 Objetivos especificos

Evaluar y seleccionar los parametros adecuados que intervienen en la separacién de
acesulfame-K, aspartame, fenilalanina y sacarina mediante electroforesis capilar de zona con

deteccion UV.

Evaluar y seleccionar los parametros adecuados que intervienen en la separacion de sucralosa

y sacarina mediante electroforesis capilar de zona con deteccion indirecta.

Aplicar el método desarrollado al anadlisis de edulcorantes en muestras de bebidas no

alcohodlicas comerciales.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reactivos, soluciones estandar y preparacién de muestras.

Todas las soluciones se preparan disolviendo el respectivo reactivo de grado analitico en agua
desionizada. Las distintas soluciones estandar se preparan mediante dilucién de una solucién
madre acuosa de cada edulcorante: acesulfame K, aspartame, fenilalanina, sacarina y
sucralosa con una concentracion individual de 1 g L™. Estas soluciones se almacenan a 4°C y
fueron renovadas semanalmente, con excepcion de la solucion de sucralosa, que se prepara
diariamente.

Para la determinacion de los edulcorantes cromdéforos (acesulfame-K, aspartame y fenilalanina)
se utiliza como electrolito soporte éptimo una solucion que contiene tetraborato de sodio
(NayB,07-10H,0) de concentracion 40mM y 3% (v/v) de metanol, ajustado a pH = 9.4. Para el
andlisis de la sucralosa se usa el mismo electrolito soporte agregando benzoato de sodio 1.0
mM como agente cromoforo, ajustando el valor de pH a 9.6; en ambos casos se utiliza como

estandar interno sacarina con concentracion de 50 mg L™ y 25 mg L™, respectivamente.

Las muestras analizadas se adquieren en establecimientos comerciales. Para el andlisis de
muestras de bebidas carbonatadas se toman alicuotas de 15 ml y se desgasifican en bafio de
ultrasonido durante 15 min. Para el analisis de edulcorantes que absorben en la region UV, se
toma 1.0 ml de cada muestra y se afora a 10.0 ml con agua desionizada. Las muestras diluidas
se filtran para su analisis mediante EC utilizando filtros de nylon de 0.45 pm. Las muestras de
bebidas sin gas Unicamente se diluyen diez veces y se filtran. Las muestras que contienen

sucralosa se tratan de manera similar, pero se diluyen 5 veces previo a su filtracion.

3.2 Procedimiento de andlisis en electroforesis.

Los andlisis se realizan en un equipo Beckman Coulter P/ACE 5500, con un detector UV. Los
datos obtenidos se adquieren y analizan mediante el software P/ACE MDQ version 2.3. Al inicio
del andlisis, el capilar se activa mediante el paso de NaOH 1M durante 15 min a 35°C, seguido
por NaOH 0.1M por 10 min, agua desionizada por 10 min a 25°C y finalmente el electrolito

soporte durante 10 min. El capilar se lava entre cada analisis haciéndole pasar: NaOH 1M por 4
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min, NaOH 0.1M por 2 min, agua desionizada por 2 min y electrolito soporte durante 4 min.

Todos los lavados se realizaron a una presion de 20 Psi.

Las condiciones de separaciéon de edulcorantes son las siguientes: capilar de silice fundida de
(41.7 cm x 50 um D.1.), longitud de onda del detector 200 nm, las muestras se inyectan en modo
hidrodinamico 0.5 Psi por 5 s, temperatura de 25°C, voltaje de separacion de 18 KV, separacion
de polaridad normal. Los analitos se identificaron empleando del tiempo de migraciéon de los

mismos.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Andlisis de compuestos que absorben en la regiéon UV

Para comenzar el andlisis de los edulcorantes que absorben en la region UV, primero se
determind la composicion del electrolito soporte mas adecuada. Los compuestos de estudio de
esta primera fase son: acesulfame-K (AC), aspartame (AS), fenilalanina (F), sacarina (S) y
cafeina (C, interferente). Con base en las constantes de acidez de cada uno de los analitos se
construyeron los diagramas lineales de zonas de predominio (Figura 8). A partir de los DLZP se
puede observar que a un pH superior a 9.12 todos los compuestos estan en forma ionica.

pH de trabajo
]
HAce | Ace"

Acesulfame-K I : > pH
- |
pKa=2 :
|
]

HAsp* HAsp : Asp-

Aspartame I I : > pH
pKa=3.19 pKa=7.87 :
|
]

H,Phe* HPhe | Phe

Fenilalanina I I : > pH
_ I
PKa=183 pKa=9.12
]
I
HSac Sac :

1 | 1 S

Sacarina | : > pH
pKa=2.20 :
I
I
HCfn*, Cfn |

Cafeina . > pH
pKa=1.20 !

pH=9.40

Figura 8. Diagrama lineal de zonas de predominio de los edulcorantes analizados en la primera

fase.

Debido a que la composicion del electrolito soporte es la variable critica en la separacion de los
analitos mediante electroforesis capilar, se realizaron pruebas utilizando los que se presentan

en la Tabla 8. Para verificar la eficiencia en la separacion utilizando los electrolitos soporte, se
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realiz6 una evaluacion empleando una solucion estandar que contenia los edulcorantes

croméforos nombrados anteriormente a una concentracion de 50 mg L™ de cada analito.

Tabla 8. Electrolitos soporte evaluados para la separacion de edulcorantes comerciales.

Electrolito Composicién Referencia
1 Tris (hidroximetil) aminometano 100 mM-Histidina 10 mM [8]
2 Tetraborato 40 mM-Dodecilsulfato de sodio 20 mM [5]
3 Tetraborato 40 mM-Metanol 3.0% (v/v) Este trabajo

Los tiempos de migracién obtenidos en la primera fase del analisis se muestran mas adelante
(Tabla 9) junto con la respectiva movilidad aparente (U.), calculada a partir de la siguiente

formula;

Ll

Ha = 775

tv

Donde | es la longitud efectiva del capilar al detector y L es la longitud total del capilar ambas en
cm, t es el tiempo de migracion en min 'y V es el voltaje aplicado en kV.

Con mayores movilidades aparentes se tiene menor tiempo de migracion, que se traduce en
menores tiempos de analisis y al tener movilidades aparentes diferentes, tienen tiempos de

migracion diferentes.
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Tabla 9. Movilidades aparentes (cm? kV™* min™) de los edulcorantes analizados, a partir de los
diferentes electrolitos soporte utilizados.

Edulcorante Tris - Histidina Tetraborato - SDS Tetraborato - Metanol

Acesulfame-K 12.5 8.2 7.2
Aspartame 53.4 25.6 25.1
Cafeina 10.3 5.9 6.1
Fenilalanina 1475 34.1 39.2
Sacarina 12.8 10.2 8.4

t calculada = 0.32, t critica = 2.78

Puede observarse, con el primer electrolito soporte Tris — histidina que, aunque tiene las
movilidades aparentes mayores, existe un solapamiento en las sefiales de la sacarina y el
acesulfame-K debido a que sus movilidades son similares. Con los electrolitos restantes existe

una separaciéon adecuada de todos los analitos.

La Figura 9 muestra los electroferogramas obtenidos con los diferentes electrolitos. Se reportan
diferentes composiciones donde el electrolito 1 (Figura 9.A) presenta una separacion adecuada
de la mayoria de analitos con excepcion de la sacarina y el acesulfame K. Por su parte las
movilidades de los analitos se compararon mediante una prueba t de pares de valores,
encontrandose que no hay diferencia significativa entre ambos electrolitos (tcac<tcriica). Sin
embargo, el electrolito 3 (Figura 9.C) se selecciondé ya que tiene mejor resolucién de las
sefiales, ademas de que la sefal correspondiente al acesulfame-K es mayor, lo que puede

traducirse en una mayor sensibilidad analitica.
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Figura 9. Electroferogramas obtenidos del analisis de una solucion estandar de 50 mg L™ de:
fenilalanina (F), aspartame (AS), sacarina (S), acesulfame K (AC) y cafeina (C) utilizando los
electrolitos soporte: A) 1, B) 2y C) 3.

Utilizando el electrolito soporte 3, se realizaron las lineas de calibrado empleando soluciones
estandar en el intervalo de concentraciones entre 20 y 200 mg L™ y como estandar interno
sacarina (50 mg L™). Se decidi6 utilizar a la sacarina como estandar interno debido a que es el
analito que tiene mayor sefial y porque en México ya no es utilizada en alimentos, lo que evita
interferencias en la interpretacion de los resultados; la cafeina fue evaluada Unicamente como
posible interferencia durante el andlisis de bebidas carbonatadas. La altura de la sefial obtenida
(u.a.) se midié por triplicado, construyéndose las lineas de calibrado a partir de las alturas
medias. Las lineas de calibrado muestran una dependencia lineal entre la intensidad de la sefial
y la concentracidén de acesulfame-K, aspartame y fenilalanina en la solucién estandar, la cafeina

no representa interferencia en ningudn caso debido a los diferentes tiempos de migracion.
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Los parametros de regresion de las lineas de calibrado se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Pardmetros de regresion obtenidos del analisis de edulcorantes comerciales.

Valor
Parametro

Fenilalanina Aspartame  Acesulfame K
Coeficiente de correlacion, r* 0.9997 0.9996 0.9996
Ordenada en el origen, by 0.0588+0.0407 0.0261+0.0297 0.0059+0.0091
Sensibilidad analitica, b, 0.5512+0.0003 0.3536%+0.0002 0.1004+0.0001
Intervalo lineal (mg L™) 12.9-200 14.7-200 15.9-200
Limite de deteccion (mg L™) 4.3 4.9 5.3
Limite de cuantificacion (mg L™) 12.9 14.7 15.9

El método desarrollado se aplicé al analisis de bebidas comerciales no alcohdlicas. Los
resultados obtenidos para cada una de las 7 muestras se resumen en la Tabla 11. La
concentracién determinada se presenta como la media de 3 determinaciones independientes.
La precision de las determinaciones se evalud por medio del %DER, el cual es menor al 5 % en

todos los casos.
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Tabla 11. Contenido de edulcorantes (mg L™, %DER, n=3) en bebidas no alcohdlicas

comerciales determinado por el método de analisis propuesto y comparado con lo reportado por
el fabricante.

Muestra Repor'Fado por Fenilalanina Aspartame Acesulfame-K
fabricante
Mezcla de
Agua sabor aspartame y 13.9 (17) 21.67 (28) 7.6 (14)
mango acesulfame
40mg/100g
Mezcla de
Refresco de cola aspartame y 31.7 (2.7) 35.2 (3.1) 6.3 (2.6)
light acesulfame
40mg/100g
Jugo de naranja  Acesulfame <L.D <L.D 5.4 (0.8)
con soya 1mg/100g
Mezcla de
Refresco de sucralosa y <L.D <L.D 6.3 (2.0)
dieta acesulfame
25.7mg/100g
Mezcla de
Agua gasificada aspartame y 20.2 (2.5) 32.2 (1.4) <L.D
sabor manzana acesulfame
31mg/100g
Mezcla de
Refresco de cola aspartame y <L.D 26.8 (1.9) 9.4 (1.7)
acesulfame
62mg/100g
Mezcla de
Refresco de cola aspartame y 13.9 (1.0) 31.4(1.2) 5.8 (0.9)
light acesulfame
43.4mg/100g
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Las concentraciones resultantes fueron comparadas con lo reportado por el fabricante en el
envase, para algunas las cantidades fueron similares y en algunos casos las excedieron.
Teniendo en cuenta que en México se tiene un limite méximo para acesulfame y aspartame de
350 mg L™, los resultados obtenidos indican que las cantidades afiadidas en las muestras estan
dentro del limite establecido en las normas mexicanas para bebidas no alcohdlicas [12].
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4.2 Andlisis de sucralosa

Para poder realizar posteriormente el analisis conjunto de todos los edulcorantes, se evalud la
eficiencia en la separacion de sucralosa tomando como base el electrolito soporte de la primera
parte y sus mezclas de diferentes compuestos (Tabla 12). El electrolito 1 se utilizd
anteriormente para la determinacibn de una mezcla de edulcorantes que pueden ser
determinados en la region UV sin necesidad de ningln tipo de derivatizacion [7]. Con respecto a
los electrolitos 2 y 3 se eligieron el benzoato de sodio y el 4cido picrico como compuestos que
absorben en la regién UV a 200 y 360 nm, respectivamente. El uso de éste tipo de compuestos
en el electrolito soporte permite determinar de manera indirecta aquellos componentes que no
poseen en su estructura grupos cromoéforos como la sucralosa. Adicionalmente el uso de borato
en el electrolito soporte favorece la formacién de complejos aniénicos que permite mejorar la

resolucion de este tipo de analitos.

Tabla 12. Composicién de los electrolitos soporte evaluados para la determinacion de

sucralosa.
Electrolito L
Composicion
soporte
A Tetraborato de sodio 40 mM — Metanol 3% (v/v)
Tetraborato de sodio 40 mM — Metanol 3% (v/v) —
B .
Benzoato de sodio 1 mM
c Tetraborato de sodio 40 mM — Metanol 3% (v/v) —

Acido Picrico 1 mM
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A partir de los electroferogramas obtenidos es posible concluir que el electrolito 1 (Figura 10.A)
no es adecuado ya que solo se observa la sefal correspondiente al estandar interno, un
resultado esperado por la falta de grupos croméforos en la estructura de la sucralosa, mientras
que el electrolito 2 (Figura 10.B) es el que proporciona una altura de sefal de sucralosa mayor
con respecto a la obtenida con el electrolito 3 (Figura 10.C). En el electroferograma la sefial (D)
corresponde al analisis de una muestra real con el electrolito soporte 2, realizado para

comprobar la separacion con ese electrolito.

S
V"’/\ 2
SUC
UA
Ium 3) S
(C)

suc s
A e (B)
suc S

(A)

8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 15.0 16.0 17.0
Tiempo (min)

Figura 10. Electroferogramas obtenidos del analisis de sucralosa (Suc) utilizando las los

electrolitos: A), B) , C) , D) muestra real analizada utilizando el electrolito B.

Elegido el electrolito 2, se realiz6 la curva de calibrado utilizando la solucién estandar de
sucralosa en un intervalo de 10 a 40 mg L™ y al igual que en el estudio anterior, como estandar
interno sacarina 25 mg L. La altura de cada sefial se midi6 por triplicado, construyéndose la
linea de calibrado con el promedio de las sefiales. Los resultados obtenidos se presentan en la
Tabla 13.
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Tabla 13. Pardmetros de regresion obtenidos para el analisis de sucralosa.

Parametro Valor
Coeficiente de correlacion r? 0.999
Ordenada en el origen. by -0.2829+0.0019
Sensibilidad analitica. b, 0.011+0.001
Intervalo lineal (mg L™) 3.6-40.0
Limite de deteccion (mg L™) 1.2
Limite de cuantificacion (mg L™) 3.6

Utilizando esta metodologia se determind sucralosa en muestras de bebidas mediante el
método interpolacién en la linea de calibrado. Las concentraciones resultantes se encuentran
en la Tabla 14. Los valores obtenidos son congruentes con los reportados por el proveedor,

adicionalmente los %DER menores al 5% indican una buena precision del método desarrollado.

Tabla 14. Contenido de sucralosa (mg por cada 100 mL, %DER, n=3) en bebidas comerciales
determinado por el método de analisis propuesto.

Reportado por el

Muestra . Sucralosa
fabricante
Refresco de toronja Mezcla de 16.4 (0.4)
de dieta acesulfame y
sucralosa
25.7mg/100g
Jugo de durazno 3mg/100g 3.3(3.7)
con soya
Agua sabor Mezcla de 5.0 (0.5)
jamaica acesulfame y
sucralosa
18mg/100g
Jugo de manzana 3mg/100g 2.74.1)
con soya
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4.3 Andlisis conjunto

En la tercera fase se realiz6 un analisis en conjunto de edulcorantes con grupos cromoforos
(acesulfame-K, aspartame, sacarina y fenilalanina como producto de degradaciéon) y no
cromoforos (sucralosa) utilizando el electrolito soporte usado para la determinacion de
sucralosa, compuesto por tetraborato de sodio 40 mM, metanol 3% (v/v) y benzoato de sodio 1
mM. Se utiliz6 debido a que éste electrolito soporte se empleo en la determinacion de
edulcorantes con grupos cromoéforos, y al modificarlo se pudo determinar exitosamente la

sucralosa.

Al realizarse los analisis se encontr6 que las movilidades electroforéticas se veian afectadas, no
lograndose una separacion adecuada de las sefiales de interés de los edulcorantes nombrados
anteriormente (Fig. 11). La presencia del benzoato de sodio produce un aumento de la fuerza
ibnica, aumentando la participacion del electrolito soporte en la conduccién de corriente, lo que
conduce a una disminucion en la velocidad de migracién de los analitos [32]. Con la finalidad de
mejorar la resolucion de las sefiales se modificaron las condiciones de separaciéon (potencial,
composicion del electrolito soporte), sin embargo no fue posible realizar un analisis simultdneo
de los edulcorantes. Se concluye que se requieren de dos andlisis independientes para poder

analizar a los edulcorantes de estudio.

UA
(1x103)
AS suc k

20 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0
Tiempo (min)

Figura 11. Electroferograma de los edulcorantes de estudio en un analisis simultaneo utilizando

el electrolito soporte modificado con benzoato de sodio.
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5 CONCLUSIONES

Se plantearon dos métodos para la determinacion de edulcorantes artificiales en bebidas

comerciales no alcohdlicas.

Se desarrollo un primer método electroforético para la determinacion de edulcorantes con
grupos croméforos (acesulfame-K, aspartame, fenilalanina como producto de degradacion y
sacarina usado como estandar interno) que tomé en cuenta la presencia de cafeina en algunas

de las muestras donde se encontrd que no existia interferencia en el andlisis propuesto.

Se desarrollo un segundo método electroforético Unicamente para la determinacion de la
sucralosa como edulcorante sin grupos croméforos, modificando el electrolito soporte utilizado

en el primer método.

Se evalué el electrolito soporte en la determinacion simultdnea de todos los edulcorantes de
estudio, donde no se logré un buen analisis debido a una segunda modificacion del electrolito

soporte ya que este presentaba absorcion en la region ultravioleta.

Al emplear la electroforesis capilar como método de analisis se utiliza una cantidad minima de
soluciones lo que permite reducir los desechos. El tratamiento sencillo de las muestras usadas
les proporciona una ventaja adicional en comparacién con otras metodologias propuestas que

requieren de técnicas de extraccion y limpieza mas complejas.
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