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Alta fructosa

Baiio ultrasénico

Calorias

Cariogénico
Circulacion portal
hepatica
Consumo per
capita (per capita)

Co-transporte

Cromatograma

Cromoforo

Difusion facilitada

o trasporte pasivo

Dumping

GLOSARIO

La alta fructosa o jarabe de maiz de alta fructosa (JMAF) es un
edulcorante nutritivo y se obtiene a partir del maiz. Estd compuesto por
45% de glucosa y 55% de fructosa, aporta 4 kilocalorias por gramo
Aparato emissor de ondas ultrasénicas

Cantidad de energia que hay que suministrar a un gramo de agua a 1
atmosfera de precision para elevar su temperatura de 14.5 a 15.5 °C La
caloria también es conocida como caloria pequefia, en comparacion con la
kilocaloria (kcal), que se conoce como caloria grande y es utilizada en
nutricion 1 kcal = 1000 cal (el prefijo kilo se abrevia k, ya que la letra
mayuscula se dejo para el Kelvin)

Que es capaz de producir o inducir la produccion de caries dental

Flujo de sangre venosa desde los 6rganos vaso intestinales y del bazo al
higado antes de regresar al corazon

Indicador que se utilizan para estimar la cantidad promedio de consumo
anual, de cualquier bien, producto o servicio en la poblacién de un pais

El trasporte activo secundario es el transporte de sustancias que
normalmente no atraviesan la membrana celular, tales como los
aminoacidos y la glucosa, cuya energia requerida para el transporte deriva
del gradiente de concentracion de los iones sodio de la membrana celular
Sefial que produce un detector en cuando responde a la presencia de un
analito

Se dice del agrupamiento quimico causante de la coloracion de una
sustancia

Es un proceso de difusion transmembranal que se produce en todas las
células eucariontes. Es ademas una forma de transporte pasivo, donde las
moléculas pasan a través de la bicapa de fosfolipidos, con la ayuda de las
proteinas de transporte

Voz inglesa. Practica comercial de vender a precios inferiores al costo,



Error relativo

Hidrdlisis

Higroscopicidad

Hipertriacil-
glicerolemia
Infusion
intravenosa
Inocuo

Isomerizacion

Melaza

Mutarrotacion

Reacciones

de Maillard

Remolacha

Resabio

para aduefiarse del mercado, con grave perjuicio de éste

Errores que afectan la precision de una medicion. Ocasiona que los datos
se distribuyan mas o menos con simetrias alrededor de un valor promedio.
(Se refleja por su grado de precision)

Desdoblamiento de la molécula de ciertos compuestos organicos por
accion del agua

Propiedad de algunas sustancias de absorber y exhalar la humedad segin
el medio en que se encuentran

Aumento en la concentracion de triglicéridos

M¢étodo para incorporar liquidos, como medicamentos, en el torrente
sanguineo. También se llama infusion

Que no hace dano

Consiste en la transformacion de una sustancia en otra que posee la misma
formula quimica pero diferente estructura.

La melaza es un producto liquido espeso derivado de la cafia de azlcar y
en menor medida de la remolacha azucarera, obtenido del residuo restante
en las cubas de cristalizacion y separacion de los cristales de azicar

Es un fenomeno de isomerizacion que ocurre en monosacaridos referido a
la rotacion que sufre el carbono anomérico al pasar de un conféormero al
otro

Conjunto complejo de reacciones quimicas que se producen entre las
proteinas y los azlcares reductores que se dan al calentar los alimentos o
mezclas similares.

Planta herbacea anual, de la familia de las Quenopodiaceas, con tallo
derecho, grueso, ramoso, de uno a dos metros de altura, hojas grandes,
enteras, ovales, con nervio central rojizo, flores pequefias y verdosas en
espiga terminal, fruto seco con una semilla lenticular, y raiz grande,
carnosa, fusiforme, generalmente encarnada, que es comestible y de la
cual se extrae azlcar (sacarosa)

Sabor desagradable que deja algo
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Sinergismo La accién combinada de varias sustancias quimicas, las cuales producen
un efecto total mas grande que el efecto de cada sustancia quimica
separadamente

Sucroquimica Es la rama de la ciencia y la tecnologia cuyo objetivo es aumentar el valor
agregado de la sacarosa y sus subproductos mediante su utilizacién como

materia prima para obtener derivados utiles en diferentes industrias

Nota: Esta tesis utiliza el PUNTO DECIMAL
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RESUMEN

El sabor dulce ha sido uno de los mas importantes para el ser humano, por la respuesta
positiva que ejerce. Actualmente, son muy pocos los sectores del area de produccion de
alimentos que no utilizan algin edulcorante artificial (sucralosa, aspartame, sacarina,
acesulfame de potasio) o natural (azcar o sacarosa, fructosa o mieles fructosadas). Las
primeras sustancias utilizadas para endulzar los alimentos fueron los edulcorantes
provenientes de fuentes naturales, principalmente, la miel y el azacar. Sin embargo, en los
ultimos afios, la utilizacion de esta ultima y sus derivados ha sido cuestionada ante todo por
el sector salud, que les asocia diversos problemas, tales como obesidad, diabetes,
hipertension, hipoglucemia, problemas digestivos, caries dental, etc. Ante estas situaciones
surgié la necesidad de buscar sustitutos al azicar en los alimentos, con las mismas
cualidades y sensaciones que producia el azucar. Es asi como nacen los edulcorantes
artificiales, aditivos complementarios que son capaces de simular la presencia del azicar en
los alimentos. Estas sustancias han tenido una amplia aceptacion en la poblaciéon humana
por su reducido aporte caldrico. Sin embargo, la tendencia a consumir este tipo de
productos ha generado problemas de informacién respecto a su inocuidad, ya que algunos
de ellos parecen provocar dafios a la salud y transformarse de aditivos a contaminantes.
Debido a esto se siguen realizando investigaciones en animales de laboratorio para ver los
efectos que causan en el organismo. También los alimentos que contienen edulcorantes son
analizados por diversas técnicas. El propdsito de esta investigacion es el desarrollo de un
disefio experimental por cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR), para el
analisis de edulcorantes artificiales (aspartame, acesulfame-K, sucralosa, sacarina y mezcla
aspartame-acesulfame-K) de marca comercial (SPLENDA, EQUAL, SWEET'N LOW vy
SUSSLY PLUS) y de edulcorantes naturales (sacarosa y fructosa) que son utilizados en la
elaboraciéon de bebidas que se dan a modelos animales (ratas), con una dieta pre-
establecida, en el proyecto de investigacion “Efecto biologico de edulcorantes naturales y
artificiales en modelos animales”, realizado en los Laboratorios 301 a 303 de Ingenieria
Quimica Ambiental y de Quimica Ambiental y en la Unidad de Experimentacion Animal
del Conjunto E de la FQ-UNAM; con el fin de determinar y cuantificar la concentracion
real de los edulcorantes naturales y artificiales que son ingeridos diariamente por las ratas.
Las muestras de cada bebida se analizaron por cromatografia de liquidos de alta resolucion
(CLAR) con fase reversa y deteccion de absorbancia UV directamente sobre una columna
C-18, con diferentes gradientes de fase movil, realizando previamente las curvas de
calibracion de cada edulcorante utilizado en el estudio. Ademdés, se compararon las
concentraciones obtenidas de cada edulcorante con la cantidad reportada en las etiquetas
con objeto de validar su confiabilidad para los consumidores. Se realizaron muestreos
estadisticos de cada uno de los edulcorantes utilizados en estas dietas, de acuerdo con la
presentacion comercial (sobres individuales, por caja o a granel), en el que la variable a
analizar fue la concentracion en mg g™ de las muestras individuales de cada edulcorante en
estudio y determinar el coeficiente de variacion.

Palabras clave: Edulcorantes naturales y artificiales, acesulfame de potasio, aspartame,

sucralosa, sacarina, fructosa, sacarosa, cromatografia de liquidos de alta resolucion,
muestreo estadistico.
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CAPITULO I

PROBLEMATICA

1.1 Introduccion

Las necesidades del ser humano y la forma de satisfacerlas han cambiado por los constantes
avances cientificos y tecnologicos. Una muestra de ello ha sido el descubrimiento de
nuevas y numerosas sustancias llamadas aditivos alimentarios, sustancias afiadidas
intencionadamente, que les confieren diversas caracteristicas a los alimentos (para dar
color, endulzar, preservar y dar sabor, cambiar su viscosidad, etc.). Los edulcorantes
forman una clase importante de aditivos alimentarios que se utilizan en un nimero cada vez
mayor de productos alimenticios y bebidas (Wasik et al., 2007). Las primeras sustancias
utilizadas para endulzar los alimentos fueron los edulcorantes provenientes de fuentes
naturales, principalmente, la miel y el azucar. La sacarosa o azicar de mesa es en la
actualidad el aziicar mas conocido en la industria y el hogar. Se trata de un disacarido
compuesto de glucosa y fructosa, extraido de la cafia de azicar y de la remolacha. La
fructosa o levulosa es el mas dulce de todos los azucares naturales, encontrandose
principalmente en frutas y miel. La fructosa y la sacarosa estdn ampliamente distribuidas en
gran variedad de alimentos y bebidas. Estos compuestos son, a menudo, utilizados como
edulcorantes (Tomoyoshi y Serwe, 2000). En la actualidad, la preocupaciéon con respecto al
consumo de azucar y su relacion con diversas enfermedades como obesidad, caries, entre
otras, se ha incrementado. Ante estas situaciones surgio la necesidad de buscar aditivos que
pudieran sustituir el azucar de los alimentos, con las mismas cualidades y sensaciones que
producia el azicar. Es asi como nacen los edulcorantes artificiales, capaces de simular la
presencia del azicar en los alimentos y con reducido aporte calérico. Sin embargo, los
edulcorantes artificiales han creado mayor controversia en cuanto a los posibles problemas
por su consumo e inocuidad, por lo que es necesario realizar andlisis cualitativos y
cuantitativos del uso de los edulcorantes en los alimentos, verificando que las
concentraciones cumplan con las regulaciones establecidas y la presencia de ellos sea

reportada en sus ingredientes. Para ello, se han publicado varias técnicas y metodologias, en
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donde se establecen métodos para su deteccion y cuantificacion, que se basan en separacion
fisica por cromatografia de liquidos y cromatografia de gases (Armeta et al., 2004), de las
cuales la cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) con deteccion UV es
actualmente la técnica mas utilizada para la deteccion individual y simultinea de los
edulcorantes artificiales en estudio (Skoog y West, 2001). Por otra parte, los edulcorantes
naturales (sacarosa y fructosa) son analizados con técnicas analiticas, principalmente por
métodos cromatograficos siendo la cromatografia de liquidos de alta resolucion la técnica
mas comunmente utilizada, con detector de indice de refraccion (IR) en la mayoria de los
estudios (Tomoyoshi y Serwe, 2000). El estudio de edulcorantes naturales o artificiales de
manera individual o en muestras de alimentos es esencial e importante en los campos de la

nutricion, la biologia y la ciencia de los alimentos.
1.2 Justificacion

El proposito de esta investigacion es el desarrollo de una metodologia experimental por
cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR), fase reversa y deteccion de
absorbancia UV directamente sobre una columna C-18, para el andlisis de edulcorantes
artificiales (aspartame, sucralosa, sacarina, mezcla aspartame-acesulfame-K y acesulfame-
K esté ultimo no se vende comercialmente) de marca comercial EQUAL, SPLENDA,
SWEET'N LOW, SUSSLY PLUS, respectivamente, de reactivo analitico y de edulcorantes
naturales (sacarosa y fructosa) que son utilizados en la elaboracion de bebidas que se dan a
modelos animales (ratas de laboratorio), con una dieta pre-establecida, en el proyecto de
investigacion “Efecto biologico de edulcorantes naturales y artificiales en modelos
animales”, realizado en los Laboratorios 301 a 303 de Ingenieria Quimica Ambiental y de
Quimica Ambiental y en la Unidad de Experimentacion Animal del Conjunto E de la FQ-
UNAM; con el fin de determinar y cuantificar la concentracion real de los edulcorantes
naturales y artificiales que son ingeridos diariamente por las ratas y comparar las
concentraciones obtenidas con las reportadas en la etiqueta de los edulcorantes comerciales.
Ademas, se realizd un muestreo estadistico de cada uno de los edulcorantes utilizados en
estas dietas, de acuerdo con la presentacion comercial (sobres individuales y a granel),

. . ., -1
extrayendo una muestra aleatoria y analizando su concentraciébn en mg g para cada
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edulcorante, por CLAR, para determinar el coeficiente de variacion. El muestreo estadistico

es una herramienta que permite obtener informacion de la poblacion total, analizando sélo

una muestra representativa de toda la poblacion, con la que se puede evaluar la calidad

promedio, determinar su uniformidad, o saber si aceptar o rechazar el producto, a través de

la informacion obtenida del andlisis estadistico.

1.3

1.4

1.5

Hipotesis

El disefio experimental utilizando cromatografia de liquidos de alta resolucion,
permite detectar y cuantificar los edulcorantes en estudio.

La variacion de la concentracion reportada en las etiquetas de los edulcorantes no
debe tener diferencias significativas con respecto de la obtenida por el método de
CLAR vy el coeficiente de variacion debe ser menor al 5% entre las muestras del

mismo edulcorante al realizar el muestreo estadistico.

Objetivo general

e (Cuantificar los edulcorantes (acesulfame de potasio, aspartame, sucralosa,

sacarina, fructosa y sacarosa) mediante CLAR en bebidas.

Objetivos particulares

e [Establecer las condiciones cromatograficas de trabajo (fase movil, flujo y
longitud de onda )

e Realizar las curvas de calibracion respectivas para cada edulcorante (sucralosa,
aspartame, sacarina, acesulfame de potasio, sacarosa y fructosa), de acuerdo con
las condiciones establecidas

e Realizar un disefio muestral para los edulcorantes en estudio de acuerdo con la
presentacion comercial (sobres individuales y a granel), haciendo un anélisis

descriptivo de los datos
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Determinar el coeficiente de variaciéon y la diferencia significativa de la
concentracion de cada edulcorante en estudio

Cuantificar la concentracion de los edulcorantes en las bebidas suministradas en

la dieta de las ratas
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CAPITULO II

ANTECEDENTES

2.1 Importancia del azicar en México

El azucar es un producto fundamental para la nutricion humana, que brinda la energia
necesaria para su buen funcionamiento. El azlcar es uno de los productos basicos de
consumo. Este producto se obtiene principalmente de la cafia de azlicar y/o de la remolacha.
Del proceso de industrializacion de la cafia de azucar se extraen diversos productos, por
ejemplo, el azucar estdndar, el mascabado, la melaza, el alcohol etilico, etc. Estos productos
son comercializados a nivel nacional e internacional. En México, el azlcar tiene
importancia social y su comercializacion influye en el ambito econdmico, politico y social
del pais, dando origen a una agroindustria que genera una gran cantidad de empleos,
participando directamente en la economia nacional. La cafia de azucar es un cultivo
ampliamente difundido en México, como ocurre con todos los paises tropicales. Existen
mas de 15 regiones caferas distribuidas en la costa del Pacifico, Area Central, Golfo de

México y Area del Caribe en la Peninsula de Yucatan (Anénimo, 2010a).

Sin embargo, la industria alimentaria ha reemplazado cada vez mas a la sacarosa con
fructosa, debido a problemas politicos (bloqueo a Cuba que promovid el uso de los
excedentes de maiz de los EEUU para producir glucosa a partir de sus almidones e invertir
¢ésta a fructosa). Como en este pais el maiz estd fuertemente subsidiado, su costo es muy
bajo y, evidentemente, sus productos también. Estos edulcorantes de alta fructosa son un
producto “dumping” en todo el mundo. Si bien el consumo per capita promedio de cafia de
azacar refinada y azicar de remolacha se ha reducido de 1970-1974 a 2000 en un 35%, el
consumo de edulcorantes de maiz ha aumentado en un 277%, con jarabe de maiz de alta
fructosa, en promedio, de 4,080%. El consumo de fructosa ha aumentado dramaticamente
en los ultimos treinta afos, el jarabe de maiz de alta fructosa se utiliza ampliamente en
refrescos, productos horneados, condimentos, postres preparados y otros alimentos

procesados (Wylie-Rosset et al., 2004).
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2.2 Edulcorantes

Los edulcorantes son sustancias de sabor dulce que se emplean en los alimentos por varias
razones: para dar sabor dulce, para dar cuerpo al alimento, para proporcionar un importante
aporte calorico y para actuar como conservadores (Belitzy Grosh, 1997). El edulcorante
natural por excelencia es el azucar, con el cual satisfacia el ser humano su ansia por el sabor
dulce. Posteriormente, el dulzor proveniente del azicar de cafia y de la remolacha fue
suplido, entre otros, por el de la miel de abejas y por los jarabes obtenidos quimicamente
del sorgo y del maiz, que contienen hidratos de carbono naturales, como el almidon, que
son transformados en el mondmero de glucosa y este en fructosa. Hasta el final del siglo
XIX el hombre so6lo disponia de edulcorantes naturales como azicar, miel, glucosa,
derivados de almidon y lactosa. Actualmente, se han abierto nuevas vias en la produccion
de moléculas organicas y bioldgicas, que van en detrimento del sector de la sucroquimica y
se cuenta con una variedad de edulcorantes artificiales tales como el aspartame, la sacarina,

el acesulfame de potasio, la sucralosa, etc. (Fennema, 1993).

2.2.1 Clasificacion de los edulcorantes

Los edulcorantes desde el punto de vista quimico forman parte de los aditivos y se
clasifican de acuerdo con su funcion dentro de la categoria de modificadores del sabor junto
con los acidulantes, salinizantes, amargantes y picantes (Rubio y Luis, 2004). En términos

muy genéricos se pueden dividir en naturales y artificiales. (Tabla 2.1).

2.2.2 Poder edulcorante

El poder edulcorante de estos agentes se define como la capacidad de una sustancia para
causar dicha sensacidn, la cual se mide subjetivamente tomando como base de comparacion
la sacarosa a la que se le da un valor arbitrario de 1. Es decir, si un compuesto tiene un
poder edulcorante de 2 indica que es 100% mas dulce que la sacarosa. En la Tabla 2.2 se

muestra el poder edulcorante de los edulcorantes en estudio (Mayer, 1993).
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Tabla 2.1. Clasificacion de los edulcorantes (Badui, 1999)

Grupo Grupo Edulcorante
Glucosa
Carbohidratos o hidratos de | Fructosa
carbono Sacarosa
Jarabes de maiz
Miel de abeja
Alcoholes polihidroxilados | Sorbitol
Naturales Xilitol
Miralina
Proteinas Molenina
Filodulcina
Glucdsidos Stevidsidos

Acesulfame-K
Aspartame
L-azucares
Ciclamatos

Artificiales Dulcina

Sacarina
Sucralosa
Neotame

Alitame

2.3 Edulcorantes artificiales vs edulcorantes naturales

Existe un interés creciente por los nuevos edulcorantes. Por un lado, en muchos paises
industrializados el exceso de masa corporal de la poblacion hace que exista una tendencia a
las dietas bajas en calorias y, por otro, desde hace cierto tiempo en algunos paises se
cuestiona y se vuelve a analizar experimentalmente la inocuidad de edulcorantes conocidos
desde hace tiempo, como la sacarina y el ciclamato. La busqueda de sustancias

edulcorantes se ve dificultada por el hecho de que la relacion entre estructura y el sabor
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dulce no estd suficientemente aclarada y porque los compuestos adecuados no deben ser
solo saludables, sino que deben satisfacer otros criterios. Entre ellos se cuenta su
solubilidad, su estabilidad en un intervalo amplio de temperaturas y de valores de pH, que
el sabor dulce sea lo mas puro posible y sin otros sabores secundarios o residuales vy,
finalmente, que su poder edulcorante respecto a la sacarosa haga que su empleo sea
economico. Hoy en dia existen algunos edulcorantes nuevos en el mercado (por ejemplo el

acesulfame-K, el aspartame, la sucralosa).

Tabla 2.2. Poder edulcorante (Mayer, 1993)

Edulcorante Fuente *Poder edulcorante
Fructosa Natural 1.2-1.8
Aspartame Artificial 180-220
Acesulfame-K Artificial 200
Sucralosa Artificial 600
Sacarina Artificial 300-500

*En relacion con la sacarosa=1

Los edulcorantes artificiales o no nutritivos comprenden una amplia gama de sustancias que
producen sabor dulce o mejoran la percepcion de los sabores dulces. La prohibicion del uso
de los ciclamatos en EEUU, junto con las dudas sugeridas sobre la inocuidad de la sacarina,
ha estimulado la investigacion de edulcorantes alternativos que satisfagan la actual
demanda de bebidas y alimentos pobres en calorias. Aunque la lista de edulcorantes no
caloricos potencialmente utiles estd creciendo, so6lo unos cuantos se encuentran

normalmente disponibles para su utilizacion en alimentos (Belitz y Grosh, 1997).

Sin duda alguna, una de las areas donde mayor impacto ha tenido la biotecnologia, no sélo
desde el punto de vista tecnolégico sino econdomico y social, es la de los edulcorantes. A
partir de los afios sesenta del siglo XX, en los paises desarrollados se han venido
implementando procesos industriales, en su mayoria biotecnoldgicos para la elaboracion de
edulcorantes naturales y artificiales, que han modificado la estructura de este mercado. Esta

situacion ha traido graves consecuencias a los paises para los que las exportaciones de
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azucar de cafia constituyen una entrada importante de divisas y ha sido un factor
determinante en las fluctuaciones del precio internacional del azicar de cafia. En la
definicion de estrategias de desarrollo agroindustrial de esta nueva era, no puede dejarse a
un lado el avance de la biotecnologia y el caso de los edulcorantes es el mejor para
demostrar la necesidad de buscar diversificacion para las materias primas (Garcia-Garibay

et al.,2004).

Por diversas causas, siendo probablemente la mas importante de ellas, el desarrollo
biotecnoldgico para la produccion de jarabes con alto contenido de fructosa (JACF) y
nuevos edulcorantes sintéticos no caldricos, el precio internacional de la sacarosa conocid
uno de sus niveles mas bajos en 1985 (0.0518 dolar americano/kg) y aunque se ha
incrementado de nuevo, dificilmente cubre el costo de produccidn, que en el mejor de los

casos es de 0.22-0.28 dolar americano/kg (Garcia-Garibay et al., 2004).

En relacion con los edulcorantes no caldricos, cuyo consumo se ha incrementado
considerablemente en los ltimos afios, se podria afirmar que responden a una necesidad o
una moda. El resultado global es la tendencia actual hacia la disminucion en el consumo de
edulcorantes caldricos, sacarosa principalmente, por las dietas controladas o bien por
programas de prevencion de caries dental, diversas enfermedades (diabetes) y otras. Y se

motiva a la industria alimentaria en la investigacion de sustitutos de aztcar.

2.4 Edulcorantes naturales

Los edulcorantes naturales pertenecen a la clase general de sustancias llamadas hidratos de
carbono o carbohidratos, como se les conoce coloquialmente. El término hidrato de carbono
se debe a la composicion elemental (CH,0), Los azucares son hidratos de carbono. Estos
son compuestos organicos muy abundantes en la naturaleza. Se encuentran en todos los
organismos y son indispensables para la vida. Los hidratos de carbono en la alimentacion se
consideran muy importantes, incluso aquellos que no son digeribles como la fibra, que se
considera necesaria para mantener una buena digestion y ayuda a mantener una

alimentacion equilibrada (McMurry, 1994).
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Los azicares pueden dividirse en cuatro grandes grupos: Monosacaridos, disacaridos,
oligosacaridos y polisacaridos. A continuacion se mencionan las caracteristicas mas

importantes de los edulcorantes naturales en estudio (Badui, 1999).

2.4.1 Sacarosa

La sacarosa (B —D-fructofuranosil- o —D- glucopiranosa), ver la Figura 2.1, llamada
comunmente “azucar”, es un disacarido formado por una molécula de glucosa cuyo
carbono aldehidico se une al cetonico de una molécula de fructosa, estableciendo un enlace
glucosidico B (1,2) que impide que este disacarido sea reductor por no carecer de grupos
aldehido o cetona libres; ademas, no exhibe mutarrotacion. Puede llevar a cabo reacciones
de Maillard. Su féormula condensada C;,H»,0y;, con una masa’ molecular 342.30 g mol ™.
La sacarosa es el compuesto quimico organico mas comun como endulzante en el mundo
(McMurry, 1994). Su hidrolisis parcial se aprovecha comercialmente en la elaboracion de
azhcar invertido usado en bebidas, ya que se reduce el porcentaje de aziicar necesario para

proporcionar un dulzor determinado.

La sacarosa abunda en forma natural en casi todas las frutas. Se encuentra hasta en un 20%
en masa en la cana de aziicar y en un 15% en masa de la remolacha azucarera, de las cuales
se obtiene comercialmente el azicar de mesa (sacarosa). Su concentracion en los diversos
alimentos varia de manera considerable segiin el grado de madurez de estos productos. El

azucar de mesa es el edulcorante mas utilizado para endulzar alimentos.

' El peso, en fisica, es la medida de la fuerza que ejerce la gravedad sobre la masa de un cuerpo.
Normalmente, se considera respecto de la fuerza de gravedad terrestre. El peso depende de la intensidad del
campo gravitatorio, de la posicion relativa de los cuerpos y de la masa de los mismos. La masa es una
propiedad caracteristica de los cuerpos: la cantidad de materia, y no depende de la intensidad del campo
gravitatorio, ni de su posicion en el espacio. Por ejemplo, una persona de 60 kg de masa, pesa 60 kg-fuerza
en la superficie de la Tierra; pero, la misma persona, en la superficie de la Luna pesaria s6lo unos 10 kg-
fuerza; sin embargo, su masa seguird siendo de 60 kg. Las unidades de peso y masa tienen una larga historia
compartida, en parte porque su diferencia no fue bien entendida cuando dichas unidades comenzaron a
utilizarse. Cotidianamente, el término "peso" se utiliza a menudo erréneamente como sindbnimo de masa. La
unidad de masa del SI es el kilogramo, kg
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CH,OH

Figura 2.1 Estructura quimica de la sacarosa (Sanchez-Guillén, 2010)

2.4.1.1 Propiedades fisicoquimicas de la sacarosa (Bubnik ez al., 2006)

e Estado de agregacion: solido de sabor dulce

e Transparente cuando forma cristales. En masas de pequefos cristales o en polvo
toma color blanco

e C(ristaliza facilmente debido a que, a diferencia de otros azicares, no presenta
mutarrotacion

e Soluble en agua (sus datos se presentan en la Tabla 2.3): La sacarosa tiene un grado
de solubilidad muy alto, una gran capacidad de hidratacion y es menos higroscopica
que la fructosa. Todas esas caracteristicas hacen que se emplee en la elaboracion de
diversos alimentos

e Se hidroliza a glucosa y fructosa por accion de acidos o en presencia de la enzima
invertasa

e Fermenta por accion de levaduras (Saccharomyces cerevisiae) dando alcohol etilico

e Se carameliza y se descompone por el calor a partir de los 150°C, dando una gran
variedad de sustancias responsables del color, sabor y olor a caramelo. Su punto de

fusién es 170°C.
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Tabla 2.3. Maxima solubilidad de sacarosa (Fennema, 1993)

°C g/100g agua
0 179.2
15 197.0
25 2114
40 238.1
80 362.1
100 487.2

2.4.1.2 Metabolismo de la sacarosa

La sacarosa, al entrar en el intestino delgado, es hidrolizada por la enzima invertasa en la
pared intestinal. De los productos de hidrolisis, la D-Glucosa es absorbida rapidamente,
mientras que la D-Fructosa libre lo es mas lentamente. Parte de esta D-Fructosa es
convertida en D-Glucosa en el propio intestino o se metaboliza directamente s6lo después

de alcanzar el higado por la via de la circulacion portal (Fennema, 1993).

2.4.1.3 Efectos a la salud producidos al ingerir sacarosa

Al azucar se le adjudican muchos de los males de la alimentacion moderna. Pero lo daiino
no es el azucar, sino el consumirla en exceso. La distincidon es importante para poder cuidar
nuestra salud sin dejar de disfrutar del dulce encanto de lo dulce. No hay que satanizar al
azucar, pero tampoco hay que perder de vista que en el siglo XX se consumian 10 kg de
azucar al aflo por persona y en los tltimos afios el consumo es de 50 kg por persona al afio.
Por consumo de chocolates, helados, galletas, caramelos, pasteles, dulces y refrescos
embotellados (México tiene el segundo lugar global en el consumo de refrescos), en
particular estos ultimos, se consumian cantidades importante en México (Lopez-Munguia,
2009), aunque en los ultimos afios, la fructosa ha reemplazado a la sacarosa en este tipo de
bebidas y en muchos alimentos por su poder edulcorante, bajo costo, propiedades

funcionales y estabilidad del producto. El consumo excesivo de azlcar se relaciona de

26



alguna manera con las enfermedades siguientes: Caries dental, Aumenta la demanda de las

vitaminas del complejo B, la hipertrigliceridemia, la obesidad y diabetes mellitus (Blanco,

2002).

2.4.1.4 Usos de la sacarosa en la industria

La sacarosa provee 4 kcal g”'. Es el edulcorante mas utilizado en el mundo industrializado,
aunque ha sido en parte reemplazada en la preparacion industrial de alimentos por otros
edulcorantes, tales como jarabes de fructosa o glucosa o por combinaciones de ingredientes
funcionales y edulcorantes de alta intensidad. Generalmente se extrae mecanicamente de la

cafa de azucar o de la remolacha para ser purificada y cristalizada.

Otras fuentes comerciales de obtencion aunque en menor cantidad son el sorgo dulce y el
jarabe de arce. La comercializacion abundante de la sacarosa se debe a su poder
“edulcorante” y a sus propiedades funcionales. Por tal motivo, es importante para la
estructura de muchos alimentos tales como panecillos, galletas, nieve y sorbetes, ademas de

que es empleada como auxiliar en la conservacion de alimentos (Badui, 1999).

2.4.2 Fructosa

La estructura de la fructosa se presenta en la Figura 2.2. Es un monosacarido que se
encuentra en las frutas y en la miel de abeja. En los ltimos afios se ha obtenido mediante la
hidrolisis de los almidones de cereales principalmente del maiz. Su nombre quimico es 3-
D-fructopiranosa, su formula condensada es C¢H;,0¢, su masa molecular es 180.16 g/mol,
con un punto de fusion de 130°C. En forma soélida es un polvo blanco cristalino, es soluble

en agua y metanol.
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2.4.2.1 Produccion bioquimica o biotecnoldgica de la fructosa

Para obtener la fructosa, el primer paso es obtener el almidon del maiz para,
posteriormente, calentarlo hasta que tenga un color lechoso e hidrolizarlo a dextrina
mediante licuaciéon enzimatica por medio de una enzima (amilasa). Este es hidrolizado a
glucosa por medio de una sacarasa (glucoamilasa), de tal forma que se fractura toda la
molécula con la ayuda de esta enzima. Como segundo paso, el jarabe de glucosa resultante
es tamizado por filtracidon para remover las impurezas en el proceso, es purificado a través
de un filtro de carbono para su decoloracion y filtrado nuevamente por un proceso de
refinado. El jarabe de glucosa obtenido es concentrado por proceso de evaporacion. Como
tercer paso, el jarabe de glucosa decolorado y concentrado es llevado dentro de un reactor
de isomerizacidon que contiene enzimas isomerasas. Alrededor de la mitad del jarabe de
glucosa es isomerizado a fructosa. El jarabe isomerizado obtenido es refinado y
concentrado hasta obtener un jarabe de fructosa al 42%. Finalmente, el jarabe de fructosa
en dicha concentracion es separado, para después mezclarse con un jarabe de fructosa al
80-90% de concentracion y obtener un jarabe fructosado de alrededor de 55% (Jiirgens et

al., 2005).

HOCH; o, o
H
HO HOf ch.on
HO H

Figura 2.2. Estructura de la fructosa (Sanchez-Guillén, 2010)

2.4.2.2 Metabolismo de la fructosa

La fructosa es absorbida en el intestino delgado principalmente a nivel de yeyuno a través
de la membrana de las cé€lulas epiteliales al torrente sanguineo mediante un proceso de
difusion facilitada (Gaby, 2005). Los procesos de digestion y absorcion de glucosa y

fructosa son diferentes, ya que cuando los disacaridos como sacarosa o maltosa entran al
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intestino son separados por disacaridasas, en donde la glucosa es absorbida por un co-
transporte glucosa-sodio formado por la separacion de sacarosa. La fructosa, en contraste,
es absorbida mas abajo en el duodeno y por un proceso no dependiente de sodio. Después
de la absorcion, la glucosa y la fructosa entran en la circulacion portal y cualquiera de los
dos es transportado hacia el higado, donde la fructosa puede ser tomada y convertida a
glucosa o pasar dentro de la circulacion general. La adicion de pequenias cantidades de
fructosa o ingesta oral de glucosa incrementa la sintesis hepatica del glucogeno en humanos
y reduce la respuesta glicémica en sujetos con diabetes mellitus tipo 2, la cual sugiere la
importancia de la fructosa en la modulacion del metabolismo en el higado. Sin embargo,
cuando se ingieren grandes cantidades de fructosa, proveen una fuente relativamente
irregular de precursores del carbono para lipogénesis hepatica (Bray et al.,, 2004). Cuando
se incrementa el consumo de fructosa en la dieta diaria, mediante la ingesta de bebidas
gaseosas, conocidas en México como refrescos, néctares de frutas y otros productos
alimenticios, todos ellos endulzados artificialmente con este edulcorante, hay un aumento
de colesterol en el organismo, asi como de lipoproteinas de baja densidad. La fructosa es
entonces metabolizada principalmente en el higado y con mayor velocidad que la glucosa.
Esto se debe a que no requiere del paso catalizado por la enzima fosfofructocinasa, que es
el punto donde se controla la velocidad de la utilizacion de la glucosa. Esto provoca que las
vias en el higado sean inundadas por la fructosa, causando el incremento de la fabricacion
de acidos grasos y de su esterificacion, que promueve la elevacion de los niveles de
triglicéridos en la sangre, y la secrecion de colesterol de baja densidad. La fructosa es una
importante fuente de energia en las dietas que contienen cantidades elevadas de sacarosa

(disacarido de fructosa y glucosa) (Wylie-Rosset ef al., 2004).

2.4.2.3 Efectos a la salud producidos al ingerir fructosa

I. Exceso de fructosa en el higado

Hasta hace poco, se creia que la fructosa era mejor que la glucosa en la alimentacion por

via intravenosa. El higado, sin embargo, se enfrenta a problemas metabolicos cuando la

concentracion sanguinea de este monosacarido es demasiado elevada. La sobrecarga aguda
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del higado con fructosa, como en el caso de una infusion intravenosa, produce el secuestro
del fosfato inorgéanico en la fructosa-1-fosfato y disminuye la sintesis del &cido trifosfato
(ATP). En consecuencia, se elimina la inhibicion, a cargo del ATP, de las enzimas de la
degradacion de nucleétidos de adenina y se acelera la infusion de acido urico, lo cual
produce hiperuricemia y ésta es la enfermedad conocida como gota. Estos efectos resultan
de particular importancia en las personas que presentan una predisposicion a la

hipertriacilglicerolemia o hiperuricemia (Murray et al., 1994).

La intolerancia a la fructosa es una enfermedad genética en la que la ingesta de fructosa
provoca la misma acumulacion de fructosa-1-fosfato observada tras la alimentacion por via
intravenosa. Es el resultado de una deficiencia en aldolasa del Tipo B. Esta afeccion parece
ser autolimitante: los individuos con intolerancia a la fructosa desarrollan rapidamente un

fuerte rechazo por las cosas dulces (Voet y Voet, 1992).

I1. Aumento de triglicéridos por fructosa

En estudios hechos con animales y humanos, en ambos se ha demostrado que el consumo
de fructosa puede incrementar el nivel de triglicéridos. La respuesta de triglicéridos a la
ingesta de fructosa parece depender de si una persona es o no sensible a los hidratos de
carbono o es resistente a la insulina, porque es mas probable que las personas sensibles a
los hidratos de carbono puedan tener un aumento en las concentraciones de triglicéridos en

plasma (Gaby, 2005).

2.4.2.4 Usos de la fructosa en la industria

Las fuentes naturales de fructosa incluyen a las frutas, algunos vegetales, la miel, el aziucar
de cafa y la remolacha. La fructosa obtenida quimicamente de almidones, ha reemplazado
a la sacarosa en muchos alimentos y bebidas, ya que tiene un efecto sinérgico del potencial
edulcorante de otros edulcorantes sintéticos. Esta presente en diferentes cantidades en una
amplia variedad de alimentos y bebidas. El jarabe de fructosa esta presente, enmascarado

como “azicares”, en numerosos productos como por ejemplo bebidas gaseosas (conocidas
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en México como “refrescos”), bebidas de fruta, bebidas deportivas, productos horneados
dulces o salados, caramelos, mermeladas, yogures, condimentos, alimentos enlatados y

empacados y otros alimentos.

2.4.2.5 El problema del jarabe de “alta fructosa” (concentrado)

Los jarabes de “alta fructosa” (por una mala traduccién del inglés de high fructose syrups)
son un sustituto del azicar, que se derivan principalmente de los excedentes subsidiados de
maiz de los Estados Unidos. Los almidones son hidrolizados para obtener glucosa e
invertidos para obtener fructosa y concentrados para tener contenidos de fructosa entre 50 y
90% en masa. En ese pais esto se hizo para sustituir el azlicar cubana que dejo6 de llegar por
el bloqueo que este pais hizo contra el gobierno cubano. En el caso de México, el consumo
de estos jarabes, importados de los EEUU han reducido el mercado industrial del aztcar
producido en México por los cafieros e industriales, trayendo como consecuencia de la
utilizacion de este subproducto por parte de la industria refresquera y dulcera enormes

pérdidas para este sector, desempleo masivo y mas emigracion a los EEUU.

Se estima que anualmente se consume un millén de toneladas de jarabes fructosados, los
cuales se importan a un precio de cien ddlares la tonelada, ya que el maiz esta subsidiado en
casi un 100% en los EEUU, mientras que el azlicar refinada se cotiza en 540 dolares por
tonelada, porque el gobierno mexicano neoliberal ya no la subsidia. Esta desproporcion
desafia a la industria azucarera a abatir sus costos de produccion en una guerra contra el

“dumping” de EEUU (Ano6nimo, 2010a).

Muy probablemente los problemas de obesidad que la sociedad mexicana urbana esta
enfrentando desde que se consumen estos jarabes fructosados masivamente en todos los
alimentos y bebidas procesados se deban a la ingestion cronica de ellos, como ya ocurrid en

los EEUU.
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2.5 Edulcorantes no nutritivos o artificiales

El origen de los edulcorantes artificiales (compuestos de poder edulcorante superior al de la
sacarosa) se remonta al descubrimiento casual de la sacarina en 1879. Esta sustancia fue
rapidamente recomendada para las personas diabéticas como sustituto del azicar. Sin
embargo, la sacarina no resultd ser tan eficaz como se esperaba en la industria de los
alimentos, ya que se encontrdé que impartia un resabio metalico y, ademas, se le cuestion6
desde el punto de vista de salud publica. No obstante, las autoridades sanitarias, tanto de los
EEUU como de México permitieron nuevamente su empleo. El resabio metalico de la
sacarina fue enmascarado asociandolo con el edulcorante ciclamato, descubierto en 1937.
La inocuidad de este ultimo también seria cuestionada posteriormente y solamente en la
Coca Cola Zero que se expende en México y en los EEUU se ha retirado el ciclamato. En
otros paises se sigue comercializando con este edulcorante. Sin embargo, para el caso de la
sacarina, la Secretaria de Salud de México no ha retirado del mercado los edulcorantes

basados en ella.

Estas decisiones llevaron a nuevas discusiones sobre la inocuidad de estas sustancias y,
paralelamente, estimularon la busqueda de nuevos edulcorantes artificiales. Entre los mas

utilizados estan el aspartame, el acesulfame de potasio y la sucralosa.

2.5.1 Sacarina

La sacarina se muestra en la Figura 2.3. Fue descubierta en 1879 por Remsen y Fahlgenb
(Solano y Badilla, 2010). Se obtiene a partir de la o-toluen-sulfonamida o de los anhidridos
ftalicos y antranilico, con el inconveniente de que provoca un resabio amargo metalico,
sobre todo en altas concentraciones. A pesar de que, segun sus fabricantes, el hombre la
elimina en la orina, existe mucha controversia sobre su inocuidad. Se considera que algunas
de las impurezas de su sintesis son toxicas, aun cuando esto depende de la materia prima de
que se parta. Por esta razon, ciertos paises tienen regulaciones estrictas para su consumo y
exigen se declare su presencia en los alimentos, indicando su riesgo potencial (Belitz y

Grosh, 1997), situacion que NO ocurre en México.
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Las sales de sodio y calcio de la sacarina se utilizan como edulcorantes no nutritivos. Se
acepta comunmente que la sacarina es aproximadamente 300 veces mas dulce que la
sacarosa, hasta concentraciones equivalentes a una solucion de sacarosa al 10%. La forma
que tiene mayor poder edulcorante es la sal de sodio. Presenta el inconveniente de dejar
cierto sabor residual amargo o “metélico”, lo que ha supuesto su eliminacién de ciertos

productos al descubrirse otros edulcorantes con mejores propiedades organolépticas.

0

N™ Na*

S/
M

Figura 2.3. Estructura quimica de la sacarina de sodio (Solano y Badilla, 2010)

2.5.1.1 Propiedades fisicoquimicas de la sacarina

La sacarina en forma de 4cido se produce como un polvo blanco, inodoro, cristalino. Es un
acido moderadamente fuerte y es poco soluble en agua. Hay tres formas de sacarina
comercialmente disponibles: forma de 4cido, de sodio y de calcio. Es estable a temperaturas

de mas de 125°C y a un pH entre 3.3 y 8.0 (Bautista et al., 2008).

Las formas de sodio y de calcio son muy solubles en agua (Sp.0, 600 g L"), estables a
valores de pH de 2-9 y a tratamientos térmicos moderados. Sus propiedades se numeran en

la Tabla 2.4 (Bautista et al., 2005).
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2.5.1.2 Metabolismo y efectos a la salud producidos por ingerir sacarina

En los seres humanos la sacarina no aporta calorias. Es absorbida lentamente en el
intestino, aparentemente no se metaboliza y se excreta inalterada por los rifiones (O’Brien-
Nabors, 2001). La contraindicacion mas cuestionada es la posible formacion de tumores en
las vias urinarias, sobre todo en la vejiga, algunos autores sefialan que en animales de
laboratorio la sacarina tiene escasa incidencia carcinogénica (Fennema, 1993). Para algunos
escritos cientificos no existe suficiente evidencia cientifica que justifique esta afirmacion.
Aunque en legislaciones usuales se prohibe el uso como aditivos alimentarios a toda
sustancia que causa cancer en animales experimentales, la prohibicion sobre la sacarina,
decretada en EEUU, por la FDA en 1977, ha sido mantenida por razones desconocidas
sefialando que hasta en tanto no se realice una investigacion mas definitiva puede seguir

siendo ingerida por los humanos (O’Brien-Nabors, 2001).

Tabla 2.4. Propiedades de las distintas formas de sacarina (O’Brien-Nabors, 2001)

Acido Calcio Sodio

Formula molecular C;H4NO;S C,H,;NO;SNa*2H,0 | [C;H4NO3S],Na*2H,0
Punto de fusion 228-229 >300 >300
Apariencia Polvo blanco Polvo blanco Polvo blanco
Solubilidad en agua
(g/100g agua)

St0 ¢ 0.2 100 37

Sho ¢ 0.7 187 127

St ¢ N.R 297 247

N.R. = No reportada

2.5.1.3 Usos en la industria de la sacarina
Las aplicaciones de la sacarina como edulcorante no calorico y en medicina son, cuando

esta contraindicada la ingestion de glucosa. Tiene una gran variedad de aplicaciones y se

utiliza en las siguientes categorias: edulcorantes de mesa, postres dietéticos, cacao en polvo
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dietético, crema chantilly, jugos en polvo, multivitaminicos, gelatinas, pasta de dientes,

enjuagues bucales y medicamentos.

Comercialmente se le conoce como Sweet & Low™. Actualmente se sigue utilizando en
combinacion con otros edulcorantes, que proporcionan un mejor sabor, tiene un bajo costo
y posee la propiedad de tener una larga vida de anaquel. La IDA (Ingesta Diaria
Aceptable), es de 5 mg kg'. Pueden darse pérdidas de la sustancia durante al
almacenamiento teniendo una vida media util de 5 afios. A partir de abril de 2004 el uso de
la sacarina, la sacarina de calcio y la sacarina de sodio estan autorizadas por la FDA de los
EEUU solo como edulcorante en alimentos dietéticos especiales, tales como bebidas, jugos
de frutas y mezclas siempre que no sobrepasen los 12 mg de sacarina por 30 mL de bebida;
como sustitutos del azicar para cocinar y de mesa, sin sobrepasar los 20 mg de sacarina por
cucharadita equivalente de azlicar y en alimentos procesados sin sobrepasar los 30 mg de

sacarina por porcion del alimento (Solano y Badilla, 2010).
2.5.2 Aspartame

Aspartame es el nombre genérico de un edulcorante sintético que da un intenso dulzor. El
aspartame o el éster metilico de la L-aspartil-L-fenilalanina, ha sido recientemente
aprobado en EEUU como edulcorante en mezclas de alimentos desecados y en bebidas no
alcohdlicas, denominado en la industria alimentaria con las siglas E951. Su férmula se

representa en la Figura 2.4 (Stegink y Filler, 1992).

0 OCH;
N

H
OH NH, O

Figura 2.4. Estructura quimica del aspartame (Stegink y Filler, 1992)
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El aspartame es una sustancia calérica ya que es un dipéptido que se digiere
completamente. No obstante, su intensa capacidad edulcorante (160 veces mas dulce que la
sacarosa que posee un valor energético de 4 calorias por gramo), le permite ejercer su
funcién a niveles muy bajos que apenas aportan calorias. Se considera que imparte un sabor

dulce similar al de la sacarosa (Fennema, 1993).

El sabor del aspartame no es idéntico al del aziicar ya que su dulzor tiene un resabio mas
lento y una duracion mas acentuada que el azucar. Para contrarrestar esto, se realizan
mezclas de aspartame con “acesulfame de potasio” para tener un sabor mas parecido al
sabor del aztcar y para que resulte ser mas potente que cualquier otro edulcorante (Stegink

y Filler, 1992).

2.5.2.1 Propiedades fisicoquimicas del aspartame

Quimicamente formado por la uniéon de dos aminoacidos (fenilalanina y 4cido aspartico),
uno de ellos modificado por la unidén de una molécula de metanol, el aspartame tiene una
masa molecular de 294 g mol” y su formula condensada es C14H;sN>Os. Es un polvo
blanco cristalino, inodoro, con un punto de fusion de 246-247°C (Garcia-Garibay et al.,

2004).

Es estable a valores de pH entre 3 y 5 (lo tienen la mayoria de los alimentos), perdiendo su
poder fuera de este intervalo, aunque su estabilidad dptima se reporta a un pH de 4.3. En un
pH de 3 o menor se produce por hidrolisis acido aspartico, fenilalanina y metanol, siendo
inestable después de 36 dias degradandose del 50-60% y se hidroliza completamente en 9
dias en pH de 7. Esta inestabilidad quimica es la responsable de una pérdida parcial del
sabor dulce en los alimentos en ciertas condiciones de tratamiento y almacenamiento. Las
altas temperaturas lo destruyen por la hidrolisis del enlace éster metilico, por la ruptura de
la union peptidica o por un reacomodo intramolecular que da origen a la dicetopiperazina,
agente que no es toxico. Ademas, por su caracter proteinico, cuando se calienta en
presencia de azlcares reductores, esta sujeto a reacciones de Maillard (O’Brien-Nabors,

2001).
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En su punto isoeléctrico (pI) de 5.2, es poco soluble en agua, pero aumenta a pH acido o
basico. Su solubilidad depende del pH y la temperatura, se considera como poco soluble en

agua y moderadamente soluble en etanol e insoluble en grasas o aceites (Smith, 1993).

La naturaleza peptidica del aspartame lo hace susceptible a la hidrdlisis, a las interacciones
con otros compuestos quimicos y a las degradaciones microbianas; de ahi que sea limitada
su vida util cuando se usa como un edulcorante general en sistemas acuosos. Ademas de la
pérdida de la capacidad edulcorante a consecuencia de la hidrdlisis, bien del éster metilico
de la fenilalanina o del enlace peptidico entre los dos aminoacidos, el aspartame
experimenta facilmente una condensacion intramolecular, para dar origen a
dicetopiperazina (&cido acético 5-benzil-3,6-dioxo-2-piperazina). Esta reaccion se ve
favorecida a valores de pH neutros y alcalinos, ya que los grupos amina no protonizados de
la molécula participan mas facilmente en la reaccion bajo estas condiciones de pH. De
manera similar, los valores pH alcalinos favorecen las reacciones amino-carbonilo,
habiéndose comprobado que el aspartame reacciona facilmente con la glucosa y la
vainillina bajo estas condiciones. En la reaccion con la glucosa, la principal consecuencia
es la pérdida de la capacidad edulcorante del aspartame durante el almacenamiento y en la

reaccion con el otro compuesto se produce la pérdida del sabor a vainilla (Fennema, 1993).

2.5.2.2 Metabolismo del aspartame

El aspartame se transforma inmediatamente en el organismo en fenilalanina, 4cido aspartico
y metanol. Seglin sus comercializadores, los dos primeros son constituyentes normales de
las proteinas, componentes naturales de todos los organismos y dietas posibles. Ellos
sefialan que la fenilalanina es ademas un aminodcido esencial, es decir, que el hombre no
puede sintetizarlo en su organismo y tiene que obtenerlo forzosamente de la dieta y que la
fenilalanina no tiene ningtn otro papel metabolico normal que ser el precursor directo de la
tirosina. Sin embargo, la presencia de concentraciones elevadas de fenilalanina en la sangre
se encuentra asociada con el retraso mental severo en una enfermedad congénita rara,
conocida con el nombre de fenilcetonuria producida por la carencia de un enzima esencial

para degradar a este aminoécido.
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También sefialan sus comercializadores que la utilizaciéon de aspartame a los niveles
concebibles en la dieta produce una elevacion de la concentracion de fenilalanina en la
sangre menor que la producida por una comida normal. Cantidades muy elevadas, s6lo
ingeribles por accidente, producen elevaciones en la concentracion de fenilalanina en la
sangre, inferiores a las consideradas nocivas que, segun ellos, desaparecen rapidamente. Sin
embargo, en el caso de las personas que padecen fenilcetonuria, el uso de este edulcorante
les aportaria una cantidad suplementaria de fenilalanina, lo que no es aconsejable. Por otra
parte, el metanol resultante, es un producto toxico, pero segin los comercializadores del
aspartame, la cantidad formada en el organismo por el uso de este edulcorante es muy
inferior a la que podria representar riesgos para la salud y, en su uso normal, inferior
incluso a la presente en forma natural en muchos alimentos, como los zumos de frutas

(Pérez, 1997).

El aspartame, como otro péptido, tiene un valor caldrico de 4 kilocalorias (17 kJ/g), pero la
cantidad de aspartame que se necesita para producir un sabor dulce es tan pequefia que su
contribucion calodrica es despreciable, lo que lo hace un edulcorante popular por intentar

evitar las calorias del azucar.

2.5.2.3 Efectos a la salud producidos al ingerir aspartame

El consumo del aspartame esta restringido para las personas que son fenilcetonuricas o
intolerantes a concentraciones elevadas de fenilalanina debido a la carencia de la 4-
monooxigenasa, enzima relacionada con el metabolismo de este aminoacido en el higado;
la acumulacion de la fenilalanina o de sus derivados en la sangre provoca una mielizacion
deficiente del cerebro y en consecuencia, un retraso mental. Algunos trabajos han mostrado
su inocuidad, por lo que algunos paises los permiten en productos muy especificos
(O’Brien-Nabors, 2001). Los productos alimenticios edulcorados con aspartame deben
etiquetarse de forma que quede bien visible su contenido en fenilalanina, al objeto de evitar

su consumo por individuos con fenilcetonuria (Fennema, 1993).
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En un estudio realizado en ratas de laboratorio, cuando éstas ingirieron agua endulzada con
aspartame su masa corporal y su contenido de grasa en el tejido pericardico fueron casi tan
grandes como los de aquellos modelos animales que ingirieron fructosa, siendo los dos
grupos mas altos cuando se compararon con el lote control que bebi6 agua sin edulcorantes,
de 1,127,949.7 micrémetros cuadrados que, comparado con la del lote control, de

293,153.7 micrémetros cuadrados es casi 4 veces mayor (Martinez-Tinajero et al., 2010).

2.5.2.4 Usos del aspartame en la industria

Se utiliza comiinmente en bebidas carbonatadas, productos en polvo para bebidas, yogurt,
caramelos, productos de confiteria y también como “azucar” de mesa. Su estabilidad es
excelente en aplicaciones para productos secos (en tabletas, pastillas, polvos para preparar
bebidas). Soporta los procesos de pasteurizacion (como los usados en productos lacteos y
jugos), procesos asépticos y otros en los cuales las condiciones de temperatura alta se
lleven a cabo por corto tiempo. En la actualidad, se estima que el aspartame es usado en

aproximadamente 6,000 diferentes productos en todo el mundo.

La Ingesta Diaria Admisible (IDA) es de 40 mg kg’l. Por otra parte, es el mas importante de
los nuevos edulcorantes artificiales. Fue descubierto en 1965, se autorizd su uso
inicialmente en Estados Unidos como edulcorantes de mesa, aunque desde 1983 se autorizo
en ese pais como aditivo en una amplia serie de productos. Aunque como tal no existe en la
naturaleza y la aportacion caldrica es igual que la del azicar, en las concentraciones
utilizadas habitualmente este aporte energético resulta despreciable (Garcia-Garibay et al.,

2004).
El aspartame no tiene ningun regusto o resabio y es relativamente estable es medio acido,
pero no es resistente a las altas temperaturas, por lo que presenta problemas para usarse en

reposteria ya que pierde sus propiedades e incluso el dulzor.

Se comercializa bajo varias marcas de fabrica, como “Equal” y “Canderel”. Sustituyendo al

azicar es muy empleado por los diabéticos. El aspartame estd disponible en forma liquida,
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granulada, encapsulada y en polvo, a fin de ampliar su uso en alimentos y bebidas. La
forma encapsulada ha hecho que el aspartame tenga mayor estabilidad térmica, con lo que

ha empezado a utilizarse en algunos productos horneados.

2.5.3 Acesulfame de potasio (acesulfame-K)

Clauss y Jensen, en 1967, descubrieron accidentalmente un compuesto con sabor dulce, la
5,6-dimetil-1,2,3-oxatiazina-4 (3H)-ona-2 ,2-didéxido de carbono, con un sistema de anillos
que anteriormente no se habian sintetizado. En 1978, de la Organizacion Mundial de la
Salud registro la sal de potasio del acesulfame como nombre genérico para este compuesto.
Este es a menudo llamado acesulfame-K por el simbolo quimico del potasio, que es K.
También es conocido como acesulfamo-K, acesulfame y comercialmente es conocido como

Sussly, Sunett, Sweet One.

Derivado de los acidos acetoacético y sulfamico tiene una estructura quimica que en
algunos aspectos semeja a la de la sacarina (Figura 2.5) y un poder edulcorante de 150 a

200 veces el de la sacarosa.

Es estable a temperaturas elevadas, muy hidrosoluble, mantiene sus propiedades sensoriales
en un intervalo amplio de pH y, en general, no deja un resabio desagradable, excepto en
altas concentraciones. Se emplea en bebidas refrescantes, lacteos, panificacion, dulces y
muchos otros, tiene un efecto sinérgico con el aspartame, la sucralosa y la fructosa (Belitz y

Grosh, 1997).
Recientemente el acesulfame de potasio (6-metil-1,2,3-oxatiacina-4 (3H)-ona-2,2-di6xido)

ha sido aprobado como edulcorante no nutritivo en el Reino Unido y se espera su

aprobacion inmediata en otros muchos paises incluyendo los EEUU (Fennema, 1993).
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Figura 2.5. Estructura quimica del acesulfame de potasio (O’Brien-Nabors, 2001)

El acesulfame K es unas 200 veces mdas dulce que la sacarosa en solucion al 3%
presentando un dulzor entre el del ciclamato y la sacarina. Segun sus fabricantes después de
numerosas pruebas se ha comprobado que no tiene efectos toxicos sobre los animales y
ademas presenta una excepcional estabilidad en las aplicaciones alimentarias. El
acesulfame de K puede prepararse con una pureza muy alta por procedimientos de sintesis
relativamente baratos. Por su reciente aparicion como edulcorante, la experiencia que se
tiene en aplicaciones a los alimentos es limitada pero, segliin sus fabricantes, puede ser una

alternativa a otros edulcorantes no nutritivos (Fennema, 1993).

Sin embargo, se ha encontrado recientemente que su ingestion propicia la mayor
asimilacion de la glucosa ingerida con otros alimentos, lo que promueve la ganancia en
masa corporal. Los edulcorantes artificiales estudiados por estos investigadores que
promueven esa mayor asimilacion de glucosa en el tracto digestivo son: Acesulfame de
potasio ~ sucralosa > sacarina, en paralelo con una habilidad de incrementar la
concentracion de calcio intracelular. Esto refuerza el por qué algunos consumidores en vez

de adelgazar cuando consumen estos edulcorantes aumentan su masa corporal (Mace et al.,

2007).
2.5.3.1 Propiedades fisicoquimicas
El acesulfame-K tiene una masa molecular de 201.2 g mol™, su formula condensada es

C4H4KNO,S, se descompone alrededor de 235°C, a temperaturas prolongadas se induce la

polimerizacion. Es un polvo blanco cristalino. A temperatura ambiente se pueden disolver
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hasta 270 g L' a 20°C y aumenta hasta 1 kg L' a 100°C. Es muy estable en polvo,
logrando mantenerse durante afios, incluso expuesto a la luz. Es estable a pH 3-7 a una

temperatura de 4°C (O’Brien-Nabors, 2001).

2.5.3.2 Metabolismo del acesulfame-K

El acesulfame-K no es metabolizado por el cuerpo humano, segiin sus fabricantes. Para
investigar las posibles transformaciones metabdlicas, se utilizo el acesulfame-K marcado
con "C. Se realizaron estudios en ratas, perros y cerdos. Como los estudios en animales no
mostraron ningin efecto en el metabolismo, se prob6 en humanos voluntarios con el
acesulfame-K marcado, las diferentes especies animales, asi como los voluntarios humanos,

excretaron el compuesto original y no se encontrd actividad atribuible a los metabolitos.

Debido a que el acesulfame-K se excreta sin metabolizar por completo, no tiene ningliin
valor caldrico y, hasta 2001 no se habia demostrado que causara efectos a la salud por su
consumo (O’Brien-Nabors, 2001). Existe, sin embargo, el estudio mencionado parrafos
arriba que indica que si modifica el metabolismo de asimilacion de los gliicidos y del calcio
intracelular (Mace et al., 2007). Esto indica que debera estudiarse con mayor profundidad

el rol que este edulcorante juega en el metabolismo humano.

La IDA de acesulfame-K ha sido establecida en 15 mg kg de peso corporal (JECFA). En
marzo 2000, el Comité Cientifico de la Alimentacion de la Comision Europea confirmo la
IDA del acesulfame-K de 9 mg kg de peso corporal. En los alimentos, bebidas y

cosméticos es estable en condiciones normales de almacenamiento.

2.5.3.3 Usos en la industria

Es usado como edulcorante en un amplio nimero de productos alimenticios. Se utiliza en
los alimentos bajos en calorias y en azucares para diabéticos, productos de higiene bucal,

farmacéuticos y alimentos para animales. Debido a que presenta buena estabilidad y

solubilidad, es utilizado particularmente en bebidas y refrescos. Las bebidas que contienen
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este edulcorante pueden pasteurizarse o se les puede aplicar el proceso de ultrapasteurizado,
también puede utilizarse en productos horneados. En bebidas calientes, el poder
edulcorante es normalmente mas bajo que a temperatura ambiente. Es ligeramente mas
elevado en bebidas acidas que en soluciones neutras. El sabor dulce del acesulfame-K se
percibe de forma rapida, sin retardo y persiste un poco mas que el de la sacarosa. Cuando se

utiliza en altas concentraciones se perciben sabores no deseados (amargo y metalico).

2.5.4 Sucralosa

La sucralosa se descubrid por error en 1976 por el estudiante hindi Shashikant Phadnis y su
supervisor Leslie Houng del Queen Elizabeth College de Londres cuando trataban de
obtener azucares clorados para utilizarlos como intermediarios en una sintesis organica. En
1980, se vendieron los derechos de manufactura a la farmacéutica Johnson & Johnson, la
cual cre6 una nueva compaiiia — Mc Neil Nutriotionals LLC — que se hizo responsable de la
produccion y venta de la sucralosa, la cual fue comercializada con el nombre de Splenda ®

(Grenby, 1989).

Figura 2.6. Estructura quimica de la sucralosa (Grenby, 1989)

Se le ha nombrado sucralosa al compuesto quimico 1,6-dicloro-1,6-dideoxi-B-D-
fructofuranosil-4cloro-4deoxi-o-D-galactopiranosido (Figura 2.6), aunque se le llama
también tricologalactosacarosa 6 4,1°,6’-triclorogalactosacarosa (TGS). Es el unico
edulcorante artificial que se obtiene a partir de la sacarosa. El proceso consta de 5 etapas
donde se sustituyen selectivamente tres atomos de cloro en la molécula de sacarosa, dando

como producto final la sucralosa con la pureza aproximada del 98% (Anénimo, 2010b).
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Se conserva durante largos periodos de tiempo en estado sélido, es estable en soluciones
con diferentes pH. Sin embargo, bajo determinadas condiciones de almacenamiento,
extrema acidez y altas temperaturas, puede producirse hidrolisis parcial. Debido a esto se
obtienen los monosacaridos: 4-cloro-4-deoxi-galactosa (4-CG) y 1,6-dicloro-1,6-

dideoxifructosa (1,6-DCF).

2.5.4.1 Propiedades fisicoquimicas de la sucralosa

La sucralosa tiene una masa molecular de 397 g mol” y su formula condensada es
Ci2H19C1305. Es un polvo blanco cristalino, inodoro, su punto de fusién es de 130°C, es
muy hidrosoluble (250 g L") a 20°C y es poco soluble en lipidos, estable a pH 3-7 y resiste
las altas temperaturas de la panificacion, su dulzor relativo varia con el pH, la temperatura,
la concentracion y la mezcla de los demds ingredientes (Grenby, 1996; O’Brien-Nabors

2001; Smith, 1993).

La sucralosa tiene sinergismo con otros edulcorantes de alta intensidad como el ciclamato y
el acesulfame-K, pero su intensidad se reduce con el aspartame y la sacarina (O’Brien-

Nabors, 2001).

2.5.4.2 Metabolismo y efectos a la salud por ingerir sucralosa

La sucralosa es 500-600 veces mas dulce que el disacarido sacarosa; su sabor dulce es muy
semejante al de la sacarosa, sin resabio amargo y la intensidad del dulzor perdura por mas
tiempo, el uso no estad totalmente aceptado en todos los paises y algunos establecen ciertas

restricciones (Belitz y Grosh, 1997).

Con base en los estudios de metabolismo analizados por JECFA, uno de los programas de
seguridad mas completos que han establecido diversos cientificos y reguladores de todo el
mundo, se ha determinado que la sucralosa es inofensiva para el ser humano y que si bien
sus productos de hidrolisis se pueden producir en pequeias cantidades y en diversos

derivados, estos son excretados sin cambios, aunque hay ciertas incongruencias entre los
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autores (Jiménez, 2008). Mace y colaboradores (2007), por ejemplo, sefialan que esta entre
los tres edulcorantes que promueven la absorcion de la glucosa ingerida y del calcio

intracelular.

En el estudio de Martinez-Tinajero y colaboradores (Gonzalez-Filomeno, 2007), las ratas
de laboratorio que ingirieron agua endulzada con sucralosa tuvieron una masa corporal
mayor que sus contrapartes que ingirieron agua sin edulcorantes y el lote que ingirié agua
endulzada con sacarosa. El contenido de grasa pericardica también fue mayor (860,178
versus 293,154 y 347,182 micrémetros cuadrados, para los lotes con agua endulzada con
sucralosa, agua sin endulzar y agua azucarada, respectivamente, o sea, casi 3 veces mas que

el control y casi 2.5 veces mas que el agua azucarada).

La IDA de la sucralosa se ha fijado de 0-15 mg kg™ de peso corporal por la JECFA y por el
Comité Cientifico de la Alimentacion (Scientific Committee on Food SCF) en Unién

Europa en septiembre 2000 (Grenby, 1996).

2.5.4.3 Usos de la sucralosa en la industria

La sucralosa se utiliza en mezclas con azlcar u otros edulcorantes y ha mostrado ser
resistente a las temperaturas altas, lo que permite su horneado y coccion. Se utiliza en
panaderia, reposteria, gelatinas, mermeladas, alimentos procesados, bebidas no alcohdlicas,
bebidas gaseosas, jugos envasados, frutas procesadas, lacteos, goma de mascar, cereales
para desayuno, salsas, como sustituto de azicar de mesa, etc. Para facilitar el uso como
edulcorante de mesa se mezcla con maltodextrina (Bautista et al., 2005).

2.6 Métodos para la determinacion de los edulcorantes

2.6.1 Determinacion de azucares (sacarosa y fructosa)

Los métodos instrumentales modernos, tales como cromatografia de gas, cromatografia

liquida de alta resolucion, andlisis enzimdtico, la electroquimica o los métodos de

45



espectrometria, pueden proporcionar informacion sobre el contenido total de azlcares y la

concentracion especifica de cada carbohidrato.

La espectroscopia infrarroja (IR) es uno de los métodos espectroscopicos mas cominmente
utilizados para la determinacion de azicar debido a las bandas de absorcion que los hidratos
de carbono presentan en esta region de longitud de onda de infrarrojo cercano. IRN (NIR,
por sus siglas en inglés). Esta se emplea por las ventajas que presenta frente a otros
métodos, dentro de las cuales destacan el uso de tiempo de paso de luz, celdas de vidrio
optico y la posibilidad de empleo de fibras opticas en el andlisis de control. Por tanto, se
usa el IRN para la determinacion de azlicares por métodos de calibracion tradicional, tales
como la regresion de minimos cuadrados aplicado desde una hasta cuatro longitudes de
onda. La transmitancia de derivados es el método que se usa en segundo lugar, tanto para el
contenido de azlcares totales como para el contenido de azucares de manera individual
(glucosa, fructosa, sacarosa, usados como ejemplo), con lo que se obtienen buenos
resultados para azucares totales, pero se observa poca sensibilidad y precision para el

analisis de los azucares individuales (Rambla et al., 1997).

Entre las técnicas mas futiles para la determinacion de azicares se encuentran las
espectofotométricas y las fluorométricas empleando diferentes reactivos. También son muy
usadas, la cromatografia de liquidos de alta resolucion, CLAR, y la combinacion de las

técnicas de analisis por inyeccion en flujo con los métodos enzimaticos (Valdés et al.,

2001).

2.6.2 Determinacion de edulcorantes artificiales

Para la determinacion de edulcorantes existe una gran cantidad de investigaciones. La
mayoria de los métodos han sido desarrollados para edulcorantes individuales, algunos de
estos estan disponibles para los productos alimenticios e incluyen la espectrometria, la
polarografia de pulso diferencial, la sublimacién, la potenciometria, la cromatografia

micelar electrocinética capilar y la cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR).
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Varios trabajos han demostrado la utilidad de la electroforesis capilar para el andlisis de
varios edulcorantes artificiales. Sin embargo, los métodos como el espectrofotométrico, el
gravimétrico o los métodos electroquimicos requieren a menudo demasiado tiempo. El uso
de la CLAR en combinacion con la deteccion con luz ultravioleta (UV) se ha convertido en
el método de eleccion para la determinacion de cada uno de los edulcorantes artificiales

como sacarina, aspartame y acesulfame-K (Chen y Wang, 2001).

La falta de un grupo cromoforo en la sucralosa hace dificil una deteccién sensible y
especifica de absorcion de los rayos UV directos. Como resultado, los actuales métodos de
analisis para su determinacion en los productos alimenticios supone la deteccion por el
indice de refraccion, IR (RI, por sus siglas en inglés) o la absorbancia UV a una longitud de
onda de 200 nm. Otros métodos que han sido aplicados con éxito son la cromatografia en
capa fina, la cromatografia de intercambio anionico con deteccion amperométrica pulsada o

por electroforesis capilar con absorcion UV indirecta (Wasik et al., 2007).

La cromatografia liquida (CLAR) ha sido la opciéon mas popular para la determinacion de
los seis edulcorantes en estudio. Se han desarrollado muchos métodos para el andlisis de
edulcorantes de manera individual. En esta investigacion, el método de andlisis por CLAR
que se plantea es con el fin de determinar los edulcorantes de manera individual y,
simultdneamente, utilizando fase reversa con gradiente de elucion y deteccion de absorcion

UV. A continuacion se mencionan las caracteristicas mas importantes de la cromatografia.

2.7 Cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR)

La cromatografia es una técnica que permite separar, aislar, identificar y cuantificar los
componentes de una mezcla de compuestos quimicos. La muestra se distribuye entre dos
fases: una estacionaria y una moévil. Cada uno de los componentes de la mezcla se retiene
selectivamente, dependiendo de su afinidad con cada fase. Debido a esto, se establece un
equilibrio entre ambas fases, el cual se pude representar por medio de una constante de

equilibrio (Skoog y West, 2001):
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[analito ] ;ysp esracionaria

Keq =

[analito ]FASE MOVIL

Existen diferentes criterios de clasificacion de la cromatografia:

a) Por la naturaleza de sus fases:
e Cromatografia liquido-liquido
e Cromatografia gas-liquido
e Cromatografia liquido-sélido

e Cromatografia gas-solido

b) Atendiendo al proceso quimico-fisico en el proceso de separacion: siendo éste el

criterio mas coherente de clasificacion:

e (Cromatografia de adsorcion (liquido - sélido o cromatografia de fases normales)

e (Cromatografia de reparto (o liquido - liquido), se basa en las caracteristicas de
solubilidad relativa de los solutos entre la fase modvil y una fase estacionaria de un
liquido no polar. La fase liquida se impregna a un soporte inerte de silice o, en el
caso de cromatografia de fase invertida, se une quimicamente

e Cromatografia de intercambio i6nico

e Cromatografia de exclusion.

) Con base en la naturaleza del soporte en el que se aloja la fase estacionaria:
A. Cromatografia plana
1. Cromatografia en papel
2. Cromatografia en capa fina (TLC)
B. Cromatografia en columna
1. Cromatografia de gases (GC)
2. Cromatografia liquida (LC)
a. Cromatografia liquido-liquido

b. Cromatografia solido-liquido
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En la cromatografia de liquidos de alta resolucion o CLAR por sus siglas en espaiiol
(HPLC, por sus siglas en inglés), el principio cromatografico puede ser considerado como
un conjunto de fuerzas que compiten de manera selectiva por un compuesto (analito o
soluto) para, por una parte fijarlo al relleno de la columna o fase estacionaria, o llevarlo
disuelto en los liquidos que fluyen a través de la columna o fase moévil (Rubinson y
Rubinson, 2000). Los diferentes tipos de fuerza entre fase estacionaria y solutos que

definen los distintos tipos de cromatografia de liquidos se presentan en la Tabla 2.5.

Tabla 2.5. Tipos de cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) (Rubinson y

Rubinson, 2000)

Proceso Fuerzas Nombre alternativo Denominacién
cromatografico implicadas en espafiol
Adsorcion- De adsorcion Liquido-soélido CLS
reparto
Particion De particion Liquido-Liquido CLL
I6nicas De intercambio CIE

i6nico

De par idénico | -----------—--- CPI

De supresion

i6nica
Penetrabilidad De exclusion | Cromatografia de CEM
en poros molecular geles  (filtracion o

permeacion)

En la de particion la fase estacionaria es liquida y es necesario ligarla sobre particulas
inertes (generalmente silice) para que permanezca fija en la columna. Hoy en dia los grupos
funcionales se fijan mediante enlace quimico a las particulas del relleno o empaque, lo que
permite a la fase estacionaria resistir las altas presiones aplicadas en CLAR. Hay dos
posibilidades en la cromatografia de particion: cromatografia en fase normal y en fase
reversa. En esta investigacion se trabajo con cromatografia de particion con fase reversa

(Pérez et al., 2010).
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En la cromatografia de fase reversa la fase estacionaria es no polar y la fase movil es polar
respecto de la muestra, por ejemplo, con grupos Cg 6 C;s. La cromatografia de particion en
fase inversa es la mas utilizada de todas las técnicas CLAR, pues las fases moviles polares
permiten separar una amplia variedad de compuestos de interés bioquimico, farmacologico
o quimico. En fase inversa la retencion estd basada en una atraccion primaria entre la fase
estacionaria y la region no polar del analito. El orden de elucién es de hidrofilico a
hidrofobico, de polar a no polar. Para aumentar la retencion de un compuesto, es necesario
aumentar la polaridad de la fase movil. La fase estacionaria mas comin es C;s. Las fases
moéviles mds comunes son; acetonitrilo, metanol, tetrahidrofurano, etc., con agua como

componente de la fase movil (Cedillo-Ramirez 2002).

2.7.1 Instrumentacion

Los componentes esenciales que forman parte de un cromatografo de liquidos de alta

resolucion se muestran en la Figura 2.7 y, a continuacion, se describen cada uno.

A. Fase movil

Aunque no es parte del instrumental propiamente dicho, es importante recalcar ciertos
aspectos importantes de la fase movil como son: el de disolver a la muestra; debe ser de alta
pureza; tener baja viscosidad; ser compatible con el tipo de detector; tener polaridad
adecuada; ser inerte y no toxico y ser barato o accesible. Los disolventes mas utilizados en
cromatografia de liquidos son: hexano-cloruro de metileno, cloroformo, tetrahidrofurano,
acetonitrilo, isopropanol, metanol y agua. La fase movil se puede almacenar en recipientes
de vidrio, acero inoxidable o plastico inerte. La toma del disolvente generalmente se hace
filtrando previamente, con el objetivo de retener las pequefias particulas que pueden
obstruir y dafar el sistema de bombeo y la columna (Skoog y West, 2001). Muchas veces,
en especial con fases moviles polares, hay una tendencia del oxigeno y otros gases a
disolverse en el liquido, que dentro del instrumento forman burbujas que pueden afectar el
sistema de bombeo, disminuir la eficacia de la columna y afectar el funcionamiento del

detector, por lo que es conveniente desgasificar los disolventes.
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Figura 2.7. Componentes basicos de un equipo de CLAR (Pérez et al., 2010)

Dependiendo de si la fase movil mantiene la composicion durante la corrida o varia, se

pude trabajar bajo dos formas (Skoog y West, 2001):

e Isocratica. Se mantiene el mismo poder de elucion; esto es, que se mantiene la
misma composicion de la fase movil (la proporcion del disolvente o los disolventes
que la constituyen no varian durante el tiempo que dure el andlisis en el
cromatografo).

e (radiente de elucion. Se varia el poder de elucion, lo cual provoca una variacidén en
la composicion de la fase movil durante el tiempo que dura el andlisis

cromatografico.

B. Sistema de bombeo

Las columnas que se utilizan en la cromatografia de liquidos estan rellenas de materiales
especiales de particulas muy pequefias, lo cual hace que la resistencia al flujo de la fase
movil sea muy elevada. Por esta razon, se requiere un sistema de bombeo que haga fluir la
fase movil a un flujo razonable, pues de lo contrario los analisis serian excesivamente
lentos. Los aspectos mas importantes del sistema de bombeo son:

e Presion maxima de operacion (usualmente 400 atm)
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e Intervalo de volumenes obtenibles ( entre 0.5 y 10 mL min™)
e Reproducibilidad y constancia del flujo (aproximadamente 1%)

e Caracteristicas de flujo (continuo a pulsado)

De acuerdo con las caracteristicas de funcionamiento y de disefio, se pueden considerar

basicamente dos tipos de bombas: bombas neumaticas y bombas mecanicas.

En lo que atafie a las mecanicas existen dos tipos distintos:
e Bombas “reciprocantes” (piston o diafragma)

e Bombas de desplazamiento continuo

Debido a que se trabajo con un cromatografo de liquidos que tiene integrada una bomba de

doble pistdn (reciprocante), solo se explicara el funcionamiento de dicha bomba.

La forma en como opera dicha bomba es la siguiente: mediante el movimiento de dos
pistones sincronizados, los cuales tienen un sistema de valvulas (Ilamadas valvulas “check”
que son esferas usualmente de cuarzo o zafiro), que alternadamente se abren y cierran, se
llenan y vacian alternamente una pequefia camara, con el fin de que mientras uno de los
pistones carga la camara de fase movil, el otro piston expulsa hacia el sistema
cromatografico; con esto es posible mantener volimenes y flujos constantes y eliminar las

posibilidades de afectar el sistema cromatografico (Alcala-Silva, 2007).

C. Inyector

El sistema de inyeccion de muestra que mas se emplea se basa en bucles o “loops” de
muestra, que son tubos enrollados en forma de bucles o valvulas dosificadoras que permiten
una aplicacion cuantitativa y reproducible a presion elevada (Pérez et al., 2010). Es el
dispositivo por el cual la muestra es introducida al sistema cromatografico éste puede ser
manual, empleando una jeringa de volumen adecuado o automatico como lo es en este
trabajo, empleando un dispositivo también llamado automuestreador; es el mas usado
actualmente, ya que minimiza los errores. Los volimenes que se manejan van de 5 a 200

pL (Cedillo-Ramirez, 2002). Para este estudio el volumen inyectado fue de 20 pL.
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D. Columna

En todo sistema cromatografico, ya sea en fase liquida o gaseosa, la columna es la parte
mas importante del sistema, puesto que en ella se lleva a cabo la separacion de los
componentes de la muestra en estudio. A continuaciéon se hace una descripcion de las

caracteristicas generales de ésta.

Bésicamente, la columna consiste en un segmento de tubo de algun material inerte
(usualmente acero inoxidable), de didmetro uniforme y capaz de resistir altas presiones. La
longitud de la columna es, por lo general, de entre 10 y 30 cm, aunque en ocasiones puede
ser mas larga o mas corta. El didmetro en la mayoria de los casos es de 1-4 mm, pero en
columnas de tipo preparativo es de hasta mas de 1 cm. Los empaques tienen un tamafio de

particula de 5 a 10 pum (Skoog y West, 2001).

E. Detector
Es el instrumento que mide en forma continua algunas propiedades fisicoquimicas de los

componentes de la muestra, generando una sefial conforme éstos salen de la columna.

Al considerar un detector en términos de su aplicacion a un cierto problema o evaluar las
cualidades de un cierto disefio, deben tenerse en cuenta ciertas propiedades generales, tales

como (Skoog y West, 2001):

e Respuesta: puede ser universal o selectiva, segun la capacidad que tenga el detector
de trabajar con todo tipo de compuestos o con s6lo un tipo de compuesto especifico.

e Sensibilidad: Es la razén entre la sefial generada y la cantidad de muestra que
produce dicha sefial.

e Ruido: Es la variacion en la sefial del instrumento que no es atribuida a la muestra y
que puede ser producida por alguna falla electronica, variaciones en el flujo o
temperatura, fluctuaciones del voltaje o burbujas de aire atrapadas en el detector,

entre otras.
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e Linecalidad: Para utilizar la sefial generada por el detector como una medida
cuantitativa, dicha sefial debe guardar una relacion lineal con la concentracion de la
muestra.

e Estabilidad: Un buen detector debe ser insensible a los cambios de temperatura y a
la variacion del flujo. Los mas usados son:

o Detector UV

o Detector de indice de refraccion

o Detector de fluorescencia

o Detector de fluorescencia inducida por laser

o Detectores electroquimicos.

El detector utilizado en el andlisis de edulcorantes en esta investigacion fue un detector
UV-Visible de longitud de onda variable. Su funcionamiento se basa en la absorcion de la
luz por parte de la muestra al pasar a través de ella un haz de luz ultravioleta. Los analitos
contenidos en la muestra que absorben dicha luz son llamados cromdéforos y en general son
compuestos con dobles ligaduras conjugadas y sistemas aromaticos, también pueden

absorber iones de compuestos inorganicos y algunos cationes de los metales de transicion.

F. Sistema de adquisicion y procesamiento de datos (registrador)

Como su nombre lo indica, el objetivo de este sistema es adquirir las sefiales generadas por
la muestra en el detector y procesar las mismas para hacer una representacion grafica
(cromatograma); esto se puede lograr mediante un registrador, un integrador electréonico o

una computadora (Alcala-Silva, 2007).

2.8 Muestreo estadistico

Una condicion fundamental para realizar un estudio estadistico de cualquier tipo es
considerar que los resultados que se obtengan sean confiables. Las técnicas del muestreo se

utilizan frecuentemente cuando no es posible contar o medir todos los elementos de la

poblacion debido al alto costo que esto implica y a la imposibilidad de acceder a la misma.
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El uso del muestreo se extiende al estudio de diversos fendmenos sociales, educativos, de
salud, econdémicos y politicos. El muestreo estadistico es aquel que utiliza técnicas
originadas en el calculo matematico y de probabilidades. Es condicion esencial que, en el
caso de aplicarse muestreos estadisticos, la seleccion de la muestra sea hecha enteramente
al azar, es decir, que todos y cada uno de los componentes del universo tenga la misma

probabilidad de integrar la muestra a extraerse (Vivanco, 2005).

2.8.1 Concepto de muestreo

La expresion “muestreo”, define al proceso de inferir conclusiones acerca de un conjunto
de elementos (generalmente llamado “universo” o “poblacidén”) mediante el estudio del
comportamiento de un cierto nimero de esos elementos (normalmente denominado
“muestra”) empleando técnicas estadisticas. La muestra debe ser representativa y, por lo
tanto, util. Debe de reflejar las similitudes y diferencias encontradas en la poblacion, es
decir, ejemplificar las caracteristicas de ésta. Los errores mas comunes que se pueden

cometer al tomar una muestra son:

1. Hacer conclusiones muy generales a partir de la observacion de soélo una parte de la
poblacion. Se le denomina error de muestreo
2. Hacer conclusiones hacia una poblacion mucho més grande de la que originalmente

se tomo la muestra. Se llama error de inferencia (Anoénimo, 2010c).
2.8.2 Tipos de muestreo
Los autores proponen diferentes criterios de clasificacion de los diferentes tipos de

muestreo, aunque en general pueden dividirse en dos grandes grupos: métodos de muestreo

probabilistico y métodos de muestreo no probabilistico (Malhotra, 2004).
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2.8.2.1 Métodos de muestreo probabilistico (Malhotra, 2004)

Los métodos de muestreo probabilistico son aquellos que se basan en el principio de
equiprobabilidad. Es decir, aquellos en los que todos los individuos tienen la misma
probabilidad de ser elegidos para formar parte de una muestra y, consiguientemente, todas
las posibles muestras de tamafio n tienen la misma probabilidad de ser seleccionadas. Solo
estos métodos de muestreo probabilistico aseguran la representatividad de la muestra
extraida y son, por tanto, los mas recomendables. Los muestreos probabilisticos pueden ser

con o sin reemplazo:

= Los muestreos con reemplazo son aquellos en los que una vez que ha sido
seleccionado un individuo (y estudiado) se le toma en cuenta nuevamente al elegir
el siguiente individuo a ser estudiado

= Los muestreos sin reemplazo son los que una vez que se ha tomado en cuenta un
individuo para formar parte de la muestra, no se le vuelve a tomar en cuenta

nuevamente.

Las técnicas de muestreo estadistico que se mencionardn son basicamente cuatro: el

aleatorio simple, sistematico, estratificado y por conglomerados.

¢ Muestreo aleatorio simple: El procedimiento empleado es el siguiente: 1) se
asigna un namero a cada individuo de la poblacion y 2) a través de algin medio
mecanico (bolas dentro de una bolsa, tablas de numeros aleatorios, numeros
aleatorios generados con una calculadora u ordenador, etc.), se eligen tantos sujetos
como sea necesario para completar el tamafio de muestra requerido. Este
procedimiento, atractivo por su simpleza, tiene poca o nula utilidad practica cuando
la poblacidn que se maneja es muy grande.

¢ Muestreo aleatorio sistematico: Este procedimiento exige, como el anterior,
numerar todos los elementos de la poblacion, pero en lugar de extraer n numeros
aleatorios so6lo se extrae uno. Se parte de ese nimero aleatorio i, que es un nimero

elegido al azar, y los elementos que integran la muestra son los que ocupa los
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lugares 1, itk, i+2k, i+3k,...,i+(n-1)k, es decir se toman los individuos de k en k,
siendo k el resultado de dividir el tamafno de la poblacion entre el tamafio de la
muestra: k= N/n. El nimero 1 que se emplea como punto de partida serd un numero
al azar entre 1 y k. El riesgo este tipo de muestreo estd en los casos en que se dan
periodicidades en la poblaciéon ya que al elegir a los miembros de la muestra con
una periodicidad constante (k) se puede introducir una homogeneidad que no se da
en la poblacion.

Muestreo aleatorio estratificado: Trata de obviar las dificultades que presentan los
anteriores ya que simplifican los procesos y suelen reducir el error muestral para un
tamafio dado de la muestra. Consiste en considerar categorias tipicas diferentes
entre si (estratos) que poseen gran homogeneidad respecto a alguna caracteristica
(se puede estratificar, por ejemplo, segun la profesion, el municipio de residencia, el
sexo, el estado civil, etc.). Lo que se pretende con este tipo de muestreo es
asegurarse de que todos los estratos de interés estaran representados adecuadamente
en la muestra. Cada estrato funciona independientemente, pudiendo aplicarse dentro
de ellos el muestreo aleatorio simple o el estratificado para elegir los elementos
concretos que formaran parte de la muestra. En ocasiones las dificultades que
plantean son demasiado grandes, pues exige un conocimiento detallado de la
poblacion (Tamano geografico, sexos, edades,...).

Muestreo aleatorio por conglomerados: Los métodos presentados hasta ahora
estan pensados para seleccionar directamente los elementos de la poblacion, es
decir, que las unidades muestrales son los elementos de la poblacion. En el muestreo
por conglomerados la unidad muestral es un grupo de elementos de la poblacion que
forman una unidad, a la que llamamos conglomerado. Las unidades hospitalarias,
los departamentos universitarios, una caja de determinado producto, etc., son
conglomerados naturales. El muestreo por conglomerados consiste en seleccionar
aleatoriamente un cierto numero de conglomerados (el necesario para alcanzar el
tamafio muestral establecido) y en investigar después todos los elementos

pertenecientes a los conglomerados elegidos.
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CAPITULO I1I

METODOLOGIA

3.1 Material

Los materiales empleados en esta investigacion fueron:

(@]

o

o

Espatula

Matraces aforados Erlenmeyer de 100, 50 y 25 mL

Probeta 100 y 20 mL

Micropipetas: transferpette (100 - 1000 uL)

Acrodiscos con tamafio de disco de de poro de 0.20 pm y 47 mm de didmetro, Nylon
Varian

Equipo de filtracion rapida Sartorius

Viales de 20, 5y 1.5 mL

Frascos contenedores fase movil (1000 y 500 mL) Schott Duran

3.2 Muestra

Los edulcorantes artificiales de marca comercial fueron adquiridos en tiendas de

autoservicio con las caracteristicas que se muestran en la Tabla 3.1.

Los edulcorantes naturales fueron adquiridos en Reactivos Analiticos AlyT en botes de 15

kg para la fructosa y 10 kg para la sacarosa.

Las muestras se mantuvieron en sus empaques cerrados a temperatura ambiente. No se

realizd ninglin tratamiento previo a su analisis.
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Tabla 3.1. Caracteristicas de las muestras

Marca Comercial

Contenido segun la etiqueta

Presentacion/No. de lote

Equal

Dextrosa, maltodextrosa, aspartame
(concentraciones desconocidas)

Caja con 250 sobres de
1g / 608N28

Sweet'n Low

Dextrosa, 3.3%; sacarina, cremor
tartaro (tartrato de sodio comercial),
silicato de calcio como antiaglomerante
(concentraciones desconocidas)

Caja con 227 g de
sacarina / 21847

Splenda Dextrosa, maltodextrina, sucralosa | Caja con 400 sobres de
(concentraciones desconocidas) 1 g/ 1348N3

Sussly Plus Dextrosa, aspartame, acesulfame de K | Caja con 100 sobres de
(concentracion desconocida), dioxido | 1 g/J10608

de silicio como antiaglomerante

No se encontro*

Acesulfame de K

Frasco de 100g

*Reactivo analitico Fluka analytical, >99.0% HPLC

3.3 Reactivos

Estandar de aspartame (Sigma-Aldrich), estindar de acesulfame de potasio (reactivo HPLC,
>99.0% Fluka), estdndar de sucralosa (reactivo HPLC, >98.0%, Sigma-Aldrich), estandar

de sacarina de sodio (reactivo HPLC, >98.0% Sigma-Aldrich), estdndar de sacarosa

(Golden-Bell), estandar de fructosa (Sigma-Aldrich), acetonitrilo (reactivo HPLC, >99.0%,

JT Baker), agua desionizada (agua Lab Industrias Maran S.A. de C.V.), fosfato monobasico

de potasio (KH,PO4) (99%, Merck), acido acético (reactivo analitico, JT Baker), acido

fosforico (reactivo analitico, JT Baker), acido nitrico (reactivo analitico, JT Baker), metanol

(reactivo HPLC, >99.0%, JT Baker).

3.4 Equipo

e Balanza de un plato Fissons

e Vortex (Scientific Industries)

e (Cromatografo de liquidos de alta resolucion con bomba terciaria Varian, modelo

9012, automuestreador Varian modelo 9100, columna analitica de acero inoxidable
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Pickering Laboratories empacada con silice nucleosil 5 p, Cig; detector UV 9065
Polichrom; software Varian Star Workstation version 4.5

e Bafo ultrasonico Bransonic, modelo 1210, frecuencia 47 kHz, potencia S80W,
modelo 1210R-MT.

3.5 Condiciones cromatograficas

Las condiciones que a continuacion se muestran en la Tabla 3.2, fueron utilizadas para los 6

edulcorantes a analizar. La fase movil estd conformada por las soluciones A y B.

Tabla 3.2. Condiciones cromatograficas

Solucion (A): 3% acetonitrilo en una solucion 0.02 M KH,PO, ajustando el pH a
5 con 10 mL de solucién amortiguadora para 1000 mL. Solucion

amortiguadora respecto del &cido acético

Solucion (B): 20% acetonitrilo en una solucion 0.02M KH,PO, ajustando el pH
a 3 con 8mL de solucion amortiguadora para 1000 mL. Solucion

amortiguadora respecto del acido fosforico

Flujo fase movil 1.0 mL min™
Longitud de onda 254 nm
'Volumen de inyeccion 20uL

Con base en lo encontrado en la literatura (Lawrence y Charbonneau, 1988), se decidi6 usar
las soluciones A y B como componentes de la fase movil. Se prepar6 una disolucion de los
. . ., -1 ..,
seis edulcorantes en estudio con una concentracion de 100 mg mL™'; para cada composicion

de la fase movil.

Las composiciones probadas de dicha mezcla se encuentran en proporciones que van de
100% (A):0% (B) que cambian a 0% (A):100% (B), en un tiempo de 15 minutos de corrida,
con objeto de eluir los seis edulcorantes seleccionados. Se escogid este gradiente para que

la resolucion de los picos fuera la adecuada.
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Las inyecciones realizadas en la determinacién de la proporcion de la fase movil se
analizaron a diferentes longitudes de onda para determinar aquélla donde hubiera una
mayor absorbancia. Las longitudes de onda probadas fueron: 195, 200, 210, 220, 234, 239,
y 254 nm.

3.6 Curvas de calibracion

Utilizando los pardmetros y gradientes establecidos para realizar las curvas de calibracion
de los seis edulcorantes se prepararon 10 disoluciones de cada uno de los compuestos de

interés de la siguiente manera:

Para los edulcorantes acesulfame de potasio, aspartame y sacarina se prepararon soluciones
madre de concentracion 100 mg L™, pesando 0.01 g de edulcorante y aforando a 100 mL,
respectivamente. A partir de esta solucion madre se tomaron alicuotas con la micropipeta

de: 1500, 1350, 1200, 1050, 900, 750, 600, 450, 300 y 150 uL y se aforaron a 1.5 mL.

Para la sucralosa se prepard una solucidn de concentracién 10,000 mg L, pesando 1 g de
edulcorante y se afor6 a 100 mL. A partir de esta solucion madre se tomaron alicuotas con
la micropipeta de: 1500, 1350, 1200, 1050, 900, 750, 600, 450, 300 y 150 uL y se aforaron
a 1.5mL.

Por ultimo, para la fructosa y la sacarosa se prepararon soluciones de concentracion de
100,000 mg L', pesando 10 g de edulcorante y se aforaron a 100 mL, respectivamente. A
partir de esta solucion madre se tomaron alicuotas con la micropipeta de: 1500, 1350, 1200,

1050, 900, 750, 600, 450, 300 y 150 uL y se aforaron a 1.5 mL.

Las 10 disoluciones estdndar de cada uno de los edulcorantes: acesulfame de potasio,
aspartame y sacarina (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 mg L'l), sucralosa (1000, 2000,
3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000, 9000, y 10,000 mg L"), fructosa y sacarosa (10000,
20000, 30000, 40000, 50000, 60000, 70000, 80000, 90000 y 100000 mg L™). Se inyectaron
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por triplicado y se obtuvieron las curvas de calibracion, mismas que se analizaron

estadisticamente para corroborar su linealidad calculando el coeficiente de correlacion (R?).

Precision

La precision del sistema en el caso especifico de este estudio se evalué mediante la medida
del area de los picos correspondientes a 5 inyecciones de una solucion estandar de cada
edulcorante a una concentracion correspondiente a la mitad de la curva de calibracion. Con
los datos obtenidos se calculd la media ( x), la desviacion estandar (S), asi como el

coeficiente de variacion (CV).

Limites de detecciéon

Se evaluaron los limites de deteccion para los edulcorantes acesulfame de potasio,
aspartame y sacarina preparando disoluciones de concentracion (5, 3, 1, 0.5 y 0.1 mg L™);
para sucralosa disoluciones de concentracion (500, 300, 100, 50 y 10mg L") y para

sacarosa y fructosa disoluciones de concentracién (5000, 3000, 1000, 500 y 100 mg L)

El criterio de evaluacion para el limite de deteccion fue con base a tres veces el ruido que
presenta el cromatograma. Esto hace innecesaria la cuantificacion del pico correspondiente

a cada edulcorante.

3.7 Analisis de edulcorantes comerciales

Para los edulcorantes comerciales Equal, Splenda y Sussly Plus se pesaron los contenidos
de los sobres para verificar su masa real. En el caso de Sweet'n Low, que se encuentra en
una presentacion a granel, se pesaron muestras de 1 g, homogeneizando previamente el
contenido de la caja. Cada muestra se afor6 a 100 mL con agua desionizada. Estas
soluciones se inyectaron por triplicado en el cromatégrafo de liquidos. Para obtener la
concentracion de cada edulcorante presente en las muestras se obtuvo el promedio del area

bajo la curva de las tres inyecciones respectivas a cada muestra. Este dato se interpol6 en
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las ecuaciones obtenidas de cada curva de calibracion. La concentracion obtenida se

compar6 con la reportada en la etiqueta y se calcul6 la desviacion estandar (S).

3.8 Disefo muestral

3.8.1 Objetivo del muestreo

Obtener informacion estadistica sobre las distintas presentaciones de edulcorantes con la
. . . . .., ., -1
finalidad de determinar si existe o no variacion en la concentracion en mg g~ de cada uno

de los edulcorantes en estudio.

3.8.2 Método de muestreo

Se realizd un muestreo estadistico de cada uno de los edulcorantes naturales y artificiales de
acuerdo con la presentacion comercial con la que se contaba en los Laboratorios 301, 302 y
303. Se tomaron cajas y botes cerrados, sellados y en buenas condiciones. Considerando
que la poblacion (N) son los “edulcorantes”, el método de muestreo utilizado es el muestreo
aleatorio estratificado sin reemplazo. Los estratos estdn representados por los diferentes
tipos de edulcorante sefalados en la Tabla 3.3. Como cada estrato funciona

independientemente, se aplicd dentro de ellos el muestreo aleatorio simple.

3.8.3 Variable en estudio

La caracteristica medible de cada estrato fue la concentracion del contenido de edulcorante
en mg g'. La medicion se hizo por CLAR en las muestras tratadas como se sefiald en el
punto 3.7.

3.8.4 Calculo del tamaino de la muestra

Para poder calcular el tamafio de muestra adecuado de los estratos 1, 2 y 3, se realiz6é una

prueba piloto para estimar la varianza. Se tomé n=10 fija para los estratos 1, 2 y 3. A su
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vez, se escogieron aleatoriamente las muestras de cada caja por medio de una hoja de

calculo en Excel (Anexo 2) (Andénimo, 2010d; Gonzalez, 2004), de donde se genero la

secuencia de valores aleatorios entre 1y “n”.

Tabla 3.3. Estratos de la poblacion "edulcorantes'

Estrato

Edulcorante

1

Caja de EQUAL con 250 unidades de 1g

Caja de SPLENDA con 400 unidades de 1g

Caja de SUSSLY PLUS con 100 unidades de 1 g

Caja de SWEET'N LOW de 227 g a granel

Bote de reactivo analitico AlyT de FRUCTOSA de 10 kg a granel

2
3
4
5
6

Bote de reactivo analitico AlyT de SACAROSA de 15 kg a granel

Con los resultados obtenidos de la prueba piloto, se calculé la varianza y se utilizo la

siguiente formula para calcular n (Vivanco, 2005):

donde:

e = Error maximo admisible

Z.» =Valor tabulado del coeficiente de confianza

N =Tamafio de la poblacion

S? =Varianza de la poblaciéon

considerando un intervalo de confianza del 95% y un error relativo no mayor al 1%. Si la n

calculada es mayor a n=10 s6lo se analizan las muestras restantes.
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3.8.4.1 Muestreo a granel

Para los estratos 4, 5 y 6 cuya presentacion es a granel, la muestra se seleccion6
aleatoriamente realizando un sondeo en la superficie del lote en varios lugares. Este sistema
esté ilustrado en la Figura 3.1 y consistid en sondear cinco lugares: un sondeo en el centro
(A), un sondeo en cada una de las esquinas opuestas (B; y B;) y, el ultimo sondeo, en cada
una de las dos esquinas restantes (C; y C,) (Anonimo, 2009). Por lo tanto n=5 para los

estratos 3, 5y 6.

B, G

Cz l32

Figura 3.1. Muestreo de productos a granel (Anénimo, 2009)

3.8.5 Analisis descriptivo de los datos

Se realizo un analisis descriptivo de los datos obtenidos. Este analisis proporcion6 una idea
de la posible distribucion de probabilidad que tenian los datos con el pardmetro de
centralizacion: media; asi como sus parametros de dispersion; varianza, desviacion estandar

y coeficiente de variacion.

3.9 Analisis de las bebidas suministradas en su dieta a las ratas

La preparacion se realizé de acuerdo con las bebidas suministradas en la dieta para modelos
animales (ratas) del proyecto de “Efectos biologicos de edulcorantes naturales y artificiales

en modelos animales” como se muestra en la Tabla 3.4. Todas las bebidas se inyectaron por

triplicado en el cromatdgrafo de liquidos
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3.10 Analisis estadisticos de los datos

Se emple6 un modelo estadistico basado en la t de Student, para poder concluir acerca de la
poblacion de edulcorantes con base en las muestras seleccionadas aleatoriamente de la
poblacion. En este caso se requiere saber si difieren estadisticamente la concentracion en
mg g reportada y la concentracion en mg g obtenida del analisis de muestreo estadistico,
que se realiz6 para cada estrato de la poblacion de edulcorantes por CLAR. Este analisis de
datos se realiz6 de forma individual para cada estrato. También se empled t de Student para

comparar la concentracion obtenida por CLAR entre las bebidas y el muestreo de los

sobres.
Tabla 3.4. Preparacion de bebidas
Nombre Edulcorante que Bebida Contenido de la bebida
comercial contiene
Reactivo Fructosa 1 21 g de fructosa en 300 mL de agua
analitico AlyT (70000 mg L™)
Reactivo Sacarosa 2 30g de sacarosa en 300 mL de agua
analitico AlyT (100000 mg L™
SWEET'N LOW Sacarina 3 1 sobre* en 250 mL de agua
(4000 mg L™)
SUSSLY Mezcla Acesulfame-K 4 1 sobre* en 250 mL de agua
y Aspartame (4000 mg L™)
EQUAL Aspartame 5 1 sobre* en 250 mL de agua
(4000 mg L™)
Splenda Sucralosa 6 1 sobre* en 250mL de agua
(4000 mg L™)
Reactivo Acesulfame-K 7 a) Solucion concentrada: 15 g se aforan
analitico Fluka a 100 mL; b) Se toman 0.25 mL de la
solucion concentrada y se agregan 250
mL (150 mg L™)

*El contenido del sobre indicado en la etiqueta es de 1g
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Condiciones cromatograficas (fase movil, Ayax)
Como se mencion6 en el capitulo anterior se utilizaron las soluciones A y B (Tabla 3.2)
como la fase mévil. En la Tabla 4.1 se muestran los gradientes de elucion mas adecuados
para la deteccion de los edulcorantes en estudio, asi como los tiempos de retencion que

permiten una deteccion simultdnea de los seis edulcorantes en una corrida de 15 minutos.

En la Tabla 4.1 se presentan las longitudes de onda de maxima absorcion seleccionadas.

Los cromatogramas obtenidos a partir de estas condiciones se presentan en el Anexo 1.

Tabla 4.1. Gradiente de elucion

% % t, Absorbancia
Clasificacion Edulcorante Solucién | Solucién | (min) Amax (NM)
Artificial Aspartame ;O 22) 10.43 220
Sacarina 95 5 12.40 239
Sucralosa 65 35 5.60 195
Acesulfame-K 100 0 6.5 254
Natural Fructosa 70 30 3.77 234
Sacarosa 45 55 2.36 200

tr=tiempo de retencion; Ay, —longitud de onda maxima

Las metodologias que se reportan en la literatura para el andlisis de los edulcorantes
sucralosa, fructosa y sacarosa, en su mayoria manejan la deteccién de estos edulcorantes
por IR. En esta metodologia se planted la deteccion por UV ya que algunos autores (Wasik

et al., 2007) mencionan que pueden ser detectados a longitudes de 200nm o menores. En
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este caso, la fructosa presentd una mayor absorbancia a los 234nm. Las concentraciones a
las que fueron detectados los picos de estos edulcorantes, representan concentraciones muy
elevadas. Sin embargo, para este estudio no afectaron estos valores ya que las
concentraciones a las cuales se elaboraron las bebidas suministradas en la dieta a los
modelos animales (ratas), entraron dentro de las concentraciones de las curvas de

calibracion realizadas.

En el Anexo 1, la Figura Al.1 muestra los picos de los seis edulcorantes (aspartame,
sacarina, sucralosa, acesulfame-K, fructosa y sacarosa) detectados simultaneamente al
elaborar una mezcla con las soluciones estandar. La metodologia descrita en este trabajo es
capaz de separar y cuantificar los 6 edulcorantes, aunque en este estudio no se analizaron
muestras con mas de un edulcorante a excepcion de la muestra de Sussly Plus, que contiene
una mezcla de aspartame y acesulfame-K. Una ventaja de esta metodologia es que pueden
analizarse con una sola inyeccidn y, ademas, considerando que una persona puede ingerir
varios edulcorantes con diferentes alimentos podria medirse su contenido en fluidos

corporales (sangre, orina, etc.).
4.2 Curvas de calibracion

Se realizaron seis curvas de calibracion, en donde se evaluaron por triplicado las 10
concentraciones correspondientes a los estandares de los edulcorantes y se integraron
respecto al area bajo la curva. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 4.2. En el
Anexo 2 se muestran las curvas de calibracion para los 6 edulcorantes. Los resultados
obtenidos presentan una tendencia lineal entre el area bajo la curva y la concentracion del
analito. Esto se corrobora con el calculo de la regresion lineal (R”) obtenida para cada curva

de calibracion, que cumple con lo establecido de R*> 0.98.

Precision

La precision es la medida de qué tan cercanos estan los valores de los datos uno del otro

para un numero de medidas bajo las mismas condiciones analiticas. En este estudio se
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evalud la repetibilidad y fue determinada por el célculo de la desviacion estandar y el
coeficiente de variacion de 5 inyecciones consecutivas de la concentracion correspondiente
a la mitad de la curva de calibracion de cada uno de los edulcorantes en estudio, los

resultados se muestran en la Tabla 4.3.

Tabla 4.2. Resultados de las curvas de calibracion de los 6 edulcorantes en estudio

Edulcorante m b R’

Acesulfame-K 23158.00 -2311.60 0.9994
Aspartame 9080.40 -506.71 0.9997
Sacarina 14769.00 -15359.00 0.9981
Sucralosa 84.74 393.68 0.9991
Fructosa 3.11 3896.20 0.9966
Sacarosa 1.33 -3303.90 0.9912

y= ma+b; y= drea bajo la curva; m= pendiente; a=concentracién; b=
ordenada al origen; R’= coeficiente de correlacidn

Tabla 4.3. Resultados de precision para cada edulcorante

Edulcorante X S Cv
Acesulfame-K 1162354.00 11384.91 0.98
Aspartame 441599.33 1272.54 0.29
Sacarina 738253.60 5070.01 0.69
Sucralosa 429693.20 3810.10 0.89
Fructosa 160876.80 1304.85 0.81
Sacarosa 62239.20 695.43 1.12

X= promedio area bajo la curva; S= desviacidén estandar; CV= coeficiente de
variacién
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El desempefio del equipo de cromatografia bajo las condiciones establecidas es bueno, ya
que se obtuvo un coeficiente de variacion para cada edulcorante menor al 2%. Esto indica
que la cromatografia es un buen método para la determinaciéon de los edulcorantes en
estudio, aunque no se estdn considerando las variaciones debidas a la manufactura y el

procedimiento de preparacion de las muestras en el laboratorio.

Limites de deteccion

Después de haber inyectado por triplicado las disoluciones para cada edulcorante de
concentraciones pre-establecidas, como se indico en el capitulo anterior, se analizaron los
cromatogramas y se determinaron los limites de deteccion de la concentracion a la cual se
pudo observar de manera adecuada el pico correspondiente a cada uno de los edulcorantes,

sin que se confundiera con el ruido del sistema (Tabla 4.4).

Tabla 4.4. Limite de deteccion de edulcorantes

Edulcorante Concentracion mas baja (mg*L'l)
Acesulfame-K 0.5
Aspartame 1.0
Sacarina 0.1
Sucralosa 300.0
Fructosa 5000.0
Sacarosa 8000.0

4.3 Analisis de edulcorantes comerciales

Con las condiciones pre-establecidas para cada edulcorante, se inyectaron las muestras de
los edulcorantes comerciales, para las cuales no se requirié un tratamiento previo, ya que
los picos obtenidos no presentan interferencias por otros compuestos, puesto que estan

disueltas en agua grado cromatografico, ( HPLC por sus siglas en inglés) para las
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preparadas en los laboratorios y en agua potable para las suministradas a los animales
modelo. En la Tabla 4.5 se muestran las concentraciones reportadas en la etiqueta (o en la
Pagina de la empresa fabricante cuando la etiqueta no sefialaba ninguna concentracion) y
las concentraciones obtenidas por CLAR. Como se puede observar, los valores de
desviacion estandar varian de 0.48 a 1.51, siendo el aspartame de Sussly Plus, donde se
presenta la mayor desviacion estandar con respecto a lo reportado en la bibliografia, ya que

en las cajas de los edulcorantes comerciales no viene reportada esta concentracion.

Tabla 4.5. Resultados de la cuantificacion de sobres comerciales

Nombre Edulcorante Concentracion | Muestra Area Concentracion S
comercial mg g . mg promedio mg g'1
Reportada CLAR
Equal | Aspartame 36 1.02 672056.00 37.03 0.73
Sweet'n | Sacarina 33 1.01 4978534.00 33.63 0.44
Low
Splenda | Sucralosa 11 0.99 84817.00 9.96 0.73
Sussly | Acesulfame- 11 1.04 | 2384930.33 10.31 0.48
Plus K+
13 985699.67 10.86 1.51
aspartame

4.4 Disefio muestral
4.4.1 Prueba piloto

Se tomd n=10 fija para cada estrato y como se indico en punto 3.8.4 del capitulo anterior,

las muestras fueron elegidas de forma aleatoria por medio de una hoja de calculo en Excel.
Los resultados obtenidos de la prueba piloto para los estratos 1, 2 y 3 se muestran en las

Tablas 4.6, 4.7 y 4.8, a partir de los cuales se estimo la varianza de la concentracion en mg

g’ para poder calcular el tamafio de muestra adecuado.

71



Tabla 4.6. Resultados de la prueba piloto para el estrato 1 "Equal"

Edulcorante concentracion S cv s’
promedio mg g*
Aspartame 37.43 0.26 0.69 0.06

S= desviacidn estandar; CV= coeficiente de variacién; S*=varianza

Tabla 4.7. Resultados de la prueba piloto del estrato 2 "Splenda"

Edulcorante concentracion S cv s’
promedio mg g*
Sucralosa 9.99 0.27 2.73 0.07

. . s . . . . 2 .
S= desviacion estandar; CV= coeficiente de variacion; S"=varianza

Tabla 4.8. Resultados de la prueba piloto del estrato 3 "Sussly Plus"

Edulcorante concentracion S cv s?
promedio mg g™
Aspartame 10.86 0.13 1.21 0.02
Acesulfame —K 10.09 0.08 0.78 0.006

. .y , . . . .z 2 .
S= desviacidn estandar; CV= coeficiente de variacion; S“=varianza

4.4.2 Calculo del tamaiio de la muestra

A partir de la prueba piloto se calculd “n” para los estratos 1, 2 y 3, como se indic6 en el
punto 3.8.4. Se obtuvieron los resultados sefialados en la Tabla 4.9. Los valores obtenidos
se redondearon para tomar muestras enteras. Y, como se menciond anteriormente, se
incluyeron las muestras utilizadas en la prueba piloto. Las muestras restantes también

fueron elegidas de forma aleatoria.
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Tabla 4.9. Tamaio de la muestra "n"

Estrato N
1 12.07
2 14.30
3 3.25-2.56

De acuerdo con la # calculada, se realiz6 el analisis de las muestras restantes. Para el estrato
1 fueron 2 muestras (mas las 10 realizadas en la prueba piloto), para el estrato 2 fueron 4
muestras (mas las 10 realizadas en la prueba piloto) y, en el caso del estrato 3, la n
calculada fue menor al nimero de muestras fijado para la prueba piloto (fueron 3). Se

muestran los resultados obtenidos de las 10 muestras tomadas.

En el caso de los estratos 4, 5 y 6 se tomd n=5 fijo, ya que las muestras vienen en

presentacion a granel y se supone son homogéneas.

4.4.3 Analisis descriptivo de los datos

Los resultados obtenidos del muestreo para cada estrato se muestran de la Tabla 4.10 a la
Tabla 4.15. Los parametros estadisticos que caracterizaron este estudio fueron la media, la
desviacion estdndar o, preferiblemente, el coeficiente de variacion (desviacion estandar
relativa). Este pardmetro permitié evaluar la incertidumbre en la estimacion de la media, es
decir, el error aleatorio que se correspondio con la dispersion de los datos alrededor de la

media.

El coeficiente de variacién de la concentracién obtenida en mg g™ fueron, para los estratos
1,2,3,4,5y6, los valores de 0.65, 1.62, 1.21 y 0.78, 0.62, 0.74 y 1.02%, respectivamente.
Estos valores, al ser menores al 5%, indican que la distribucién de los mismos no estd muy

dispersa (hay poca dispersion de los datos entre si).
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Tabla 4.10. Resultado del muestreo al estrato 1 “Equal”

Edulcorante Aspartame
Sobre 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Area 1 676604 674523 682722 673918 677864 686155 672049 682495 681363 680234 682049 681567
Area 2 678278 673298 684336 670625 677497 686850 674017 681673 682219 682674 684017 682016
Area 3 679402 673417 684783 674977 679931 685987 673535 683925 680529 681452 683535 681997
X 678094.67 | 673746.00 | 683947.00 | 673173.33 | 678430.67 | 686330.67 | 673200.33 | 682697.67 | 681370.33 | 681453.33 | 683200.33 | 681860.00
S 1407.98 675.53 1084.17 2269.55 1312.22 457.53 1025.80 1139.60 845.02 1220.00 1025.80 253.92
Ccv 0.21 0.10 0.16 0.34 0.19 0.07 0.15 0.17 0.12 0.18 0.15 0.04
Masa de cada sobre
(2) 1.027 1.020 1.020 1.014 1.022 1.028 1.031 1.022 1.028 1.022 1.020 1.013
Conc., mg L! 74.73 74.25 75.38 74.19 74.77 75.64 74.19 75.24 75.09 75.10 75.28 75.14
Conc., mg g" 37.37 37.13 37.69 37.10 37.38 37.82 37.10 37.62 37.55 37.55 37.64 37.57
Cantidad por sobre
(mg) 38.38 37.87 38.44 37.61 38.21 38.88 38.25 38.45 38.60 38.38 38.40 38.06

Concentracion promedio, mg g 37.46

S 0.24

cv 0.65

s’ 0.06

. , N " .z , . o . .z 2 o
X= promedio area bajo la curva; S= desviacion estandar; CV= coeficiente de variacién; S"=varianza
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Tabla 4.11. Resultado del muestreo al estrato 2 “Splenda”

Edulcorante Sucralosa
Sobre 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Area 1 83346 86022 85590 84904 83459 85761 81505 84434 86572 86408 85374 83700 84920 85146
Area 2 83900 86146 85130 84545 83960 85577 81478 84220 86580 86434 85447 84201 84736 85119
Area 3 83178 86081 85901 84954 83564 85906 81752 84700 86963 86573 85350 83805 85065 85393
X 83474.67 | 86083.00 | 85540.33 | 84801.00 | 83661.00 | 85748.00 | 81578.33 84451.33 | 86705.00 | 86471.67 | 85390.33 | 83902.00 | 84907.00 | 85219.33
S 377.81 62.02 387.89 223.11 264.21 164.88 151.00 24047 22347 88.71 50.52 264.21 164.88 151.00
Ccv 0.45 0.07 0.45 0.26 0.32 0.19 0.19 0.28 0.26 0.10 0.06 0.31 0.19 0.18
Masa de cada sobre
(2 1.017 0.996 0.982 0.991 1.001 0.993 1.004 1.005 0.998 0.999 0.983 1.030 0.994 1.020
Conc., mg L™ 980.39 | 1011.17| 1004.76 996.04 982.59 | 1007.21 958.01 99191 | 101851 | 1015.75| 1002.99 985.43 997.29 1000.98
Conc., mg g'l 9.80 10.11 10.05 9.96 9.83 10.07 9.58 9.92 10.19 10.16 10.03 9.85 9.97 10.01
Cantidad por sobre
(mg) 9.97 10.07 9.87 9.87 9.84 10.00 9.62 9.97 10.16 10.15 9.86 10.15 9.91 10.21

Concentracién promedio mg g™ 9.97

S 0.16

cv 1.62

s’ 0.04

. g N o .z , . o o . s 2 o
X= promedio area bajo la curva; S= desviacion estandar; CV= coeficiente de variacion; S"=varianza
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Tabla 4.12. Resultados del muestreo al estrato 3 '"Sussly Plus"

Edulcorante Aspartame
Sobre 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Area | 990977 983564 989788 981653 993407 975106 979902 953760 989013 985431
Area 2 996234 984831 984338 987985 995789 975138 986294 949924 988015 983420
Area 3 994671 982471 982973 984940 994981 974160 986913 953916 980145 984189
X 993960.67 | 983622.00 | 985699.67 | 984859.33 | 994725.67 | 974801.33 | 984369.67 | 952533.33 | 985724.33 | 984346.67
S 2699.53| 1181.07| 3605.78| 3166.77| 1211.35 555.64| 388147 2261.09| 4857.54] 1014.73
8% 0.27 0.12 0.37 0.32 0.12 0.06 0.39 0.24 0.49 0.10
Masa de cada sobre (g) 1.18 1.02 1.09 1.01 1.02 1.16 1.04 1.03 1.05 1.17
Conc., mg L 110 108 109 109 110 107 108 105 109 108
Conc.,mg g 10.95 10.84 10.86 10.85 10.96 10.74 10.85 10.50 10.86 10.85
Cantidad por sobre (mg) 12.95 11.04 11.81 10.96 11.20 12.45 11.26 10.76 11.39 12.69

concentraciéon promedio mg g’ 10.83

S 0.13

Ccv 1.21

s? 0.02

. g . . .z s . o o .z 2 o
X= promedio area bajo la curva; S= desviacion estandar; CV= coeficiente de variacion; S"=varianza
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Tabla 4.12. Resultados del muestreo al estrato 3 ""Sussly Plus" (continuacion)

Edulcorante Acesulfame de potasio
Sobre 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Area 1 2335014 2349909 2307494 2339721 2353672 2345633 2311772 2346652 2311817 2334937
Area 2 2337232 2349132 2306101 2331677 2359328 2345431 2305234 2345762 2319889 2339839
Area 3 2331094 2357440 2309953 2331968 2356192 2344319 2298776 2348759 2313831 2330015
X 2334446.67|2352160.33 | 2307849.33 | 2334455.33 | 2356397.33 | 2345127.67 | 2305260.67 | 2347057.67 | 2315179.00 | 2334930.33
S 3108.08 4588.80 1950.43 4562.52 2833.59 707.57 6498.04 1539.13 4201.44 4912.00
CV 0.13 0.20 0.08 0.20 0.12 0.03 0.28 0.07 0.18 0.21
Masa de cada
sobre (g) 1.18 1.02 1.09 1.01 1.02 1.16 1.04 1.03 1.05 1.17
Conc., mg L' 100.9 101.7 99.8 100.9 101.9 101.4 99.6 101.4 100.1 100.9
Conc., mg g'1 10.09 10.17 9.98 10.09 10.19 10.14 9.96 10.14 10.01 10.09
Cantidad por
sobre (mg) 11.93 10.36 10.84 10.19 10.41 11.75 10.34 10.40 10.50 11.81

concentracién

promedio mg g* 10.09

S 0.08

cv 0.78

s’ 0.006

. , N " .z , . o . .z 2 o
X= promedio area bajo la curva; S= desviacion estandar; CV= coeficiente de variacién; S"=varianza
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Tabla 4.13. Resultados del muestreo al estrato 4 “Sweet'n Low”

Edulcorante Sacarina
Sobre 1 2 3 4 5
Area 1 4883572 4949714 4879602 4894924 4880539
Area 2 4884733 4950804 4860717 4897759 4880744
Area 3 4881289 4951007 4878639 4886198 4898305
X 4883198 | 4950508.33 4872986 | 4892960.33 | 4886529.33
S 1752.20 695.36 10636.17 6025.46 10198.54
(0% 0.04 0.01 0.22 0.12 0.21
Masa de la muestra (g) 1.006 1.004 1.003 1.105 1.015
Conc., mg L™ 331.68 336.24 330.99 332.34 331.90
Conc., mg g’ 33.17 33.62 33.10 33.23 33.19
Cantidad por sobre (mg) 33.37 33.76 33.20 36.72 33.69
concentracion promedio
mg g’ 33.26
S 0.21
()% 0.62
s’ 0.04

o - . A oz - . . .z 2 .
X= promedio drea bajo la curva; S= desviacidn estandar; CV= coeficiente de variacion; S“=varianza

Tabla 4.144. Resultados del muestreo al estrato S "AlyT"

Edulcorante Fructosa
Sobre 158630 160535 159987 160236 159781
Area 1 158184 160863 159630 160478 159839
Area 2 159136 160437 159898 160011 159792
Area 3 158650.00| 160611.67 | 159838.33| 160241.67| 159804.00
X 476.32 223.11 185.83 233.55 30.81
S 0.30 0.14 0.12 0.15 0.02
CV 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Masa de la muestra (g) 49715.3 50345.5 50097.1 50226.6 50086.0
Conc., mg L™ 994.31 1006.91 1001.94 1004.53 1001.72
Conc., mg g'1 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Cantidad por sobre (mg) 158630 160535 159987 160236 159781
concentracion promedio

mg g’ 1001.88
S 4.74
CV 0.47
s? 22.43

. ” . . .7 7 . . .7 2 .
X= promedio irea bajo la curva; S= desviacion estandar; CV= coeficiente de variacion; S“=varianza
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Tabla 4.155. Resultados del muestreo al estrato 6 "AlyT"

Edulcorante Sacarosa

Sobre 1 2 3 4 5
Area 1 64085 63941 65276 63982 64174
Area 2 63908 62664 65399 63082 64297
Area 3 64293 63511 64946 64182 63844
X 64095.33 1 63372.00 | 65207.00 | 63748.67 | 64105.00
S 192.71| 649.75| 234.25| 585.95| 234.25
CvV 0.30 1.03 0.36 0.92 0.37
Masa de la muestra (g) 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Conc., mg L™ 50501.45149959.46 | 51334.41|50241.70 | 50508.69
Conc., mg g’ 1010.03| 999.19] 1026.69| 1004.83| 1010.17
Cantidad por muestra (mg) 0.51 0.50 0.51 0.50 0.51
Concentracion promedio

mg g’ 1010.18

S

01 10.27

CvV 1.02

s* 105.48

X=promedio area bajo la curva; S= desviaciéon estandar; CV= coeficiente de variacion; S’=varianza

Ademas de los parametros estadisticos media, desviacion estandar o varianza que describen
la tendencia central y la variabilidad de las muestras analizadas, respectivamente, se
necesito realizar un analisis de varianza. Para ello, los datos fueron sometidos a una prueba

t-student como se menciond en el capitulo anterior.

Se supone que el andlisis de la concentracion para cada edulcorante tiene una distribucion
normal. Sin embargo, se desconocen tanto la media como la desviacion estdndar o la
varianza de la concentracién para cada edulcorante, ya que no se tienen antecedentes de
algiin estudio similar. Por ello, se hizo una prueba t-student para una sola muestra con

varianza desconocida.

Con el muestreo realizado se obtuvo la media muestral y la desviacion estdndar muestral de

los datos de concentraciéon en mg g™ para los 6 estratos de los edulcorantes en estudio.
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Ademas de estos parametros, se requiere el planteamiento de la hipétesis nula y la hipotesis

alternativa, para poder calcular el estadistico de prueba ¢). En la Tabla 4.16 se muestran los

datos.
Tabla 4.166. Resultados de 1a prueba ¢
Estrato | Edulcorante X S Hipotesis a gl ty 10.025, o.1.)
1 Aspartame 37.4597 | 0.2452 | Hpe:p=36 | 005 1 20.62 2.2010
Hy:p#36
2 Sucralosa 9.9664 | 0.1616 | Ho:pu=11 | 005 | 13 | -23.93 2.1604
Hy:p#1l
3 Aspartame 10.8252 | 0.1309 | Hp:p=13 | 0.05 9 -52.52 2.2622
Hy:p#13
Acesulfame-K 10.0855 | 0.0787 | Ho:p=11 | 0.05 9 -36.77 2.2622
Hi:p#11
4 Sacarina 33.2629 | 0.2075 | Hp:p=33 | 0.05 4 2.83 2.7765
H;:p#33
5 Fructosa 1001.88 | 4.7400 Ho:p= 0.05 4 0.89 2.7765
1000
H;: p #1000
6 Sacarosa 1010.18 | 10.2700 Hyo:p= 0.05 4 2.22 2.7765
1000
H;:p #1000

X= media de la concentracién mg g”'; S= desviacion estindar de la concentracion mg g ; Hy =
hipétesis nula; H,= hipétesis alternativa; p=media reportada de la concentracion mg g'; #,= valor ¢
calculado; ¢ = valor ¢ de tablas; a= nivel de significancia; g.l.= grados de libertad = N-1, donde N=
poblacion

De acuerdo con los resultados obtenidos de la prueba ¢ se observa que, en los estratos 1, 2,
3 y 4, el valor calculado #) queda fuera de los limites de (9,025, g.1. » = 0.025, g.1)- Por lo tanto,
la hipdtesis nula se rechaza y se concluye que las concentraciones obtenidas por CLAR
difieren de las concentraciones reportadas para estos edulcorantes por los fabricantes, con

un o = 0.05.

Para los estratos 5 y 6, el valor calculado 7y queda dentro de los limites de (fp.025, g.0. 5 - t0.025,
«1). Por lo tanto, la hipotesis nula se acepta y se concluye que las concentraciones obtenidas
por CLAR no difieren de las concentraciones reportadas para estos edulcorantes con un a =

0.05.
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El valor P calculado (P< 0.05) para los estratos 1, 2, 3 y 4 indica que se sigue rechazando
Hy, indicando que si existe diferencia significativa entre la concentracion reportada y la
obtenida por CLAR. Para los estratos 5 y 6 (P>0.05) y, por lo tanto, la Hy se acepta,
concluyendo que las concentraciones obtenidas por CLAR no difieren de las

concentraciones reportadas por los fabricantes para estos edulcorantes.

4.5 Analisis de las bebidas que se suministran a las ratas en su dieta

En la Tabla 4.17 se muestran los resultados obtenidos al inyectar las muestras de las

bebidas que son suministradas en la dieta a los modelos animales (ratas) en su dieta.

Tabla 4.177. Resultado analisis de bebidas

Bebida | Edulcorante | Area bajola | Concentracion Concentrzllcién
1 Fructosa 234799.33 74178.60 1059.69

2 Sacarosa 138095.00 105948.52 1059.49

3 Sacarina 2027208.33 137.83 34.46

4 Acesulfame-K 925540.67 41.19 10.30
Aspartame 1381463.00 40.12 10.03

5 Aspartame 373597.67 140.73 35.18

6 Sucralosa 36073.33 421.03 10.53

7 Acesulfame-K | 3498075.00 151.20 1008.03

Las concentraciones obtenidas para cada edulcorante y las concentraciones promedio del
muestreo estadistico de los edulcorantes con los que son elaboradas las bebidas, presentan
una desviacion estandar de 0.15 a 40.38. Estos resultados se observan en la Tabla 4.18, con
excepcion de la bebida 7, ya que el reactivo con el que se prepard no fue incluido en el

muestreo estadistico.
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De los resultados de la prueba t de student, el valor P calculado (P< 0.05) para cada
concentracion de las 7 bebidas con respecto a la concentracion reportada por los fabricantes

para cada edulcorante de marca comercial, por lo que igual que en el caso anterior si existe

diferencia significativa.

Tabla 4.18. Comparacion entre las concentraciones encontradas

Bebida Edulcorante Concentracion | Concentracion S
mg g’ mg g’
Bebidas muestreo

1 Fructosa 1059.69 1001.88 40.88
2 Sacarosa 1059.49 1010.18 34.87
3 Sacarina 34.46 33.26 0.85
4 Acesulfame-K 10.30 10.09 0.15

Aspartame 10.03 10.83 0.57
5 Aspartame 35.18 37.46 1.61
6 Sucralosa 10.53 9.97 0.40
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

De acuerdo con la hipodtesis establecida sobre la factibilidad de usar la cromatografia de

liquidos para detectar y cuantificar los edulcorantes en estudio sin que haya diferencia

significativas (P<0.05) se puede concluir de esta investigacion que se cumplio.

Considerando los objetivos general y particulares se concluye lo siguiente:

Se establecieron las condiciones cromatograficas de trabajo (fase movil, flujo y

longitud de onda )

El disefio experimental planteado en esta metodologia permitio detectar y
cuantificar a los edulcorantes naturales y artificiales de manera precisa, tanto en
forma individual como simultanea, lo cual serd util para estudios posteriores, en los

que se requiera del analisis de muestras que contengan mas de un edulcorante.

Se desarrollaron 6 curvas de calibracion con alta precision que permiten la deteccion
individual de los edulcorantes en estudio por cromatografia de liquidos de alta
resolucion, en concentraciones de 0 a 100 mg L™ para aspartame, acesulfame-K y
sacarina, de 1000 a 10,000 mg L! para sucralosa y de 10,000 a 100,000 mg L! para

fructosa y sacarosa.

Por medio de las condiciones establecidas se pudieron analizar los edulcorantes de
marca comercial, realizando el muestreo estadistico de estos ya fuera en sobres

individuales o a granel.

A partir del muestreo estadistico se llego a la conclusion de que la concentracion de

los edulcorantes entre cada muestra del mismo tipo presentan coeficientes de
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variacion en el caso de aspartame (Equal) de 0.65%, para sucralosa (Splenda) de
1.62%, para la mezcla aspartame y acesulfame de potasio (Sussly Plus) de 1.21% y
0.78%, respectivamente, para sacarina (Sweet'n Low) de 0.62%, para fructosa
(reactivo AlyT) de 0.74% y para sacarosa (reactivo AlyT) de 1.02%, siendo el C.V.,
menor al 5% e indicando que la distribuciéon de los mismos no se encuentra muy

dispersa entre si.

De acuerdo con la t-student a un nivel de significancia de 0.05, la concentracion en
mg g obtenida con la técnica de CLAR si es estadisticamente diferente con
respecto a la concentracion reportada para los edulcorantes comerciales Equal
(aspartame), Splenda (sucralosa), Sussly Plus (aspartame+acesulfame de potasio) y
Sweet'n Low (sacarina), para estas determinaciones (P< 0.05), pero no difiere para
los edulcorantes sacarosa y fructosa del reactivo AlyT (P>0.05). Sin embargo, cabe
destacar que algunas de las concentraciones reportadas no estan indicadas en las
cajas (etiquetado poco confiable para el consumidor), sino que fueron tomadas de
las Paginas electronicas de las empresas fabricantes. Habria que investigar a futuro
si la normativa no exige que en la etiqueta de la caja venga indicada esta

concentracion ya que existen limites maximos permitidos para su consumo diario.

Por medio de este disefio experimental por CLAR se pudo determinar la
concentracion de edulcorante en cada una de las bebidas que son suministradas a las
ratas en su dieta. Con un valor de P<0.05 el valor de la concentracion obtenida por
CLAR para las 7 bebidas, difiere significativamente de la concentracion reportada
por los fabricantes de los edulcorantes comerciales. Consecuentemente, para el
calculo de la ingesta diaria de las ratas de laboratorio se tomaran las

concentraciones medidas en esta investigacion.
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5.2 Recomendaciones

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacion seria pertinente emplear esta
metodologia con matrices de alimentos que contengan mas de un edulcorante con objeto de
corroborar su bondad analitica.

Ademas de alimentos debe considerarse esta técnica para el analisis de fluidos corporales
para el analisis de edulcorantes en ellos.

Existen nuevos edulcorantes que estan saliendo al mercado, por lo que se podria probar si
con esta técnica se pueden analizar y cuantificar.

Seria importante disminuir el limite de deteccion de los edulcorantes naturales, para no
ocasionar dafios a la columna o al equipo debido a una saturacion, por lo que se podria
acoplar con otro tipo de detector, con el cual los azlicares sean detectados a concentraciones
menores.
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ANEXO 1

CROMATOGRAMAS DE EDULCORANTES NATURALES Y ARTIFICIALES

Figura Al.1 Cromatograma de aspartame

Figura A1.2 Cromatograma de acesulfame-K

Figura A1.3 Cromatograma de sacarina
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Figura Al.4 Cromatograma de sucralosa

Figura Al.5 Cromatograma de fructosa

Figura A1.6 Cromatograma de sacarosa
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Figura A1.7 Cromatograma de los 6 edulcorantes (1. sacarosa; 2. acesulfame-K; 3. fructosa;

4. sucralosa; 5. aspartame; 6. sacarina) detectados simultdneamente:
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ANEXO 2
CURVAS DE CALIBRACION

Figura A2.1.Curva de calibracion de aspartame Figura A2.2. Curva de calibracion de acesultame-K

Figura A2.3. Curva de calibracion de sacarina Figura A2.4. Curva de calibracion de sucralosa

Figura A2.5. Curva de calibracion de fructosa Figura A2.6. Curva de calibracion de sacarosa
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ANEXO 3
HOJA DE EXCEL PARA MUESTREO ALEATORIO SIMPLE

Para este ejemplo, la base de datos que se utiliz6 en formato Excel fue el listado de los 100
sobres de la caja de SUSSLY PLUS.

Se anotan los numeros con los que se identificaron los sobres del 1 al 100. Estos datos
aparecen en el rango C1:C100

En este ejemplo n=10 para la prueba piloto. Para seleccionar los 10 sobres se usa la funcion
de Andlisis de datos disponible en Excel, esta funcion se localiza en el ment Herramientas

y Andlisis de datos, y dentro de ella el procedimiento Muestra.

Se debe observar atentamente el rango de celdas seleccionado y mostrado en la Figura
A3.1.

Figura A3.1. Cuadro de didlogo "Muestra" con el rango de datos a elegir y el nimero
de individuos a seleccionar
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En una nueva de hoja de Excel se podran ver los nimeros de identificacion de los sobres
que habra que elegir para cuantificar la concentracion de edulcorante.

Luego de algunos arreglos visuales se tendria en pantalla el listado de sobres a considerar
en la muestra definitiva como se muestra en la Figura A3.2. Se debe recordar que este
listado cambia cada vez que se resuelve el ejercicio. Esto se debe a que en cada ocasion se
seleccionan individuos de la poblacion de manera aleatoria.

CE - pid

A B C ] ETn
1
2 Mo, de sobre
3 4
4 a0
g 2z
G 42 I _l
7 12
a a9
g 48
10 16
11 3
12 7
M 4 » ¥’ Sobres aseleccionar | < ]
Dibujo= ¢ sutoformas= ™ w 0 O A @l < (4] & -
Liska LI

Figura A3.2. Listado de los sobres de SUSSLY PLUS a seleccionar en la muestra definitiva
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