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Resumen

Los edulcorantes no caldricos son sustancias muy utilizas en la industria de
alimentos principalmente en bebidas dietéticas como los jugos light, pero en El
Salvador no existen estudios que demuestren si estos edulcorantes estan
presentes en los jugos 6 si las cantidades contenidas en estos se encuentran
en los niveles permitidos por el Reglamento Técnico Centroamericano RTCA
67.04.48:08. Por tal razdén el estudio comprende la identificacion y cuantificacion
de Aspartame, Acesulfame Potasico y Sucralosa en jugos dietéticos, para lo
cual se escogen dos marcas de jugo dietéticos que contienen los edulcorantes

en estudio.

Para realizar los analisis se extraen los edulcorantes de los jugos dietéticos
mediante el método de extraccion con diferentes tipos de solventes, usando una
ampolla de separacion, obteniéndose asi las muestras para los respectivos

analisis.

Para la cuantificaciéon de los edulcorantes se preparé primero una serie de
estandares los cuales sirvieron para la elaboracion de una curva de calibracion,
luego se emplea el espectrofotometro Ultravioleta Visible a la longitud de onda

respectivo de cada edulcorante.

Con los resultados obtenidos se determina la cantidad de cada edulcorante,
mediante la forma gréfica y atraves de la ecuacion matematica , en la curva de
calibracion se calcula la concentracion o la cantidad de cada edulcorante
haciendo una interpolacion en la grafica, mientras que con la férmula
matematica se calcula la concentracion utilizando la ecuacion de la ley de
BEER.

Comparando las bandas de cada espectro se logré identificar los grupos

funcionales de cada edulcorante.



Con los resultados que se obtuvieron por Espectrofotometria Ultravioleta visible
de cada edulcorante y comparar con los valores maximos permitidos por el
Reglamento Técnico Centroamericano RTCA 67.04.48:08, Por lo cual se
observa que los valores estan por debajo de los niveles permitidos por dicho
reglamento; Mientras que con los espectros obtenidos por Espectrofotometria
Infrarroja se observa que los jugos dietéticos podrian contener Aspartame,
Acesulfame y Sucralosa.

Los resultados demuestran que los edulcorantes si estan presentes en los jugos
dietéticos, ademas se encuentran en los niveles permitidos por el Reglamento
Técnico Centroamericano RTCA 67.04.48:08, pero se deberia realizar mas
estudios de productos que contengan edulcorantes y si fuera posible validar el
método de extraccion de estos.
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INTRODUCCION



XViii

1.0 Introduccioén

Desde tiempos remotos el ser humano ha inclinado su gusto a sabores dulces,
debido al placer que estos producen en el paladar, es por esto que la mayoria
de alimentos y bebidas incluye el azucar como uno de los principales
ingredientes. Sin embargo, se ha descubierto que esta sustancia tiene efectos
negativos sobre la salud de las personas cuando se consume constantemente o

en cantidades grandes.

En la Ultima década, los estudios cientificos han sefialado al sobrepeso,
diabetes y caries dentales como enfermedades causadas por exceso de azlcar
en la dieta alimenticia, ante esta problemética se crea un aditivo que
proporcione la sensacion agradable del azucar, pero con un potencial calérico
minimo, dando lugar a la creacion de los edulcorantes, los cuales hoy en dia

son muy utilizados con gran demanda en la produccion de bebidas y alimentos.

En la actualidad, algunas bebidas dietéticas incluyen edulcorantes dentro de su
preparacion, pero en El Salvador unicamente se realizan estudios de inocuidad
en los jugos dietéticos y no se determina los edulcorantes presentes en estos,
es por esto que en esta investigacion se analizan los edulcorantes Acesulfame
potasico, Sucralosa y Aspartame a los cuales se cuantificaran por
espectrofotometria Ultra Violeta Visible e identificaran por comparacién de los
espectros infrarrojos de estandares y muestras de los edulcorantes en estudio,
con los resultados obtenidos de la forma analitica y grafica se determina la
concentracion de cada edulcorante y se comparara los resultados obtenidos
con los valores establecidos en el Reglamento Técnico Centroamericano
67.04.48.08 de alimentos y bebidas procesadas, néctares de frutas.

Especificacion (Ver anexo No. 9).
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La parte experimental se llevo a cabo en los laboratorios de la facultad de
Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador, y el instituto Quimico

Biolégico (IQB), el cual esta localizado en Santa Tecla, durante los meses de

junio a noviembre de afio 2008.



CAPITULO I

OBJETIVO
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2.00BJETIVOS

2.1 Objetivo general:

Determinacion del acesulfame potéasico, sucralosa y aspartame en jugos

dietéticos comercializados en el municipio de Soyapango.
2.2 Objetivos Especificos:

2.2.1 Seleccionar las muestras de estudio en el municipio de

Soyapango.

2.2.2 Separacion de los edulcorantes del jugo mediante el método de

extraccion con solventes.

2.2.3 Cuantificar los edulcorantes por el método de espectrofotometria

ultravioleta-visible.

2.2.4 ldentificar las bandas caracteristicas del Acesulfame K, Sucralosa

y Aspartame por espectrofotometria infrarroja.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO
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3.0 Marco Tebrico

3.1 Edulcorante (4

La dulzura es una cualidad que tienen algunas sustancias quimicas a las
que el ser humano ha asociado siempre con placer. Solo basta remarcar el
hecho que cuando se ingiere algun dulce, chocolate o fruta, se percibe, ademas
de dulzura, ciertas sensaciones que solo experimentan cuando se consume

este tipo de alimentos.

La historia del uso del azicar demuestra que el hombre, desde tiempos

ancestrales, ha tenido una marcada preferencia hacia los alimentos dulces.

En el siglo IV D.C. el hombre solia ingerir alimentos azucarados, a fines del
siglo XVII D.C. una nueva idea se apoderé de la comunidad médica, se decia
gue el azucar era causante del escorbuto y como resultado, surgieron diversas
organizaciones que estaban en contra de su consumo debido a los efectos que
producia en el cuerpo humano y al mismo tiempo querian que su consumo
fuera prohibido. Ante estas situaciones surgi6 la necesidad de buscar un aditivo
gue pudiera sustituir el azacar de los alimentos, proporcionado de las mismas
cualidades y sensaciones que producia el azucar. "Es asi como nacen los
edulcorantes, aditivos alimentarios que son capaces de simular la presencia del
azucar en los alimentos". Estos compuestos son universalmente consumidos
debido a las respuestas positivas que ejercen en los humanos, no solo en

cuanto al sabor, sino a las sensaciones que son capaces de producir.

Hoy en dia son muy pocos los sectores del area de produccion de
alimentos que no utilicen algun endulzante. La importancia de los edulcorantes

se ve reflejada en la elaboracion mundial de estos la cual se ha incrementado
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de una manera asombrosa, de 8 millones de toneladas en 1900 a 70 millones
de tonelada en 1970.

Los alimentos Light o bajos en calorias utilizan estas sustancias que estan
ampliamente alrededor de los principales mercados mundiales y abarcan todo

tipo de productos: Dulces, refrescos, galletas, entre muchas otras aplicaciones.

Tienen una amplia aceptacion entre los consumidores ya que haciéndolos
cuidan su figura y salud, debido a que estos productos aportan un contenido
calorico, podriamos decir casi insignificante comparandolo con el azlcar
ademas vienen a satisfacer las necesidades de las personas diabéticas y todas
aquellas que tienen prohibido el consumo de azucar ) .

Como edulcorante se conoce a la sustancia que proporciona a un
alimento un gusto dulce. Los edulcorantes pueden ser de dos tipos: Sin calorias
como la sacarina, ciclamatos, Aspartame, Acesulfame potasico, Sucralosa, etc.,
los cuales aportan cero calorias por gramo, ademas del sabor dulce en cuanto a

estos, hay estudios que demuestran que son nocivos para la salud.

El segundo tipo de edulcorante son los caldricos como es la sacarosa

que proporcionan cuatro calorias por gramo ().

Endulzantes caldricos (7
Son aquellos que tienen su origen en alguna planta, fruto o que presentan

modificaciones quimicas para que aparezca el poder dulce o se intensifique.
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Endulzantes no caloricos ()
Son moléculas fabricadas quimicamente que un elevado poder edulcorante y
aunque aportan calorias, habitualmente se utilizan cantidades pequefias que su

contribucion al aporte energético es despreciable.

Funciones:
Proporcionan el sabor dulce y el volumen cuando son agregados a los
alimentos, mantiene la frescura debido a que actian con conservantes y

contribuyen a la calidad de estos.

Requisitos que debe cumplir ()

Deben ser inocuos, el sabor endulzante debe percibirse al igual que
desaparecer rapidamente, tienen que ser lo mas parecido posible al azucar
comun, sin regustos, también resistir las condiciones del alimento en que se va

a utilizar, asi como los tratamientos a los que se vaya a someter.

El grado de solubilidad y cristalizacion que el edulcorante presenta en el
solvente utilizado para la preparacion de la bebida, la higrospicidad de estos

aditivos, el sabor especifico, de preservacion y tendencia hacia la fermentacion.

Riesgos sobre la salud (g
Existe preocupacion acerca de que los edulcorantes caldricos pueden causar

caries dental.

Los edulcorantes artificiales Aspartame, Acesulfame potasico y Sucralosa estan
aprobados por la FDA. Sin embargo, el Aspartame no se recomienda a

personas con fenilcetonuria, ya que no lo pueden metabolizar.
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Se estan realizando estudios para si en realidad si los Endulzantes pueden
causar enfermedades como el cancer. Por ejemplo, se comprobo que la dulcina

producia tumores cancerosos en el tracto urinario de las ratas.

Estos resultados fueron también positivos en el caso del ciclamato y en el de la
sacarina que solo se permite utilizar bajo ciertas condiciones.

El Aspartame no ha quedado libre de estas acusaciones y debido a su gran
importancia se ha sometido a diversas investigaciones. Su seguridad ha sido
cuestionada en base a los tres principales productos de su metabolismo:

Aminoacidos, Aspartame y Fenilalanina.

Esta preocupacion se debe a que durante este proceso se obtiene metanol y
esta sustancia actla en la sangre incrementando los niveles permitidos de la
misma, pudiendo traer como consecuencia efectos adversos como la ceguera.
Sin embargo, en todas las investigaciones realizadas, los resultados han sido

negativos.

Para realizar estos trabajos se ha seleccionado meticulosamente conejillos de
indias, se basan en variables como sexo, edad, salud, entre muchas otras. Los
experimentos abarcan desde semanas hasta afios en que las personas son

sujetas a un consumo diario de Aspartame.

De acuerdo con el Council On Scientific Affaire sugiere que el consumo normal
de alimentos con Aspartame debe ser de 40 mg/Kg quedando completamente
asegurado que en esta dosis no produce niveles téxicos, aunque pueden
presentar sensibilidad aun en estas proporciones. Por otro lado el Acesulfame K
ha estado sometido a diversos estudios realizados por agencias y autoridades
alrededor de todo el mundo. En paises como Inglaterra y Alemania ya ha

incursionado en el &mbito de bebidas.
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Estudios farmacocinéticas apoyan estas ideas pues las investigaciones tanto en
especies como en seres humanos demuestra que se elimina rapidamente no
permitiendo que pase el torrente sanguineo, por lo tanto es recomendable para
todas las personas, incluyendo a diabéticos ya que hasta ahora no se ha

reportado reacciones adversas.

3.2 Tipos de edulcorantes (1o

3.2.1 Aspartame (1)

o OCH,
N

H
OH NH, o)

Figura No. 1 Estructura molecular

Es el mas importante de los nuevos edulcorantes artificiales el cual fue
sintetizado dentro de un programa de investigacion sobre péptidos para uso
farmacéutico, descubriéndose su sabor dulce de forma accidental en 1965.
Después de un estudio exhaustivo acerca de su seguridad, se autorizo su uso
inicialmente en Estados Unidos como endulzante de mesa, aunque desde 1983

se autorizé en ese pais como aditivo en una amplia serie de productos.

Es 200 veces mas dulce que el azucar y quimicamente esta formado por la
unién de dos aminoacidos (fenilalanina y acido aspartico), uno de ellos
modificados por la union de una molécula de metanol, aunque como tal no
exista en la naturaleza, si existen sus componentes, en los que se transforma

durante la digestion.
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Es varios cientos de veces mas dulce que el azlcar. Por esta razoén,
aunque a igual de peso aporta las mismas calorias aproximadamente que esta,
el Aspartame es relativamente estable en medio acido, pero resiste mal al
calentamiento fuerte, el Aspartame se transforma inmediatamente en el
organismo en fenilalanina, acido aspartico y metanol, los dos primeros son
constituyentes normales de las proteinas, componentes naturales de todos los
organismos Yy dietas posibles.

La fenilalanina es ademas un aminoacido esencial, es decir, que el
hombre no puede sintetizarlo en su organismo y tiene que tenerlo
forzosamente. Sin embargo, la presencia de concentraciones elevadas de
fenilalanina en la sangre esta asociada al retraso mental severo en una
enfermedad congénita rara, conocida con el nombre de Fenilcetonuria,
producida por la carencia de una enzima esencial para degradar este

aminoéacido.

La utilizacion 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, solo ingeribles por accidente, pueden
producir concentraciones de fenilalanina en la sangre inferiores a las
consideradas nocivas, que ademas desaparecen rapidamente. Sin embargo, en
el caso de las personas que padecen fenilcetonuria, el consumo de este
edulcorante les aportaria una cantidad suplementaria de fenilalanina, lo que no

es aconsejable.
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Por otra parte, el metanol es un producto toxico, pero la cantidad
formada en el organismo por el uso de este edulcorante es muy inferior incluso

a la presente en forma natural en muchos alimentos, como los zumos de frutas.

El Aspartame es conocido también como Nutra sweet, dentro de sus
usos se encuentran: Producir dulzura con un bajo contenido energético,
refuerzan y prolongan los sabores de ciertas bebidas y frutas, disminuye el
volumen del azlUcar necesario para la elaboraciéon de ciertos productos y en
combinacion con otros edulcorantes se puede formular una variedad de
productos hipocal6ricos

Cuadro No. 1 Propiedades Fisicas y Quimicas del Aspartame ()

Nomenclatura [IUPAC Ester metilico de N-L-a-aspartil-
fenilalanina

Formula semidesarrollada C14H1gN,O5

Estado de agregacién Solido

Masa molecular 294.30 uma

Analisis Contiene no menos del 98.0 por ciento y

no mas del 102.0 por ciento de

C14H1gN,O5 calculado en base seca.

Solubilidad Moderadamente soluble en agua,
ligeramente  soluble en  alcohol,

insoluble en benceno y cloroformo

Descripcion Polvo cristalino, blanco, de sabor dulce.

Punto de fusion 26C

Absorcién ultravioleta maxima 256+2nm
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3.2.2 Sucralosa g1

CllH.'CI o) H
H HO
CH2CI
OH H

Figura No. 2 Estructura molecular

Fue descubierta en 1976 y es conocida como Splenda (R). En la Unién
Europea es también conocido bajo el codigo de aditivo E955. Es 600 veces mas
dulce que el azucar casi el doble de la sacarina y cuatro veces mas dulce que el
Aspartame. Se fabrica por halogenacion selectiva del azucar, donde los tres
grupos hidroxilos de la sacarosa se reemplazan por Cloro dando 1,6-dicloro-1,6-
dideoxi-B-Dfructo-furasonil-4-deoxi-a-D-galactopiranosido o (Ci12H19Cl30g). A
diferencia del Aspartame es termoestable y resiste variedad de pH, por esta
razon es utilizado por productos de larga vida, mas de cien estudios cientificos
aseguran que puede consumida por cualquier persona.

Ademas, en 1990 fue aprobada por la Administracion de Alimentos y Farmacos
(FDA) de Estados Unidos.

Usos de la Sucralosa (11

La Sucralosa es el Unico edulcorante de bajas calorias que se fabrica a
partir del azicar y se utiliza en su reemplazo para bebidas dietéticas, la
molécula de Sucralosa tiene la particularidad de ser inerte y de pasar por el

cuerpo sin alterarse ni metabolizarse y es eliminada después de consumida.

Mas de cien estudios realizados en 18 afios demuestran su seguridad y
presentan los siguientes beneficios (12
-No es toxica

-No causa cambios genéticos
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-No afecta la reproduccion masculina o femenina

-No causa defectos congénitos

-No afecta el sistema nervioso central

-No afecta la secrecién normal de insulina ni el metabolismo de los hidratos de
carbono en personas con diabetes.

-Se absorbe en pequefias cantidades y se excreta rapidamente sin causar
efectos secundarios gastrointestinales indeseables.

-No fomenta el desarrollo de caries dentales.

-No se hidroliza ni pierde moléculas de cloro durante el metabolismo.

Cuadro No. 2 Propiedades Fisicas y Quimicas de la Sucralosa (12

Nomenclatura [UPAC 1,6-dicloro-1,6-dideoxi-B-Dfructo-
furasonil-4-deoxi-a-D-galactopiranosido

Otros nombres 1,4,6-Triclorogalactosucrosa

Formula semidesarrollada C12H1Cl304

Estado de agregacién Solido

Masa molecular 397.64 uma

Andlisis Contenido no inferior al 100 por ciento y

no superior al 102.0 por ciento
deC,HoCls0g calculado en masa

anhidra.

Solubilidad Soluble en agua, metanol y etanol

apenas soluble en acetato de etilo

Descripcion Polvo cristalino, practicamente inodoro

de color blanco o blanquecino.

Punto de fusion 403 K (130C)

Absorcién ultravioleta maxima 243+2nm
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3.2.3 Acesulfame potasico (g

Figura No. 3 Estructura molecular

El Acesulfame potasico es un edulcorante artificial relativamente
sencillo, denominado en la industria alimenticia con las siglas E950. Es el
derivado potasico de los &cidos acetoacético (Acesulfame) y sulfamico
(Acesulfame), descubierto casi por azar en 1967. Es aproximadamente 200
veces mas dulce que el azucar con una gran estabilidad ante los tratamientos

tecnologicos y durante el almacenamiento.

En el aspecto bioldgico, el Acesulfame potasico no se metaboliza en el
organismo humano, y es excretado por los rifiones sin sufrir cambios quimicos,
por lo que no tiende a acumularse.

Su uso se autorizd en Inglaterra en 1983, desde entonces se ha autorizado en
Alemania, Italia, Francia, Estados Unidos y en otros paises, y esta incluida

dentro de la nueva lista de aditivos autorizados en la Unién Europea.

Ventajas (13)
-Pueden reducirse las calorias de los alimentos y las bebidas sustituyendo el
azucar por el Acesulfame potasico.

-Sabor dulce rapidamente perceptible
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-Tiene un buen periodo de caducidad y es muy estable para una normal
preparacion y procesado de alimentos, es resistente al calor, por lo que puede
utilizarse para aderezar alimentos cocinados.

-No facilita la formacion de caries

-Adecuados para diabéticos

-Sinérgico en combinacion con otros edulcorantes bajos en calorias (las
combinaciones son mas dulces que la suma de los edulcorantes individuales

Resalta e intensifica los sabores).

Limitaciones (13
Cuando se utiliza en grandes concentraciones, por encima de los niveles del

uso habitual el Acesulfame potasico puede tener un ligero gusto residual.

Aplicaciones

Potencialmente, puede utilizarse en todas las areas en que actualmente se
usan edulcorantes:

-Bebidas refrescantes

-Alimentos enlatados.

Seguridad y situacion legal:

El Acesulfame potasico tras realizarse una multitud de estudios de seguridad,
no se ha informado de ningun efecto negativo es un edulcorante aprobado en la
directiva 94/35/EC del parlamento Europeo y del consejo de 30 de junio de

1994, relativa de los edulcorantes utilizados en los productos alimenticios.

Acesulfame potasico estd autorizado para ser utilizados en diversas
aplicaciones en mas de noventa paises a nivel mundial. La Administracion para
Alimentacion y Farmacia de los Estados Unidos (FDA) ha ampliado el pasado 6

de julio de 1998 la autorizacion.
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Cuadro No. 3 Propiedades Fisca y Quimicas del Acesulfame (g) (11

Sinénimos Acesulfamo potasico, sal potasita de
3,4-dihidro-6-metil-1,2,3-oxatiazin-4-
ona-2,2-dioxido

Formula Quimica C,H,KN O,S
Masa molecular 201.24uma
Determinacién Contenido no inferior al 99 por ciento

de C4,H,KN, O,Sde la base anhidra.

Solubilidad Soluble en agua y poco soluble en
alcohol
Descripcién Polvo cristalino, practicamente inodoro

de color blanco o blanquecino.
Punto de fusion 235°C

Absorcién ultravioleta maxima 227+2nm

3.3 Métodos fisicos e instrumentales ()

Los métodos espectrofotométricos se han utilizado en el Gltimo cuarto de
siglo, pero han sido enriquecidos y han avanzado rapidamente con la tecnologia
y la necesidad de instrumentacion se caracteriza por su facil uso, exactitud y
mayor precision gue otras técnicas analiticas, y es la técnica que utiliza la
medicion de la cantidad de energia radiante que absorbe o emite un sistema
quimico en funcién de la longitud de onda de la radiacion con propdsito de
identificarlo o cuantificarlo. La energia radiante puede ser en forma de luz
ultravioleta, luz infrarroja, rayos X, ondas de radio, o el paso de electrones de
un nivel a otro. Cualquier instrumento capaz de medir la energia absorbida o
emitida por una sustancia se llama espectrometro, pero este término hace
elusién a un equipo que hace la eleccion de longitud de onda se realiza por un
monocromador, el equipo tiene mayor resolucién y se llama espectrofotémetro.
Los instrumentos actuales presentan este tipo de sistema Optico por lo que,

actualmente se habla de espectrofotometria; y la USP las agrupa asi:
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Espectrofotometria de absorcion, Espectrofotometria de fluorescencia y

dispersores de luz.

Espectrofotometria de absorcion: Es la medida de interaccidon entre la
radiacion electromagnética y las moléculas o &tomos de una sustancia quimica,
la espectrofotometria de absorcion se divide en: Espectrofotometria ultravioleta

visible, infrarrojo y de absorcién atomica.

3.4 Fundamentos de la espectrofotometria infrarroja ()

La absorcibn molecular de la radiacion infrarrojo lleva en serie de
transiciones entre los niveles de energia de vibracion de los estados
energéticos electrénicos con la mas baja excitacion, es decir, los fotones que
transporta la radiacion infrarroja no tienen energia suficiente para provocar
transiciones electrénicas pero si pueden vibraciones de los enlaces covalentes
de las moléculas organicas. La energia necesaria para provocar una transicion
vibraciones depende del tipo de atomos y del tipo de enlace que los mantiene

unidos.

Los 4&tomos no se encuentran estaticos dentro de una molécula sino que
estan en movimiento constante uno con respecto a otros las fuerzas de
repulsion aumentan y conforme se separan las interacciones de atraccion
disminuyen. Cuando dos atomos de masa atomica diferentes estan unidos por
un enlace, el &tomo ligero se aleja mas que el de mayor masa. La absorcion de

energia infrarroja da por resultado un aumento de la frecuencia de vibracion.

La region del infrarrojo corresponden a frecuencias que van desde 8x10E™®
cm™ los aparatos de infrarrojo trabajan a la mitad de esta regién que
corresponden a energias que van desde 1.1 hasta 11kcal/mol.
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Figura N°4 Principales componentes de Espectrofotémetro infrarrojo

El espectro infrarrojo va equipado con una fuente de emision de radiacion
infrarroja, que generalmente es una barra de un material ceramico. La radiacion

emitida por la fuente se divide en dos haces al atravesar una serie de espejos.

De los dos haces uno de ellos pasa por una celda que contiene una
disolucién del compuesto organico (haz de la muestra) que se desea estudiar,
mientras que el otro has atraviesa una celda que solo contiene el disolvente
empleado (haz de referencia), los dos haces se dirigen hacia un dispositivo que
permite el pase alternativamente de un haz y luego del otro (interruptor

rotatorio).

El haz se dirige hacia la rejilla de difraccion donde se separa en las
longitudes de onda que lo componen (espectro de IR). Estas radiaciones,
separadas por su longitud de onda, pasan atreves de una ranura y llegan al
detector.

El detector es una bobina de alambre cuya resistencia aumenta debido al
calentamiento que produce la radiacion incidente, Asi pues, la resistencia del
detector depende de la intensidad de la radiacién. La accion del interruptor
rotatorio permite alterar la llegada al detector del haz de la muestra con la
llegada del haz de referencia, pudiéndose comparar estas sefiales mediante

una serie de circuitos eléctricos. Como la absorcion por el disolvente es la
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misma en ambas celdas el efecto de este se puede restar y el registrador recibe

solo las sefales debidas a la absorcion de la muestra.
3. 5 Absorciones caracteristicas de los grupos funcionales (s
La espectrofotometria infrarroja se emplea fundamentalmente en Quimica

Orgénica como método para la asignacion funcional.

CuadroN®4 Lista de las bandas de absorcion caracteristicas (is)

Grupo funcional Banda Intensidad
C-H 2960-2850 Media
C=C-H 3100-3020 Media
Cc=C 1680-1620 Media
C=C-H 3350-3300 Fuerte
R-C=C-R’ 2260-2100 Media
Ar-H 3030-3000 Media

“ - 1600-1500 Fuerte
OR-H 3650-3400 Fuerte, ancha
-C-O- 1150-1050 Fuerte
Cc=0 1780-1840 Fuerte
R2N-H 3500-3300 Media, ancha
-C-N- 1230-1030 Media
-C=N 2260-2210 Media

RNO2 1540 Fuerte
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3.6 Espectrofotometria ultravioleta y visible (s

En esta espectrofotometria el rango de la longitud de onda utilizable es de
190 a380 nm para la espectrofotometria ultravioleta y de 380 a780 nm para la

visible.

La absorcién de energia en estas regiones se debe a que las moléculas
contienen electrones compartidos y sin compartir que puedan excitarse a
niveles de energia elevado, experimentando una transicion electronica a capa

mas externa.

La muestra a analizar debe tener una concentracion de aproximadamente
10ug para producir absorbancia entre 0.2 y 0.8 si se utiliza una celda de 1 cm

de espesor.

Se utiliza en la cuantificacion e identificacion de muchas materias primas y
productos farmacéuticos. Un espectrofotometro de ultravioleta contiene una
fuente emisora de radiacion ultravioleta contiene una fuente emisora de
radiacion ultravioleta que pasa atreves de un monocromador que selecciona
una longitud de onda determinada que a continuacion, es dividida en dos haces.
Una pasa a través de una disolucion que contiene el compuesto organico (haz
de la muestra) y la otra pasa a través de la celda de referencia que contiene
Unicamente el disolvente (IR) y el haz de luz que atraviesa la celda que contiene
el compuesto organico (IM). Un registrador traza una grafica (espectro) de la
absorbancia de la muestra frente a la longitud de onda y, por tanto, de un
espectro UV se extrae directamente el valor de la longitud de onda maxima y de
la absorbancia.
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3.7 Métodos de separacion (s

Desde el siglo pasado las separaciones analiticas se llevan a cabo por
métodos clasicos como la precipitacidn, destilacion y extraccidn. Los crecientes
esfuerzos para conocer mas sobre la composicion y funcion de las proteinas
han obligado a los cientificos a buscar técnicas, cada vez, mas precisas. Para
elegir una técnica de separacion, ademas de tener en cuenta los criterios
econoémicos y de accesibilidad, hay que atender a dos tipos de consideraciones:
Una tienen que ver con las propiedades fisicas y estructurales de las moléculas
gue se pretenden separar, o de las caracteristicas de la matriz en que se
encuentran, otras se derivan de los objetivos del analisis (sensibilidad,
resolucion, tiempo de andlisis, necesidad de una deteccion especifica). El
método de seleccion incluye los pasos necesarios para la obtencion,
preparacion y posible fraccionamiento de la muestra, la aplicaciéon de la técnica

adecuada y tratamiento de los datos obtenidos.



CAPITULO IV

DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO
4.1 Tipo de estudio:

Retrospectivo: Por que la investigacién se basa en estudios realizados en
el pasado, pues ya hay investigaciones acerca de los

métodos y de los edulcorantes.

Prospectivo: Por que la investigacién servira para estudios posteriores.

Experimental: Parte de la investigacion se llevara acabo en el laboratorio
de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador y

el Instituto de Investigacion Quimico Biolégico (1QB).
4.2 Investigacion Bibliografica

— Biblioteca Dr. Benjamin Orozco Facultad de Quimica y Farmacia (UES).

— Biblioteca Central Universidad de El Salvador (UES).

— Facultad de Quimica Y Farmacia, Universidad Salvadorefia Alberto
Masferrer (USAM).

— Biblioteca de Facultad de Ingenieria (UES).

— Laboratorio de Alimentos Dr. Max Bloch.

— Internet.

4.3 Investigacion de campo:

Universo: Jugos de fruta dietéticos.

Muestra: Dos marcas de jugos de fruta dietéticos previamente

seleccionados (ver anexo N° 1).



42

Tipo de muestreo:

Dirigido puntual ya que la recoleccion de la muestra se realizd en el
supermercado Hiper Paiz del municipio de Soyapango debido a que es el de
mayor afluencia de persona y ademas el que tiene los precios mas bajos, para
hacer esta recoleccion se elaboré6 una guia de observacion en la cual se
consideraron las marcas, precio y los jugos que tienen mayor consumo. Para
esto se visitaron los supermercados de esta zona los cuales son: Super
Selectos, La Despensa de Don Juan, La Despensa Familiar e Hiper Paiz (Ver
anexo N° 1); En estos se seleccionaron las cuatro marcas en comun que
contienen los edulcorantes de interés, tomando las dos marcas de mayor

consumo.
4.4 Parte experimental.
4 4.1 Extraccion y cuantificacion de: Aspartame (»

1. Se coloc6 50.0mL de jugo en una ampolla de separacion de 125.0mL.

2. Afadimos cuidadosamente por las paredes 10.0mL de &cido Sulfarico
al 50.0%, produciéndose una solucion caliente, la cual se dej6 enfriar a
temperatura ambiente.

3. Se extrajo con dos porciones de 50.0mL de éter etilico, descartando la
capa Etérea y a la capa acuosa se afadié 5.0mL de Hidréxido de
Sodio al 50.0%(p/v), produciéndose una solucién caliente, la cual se
deja enfriar a temperatura ambiente.

4. Extraer con dos porciones de 25.0mL de Acetato de Etilo,
descartandose la capa acuosa.

5. La capa de Acetato de Etilo se filtr6 a través de algoddn previamente
remojado con Acetato de Etilo, utilizando un beaker ambientado

previamente con dicho solvente.
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6. El filtrado obtenido se evaporé a sequedad en bafio maria en camara
de extraccion.

7. El residuo que quedo en el beaker se disolvioé con agua destilada y se
llevé a un volumen de 25.0mL con agua destilada para proceder a su

respectiva lectura tanto en ultravioleta como en infrarrojo.

4.4.2 Procedimiento Espectrofotométrico Ultravioleta-Visible para
Aspartame.

1. Se realizdé un barrido a una longitud de onda de 256 nm se coloca el
blanco (agua destilada) en las celdas, se ubican estas en ambos
compartimientos (muestra y referencia), debido a que el equipo es de
doble haz; El equipo corrige a un valor de cero absorbancia a la longitud
de onda seleccionado.

2. Se retira la celda con el blanco que se encuentra ubicado en el frente del
compartimiento y se coloca el estadndar posteriormente la muestra
previamente preparados los estandares (ver anexo No. 2), se observara
en la parte superior derecha de la pantalla el valor de absorbancia
generado por (estandares / muestra), a la longitud de onda
correspondiente.

4.4.3 Procedimiento Espectrofotométrico Infrarrojo para Aspartame.

1. Se realiz6 un barrido back ground utilizando agua destilada como
blanco desde 4000 hasta 550 cm™.

2. Se coloca el estandar de trabajo, previamente disuelto en agua
destilada a una Concentracion de [10mg/mL], debido a que la
muestra se encuentra en estado acuoso

3. Homogenizar y se realiza la respectiva lectura.
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4. El residuo obtenido en la separacion de Aspartame se coloca en elHATR
y se realiza la respectiva lectura de la muestra e imprimir ambos

espectros.
4.4. 4. Extraccion y cuantificacion de: Acesulfame potasico (y

1. Colocar 50.0mL de jugo en una ampolla de separacion de 125.0mL.

2. Afadir cuidadosamente por las paredes 10.0mL de acido Sulftrico al
50.0%, produciéndose una solucién caliente, la cual se dejo enfriar a
temperatura ambiente.

3. Se extrajo con dos porciones de 50.0mL de éter etilico, descartando
la capa acuosa y a la capa etérea se afiadio 5.0 mL de Hidroxido de
Sodio al 50.0%(p/v), produciéndose una solucion caliente, la cual se
deja enfriar a temperatura ambiente.

4. Se extrajo con tres porciones de 5.0mL de Etanol, descartandose la
capa etérea.

5. Evaporar a sequedad la capa alcohdlica.

El residuo que quedo en el beaker de disolvié con agua destilada vy
se llevo a un volumen de 25.0mL con agua destilada para proceder a

su respectiva lectura tanto en ultravioleta como en infrarrojo.

4.4.5 Procedimiento Espectrofotométrico Ultravioleta-Visible para
Acesulfame potasico.

1.Se realizé un barrido a una longitud de onda de 227 nm se coloca el
blanco (agua destilada) en las celdas, se ubican estas en ambos
compartimientos (muestra y referencia), debido a que el equipo es de
doble haz; El equipo corrige a un valor de cero absorbancia a la

longitud de onda seleccionado.
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2.Se retira la celda con el blanco que se encuentra ubicado en el frente del
compartimiento y se coloca el estandar posteriormente la muestra
previamente preparados los estandares (ver anexo No. 2), se observara
en la parte superior derecha de la pantalla el valor de absorbancia
generado por (estandares / muestra), a la longitud de onda

correspondiente.

4.4.6 Procedimiento Espectrofotométrico Infrarrojo para Acesulfame potasico.

1.Se realiz6 un barrido back ground utilizando agua destilada como blanco
desde 4000 hasta 550 cm™.

2.Se coloca el estandar de trabajo, previamente disuelto en agua destilada
a una Concentracion de [10mg/mL], debido a que la muestra se
encuentra en estado acuoso.

3.Homogenizar y se realiza la respectiva lectura.

4.El residuo obtenido en la separacion de Acesulfame potasico se coloca
en el HATR y se realiza la respectiva lectura de la muestra e imprimir
ambos espectros.

4.4.7 Extraccion y cuantificacion de: Sucralosa

1.Colocar 50.0mL de jugo en una ampolla de separacion de 125.0mL.

2.Anadir cuidadosamente por las paredes 10.0mL de &cido Sulfurico al
50.0% p/v, produciéndose una solucién caliente, la cual se dejo enfriar a
temperatura ambiente.

3.Se extrajo con dos porciones de 50.0mL de éter etilico, descartando la
capa acuosa y a la capa etérea se afadio 5.0 mL de Hidroxido de Sodio
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al 50.0%(p/v), produciéndose una solucion caliente, la cual se deja
enfriar a temperatura ambiente.

4.Se extrajo con tres porciones de 5.0mL de Etanol, descartdndose la capa
etérea.

5.Evaporar a sequedad la capa alcohdlica.

6.El residuo que quedoé en el beaker de disolvié con agua destilada y se
llevo a un volumen de 25.0mL con agua destilada para proceder a su

respectiva lectura tanto en ultravioleta como en infrarrojo.

4.4.8 Procedimiento Espectrofotométrico Ultravioleta-Visible para Sucralosa.

1.Se realizé un barrido a una longitud de onda de 243 nm se coloca el
blanco (agua destilada) en las celdas, se ubican estas en ambos
compartimientos (muestra y referencia), debido a que el equipo es de
doble haz; El equipo corrige a un valor de cero absorbancia a la
longitud de onda seleccionado.

2.Se retira la celda con el blanco que se encuentra ubicado en el frente del
compartimiento y se coloca el estandar posteriormente la muestra
previamente preparados los estandares (ver anexo No. 2), se observara
en la parte superior derecha de la pantalla el valor de absorbancia
generado por (estdndares / muestra), a la longitud de onda

correspondiente.

4.4.9 Procedimiento Espectrofotométrico Infrarrojo para Sucralosa.

1. Se realizé un barrido back ground utilizando agua destilada como blanco
desde 4000 hasta 550 cm™.
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2. Se coloca el estandar de trabajo, previamente disuelto en agua destilada
a una Concentracion de [10mg/mL], debido a que la muestra se
encuentra en estado acuoso.

Homogenizar y se realiza la respectiva lectura.
El residuo obtenido en la separacion de Sucralosa se coloca en el HATR
y se realiza la respectiva lectura de la muestra e imprimir ambos

espectros.



CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
a) ASPARTAME
Tabla N° 1.0 valores de concentracién y absorbancia correspondientes a

estandares de Aspartame mediante espectrofotometria UV.

N° Lecturas Absorbancia [Concentracion]
mg/mL(Ver anexo

No. 2)

0.0 0.0

Sty 0,091 0,1995

St, 0,181 0,399

St 0,272 0,5985

Sty 0,369 0,798

Sts 0,450 0.9975

Mx 0,360 0.7908

Aspartame

0,5
0,45 -
0.4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

w=04552x

Absorbancias

o 0,2 0.4 0,6 0,8 1 1,2
Concentracion

Figura N°5 Grafica de curva de estandarizacién y muestra de Aspartame.
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Resultados obtenidos de la forma grafica

Se realiz6 un método analitico por espectrofotometria ultravioleta visible a una
longitud de onda de 256nm con el objetivo de desarrollar la curva de calibracion
y asi determinar la cantidad de aspartame presente en la muestra utilizando la
forma grafica y la forma analitica.

Para la curva de calibracién se utiliz6 como estdndar de trabajo aspartame
(materia prima) al 99.75% de pureza, de la cual se prepararon todas las

diluciones de los estandares (ver anexo No. 2).

Debido a que el jugo de fruta dietético no tiene rotulado en la etiqueta la
cantidad de Aspartame que posee, no tenemos un parametro establecido sobre
la concentracion que deberian tener nuestros estandares de trabajo por lo que
se decidio hacer una serie de diluciones que van desde 1.0mg/ml a 10.0mg/ml,
0.1mg/ml a 1.0mg/ml, 0.01mg/ml a 0.1mg/ml y 0.001mg/ml a 0.01mg/ml. De las
cuales descartamos las diluciones que van desde 1.0mg/ml a 10.0mg/ml, de
0.01mg/ml a 0.1 mg/ml y de 0.001 mg/ml a 0.01 mg/ml, ya que el equipo no
tenia la sensibilidad deseada; Por lo que se decidi6 solamente utilizar los
valores de absorbancia que se encuentran en un rango de Concentracion de

0.1 mg/ml a 1.0 mg/ml para la realizacion de la curva de estandarizacion.

Con los resultados obtenidos de la curva de calibracion se graficd
Concentracion vrs absorbancias se trazé una linea de tendencia entre los
puntos, la cual tiene la siguiente ecuacion: Y= 0.4552X De dicha ecuacion se
despeja el valor de X= Y/0.4552 que representa la concentracion de la muestra

en la grafica la cual es 0.7908mg/mL de Aspartame (ver anexo N°3)
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Resultados obtenidos de forma analitica

La concentracion de Aspartame se calculé también mediante forma analitica,
dicha concentracion se calcula utilizando la ecuacion de la ley de Beer que se
presenta mas adelante, para lo cual se toman los valores de absorbancia mas
proximos al de la muestra con la cual se calcula la concentracion, dicha

ecuacion se presenta a continuacion:

Amx X Cst
Cux = -====mmmmmmmm- FD
Ast

Donde:

Cwmx: Concentracion de muestra
Cst: Concentracion de el estandar.
Awmx: Absorbancia de la muestra.
Ast: Absorbancia de el estandar.
FD: Factor de dilucion.

0,360 X 0,798 mg/ml
C|v|x = mmmemmmmssssmse——————eee 25.0
0,369

Cwvx= 19.46 mg de Aspartame en 50 ml de jugo



Tabla N° 2 resultados obtenidos de la forma analitica

Muestra [stimg/ | [mx]mg | Ast Amx | Nivel mg totales
mL /mL maximo del en
RTCA jugo(330
67.04.48:08 mL)
(mg/kg)
Aspartame 0,8 0.78 0,369 | 0,360 600 128.45

52

El resultado obtenido de la forma analitica es igual a 19.71 mg de Aspartame en

50.0 ml de jugo, por lo que los miligramos totales presentes en el jugo son:

19. 46mg de Aspartame

X

X=128. 45 mg de Aspartame en el jugo

50.0 ml de jugo

330.0 ml totales en el jugo

El Reglamento Técnico Centroamericano RTCA67.04. 48:08 establece que una

persona no debe consumir mas de 600mg/kg de peso de Aspartame.



53

RESULTADOS DE ESPECTRO FOTOMETRIA INFRARROJA DE
ASPARTAME
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Figura N° 6 Espectro infrarrojo de estandar de Aspartame ampliado de (4400-
2600) cm™

El espectro Infrarrojo del Aspartame resulta ser muy complejo, debido a esto el
espectro se secciond en tres partes, tanto para el estandar como la muestra y

de esta manera facilitar la ubicacion de las sefiales con mayor precision.

La molécula de Aspartame es una molécula muy compleja pues tiene diversos

grupos funcionales representados por nimeros romanos como se observa en

la figura N° 7

Figura N° 7 Molécula de Aspartame seccionada en cinco partes
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Cuadro N° 5 Bandas de absorcion de estandar de aspartame de espectro
ampliado de 4400-2600

Banda Inferencia Molécula Tebrico Practico
A NH estiramiento asim. \r'/ 3500 3455
De amina primaria NH-
B NH estiramiento de N (3500-3400) 3400
amida H
C NH estiramiento sim. 3400 3380
De amina primaria \Nl:z
D OH estiramiento de - 3500-3200 3192
acido Y ( )
OH
E CH estiramiento de (3100-3000) 3040
anillo aromatico
F CH estiramiento asim. OCHIS 2962 2960
Del metoxilo \FI'/
e
G CH estiramiento sim. OCHIs 2872 2860
Del metoxilo \ICL//

La banda A corresponda a N-H estiramiento asimétrico de amina primaria de la
seccion Il de la molécula de aspartame en donde esta sefial teGricamente
aparece a 3500 cm™pero en el estandar esta sefial se localiza a 3455cm™ |
mientras que la banda B corresponde a N-H estiramiento de amida de la
seccion Il de la molécula esta sefial tedricamente se localiza entre 3500-
3400cm™ pero en el estandar esta sefial se localiza a 3400cm™ , la banda C
corresponde a  N-H estiramiento simétrico de amina primaria de la seccion I
de la molécula de aspartame esta sefial te6ricamente se localiza a 3400cm™
pero en el estandar se ubica a 3380cm™ ; La banda D corresponde a O-H
estiramiento de &cido de la seccion | de la molécula, teéricamente esta sefial se
puede localizar entre 3500-3200cm™ pero en el estandar se ubica a 3192cm™ ;
La banda E representa a C-H estiramiento de anillo aromatico de la seccién IV
de la molécula , dicha sefial se localiza te6ricamente entre 3100-3000cm™ pero

en el estandar se ubica a 3040cm™ ; La banda F representa a C-H estiramiento
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asimétrico del metoxilo de la seccion V de la molécula , esta sefial se localiza
tedricamente a 2962cm™ , esta sefial se localiza en el estandar a 2960cm™ ;
Finalmente la banda G corresponde a C-H estiramiento simétrico del metoxilo
de la seccion V de la molécula , esta sefial en la teoria aparece a 2872cm™

pero en el estandar sefial se ubica en 2860cm™ .
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Figura N° 8 Espectro infrarrojo de muestra de Aspartame ampliado de (4400-
3600) cm™

Cuadro N° 6 Bandas de absorcion de muestra de aspartame de espectro
ampliado de 4400-2600

Banda Inferencia Molécula Teorico Practico
A NH estiramiento asim. \r/ 3500 3450
De amina primaria ~NH
B NH estiramiento de N (3500-3400) 3400
amida H
C NH estiramiento sim. 3400 3390
De amina primaria NH -




56

D OH estiramiento de - (3500-3200) 3319
acido V
>
E CH estiramiento de (3100-3000) 3026
anillo aromaético
F CH estiramiento asim. OCHIS 2962 2960
Del metoxilo \IT/I
(e ]
G CH estiramiento sim. OCHI= 2872 2860
Del metoxilo \(I;_I'/

En el espectro de la muestra la banda A corresponda a N-H estiramiento
asimétrico de amina primaria de la seccién Il de la molécula, en donde esta
sefial tedricamente aparece a 3500 cm™ pero en la muestra esta sefial se
localiza a 3450cm™ , mientras que la banda B corresponde a N-H estiramiento
de amida de la seccion Il de la molécula, esta sefal teéricamente se localiza
entre 3500-3400cm™ pero en la muestra esta sefial se localiza a 3400cm™ | la
banda C corresponde a  N-H estiramiento simétrico de amina primaria de la
seccion Il de la molécula, esta sefial teéricamente se localiza a 3400cm™ pero
en la muestra se ubica a 3390cm™ ; La banda D corresponde a O-H
estiramiento de acido de la seccion | de la molécula , tedricamente esta sefal
se puede localizar entre 3500-3200cm™ pero en la muestra se ubica a 319cm™ ;
La banda E representa a C-H estiramiento de anillo aroméatico de la seccion IV
de la molécula , dicha sefial se localiza teéricamente entre 3100-3000cm™ pero
en la muestra se ubica a 3026cm™ ; La banda F representa a C-H estiramiento
asimétrico del metoxilo de la seccién V de la molécula , esta sefial se localiza
tedricamente a 2962cm™ , esta sefial se localiza en la muestra a 2960cm™ ;
Finalmente la banda G corresponde a C-H estiramiento simétrico del metoxilo
de la seccién V de la molécula de aspartame, esta sefial en la teoria aparece a

2872cm™, pero en la muestra esta sefial se ubica en 2860cm™ .
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Figura N° 9 Espectro infrarrojo de estandar de Aspartame ampliado de (2000-

1000) cm™

Cuadro N° 7 Bandas de absorcién de estandar de aspartame de espectro
ampliado de 2000-1000

Banda Inferencia Molécula Tedbrico Practico
H Sobre tono aromatico (2000-1650) Dentro de
rango
I C=0 estiramiento de L - (1770-1750) 1745
acido V
>
J C=0 estiramiento de L = (1735-1765) 1735
éster \[T//
[
K NH deformacion tijera \r” 1650 1660
~NH S
L C=0 estiramiento de < 1640 1629
amida JI\N—
H
M NH deformacion de L) (1570-1510) 1575
amida J-I\ ~N
H
N C=C estiramiento de (1600-1400 Dentro de
anillo aromatico rango
CH Deformacion tijera OCTHI= 1465 1465
N de metoxilo \Ig/
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0] C-H Deformacion OCHIS 1450 1455
asim de metoxilo \[CI:/
P CH estiramiento de L 1400 1410
amida J"\N-
H
Q CH deformaciéon sim OCHIS 1370 1370
de metoxilo \[CI:/
R CN estiramiento de \r/ (1340-1250) 1362
amina primaria NH
S OH deformacion de L - (1350-1260) 1312
acido
L ] oy |
T C-O-C de metoxilo \I_I/,O CHI (1310-1240) 1240
>
U C-O estiramiento de L - 1216 1215
acido
L ) o |
Vv C-0O estiramiento de O HIs (1300-1100) 1140
éster \[T/
(e
W CH deformacion en el (1300-1000) 1103
plano de anillo
aromatico

En la segunda parte del espectro del estandar se localiza la banda H que
corresponde al sobre tono aromatico, de la seccion IV de la molécula este
sobretono aromatico aparece teéricamente entre 2000-1650cm™, en el espectro
del estandar el sobre tono se observa dentro de ese rango; Mientras que la
banda | representa a C=0 estiramiento de acido de la seccion | de la molécula ,
esta sefial aparece entre los rangos de 1770-1750cm™ pero en el espectro del
estandar aparece a 1745cm™ ; La banda J representa a C=0 estiramiento de
ester de la seccion V de la molécula , esta sefial aparece en los rangos
de1735-1765cm™ pero en el estandar la sefial se localiza a 1735cm™ ; La

banda K representa a N-H deformacion tijera de la seccion Il de la molécula,

esta sefial aparece entre 1650cm™ , en el espectro del estandar se localiza a

1660cm™ ; Mientras que la banda L representa a C=0 estiramiento de amida de
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la seccion Il de la molécula , esta sefial aparece a 1640cm™ pero en el
espectro del estandar esta sefial aparece a 1629cm™ ; la banda M representa a
N-H deformacion de amida de la seccion Il de la molécula , esta sefial aparece
tedricamente entre 1570-1510cm™ en el espectro del estandar la sefial se
localiza a 1575cm™ ; Mientras que la banda N representa a C=C estiramiento de
anillo aromético esta sefial, representada por dos bandas que aparecen entre
1600-1400cm™ ; La banda N representa a C-H deformacion tijera de metoxilo
de la seccién V de la molécula , esta sefial aparece entre 1465cm™ pero en el
espectro del estandar se localiza a 1465cm™; La banda O representa a C-H
deformacion asimétrica del metoxilo de la seccion V de la molécula,
tedricamente esta sefial aparece entre 1450cm™ pero en el estandar se sefial
se localiza a 1455cm™; la banda P representa a C-N estiramiento de amida de
la seccién lll de la molécula , esta sefial aparece a 1400cm™ pero en el
espectro del estandar esta sefial se localiza a 1410cm™ ; La banda Q
representa a C-H deformacién simétrico del metoxilo de la seccion V de la
molécula por V , tedricamente esta sefial la encontramos a 1370cm™ pero en el
espectro del estandar la encontramos a 1370cm™ ; La banda R representa a C-
N estiramiento de amina primaria de la seccion Il de la molécula , esta sefial se
puede encontrar entre un rango de 1340-1250cm™ pero en el estandar se
encuentra localizada a1362cm™; mientras que la banda S representa a O-H
deformacion del acido de la seccion | de la molécula , esta sefial se encuentra
tedricamente entre 1350-1260cm™ pero en el estandar dicha sefial se localiza a
1312cm™; la sefial T corresponde a C-O-C de metoxilo de la seccién V de la
molécula , teéricamente esta sefial se localiza entre 1310-1240cm™ pero en el
estandar se puede ubicar en 1240cm™ ; Mientras que la sefial U representa a
C-O estiramiento de &cido de la seccion | de la molécula , esta sefial se ubica
tedricamente en 1216cm™ pero en el estandar la sefial la ubicamos en 1215cm’
! - la banda V representa a C-O estiramiento de ester de la seccién V de la

molécula, esta sefial aparece entre un rango de 1300-1100cm™ en el espectro
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del estandar la sefial se localiza a 1140cm™ ; final mente la banda W representa
a C-H deformacién en el plano de anillo aromético de la seccion IV de la
molécula , el cual teéricamente esta sefial se localiza entre 1300-1000cm™ ,

pero la sefial aparece en el estandar a 1103cm™.
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Figura N° 10 Espectro infrarrojo de muestra de Aspartame ampliado de (2400-
1000) cm™

Cuadro N° 8 Bandas de absorcion de muestra de aspartame de espectro
ampliado de 2400-1000

Banda Inferencia Molécula Tedrico Practico
H Sobre tono aromatico (2000-1650) Dentro de
© rango
I C=0 estiramiento de L (1770-1750) 1745
acido
>
J C=0 estiramiento de OCTHI 1735-1765 1735
éster \FF/I ( :
(=
K NH deformacion tijera \r”’ 1650 1670
~NH -
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L C=0 estiramiento de - 1640 1630
amida e ~
M NH deformacién de T (1570-1510) 1570
amida —
N C=C estiramiento de (1600-1400 Dentro de
anillo aromatico rango
CH Deformacion tijera O H= 1465 1460
N de metoxilo \[T/’
[
C-H Deformacion OCTHI= 1450 1445
asim de metoxilo \([;//
P CH estiramiento de e 1400 1412
amida A ~
Q CH deformacion sim O H= 1370 1375
de metoxilo \([;/’
R CN estiramiento de \r’/ (1340-1250) 1360
amina primaria NH
S OH deformacion de L (1350-1260) 1300
acido V
>
T C-O-C de metoxilo \IT,/O < His (1310-1240) 1240
(o
U C-0O estiramiento de L 1216 1216
acido
>
\% C-O estiramiento de OCTHIs (1300-1100) 1140
éster \[T/’
(=]
W CH deformacioén en el (1300-1000) 1105
plano de anillo
aromatico

En la segunda parte del espectro de la muestra se localiza la banda H que
corresponde al sobre tono aromatico, representado en la molécula por IV este
sobretono aromatico aparece tedricamente aparece entre 2000-1650cm™, en el
espectro de la muestra el sobre tono se observa dentro de ese rango ; Mientras
que la banda | representa a C=0 estiramiento de acido de la seccion | de la
molécula , esta sefial aparece entre los rangos de 1770-1750cm™ pero en el

espectro de la muestra aparece a 1745cm™ ; La banda J representa a C=0
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estiramiento de ester de la seccion V de la molécula , esta sefial aparece en
los rangos de1735-1765cm™ pero en la muestra la sefial se localiza a 1735cm™
; La banda K representa a N-H deformacion tijera de la seccion Il de la molécula
esta sefial aparece entre 1650cm™ , en el espectro de la muestra se localiza a
1670cm™ ; Mientras que la banda L representa a C=O estiramiento de amida
de la seccion Il de la molécula , esta sefial aparece a 1640cm™ pero en el
espectro de la muestra esta sefial aparece a 1630cm™ ; la banda M representa
a N-H deformacién de amidade la seccion 11l de la molécula, esta sefal aparece
tedricamente entre 1570-1510cm™ en el espectro de la muestra la sefial se
localiza a 1570cm™ ; Mientras que la banda N representa a C=C estiramiento de
anillo aromético esta sefial, representada por dos bandas que aparecen entre
1600-1400cm™ ; La banda N representa a C-H deformacion tijera de metoxilo
de la seccién V de la molécula , esta sefial aparece entre 1465cm™ pero en el
espectro de la muestra se localiza a 1460cm™; La banda O representa a C-H
deformacion asimétrica del metoxilo de la seccion V de la molécula,
tedricamente esta sefial aparece entre 1450cm™ pero en la muestra la sefial se
localiza a 1445cm™; la banda P representa a C-N estiramiento de amida de la
seccion Ill de la molécula , esta sefial aparece a 1400cm™ pero en el espectro
de la muestra esta sefial se localiza a 1412cm™ ; La banda Q representa a C-H
deformacion simétrico del metoxilo de la seccion V de la molécula |,
tedricamente esta sefial la encontramos a 1370cm™ pero en el espectro de la
muestra la encontramos a 1375cm™ ; La banda R representa a C-N
estiramiento de amina primaria de la seccion Il de la molécula , esta sefal se
puede encontrar entre un rango de 1340-1250cm™ pero en la muestra se
encuentra localizada a1360cm™; mientras que la banda S representa a O-H
deformacion del &cido de la seccién | de la molécula , esta sefial se encuentra
tedricamente entre 1350-1260cm™ pero en la muestra dicha sefial se localiza a
1300cm™; la sefial T representa a C-O-C de metoxilo de la seccion V de la

molécula , tedricamente esta sefial se localiza entre 1310-1240cm™ pero en la
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muestra se puede ubicar en 1255cm™ ; Mientras que la sefial U representa a C-

O estiramiento de acido de la seccion | de la molécula , esta sefial se ubica

tedricamente en 1216cm™ pero en la muestra la sefial la ubicamos en 1216cm™

; la banda V representa a C-O estiramiento de ester de la seccion V de la

molécula , esta sefial aparece entre un rango de 1300-1100cm™ en el espectro

de la muestra la sefial se localiza a 1140cm™ ; final mente la banda W

representa a C-H deformacién en el plano de anillo aromatico de la seccion IV

de la molécula , el cual teéricamente esta sefial se localiza entre 1300-1000cm™

, pero la sefial aparece en la muestra a 1105cm™.
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Figura N° 11 Espectro infrarrojo del estandar de Aspartame ampliado de (1200-

600) cm-1

Cuadro N° 9 Bandas de absorcion de estandar de aspartame de espectro

ampliado de 1200-600

Banda

Inferencia

Molécula

Tebrico

Practico

CH deformacion fuera del
plano mono sustituido

=

(900-600)

890
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Y NH deformacion fuera del 'l 800 804
plano de amina primaria ~NH S
Z NH deformacién fuera del _ﬁ_\ (800-666) 732
plano de amida —~

En la tercera parte del espectro del estandar encontramos la banda X la cual
representa a C-H deformacion fuera del plano (monosustitucion) de la seccion
IV de la molecula, dicha sefial aparece entre 900-600cm™ pero en el espectro
del estandar la sefial se localiza a 890cm™; mientras que la sefial Y representa
a N-H deformaciéon fuera del plano de amina primaria de la seccién Il de la
molécula, esta sefial se localiza entre 800cm™, pero en el estandar la sefial la
localizamos a 804cm™ :finalmente la banda Z representa a N-H deformacion
fuera del plano de amida de la seccion Il de la molécula, esta sefial se localiza

entre 800-666cm™, pero en el estandar la sefial se encuentra a 732cm™.
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Figura N° 12 Espectro infrarrojo de la muestra de Aspartame ampliado de
(1200-600) cm™
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Cuadro N° 10 Bandas de absorcion de muestra de aspartame de espectro
ampliado de 1050-600

Banda Inferencia Molécula Tedrico Practico
X CH deformacion fuera del (900-600) 880
plano mono sustituido
Y NH deformacién fuera del \r”’ 800 795
plano de amina primaria ~NH S
Z NH deformacién fuera del :ﬁ_\ (800-666) 729
plano de amida —~

En la tercera parte del espectro de la muestra encontramos la banda X la cual
representa a C-H deformacion fuera del plano (monosustitucion) en la seccion
IV de la molecula, dicha sefial aparece entre 900-600cm™ pero en el espectro
de la muestra la sefial se localiza a 880cm™; Mientras que la sefial Y representa
a N-H deformacién fuera del plano de amina primaria de la seccion Il de la
molécula, esta sefial se localiza entre 800cm™, pero en la muestra la sefial la
localizamos a 795cm™ :finalmente la banda Z representa a N-H deformacion
fuera del plano de amida de la seccion Ill de la molécula, esta sefial se localiza

entre 800-666cm™, pero en la muestra la sefial se encuentra a 729cm™.

Al comparar las bandas de los dos espectros tanto el estandar como la muestra
se puede ver la similitud que existe entre las sefiales de ambos espectros
infrarrojos por tal motivo se puede confirmar que el Aspartame si esta presente
en la muestra de jugo dietético.




b) ACESULFAME POTASICO
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Tabla N° 3.0 valores de concentracion y absorbancia correspondientes
al Acesulfame K mediante espectrofotometria UV.

N° Lecturas Absorbancias [Concentracion] mg/mL
(Ver anexo No. 2)
0.0 0.0
Sty 0,117 0,00199
St, 0,235 0,00396
St; 0,352 0,0059
Sty 0,47 0,0079
Sts 0,588 0,0099
Mx 0,379 0,0063
AcesulfameK
0.7 1 ¥=59,562x%

Absorbancias

0,004

0,006 0,008 0,01

Concentracion

0,012

Figura N°13 Grafica de Curva de estandarizacion y muestra de
Acesulfame Potéasico
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Resultados obtenidos de la forma grafica de Acesulfame Potasico

Se realiz6 un método analitico por espectrofotometria ultravioleta visible a
una longitud de onda de 227 nm con el objetivo de desarrollar la curva de
calibracion y asi determinar la cantidad de Acesulfame K presente en la

muestra de jugo utilizando la forma gréfica y la forma analitica.

En la curva de calibracion se utiliz6 como estandar de trabajo Acesulfame K
(materia prima) al 99.8 % de pureza (Anexo No.8), de la cual se prepararon

todas las diluciones de los estandares.

El jugo se filtr6 a través de algodon donde se obtuvo una muestra de color

amarillo transparente de donde se parti6 para el andlisis.

Debido a que el jugo de fruta dietético no tiene rotulado en la etiqueta la
cantidad de Acesulfame K gue posee, por lo que no tenemos un parametro
establecido sobre la concentracion que deberian tener nuestros estandares
de trabajo por lo que se decidié hacer una serie de diluciones que van desde
1.0mg/ml a 10.0mg/ml, 0.1mg/ml a 1.0mg/ml, 0.01lmg/ml a 0.1lmg/ml y
0.001mg/ml a 0.01mg/ml. De las cuales descartamos las diluciones que van
desde 1.0mg/ml a 10.0mg/ml, 0.1mg/ml a 1.0mg/ml y 1.0mg/ml a 0.01mg/ml,
ya que el equipo no tiene la sensibilidad para dar las lecturas; Por lo que se
decidié solamente utilizar los valores de absorbancia que se encuentran en
un rango de Concentracion de 0.01 mg/ml a 0.001 mg/ml para la realizacion

de la curva de estandarizacion.

Con los resultados obtenidos de la curva de calibracion se graficé
Concentracion vrs absorbancias se traz6 una linea de tendencia entre los
puntos, la cual tiene la siguiente ecuacion: Y= 59.562X. De dicha ecuacion
se despeja el valor de “X” que representa la concentracion en la grafica y el
valor de “y” representa la absorbancia de la muestra. Entonces la ecuacion
ya despejada nos queda asi: X=Y / 59,562, es decir X= 0.209 / 59.562

dando el resultado de 0.0035mg/mL de Sucralosa (ver anexo N°3).
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Cuantificacion de resultados obtenidos de la forma analitica

La concentracion de Acesulfame K se calcul6 también mediante forma
analitica, dicha concentracion se calcula utilizando la ecuacion de la ley de
Beer que se presenta mas adelante, para lo cual se toman los valores de
absorbancia mas préximos al de la muestra con la cual se calcula la

concentracion, dicha ecuacion se presenta a continuacion:

Amx X Cst
Cux = -====mmmmmm- FD
Ast

Donde:

Cwmx: Concentracion de muestra
Cst: Concentracion de el estandar.
Amx: Absorbancia de la muestra.
Ast: Absorbancia de el estandar.
FD: Factor de dilucion.

0.379 X 0.006 mg/ml
C|v|x e ey 25.0
0.352

Cwumx= 0.16 mg/ml de Acesulfame K en 50.0 ml de jugo.



Tabla N° 4.0 resultados obtenidos de la forma analitica

Muestra [st] [mX] Ast Amx Nivel mg totales
maximo del | en jugo
mg/mL | mg/mL RTCA (330 mL)
67.04.48:08
(mg/kg)
Acesulfame K 0.006 0.0064 | 0.352 | 0.379 350 128.77
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El resultado obtenido de la forma analitica = 19.51 mg de Aspartame en

50.0ml de jugo, por lo que los miligramos totales presentes en el jugo son.

0-16mgAcesquame K

X

X= 128-77mg de Acesulfame en el jugo

50.0ml de jugo

330Mlotales en el jugo

El Reglamento Técnico RTCA67.04.48:08 establece que una persona no

debe de consumir mas de 350mg/kg de peso.
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RESULTADOS DE ESPECTRO FOTOMETRIA INFRARROJA DE
ACESULFAME POTASICO
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Figura N° 14 Espectro infrarrojo de estdndar de Acesulfame K ampliado de
(4400-2400) cm-1

Cuadro N° 11 Bandas de absorcion de estandar de Acesulfame potasico de
espectro ampliado de 4400-2400

Banda Inferencia Molécula Teodrico Practico
A C-H estiramiento C-H 2962 2965
asimetrico
B C-H estiramiento simetrico C-H 2873 2880

El espectro Infrarrojo del Acesulfame K resulta ser un poco complejo, debido
a esto el espectro se secciono en tres partes, tanto el estdndar como la

muestra pues de esta manera facilita la ubicacion de las sefales con mayor

precision.

La molécula de Acesulfame K es una molécula muy compleja pues tiene

diversos grupos funcionales representados por numeros romanos como se

observa en la figura N° 15
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Figura N° 15 Molécula de Acesulfame K seccionada en cinco partes

En la primera parte del espectro del estandar de Acesulfame K se encuentra
la banda A que representa a C-H estiramiento asimétrico de metilo en la
seccion | de la molécula, esta sefial aparece entre 2962 cm™, en el espectro
del estandar la sefial se localiza a 2965 cm™; la banda B corresponde a C-H
estiramiento  simétrico de metilo en la seccion | de la molécula ,
tedricamente la sefial se localiza entre 2873 cm™ pero en el espectro del

estandar la sefial se observa en 2880 cm™ .
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Figura N° 16 Espectro infrarrojo de la muestra de Acesulfame K ampliado de
(4400-2400) cm-1
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Cuadro N° 12 Bandas de absorcion de muestra de Acesulfame potasico de
espectro ampliado de 4400-2400

Banda Inferencia Molécula Tebrico Practico
A C-H estiramiento C-H 2962 2965
asimetrico
B C-H estiramiento simetrico C-H 2873 2878

En la primera parte del espectro la muestra de Acesulfame K se encuentra la
banda A que representa a C-H estiramiento asimétrico de metilo en la
seccion | de la molécula, esta sefial aparece entre 2962 cm™, en el espectro
de la muestra la sefial se localiza a 2965 cm™; la banda B corresponde a C-
H estiramiento simétrico de metilo en la seccién | de la molécula por | ,
tedricamente la sefial se localiza entre 2872 cm™ pero en el espectro de la

muestra la sefial se observa en 2878 cm™ .
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Figura N° 17 Espectro infrarrojo de la estandar de Acesulfame K ampliado
de (2000-1000) cm-1
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Cuadro N° 13 Bandas de absorcion de estandar de Acesulfame potasico de
espectro ampliado de 2000-1000

Banda Inferencia Molécula Tebrico Practico
C C=0 estiramiento 1720-1710 1680
AO

D C-H deformacion C-H 1420 1450
asimetrica

E SO, estiramiento O\_}: :_;O 1340-1300 1300
asimetrico S

F C-0O estiramiento CT) - 1216 1224

G SO, estiramiento simetrico O:*-‘“S :_;O 1160-1135 1165

En la segunda parte del espectro del estandar Acesulfame K se encuentra la
banda C que corresponde a C=0 estiramiento de cetona en la seccion Il de
la molecula esta sefial teoricamente aparece entre 1720-1710 cm™, pero
esta sefial en el espectro del estandar se localiza a 1720 cm™ ; también se
encuentra la banda D que corresponde a C-H deformacion asimétrica de
metilo la cual aparece teéricamente entre1450 cm™, pero la sefial en el
espectro del estandar se localiza a 1450 cm™; También encontramos en el
espectro la banda E que corresponde a SO, estiramiento asimétrico en la
seccién V de la molécula por V esta sefal se localiza teéricamente entre
1340-1300 cm™ pero la sefial aparece en el espectro del estandar a 1300
cm™; La banda F corresponde a C-O estiramiento en la seccién IV de la
molécula esta sefial aparece tedricamente entre 1216 cm™, pero en el
espectro del estandar la sefial se localiza a 1224 cm™; Finalmente
encontramos la banda G que representa a SO, estiramiento simétrico dicha
sefial aparece tedricamente en un rango de 1160-1135 cm™ pero en el

espectro del estandar la sefial se localiza a 1165 cm™.
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Figura N° 18 Espectro infrarrojo de la muestra de Acesulfame K ampliado de
(2000-1000) cm-1

Cuadro N° 14 Bandas de absorcion de muestra de Acesulfame potasico de
espectro ampliado de 2000-1000

Banda Inferencia Molécula Tebrico Practico
C C=0 estiramiento 1720-1710 1685
/1%0

D C-H deformacion C-H 1420 1445
asimetrica

E SO, estiramiento O\_} :_;O 1340-1300 1300
asimetrico S

F C-0O estiramiento (T) - 1216 1220

G SO, estiramiento simetrico O“:‘-?S :,;O 1160-1135 1160

En la segunda parte del espectro de la muestra de Acesulfame K se
encuentra la banda C que corresponde a C=0 estiramiento de cetona en
laseccion Il de la molecula esta, esta sefial teoricamente aparece entre
1720-1710 cm™, pero esta sefial en el espectro de la muestra se localiza a
1685 cm™ : también se encuentra la banda D que corresponde a C-H
deformacion asimétrica de metilo la cual aparece tedricamente entre1450
cm™, pero la sefial en el espectro de la muestra se localiza a 1445 cm™;
También encontramos en el espectro la banda E que corresponde a SO

estiramiento asimétrico en la seccién V de la molécula , esta sefal se
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localiza teéricamente entre 1340-1300 cm™ pero la sefial aparece en el

espectro de la muestra a 1300 cm™; La banda F corresponde a C-O

estiramiento en la seccion IV de la molécula, esta sefial aparece

tedricamente entre 1216 cm™, pero en el espectro de la muestra la sefial se
localiza a 1220 cm™; Finalmente encontramos la banda G que representa a
SO, estiramiento simétrico dicha sefial aparece tedricamente en un rango de

1160-1135 cm™, pero en el espectro de la muestra la sefial se localiza en
1160 cm™.
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Figura N° 19 Espectro infrarrojo de la muestra de Acesulfame K ampliado de
(1000-500) cm™

Cuadro N° 15 Bandas de absorcion de estandar de Acesulfame potasico de
espectro ampliado de 1000-500

Banda Inferencia Molécula Tebrico Practico
H O-S estiramiento O-S 900-700 715
| C=C estiramiento c=C 667-625 640

En la tercera parte del espectro del estandar de Acesulfame K encontramos
unicamente dos sefiales la primera que es la banda H que representa a O-S
estiramiento esta sefial aparece teoricamente entre el randgo de 900-700

cm?, esta sefial se localiza en el espectro de la muestra a 715 cm™;
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mientras que la segunda sefial representada por | representa a C=C
estiramiento de alqueno esta sefial se localiza te6ricamente entre 667-625

cm™, pero en el espectro del estandar la sefial se localiza a 640 cm™ .
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Figura N° 20 Espectro infrarrojo de la muestra de Acesulfame K ampliado de
(1200-500) cm-1

Cuadro N° 16 Bandas de absorcion de muestra de Acesulfame potéasico de
espectro ampliado de 1200-500

Banda Inferencia Molécula Tebrico Practico
H O-S estiramiento O-S 900-700 705
| C=C estiramiento Cc=C 667-625 635

En la tercera parte del espectro de Acesulfame K encontramos unicamente
dos sefales la primera que es la banda H que representa a O-S estiramiento
esta sefial aparece teoricamente entre el randgo de 900-700 cm™, pero esta
sefial se localiza en el espectro de la muestra a 705 cm™; mientras que la
segunda sefal representada por | representa a C=C estiramiento de alqueno
esta sefial se localiza teéricamente entre 667-625 cm™, pero en el espectro

de la muestra la sefial se localiza a 635 cm™ .

Al comparar las bandas de los dos espectros tanto el estandar como la
muestra se puede ver la similitud que existe éntrelas sefiales de ambos
espectros infrarrojos por tal motivo se puede decir que el Acesulfame K si

esta presente en la muestra de jugo dietético.




c) SUCRALOSA
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Tabla N° 5.0 valores de concentracion y absorbancia correspondientes
a Sucralosa mediante espectrofotometria UV

Concentracion

N° Lecturas Absorbancias [Concentracidn]
mg/mL
Sty 0.066 2.0
St, 0.13 4.0
St 0.197 6.0
St, 0.262 8.0
St 0.328 10.0
Mx 0.209 6.41
Sucralosa
0,35 -
03 - v=0,033x
o 0,25 -
o
% 0,2 A
=
5 0.15 - (6.33, 0.209)
= 01 -
0,05 -
D T T T T 1
a z 4 6 10 1z

Figura No. 19 Grafica Curva de estandarizacion y muestra de Sucralosa
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Resultados obtenidos de la forma Grafica

Se realiz6 un método analitico por espectrofotometria ultravioleta visible a
una longitud de onda de 243 nm con el objetivo de desarrollar la curva de
calibracion y asi determinar la cantidad de Sucralosa presente en la muestra

utilizando la forma grafica y la forma analitica.

En la curva de calibracion se utiliz6 como estandar de trabajo Sucralosa
(materia prima) al 99.3 % de pureza (Anexo No. 7), de la cual se prepararon

todas las diluciones de los estandares.

Como el jugo de fruta dietético no tiene rotulado en la etiqueta la cantidad de
Sucralosa que posee, no tenemos un parametro establecido sobre la
concentracion que deberian tener nuestros estandares de trabajo por lo que
se decidi6 hacer una serie de diluciones que van desde 1.0mg/ml a
10.0mg/ml, 0.1mg/ml a 1.0mg/ml, 0.01lmg/ml a 0.1mg/ml y 0.001lmg/ml a
0.0lmg/ml. De las cuales descartamos las diluciones que van desde
0.1mg/ml a 1.0mg/ml, 0.01mg/ml a 0.1mg/ml y 0.001mg/ml a 0.01mg/ml, ya
qgue el equipo no presenta la sensibilidad necesaria; Por lo que se decidi
solamente utilizar los valores de absorbancia que se encuentran en un rango
de Concentracién de 10.0 mg/ml a 1.0 mg/ml para la realizacion de la curva

de estandarizacion.

Con los resultados obtenidos de la curva de calibracion se graficé
Concentracion vrs absorbancias se trazo una linea de tendencia entre los
puntos, la cual tiene la siguiente ecuacion: Y= 0.033X. De dicha ecuacién se
despeja el valor de “X” que representa la concentracion en la grafica y el
valor de “y” representa la absorbancia de la muestra. Entonces la ecuacion
ya despejada nos queda asi: X=Y /0.033, es decir X=0.209/0.033 dando

el resultado de 6.33mg/mL de Sucralosa (ver anexo N°3).
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Resultados obtenidos de la forma analitica

La concentracion de Sucralosa se calcul6 también mediante forma analitica,
dicha concentracion se calcula utilizando la ecuaciéon de la ley de Beer que
se presenta mas adelante, para lo cual se toman los valores de absorbancia
mas proximos al de la muestra con la cual se calcula la concentracion, dicha

ecuacion se presenta a continuacion:

Amx X Cst
Cux = -====mmmmmmmm- FD
Ast

Donde:

Cux: Concentracion de muestra

Cst: Concentracion de el estandar.
Amx: Absorbancia de la muestra.
Ast: Absorbancia de el estandar.
FD: Factor de dilucion

0.209X 6.0 mg/mi
CMx = =-mmmmmmmmmm oo 25.0
0.197
Cux= 159.13 mg de Sucralosa en 50.0ml de jugo

Muestra [st] [mx] Ast Amx | Nivel maximo del | mg totales
RTCA 67.04.48:08 i
mg/mL | mg/mL en jugo
(mg/kg)
(330 mL)
Sucralosa 6.0 6.36 0.197 | 0.209 300 1050.25

Tabla N° 6 Resultados obtenidos de la forma analitica
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El resultado obtenido de la forma analitica = 159.13 mg de Sucralosa en

50.0ml de jugo, por lo que los miligramos totales presentes en el jugo son.
159.13mgsycralosa------------------- 50.0ml de jugo

X e 330miltotales en el jugo
X=1050.25mg de Sucralosa en el jugo

El reglamento Técnico Centroamericano RTCA67.04.48:08 establece que

una persona no debe de consumir mas de 300mg/kg de peso.
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RESULTADOS DE ESPECTRO FOTOMETRIA INFRARROJA DE
SUCRALOSA
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Figura N° 21 espectro infrarrojo del estdndar de Sucralosa ampliado de
(4400-2600) cm™

Cuadro N° 17 Bandas de absorcion de estandar de Sucralosa de
espectro ampliado de 4400-2600

Banda Inferencia Molécula Teodrico Practico
A O-H estiramiento O-H 3500-3200 3150
B C-H estiramiento C-H 2926-2853 2915
asimetrico de metilo
C C-H estiramiento del C-H 2890 2870
metino

La sucralosa al igual que los edulcorantes estudiados anterior mente posee
un espectro complejo debido a que posee muchos grupos funcionales, pero
ademas la molécula de Sucralosa por ser sintetizada a partir de la sacarosa
su estructura molecular es similar a la de la sacarosa, es decir, que es una

molécula polihidroxilada como se muestra a continuacion:

Figura N° 22 estructura molecular de Sucralosa
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Por tal razbn su espectro se secciono en tres partes para facilitar la
ubicacion de las bandas tanto el espectro del estdndar asi como también el

de la muestra.

En la primera parte del espectro infrarrojo del estandar de Sucralosa
encontramos la banda A que corresponde a O-H estiramiento de alcohol
primario esta sefial teéricamente aparece entre los rangos de 3640 cm™, en
el espectro del estandar la sefial se localiza a 3150 cm™; mientras que la
banda B corresponde a C-H estiramiento asimétrico del metileno dicha seial
se localiza teéricamente entre 2926-2853 cm™, pero esta sefial en el
espectro del estandar se localiza a 2915 cm™; La Ultima sefial que aparece
en esta primera parte del espectro del estandar de Sucralosa es la banda C
que representa a C-H estiramiento del metino esta sefial teéricamente
aparece en el rango de 2890 cm™ , pero en el espectro del estandar la sefial
se localiza a 2870 cm™.
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Figura N° 23 espectro infrarrojo de la muestra de Sucralosa ampliado de
(4400-2600) cm-1
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Cuadro N° 18 Bandas de absorciéon de muestra de Sucralosa de
espectro ampliado de 4400-2600

Banda Inferencia Molécula Tebrico Practico
A O-H estiramiento O-H 3500-3200 3050
B C-H estiramiento C-H 2926-2853 2917
asimetrico de metilo
C C-H estiramiento del C-H 2890 2885
metino
cuagttreedfghjklll

En la primera parte del espectro infrarrojo de la muestra de Sucralosa
encontramos la banda A que corresponde a O-H estiramiento de alcohol
primario esta sefial teéricamente aparece entre los rangos de 3640 cm™, en
el espectro de la muestra la sefial se localiza a 3050 cm™; mientras que la
banda B corresponde a C-H estiramiento asimétrico del metileno dicha sefial
se localiza teéricamente entre 2926-2853 cm™, pero esta sefial en el
espectro de la muestra se localiza a 2917 cm™; La Gltima sefial que aparece
en esta primera parte del espectro de la muestra de Sucralosa es la banda C
que representa a C-H estiramiento del metino esta sefial tedricamente
aparece en el rango de 2890 cm™ |, pero en el espectro de la muestra la

sefial se localiza a 2885 cm™.
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Figura N° 24 espectro infrarrojo del estandar de Sucralosa ampliado de
(2000-1300) cm-1
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Cuadro N° 19 Bandas de absorcién de estandar de Sucralosa de
espectro ampliado de 2000-1300

Banda Inferencia Molécula Tebrico Practico
D C-H deformacion tijera de C-H 1465 1455
metileno
E O-H deformacion O-H 1350-1250 1295

En la segunda parte del espectro del estdndar se encuentra la banda D
representa a C-H deformacion tijera de mitileno en donde esta sefial aparece
tedricamente entre los rangos de 1465 cm™, pero en el espectro del estandar
la sefial se localiza a 1455 cm™; La banda E representa O-H deformacion
esta sefial tedricamente se aparece entre los rangos de 1350-1250 cm™ pero
en el espectro del estandar la sefial se localiza a1295 cm™.
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Figura N° 25 espectro infrarrojo del muestra de Sucralosa ampliado de
(2000-1000) cm-1

Cuadro N° 20 Bandas de absorcion de muestra de Sucralosa de
espectro ampliado de 2000-1000

Banda Inferencia Molécula Tedrico Practico
D C-H deformacion tijera de C-H 1465 1460
metileno
E O-H deformacion O-H 1350-1250 1296
C-O-C estiramiento C-0-C 1150-1085 1100
asimetrico
G C-O estiramiento Cc-O0 1050 1050
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En la segunda parte del espectro de la muestra se encuentra la banda D

representa a C-H deformacion tijera de mitileno en donde esta sefial aparece

tedricamente entre los rangos de 1465 cm™, pero en el espectro de la

muestra la sefial se localiza a 1460 cm™; La banda E representa O-H

deformacion esta sefial tedricamente se aparece entre los rangos de 1350-

1250 cm™ pero en el espectro de la muestra la sefial se localiza a1296 cm™;

La banda F corresponde a C-O-C estiramiento asimétrico de ester esta sefial

tedricamente aparece entre los rangos de 1150-1085 cm™, pero en el

espectro de la muestra la sefial se localiza a 1100 cm™; Mientras que la

banda G representa a C-O estiramiento esta sefial aparece entre los rangos

de 1050 cm™, pero en el espectro de la muestra la sefial se localiza a 1050

cm™.
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Figura N° 26 espectro infrarrojo del estandar de Sucralosa ampliado de

(1200-600) cm-1
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Cuadro N° 21 Bandas de absorcion de estandar de Sucralosa de
espectro ampliado de 1200-600

Banda Inferencia Molécula Tebrico Practico
F C-H deformacion tijera de C-H 1465 1460
metileno
G O-H deformacion O-H 1350-1250 1296
H C-H deformacion de C-H 720 705
metileno
| C-Cl estiramiento C-Cl 870-500 635
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En la tercera parte del espectro infrarrojo del estandar de Sucralosa aparece
banda F corresponde a C-O-C estiramiento asimétrico de ester esta sefal
tedricamente aparece entre los rangos de 1150-1085 cm™, pero en el
espectro del estandar la sefial se localiza a 1100 cm™; Mientras que la
banda G representa a C-O estiramiento esta sefial aparece entre los rangos
de 1050 cm™, pero en el espectro del estandar la sefial se localiza a 1050
cm™; La banda H corresponde a C-H deformacién de metileno esta sefial
tedricamente aparece entre 720 cm™, pero en el espectro del estandar la
sefial se localiza a 705 cm™; Finalmente la banda | representa a C-Cl
estiramiento esta sefial tedricamente aparece entre los rangos de 870-500

cm™, pero en el espectro del estandar la sefial se localiza a 635 cm™.
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Figura N° 27 espectro infrarrojo de la muestra de Sucralosa ampliado de
(1200-600) cm-1

Cuadro N° 22 Bandas de absorcidon de muestra de Sucralosa de
espectro ampliado de 1200-600

Banda Inferencia Molécula Tebrico Practico
H C-H deformacion C-H 720 705
| C-Cl estiramiento C-Cl 870-500 635
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En la tercera parte del espectro infraKrrojo de muestra de Sucralosa aparece
la banda H que corresponde a C-H deformacién de metileno esta sefial
tedricamente aparece entre 720 cm™, pero en el espectro de la muestra la
sefial se localiza a 705 cm™; Finalmente la banda | representa a C-ClI
estiramiento esta sefal tedricamente aparece entre los rangos de 870-500

cm™, pero en el espectro de la muestra la sefial se localiza a 630 cm™.

La molécula de Sucralosa por ser un azucar posee muchos grupos hidroxilo
cuyas sefiales no se logran identificar facilmente, a pesar de que se ha
identificado algunas de las sefiales presentes en la molécula no se puede
afirmar con exactitud que estas sefiales corresponden a la Sucralosa por lo
que el método Infrarrojo no es el idéneo cuando se trata de identificar

azucares.
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CONCLUSIONES

Las bandas de absorcién que aparecen en los espectros del estandar
y de la muestra, del Aspartame, Acesulfame potasico y Sucralosa
existen algunas de ellas que varian un poco segun los rangos tedricos
de cada sefal, esta variacion podria ser causada por tenciones
intermoleculares o por alguna interferencia presente en la muestra o
en el estandar.

La similitud de los espectros infrarrojos de la muestra de Aspartame
con sus respectivos estandares indica que posiblemente la muestra
de jugo dietético contiene Aspartame.

Segun los resultados obtenidos en la cuantificacion de Aspartame,
Acesulfame potasico y Sucralosa y compararlos con los valores
maximos establecidos por el Reglamento Técnico Centroamericano
RTCA 67.04. 48:08 los edulcorantes en estudio se encuentran dentro
de los niveles permitidos por dicho reglamento.

Las bandas de absorcién que aparecen en el espectro Infrarrojos de
Acesulfame potasico ya sea del estandar como también de la muestra
poseen similitud entre ellas por tal razén probablemente la muestra de
jugo posee Acesulfame potésico.

Las bandas de absorcién que aparecen en el espectro infrarrojo de
Sucralosa del estandar y de la muestra poseen mucha similitud por tal

razon la muestra de jugo posiblemente posee Sucralosa.
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RECOMENDACIONES.

. Validar el proceso de extraccion con solventes para los edulcorantes
aspartame, Acesulfame potasico y Sucralosa para la identificacion y

cuantificacion de estos edulcorantes.

Utilizar materia prima como estandar de trabajo puede ser una
alternativa cuando no se cuente con estandares puros considerando

los porcentajes de pureza que tiene la materia prima.

El uso del método de espectrofotometria Infrarrojo es la alternativa
mas idonea para identificar otros edulcorantes u otras sustancias
debido a que se pueden comparar facilmente las bandas de los

grupos funcionales.

Filtrar el jugo atraves de algoddn previo al proceso de extraccidon
debido a que la pulpa puede interferir con la extraccion de los

edulcorantes.

Realizar mas estudios relacionados al uso y efecto de los
edulcorantes debido a que estudios actuales demuestran que pueden

ser cancerigenos cuando se consumen de manera excesiva.
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Glosario
Calibrar.

Ajustar, con la mayor exactitud posible, las indicaciones de un instrumento

de medida con los valores de la magnitud que ha de medir.
Concentracion.

Magnitud que expresa la cantidad de una sustancia por unidad de volumen.

Su unidad en el Sistema Internacional es el mol por metro cubico (mol/m3).
Dietético.

Perteneciente o relativo a la dieta, a la dietética y disciplina que trata de la

alimentacion conveniente.

Edulcorante.

Que edulcora. Sustancia que edulcora los alimentos o medicamentos.
Espectro.

Distribucién de la intensidad de una radiacion en funcién de una magnitud

caracteristica, como la longitud de onda, la energia, la frecuencia o la masa.
Espectrofotometria.

Procedimiento analitico fundado en el uso del espectrofotometro
Extraccion.

Accion y efecto de extraer.

Homogenizar.
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Hacer homogéneo, por medios fisicos o quimicos, un compuesto o mezcla

de elementos diversos.

Infrarrojo.

Se dice de la radiacion del espectro electromagnético de mayor longitud de

onda que el rojo y de alto poder calorifico.

Jugo.

Zumo de las sustancias animales o vegetales sacado por presion, coccion o

destilacion.

Solvente.

Dicho de una sustancia que puede disolver y producir con otra una mezcla
homogénea.
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Anexo N° 1

Universidad de El Salvador

Facultad de Quimica y Farmacia

Cuadro No. 5 Guia de observacién en supermercados en el municipio de

Soyapango

Super mercado Marcas Precio Consumo
Despensa de Kern's $0.33 1
don Juan Petit's $0.33 2
Jumex $0.35 3
Zero $0. 42 4
Super Selectos Kern's $0.33 1
Jumex $0.33 2
Zero $0. 42 3
Welchs $5.38 4
Hiper Paiz Jumex $0. 32 1
Kern's $0. 30 2
Petit’s $0. 30 2
Welchs $5.32 4
Despensa Petit's $0.33 1
familiar Jumex $0.33 2
Zero $0. 41 3

1, 2, 3,4 orden decreciente de consumo




Anexo N° 2

Método de Preparacion de Estandares (Esquema de dilucion).

Aspartame
1000 mi
0.997g Asp. 0.99 mg/ml
5 10 15 20
25| mi 25 ml 25 mi 25 ml
[0.199 mg/mi] [0.398 mg/ml] [0.598 mag/ml] [0.797 mg.
Acesulfame K
0.9989 Acesut 1000.0ml [0.99mg/ml]
1ml
100.0ml [0.099 mg/ml]
5 10 12 20
25 Om| 25 omi 25 0ml 25.0ml

[0.00199 mg/mi] [0.00399 mgiml  [0.0059 mg/mi]

[0.0079 mg/m]



0.993q suc.

Sucralosa

100.0 ml [9.93 ma/mi]

Smi

50.0mi
[1.98 mg/mi]

| | |
1l|3 ml 15 ml QO‘mI
| |

25.0 ml 25.0ml 25.0 ml
[3.97 mg/ml] [5.95mg/ml]  [7.95 mg/ml]



Anexo N° 3

Calculo de Aspartame mediante la ecuacién de la grafica
Y=0.4552X

X=Y/0.4535

X=0.360/0. 4535

X=0. 7908mgAspartame

Calculo de Acesulfame K mediante la ecuacion de la grafica

Y=59.562X

X=Y/59.562

X=0.379/59.562

X=0.0063 Mg acesulfame k

Calculo de Sucralosa mediante la ecuacién de la grafica

Y=0.033X

X=Y/0.033

X=0.209/0.033

X=6.33 Mg sucralosa



Anexo N° 4

A) Separaciéon de Sucralosa B) Separacidon de Aspartame y

Acesulfame K de el jugo

C) Espectrofotémetro Infrarrojo



E) Extraccion de Aspartame F) Extraccion de Sucralosa

G) Extraccion de Acesulfame K
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Certificado de analisis de Aspartame

FALTT T A
SINOCHEM JIANGSU CORP.

Certificate Of Analysis

23 ]

Product name : ASPARTAME
Batch no. 1090141
Batch quantity : 300KGS 1 5 ABR 2009
Production date :2009/01/18 REV IS ADO
Expiry date . 2 years
TESTS STANDARDS RESULTS
Appearance White granular or powder  White powder
Assay (on dry basis) 98.0~102.0% 99.75%
Taste Pure Pure
Specific rotation +14.5~+16.5° bl 50
Transmittance =:95.0% 98.5%
LLoss on drying =4.5% 3.85%
Residue on ignition =0.2% 0.07%
L-a-Aspartyl-1.-Phenylalanine =0.25% < 0.25%
PH 4.5-6.0 5.03
[.-Phenylalanine =0.50% 20.50%
Heavy metals(as Pb) = [ Oppm \~1 Oppm
Arsenic = 3ppm < 3ppm
5-Benzyl-3,6-dioxo
-2 piperazincacetic acid =1.5% <1.5%
Other rclated substances <2.0% <2.0%

Conclustion
Invoice no.

: Complies with FCCIV.
s N09P62150042



Certificado de analisis de Sucralosa

Tate &L SINAL e

mgapoye!;,a PTE

CERTIFICATE OF ANALYSIS

SEND TO: ATTN: QC-
SABORES COSCO DE CENTROAMERICA SA 4

KILOMETRO 12.5 CARRETERA

AL PUERTO LA LIBERTAD

NUEVO CUSCATLAN

EL SALVADOR

PRODUCT: SUCRALOSE DFF-1 1KG BOX
PO #: 159712

ORDER #: 3218681
REPORT DATE: 01/02/2009 DELIVERY #: 85299457
CARRIER ID: - FDES DATE SHIPPED: 01/05/2009

ANALYTICAL DATA
INSPECTION LOT 50000112474
LOT NUMBER XD8D110701

MFG DATE 04/2008 SPECIFICATIONS
325 1 KG BOX N MAX

APPEARANCE E PASS WHITE TO OFF WHITE CRYSTALLINE POWDER
ASSAY % 995.3 98.0 102.0
IDENT TLC PASS
IDENT HPLC PASS
IDENT IR PASS
METHANOL % Lol 0.0 (e
WATER (KF) % 0.2 0.0 2.0
RESIDUE ON IGNITION % <07 0.0 0.7
HEAVY METALS (AS PB) PPM <10 0.0 10.0
ARSENIC PPM <3.0 0.0 3. 0
Particle Size DFF-1 PASS 90th PERCENTILE IS > or = 80 microns
ORGANOLEPTIC EVALUATION PASS
SPECIFIC ROTATION DEG 86.3 +84.0 +87.5
RELATED SUBSTANCES % sy 0.0 (0 32
PH DROP PASS
HYDROLYSIS PRODUCTS PASS
COLIFORMS Negative
TOTAL AEROBIC COUNT /G < 250 0 250
YEAST & MOLD COUNT /G < 50 0 50
E. COLI Negative
S. AUREUS Negative .
SALMONELLA Negative
Lead PPM < 1 o 1
TPPO PPM ek (o] 1
CLARITY Complies

Specification Number MS10000.11
This ingredient is suitable for use in food7 sgld in the EU without labeling for genetically-modified
content as defined by the EC directive 2001 IS?EC.
This product is manufactured in accordance with current US Food and Drug Administration good
manufacturing practices regulations (cGMP) and is fit for human consumption.

It is recommended that Sucralose DFF-1 be used within 24 months of manufacture and stored in_a
non-odoriferous environment at a Controlled Room temperature a defined by USP/NF - 77° F (25°
below, with a maximum temperature never to exceed 95°F (35°C). Reseal container before storin

product .

This product complies with FCC and JECFA Standards.

This ingredient does not contain any commonly known sources of allergenic_r
rcquxreg Gnder FD? Food Allergen Laéelfng and Consumer Protection Rce 0t 20604
Directive 2007/68/EC.

dry.
€) or
g unused

esponses. Labeling is not
p(FALCPA) or undgr the EU

REPORTED ‘BY :
SEALS: NONE //%,

/ Vengadeswaran Nagaratnam
(+65) 65-11-5829

A

Tate & Lyle Singapore Pte. Ltd. / -
No.168 Sakra Place AL AT T



Certificado de analisis de Acesulfame K

FR AT T8 ]

SINOCHEM JIANGSU CORP.

Product

Batch Number
Batch Qnty.
Manufacturing date
Expiry date

LSS

: ACESULFAMLE K
: 081226

: 300kgs

: 2008.12.26

c 20101225

STANDARDS

Description

Water solution

Assay content
Potassium

[oss on drying (103°C.
L

Sullate

Arsenic

2h)

[Heavy metals (as Pb)
[.cad
Fluoride

White crystal powder
I‘reely soluble colorless
99.0%~101.0%
17.0%~21.0%
=21.0%
6.5~7.5
<0.1%
=0.0003%
=0.0010%
=20.0001%
=0.0030%

Conclusion = : Complies with the standard.

Invoice no.

CNOOPO21S0042

Certificate of Analysis

RIS

Conton
Contorn
99.8%

19.1%
O ] ' ‘H)
6.9

'S

n
1

:;‘ ‘T‘.O:”‘i)

=0.000
=0.000
<.0.000
= 0.000

|
5%
1%

20/

J /0
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Reglamento Técnico Centro Americano

_R_EG\LA:\IEN‘TO TECNICO CENTROAMERICANO

RTCA 67.04.48:08

acido organico correspondiente segiin el tipo de fruta. El Litchi (Litchi Chinensis Sonn.) tendra
un minimo de 20% de contenido de jugo o pulpa.

4.1.1.2El agua que se utilice para la elaboracién de néctares debers satisfacer como minimo los
requisitos generales que garanticen que es apta para el consumo humano.

412 Otros ingredientes autorizados
A Aziicares: sacarosa, glucosa, dextrosa y fructosa.

b. Jarabes: sacarosa liquida, jarabe de azicar invertid
alto contenido de fructosa, miel y/o azucares deriy
Nutrientes esenciales, tales como vitaminas y minerales
Podrd afiadirse jugo de limén, lima o ambos hasta § g/l equivalente de écido citrico anhidro.

e o

4.1.3  Aditivos alimentarios

Se permite el uso de los siguientes aditivos.

ados de frutas.

Tabla 1. Aditivos alimentarios

o, jarabe de fructosa, glucosa, Jarabe con

N° del SIN Aditivo alimentario o grupo de Nivel maximo Observaciones
aditivos
ANTIOXIDANTES
W Acido ascorbico BPF
301 Ascorbato sédico BPF
302 Ascorbato célcico BPF
303 Ascorbato potasico BPF| .
220,225, 227, 228, 539 | Sulfitos 50 mg/kg | como SO, residual
—REGULADORES DE LA ACIDEZ
296 Acido mélico, (DL-) BPF
330 Acido citrico 5.000 mg/kg
334 Tartratos 1.600 mg/kg | como écido tartérico
EDULCORANTES
950 Acesulfame potisico 350 mg/kg
951 Aspartanio 600 mg/kg
954 Sacarina (y sus sales de sodio, 80 mg/kg
potasio y calcio)

953 Sucralosa 300 mg/kg




Anexo N° 7

Calculo de pureza de materia prima

Aspartame

(X)(100%)= (99.75%)(1g)

(99.75%)(1g)

(100%)
X=0.997g de Aspartame

Acesulfame K

(X)(100%)= (99.8%)(1g)

(99.8%)(1g)

(100%)
X=0.998g de Acesulfame K
Sucralosa
(X)(100%)= (99.3%)(19)

(99.3%)(1g)

(100%)

X=0.993g de Sucralosa



