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ABREVIATURAS

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (High-Perfomance Liquid Chromatography).
HAD: Derivados hidroxiantracénicos.

PVDF: Fluoruro de polivinilideno.

RMe2SiCl: compuesto organosilicio donde R es una cadena de alcano, tal como CigH3.

USP: Farmacopea de Estados Unidos (United States Pharmacopeia).



RESUMEN

El presente trabajo se enfoca en el desarrollo de una metodologia analitica para determinar Aloina
en bebidas de Aloe vera, en virtud del aumento en su consumo y de la escasa informacion sobre la
presencia de dicha sustancia en este tipo de productos. Ademas, de la falta de un marco regulatorio
nacional que establezca vigilancia sanitaria periodica

Es importante mencionar que, la presencia de metabolitos secundarios le confiere propiedades
medicinales al Aloe vera; sin embargo, en el caso especifico de la antraquinona aloina, puede
provocar efectos laxantes y riesgo de cancer gastrointestinal por ingesta prolongada. Y
considerando que una amplia variedad de bebidas son elaboradas a base de Aloe vera, resulta
necesario realizar las investigaciones en torno a los niveles de concentracion en los que podria estar

presenta aloina.

Por tanto, se ha tenido a bien proponer una metodologia analitica para cuantificar aloina en bebidas

de Aloe vera mediante Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC).

La informacion que se presenta incluye el muestreo y manejo de las muestras, preparacion de
reactivos, equipos a utilizar, los procesos analiticos especificos, los célculos necesarios para la
presentacion de resultados y su interpretacion en comparacion con los limites establecidos en el
Reglamento (UE) 2021/468 sobre la prohibicién del uso en alimentos de ciertas especies botanicas

que contienen derivados hidroxiantracénicos establecido por la Unién Europea.

Desde luego, la investigacion también busca evidenciar la necesidad de incrementar los esfuerzos
por parte de las instituciones de educacion superior en cuanto a la ensefianza de metodologias
analiticas para la determinacion de sustancias nocivas para la salud que pueden estar presentes en
alimentos de alta demanda. Asimismo, en las instituciones responsables del establecimiento del
marco regulatorio respectivo y en las instituciones de salud publica que velarian por su

cumplimiento a través de la vigilancia sanitaria.
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1.0 INTRODUCCION

El Aloe vera, una planta de uso milenario, ha captado la atencion de la industria alimentaria debido
a sus potenciales beneficios para la salud. Entre sus componentes se encuentra la aloina, la cual es
una antraquinona con propiedades medicinales objeto de interés por sus efectos farmacologicos y
cuya presencia en bebidas de Aloe vera ha suscitado preocupacion debido a los posibles efectos
adversos al ser consumida. En ese sentido, el desarrollo de métodos analiticos confiables para

cuantificar la aloina en estas bebidas es crucial para garantizar la seguridad y calidad.

Considerando que la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es reconocida como una
metodologia precisa utilizada para la cuantificacion de sustancias quimicas, se ha tenido a bien
elaborar una préctica analitica para la cuantificacion de aloina en bebidas de Aloe vera haciendo

uso de dicha metodologia.

En dicha practica, se explica el fundamento de HPLC y se detalla el procedimiento para la
preparacion de estandares y muestras. Desde luego, se plantean los calculos a realizar para obtener
la concentracion de aloina presente en términos de miligramos por litro (partes por millén) de tal
manera que pueda compararse los resultados y dictaminar su cumplimiento con respecto a la
Normativa de la Unién Europea por el Reglamento (UE) 2021/468, prohibicién del uso en

alimentos de ciertas especies botanicas que contienen derivados hidroxiantracénicos.

Finalmente, se espera que la propuesta elaborada, alineada con el Reglamento (UE) 2021/468,
pueda ser utilizada con fines pedagogicos en las practicas de laboratorio que involucren analisis
cuantitativo de alimentos y como metodologia analitica para verificar los niveles de aloina que
pudieran contener las bebidas de Aloe vera, de esta manera contribuir al establecimiento de marco

regulatorio en nuestro pais para que se pueda garantizar la seguridad para los consumidores.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Presentar una marcha analitica para cuantificar el contenido de aloina que se encuentra presente en

las bebidas de Aloe vera mediante el método de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Explicar el fundamento de la cromatografia liquida de alta eficiencia para la cuantificacion

de aloina.

2.2.2 ldentificar las marcas de bebidas de Aloe vera comercializadas en el mercado nacional en las

cuales podria realizarse la cuantificacion de aloina por HPLC.

2.2.3 Describir el procedimiento de preparacion de muestras y estandares para la cuantificacion de

aloina.
2.2.4 Plantear los célculos necesarios para obtener el contenido de aloina en miligramo por litro.

2.2.5 Indicar la cantidad de aloina permitida en las bebidas de Aloe vera segun el reglamento de la
Unién Europea 2021/468, que sera utilizado para la interpretacién de resultados.
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3.0 MARCO TEORICO
3.1 Generalidades.?!

Una parte de la poblacién de América Latina utiliza productos derivados del Aloe vera tales como:
geles, cremas corporales y otros cosméticos; también consumen ciertos yogures y jugos de reciente
aparicion en el mercado (Figura N° 1), sin considerar que el consumo excesivo de estos productos
podria ser perjudicial para la salud. Estos productos alcanzaron un valor de ganancia de USD 59,08
millones en 2023. Se preve que el mercado crecera a una tasa de crecimiento anual compuesta
(CAGR) de 4,60% durante 2024-2032, para alcanzar un valor de USD 88,56 millones en 2032.

Figura N° 1. Diferentes productos que contienen Aloe vera.?*

Las personas que consumen este tipo de bebidas suelen asociarlas con un estilo de vida saludable,
debido a sus propiedades terapéuticas, se utiliza en diversas industrias, incluida la cosmética,
alimenticia y bebidas, y productos farmacéuticos. Ademas, se usa para tratar heridas y diversas
afecciones de la piel en el hogar. También ha demostrado ser eficaz en el tratamiento de la psoriasis,

los niveles de azlcar, la disminucion de LDL y el aumento de HDL.

En la industria cosmética, la planta ofrece varias aplicaciones en productos organicos y herbales.
El producto es un ingrediente esencial en ténicos para el cabello, mascarillas para el cabello,

delineadores, acondicionadores, bloqueadores solares, champus, etc.

En la industria de alimentos y bebidas estan lanzando productos que contienen Aloe vera como te,

jugos, bebidas con sabor, bebidas instantaneas en polvo, y otros.
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3.1.1 Antecedentes Histéricos

Los primeros escritos conocidos sobre el jugo nutritivo de la planta se remontan a 6.000 afios en el
antiguo Egipto. EI Aloe vera era considerada una planta sagrada cuya «sangre» contenia los
secretos de la belleza, la salud y la inmortalidad. Era conocida como la «planta de la eternidad».
Su efecto antiinflamatorio y calmante del dolor se document6 en el «papiro Eber» de 1,550 a. de
c.?

Para su beneficio, los romanos siguieron la sabiduria de los egipcios y griegos al usar también la
planta. Durante el reinado del emperador Nerén, alrededor del 50 a. C el médico y naturalista
Dioscorides la describe como una de sus plantas curativas favoritas. Recomendaba su jugo para
numerosos trastornos fisicos, como el tratamiento de heridas, molestias gastrointestinales,

gingivitis, artralgia, irritacion de la piel, quemaduras solares, acné, pérdida de cabello, etc.?

En la cultura china, el aloe ha sido un ingrediente importante en los tratamientos médicos desde
los tiempos de las expediciones de Marco Polo, y se sabia que Cristobal Colon tenia Aloe vera en

macetas en su armada de barcos y la usaba para curar las heridas de sus mercenarios.?

Durante el siglo XVI, los monjes jesuitas espafioles recolectaron el Aloe vera silvestre y lo
esparcieron en areas donde ain no se habia cultivado. Los indios mayas bautizaron el jugo de esta
planta del desierto como la «Fuente de la Juventud” y también la usaron como repelente de insectos

sobre madera y otros materiales vulnerables que a dafios por insectos.?

La aloina es un componente de la sabila y se le han atribuido efectos benéficos debido a que tiene
capacidad antioxidante. Sin embargo, se ha propuesto que los productos alimenticios a base de
sabila no deben contener aloina dado sus propiedades laxantes y alergénicas.?

El Headquartered at the National Institute of Environmental Health Sciences (NIHHHS) en 2011
establecio que, en la elaboracion de productos a base de sabila, el limite permitido de aloina es
menor a 1 ppm para productos liquidos y hasta 10 ppm en productos solidos o semisolidos. En
mayo de 2002, la FDA defini6 a la aloina como un alimento NO GRAS (no aditivo) y los productos

que contienen aloina ya no son viales para medicamentos o suplementos de venta libre.
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En la actualidad, pese a que el aloe continta sin suficiente aval entre la comunidad meédica
internacional, son muchas las investigaciones tendentes a descubrir los beneficios de su uso en

afecciones terminales como el cancer o el SIDA.*

Asi, la Agencia del Gobierno Federal de los Estados Unidos responsable de la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA) ha autorizado el uso de productos elaborados con los principios
activos aislados de la sabila para tratamientos contra el VIH, e investigaciones de los Laboratorios
Carrington de Irving (EE UU) demuestran una mejoria entre los enfermos de SIDA cuya
alimentacion se reforzo con jugo de Aloe vera. Igualmente, cientificos de la Universidad de Texas
han puesto de relieve que los polisacéridos del Aloe son potentes agentes anticancerigenos.*

3.2 Aloe vera
3.2.1 Definicion.?

El Aloe vera pertenece a una familia de mas de 200 especies llamado Aloeneae de la familia
Liliaceae originaria de Africa pero que crecen en Europa y América, ya sea por dispersion natural,
0 bien porque fueron introducidos por sus maltiples ventajas y actualmente estan siendo objeto de
cultivo comercial. Del género Aloe se han descrito aproximadamente 320 especies, entre las cuales
destaca la sabila motivo de nuestro estudio.

Las plantas de esta especie son herbéaceos de tallo corto, vivaceas, perennes, con aspecto rosetado
(rosetas basales), sus hojas son carnosas y lanceoladas y su color varia de gris a verde claro, que
presenta manchas rojizas por la exposicion prolongada al sol. En su etapa adulta llegan a medir de

65 a 80 cm. de altura.

3.2.2 Composicion Quimica de la Sabila

La sabila contiene principalmente antraquinonas, carbohidratos en su mayoria polisacaridos y

cromonas; ademas de otros componentes que se encuentran en su menor cantidad (tabla 1).°

3.2.2.1 Polisacaridos

La sabila es una fuente rica en polisacaridos que forman parte de la fibra soluble, estos se

encuentran en mayor proporcion en el gel; el glucomanano es uno de los principales polisacaridos.’
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El glucomanano es un polimero formado por la unién de glucosas y manosas en una proporcion
5:8 con enlaces B (1-4) y un alto peso molecular: posee la capacidad de captar agua, formando

soluciones muy viscosas.’

Tabla 1 Composicion quimica de la sabila Aloe vera. ©

Componente Elementos

_ Aloe-emodin, acido aloético, antranol, aloina A (barbaloina) y B
Antraquinonas ) i o . L
(isobarbaloina), emodina, éster de acido cinamico.

Manano, manano acetilado, glucomanano, glucogalactomanano, galactano,
Carbohidratos galactogalacturano, arabinogalactano, galactoglucoarabinomanano, pectina,

xilano y celulosa.

Compuestos Calcio, cloro, cromo, cobre hierro, magnesio, manganeso, potasio, fosforo,

inorganicos sodio, zinc.

8-C-glucosil-(2°-O-cinnamoil)-7-O-metilaloediol A,  8-C-glucosil-(S)-
Cromonas aloesol, 8-C-glucosil-7-O-metil-(S)-aloesol, 8-C-glucosil-7-O-metilaloediol,

8-C-glucosil-noreugenin, isoaloeresin D, isorabaicroma, neoaloesin A.

Fosfatasa alcalina, amilasa, carboxipeptidasa, catalasa, cyclooxidasa,
Enzimas ciclooxigenasa, lipasa, oxidase, fosphoenolpiruvato carboxilasa y superoxido

dismutasa.

Acido araquidénico, acido y-lonolenico esterodides, triglicéridos,

Varios
triterpenoides, ligninas, sorbato de potasio, acido salicilico y acido Urico.
Vitaminas B1, B2, B6, C. B-caroteno, colina, acido folico y a-tocoferol.
3.2.2.2 Cromonas

La principal cromona encontrada en la sabila es la aloesina. Las cromonas son componentes
bioactivos que ha demostrado tener efecto antidiabético debido a su poder antioxidante, esto puede
contribuir a la disminucion de los efectos del estrés oxidativo durante la diabetes.’
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3.2.2.3 Antraquinonas

Las antraquinonas son metabolitos que se componen de anillos aromaticos con dos grupos acetona.
En la sabila se encuentran las siguientes antraquinonas: aloe emodina y en mayor cantidad la

aloina.’

3.3 Aloina
3.3.1 Definicion

La aloina es un compuesto amargo y amarillento aislado de la planta de aloe. Es usado como
estimulante y laxante, asi como para tratar el estrefiimiento, mediante movimientos inductores de
la defecacion. EI compuesto se presenta en el latex del aloe amarillo que exuda debajo de la
superficie de las hojas de la planta, y no se encuentra en el gel cominmente usado para tratar

eventos dermatolégicos. La formula molecular es C21H2209 como se muestra en la Figura N° 2.8

£ o OH

OH

OH
Figura N° 2: Estructura de la molécula de Aloina.’

3.3.2 Caracteristicas Fisicoquimicas de la Aloina

La aloina (10-C-Bglucopiranésido de aloe-emodin-antrona) es un polvo microcristalino de color
amarillo limon a amarillo oscuro, con olor a aloe y sabor amargo. Es un catartico perteneciente al
grupo de las antraquinonas. Tiene una masa molecular de 418,39 g/mol y su formula molecular es
C21H2205.°

Es un metabolito considerado como un C-heterosido, producto de la combinacion de una
antraquinona simple (genina) con un azucar (glucosa) y se extrae de fuentes naturales como una

mezcla de dos diastereoisomeros, Ilamados aloina-A (también conocida como barbaloina) y aloina-
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B (o isobarbaloina). En la Figura N° 3 se puede visualizar la diferente orientacion del atomo
hidrogeno con respecto a la posicion 10 del 4&tomo de carbono, ambas estructuras tienen
propiedades quimicas similares; su estructura molecular es idéntica lo que le confiere un
comportamiento similar en una gran variedad de métodos analiticos, como ejemplo en

espectroscopia UV-VIS, ambas se detectan casi a la misma longitud de onda.?

OH 9 OH

OH OH

OH

Figura N° 3. Estructura de la molécula de Aloina A (izquierda) y Aloina B (derecha).®

3.4 Descripcion de las bebidas a base de Aloe vera

Las Bebidas a base de Aloe vera son bebidas analcohdlicas, desgasificadas que fueron disefiadas
para un beneficio para la salud, para refrescarse en dias calurosos o para acompafar las comidas a
cualquier hora del dia. Las bebidas Aloe vera contiene propiedades hidratantes que favorecen la

piel y mantienen el cuerpo funcionando dptimamente.!

Pero existe un gran problema ya que en la medida que se consume muy a menudo y a altas
cantidades, llegan a provocar calambres a nivel abdominal, diarrea, deshidratacion por exceso de
excrecion e irritacion. Estos efectos secundarios fueron estudiados durante dos afios en el Programa
Nacional de Toxicologia de Estados Unidos. Se descubrio que cuando las ratas bebian este jugo

aumentaba la actividad cancerigena, tanto en las hembras como en los machos.?

3.4.1 Composicion de las Bebidas a Base de Aloe vera

Las bebidas a base de Aloe vera contienen los siguientes componentes:
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— Agua

— Jugo de Aloe vera

— Fructosa

— Azucar

— Lactato de calcio (estabilizador)

— Goma de gellan (estabilizador)

— Acido citrico (regulador de acidez)

— Citrato de sodio (regulador de acidez)
— Saborizantes

— Sucralosa (Edulcorante)

Ademas de contener 75 componentes activos en el jugo de Aloe vera, incluyendo vitamina C, E y
A, B12, colina, &cido folico y més. Algunas marcas pueden contener minerales y antioxidantes que

promueven el bienestar en la mente y el cuerpo.!

3.4.2 Marcas de Bebidas de Aloe vera Comercializadas en El Salvador

Las marcas y presentaciones de las bebidas a base de Aloe vera que se comercializan en tiendas,
supermercados y centros comerciales en El Salvador son las siguientes (Figura N° 4)™3.

@5 bebidas con este ingrediente han - ottt e i vataiml
nado popularidad entre los consumidores, v vy s T
3 que se comercializan como un producto s o M 1o e U e AL o oA
que puede tener beneficios para la salud,

pero Jesto es cierto?

Figura N° 4. Bebidas de Aloe vera comercializadas en El Salvador.?’
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Tabla 2. Marcas comerciales de behidas de Aloe vera

Marca Presentaciones Sabores
Original con azucar, fresa, kiwi, uva, original sin
OKF 05L,1.5Ly2.0L ) N _
azUcar, pifia, mango, lychee, granada, sandia
240mL (lata), 0.5L, o ] o o _
Del monte L5l Original con azucar, original sin azucar, granadina
Selectos 05L,15L Original con azlcar
Cooper 0.5L Original, Coco
Bio 0.5L Original
Alovi 05L Original
Divi Aloe vera 05L Original
Omnilife aloe o _
» 09L Original con sabor pifia
beta pifia
Savia 0.48 L Original, pifia, mango, fresa
GNC 1L Original

Fuente: Elaboracion propia con base en

3.5 Cromatografia liquida de alto desempefio
3.5.1 Definicion

La cromatografia liquida (HPLC), es una técnica utilizada para separar los componentes de una

mezcla. Consiste en una fase estacionaria y una fase movil.*°

El término cromatografia designa varias técnicas similares que permiten separar diferentes especies
moleculares de una mezcla. Las aplicaciones de la cromatografia son numerosas, y pueden estar
relacionadas con précticas de laboratorio o industriales. La cromatografia analitica utiliza una
separacion cromatografica del compuesto de una muestra y para la identificacion y/o medida de
estos compuestos utiliza una deteccion especifica. Las especies moleculares de la muestra se

indican como analitos y matriz.*8
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Los analitos son las especies moleculares de interés y la matriz forman el resto de componentes de
la muestra los componentes se introducen en una fase moévil fluyente que pasa por una fase
estacionaria. La fase estacionaria retiene las diferentes especies moleculares que pasan, mas fuertes
0 mas débiles, y las libera por separado en la fase maévil. cuando la fase mdvil es un gas, la
cromatografia se indica como cromatografia de gases (GC) y cuando es un liquido se indica como

cromatografia liquida (LC).1

3.5.2 Partes del Equipo HPLC

Un cromatdgrafo liquido de alto rendimiento opera generalmente con cinco componentes:
reservorio (Fase movil), bomba, inyector, horno (columna), detector y registrador (Figura N° 5).%

Detector

Bomba
-
W o W ' —
A " l | |
r - !
3 - ’ L,
Inyector 1 e
> B r =
- L:,‘ Software e
Fase movil o solventes Columna Integradores
Muestra

Organicos

Figura N° 5. Partes de un HPLC.Y’

En el reservorio se encuentra la fase movil. Los reservorios suelen estar hechos de vidrio; pueden

requerirse uno o mas, dependiendo de si se hace o no un gradiente de concentracion.’

En cuanto a la fase movil, ésta consiste en una mezcla de sustancias polares y no polares que varian
en concentracion dependiendo de la muestra que se quiere analizar, la cual debe estar filtrada para
evitar obstrucciones por posible material particulado. Puede ser una mezcla de agua y acetonitrilo
0 agua y metanol. En general, la eleccion de la fase movil depende de los compuestos a separar y

en las condiciones de la separacion requerida.t’

La bomba se encarga de succionar la fase movil del reservorio para hacerla fluir por todo el sistema
a una velocidad precisa y constante. Aqui normalmente operan hasta 6000 psi, dependiendo de
factores como tiempo, tamarfio de la columna, composicion de la fase mévil y flujo deseado. Se

inyecta usualmente un volumen que varia entre 5 uL y 5 mL.Y
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El inyector puede ser automéatico o manual. El sistema de inyeccién automaético permite que la
muestra sea introducida a la fase movil presurizada de manera exacta y precisa, por lo que

actualmente los inyectores manuales son raramente empleados.’

El horno se encarga de regular y mantener la temperatura dentro de la columna, ya que esta influye
directamente en la retencion y selectividad de la misma. Durante mucho tiempo no se tuvo en
cuenta la influencia de la temperatura en la calidad de la separaciéon. Ahora, los instrumentos de
HPLC estan equipados con columnas (y, por tanto, eluyentes) cuya temperatura se controla
termostaticamente. Esto mejora la reproducibilidad de los analisis y ofrece otro parametro de

separacion para tener en cuenta (Figura N° 6).18

0 10 min 20

Figura N° 6. Efecto de la temperatura de la columna en la separacion de compuestos.®

Por otro lado, la columna esta fabricada generalmente de acero inoxidable, tiene una longitud de
50 a 300 mm y esta rellena de la fase estacionaria cuyo tamarfio de particula esta entre 3 a 10 um.
La fase estacionaria se mantiene en la columna entre dos discos porosos situados en cada uno de
los extremos (Figura N° 7). El didmetro interno de la columna, durante mucho tiempo normalizado
en 4,6 mm (que requiere un caudal de fase movil de entre 0,5 y 2 mL/min) es ahora a menudo mas
estrecho. Las variaciones de estas dimensiones y materiales determinan la resolucion, eficiencia,
velocidad y vida util de la columna.8

Para prolongar la vida util de la columna, ésta suele ir precedida de una precolumna o guarda
columna, corta (de 0,4 a 1 cm), y empaquetada con la misma fase estacionaria que la columna

analitica. Esta precolumna, que retiene los compuestos de factor de retencion cero (Rf = 0), se



26

cambia periddicamente. También se recomienda, antes del analisis pasar las soluciones de las

muestras por un filtro de tamafio de poro inferior a 0.5 pm.8

Una guarda columna puede usarse siempre que se cumplan los siguientes requisitos: (a) la longitud
de la guarda columna debe ser no mayor de 15% de la longitud de la columna analitica, (b) el
didmetro interno debe ser igual o menor que el de la columna analitica y (c) el material de relleno
debe ser el mismo que en la columna analitica (p.ej., silice) y contener la misma fase ligada (por
ejemplo, C18). En todo caso se deben cumplir los requisitos de aptitud del sistema especificados

en el procedimiento oficial con la guarda columna instalada.®

Cartucho protector Columna de cartuchos

Soporte de columna de Disco sinterizado Accesorio final
proteccion Para conexion

Figura N° 7. Columna estandar y columna de guarda para HPLC.8

Las fases estacionarias mas comdnmente usadas son las de silice modificada o las microperlas de
polimero. Las separaciones se logran por procesos de particion, adsorcion o intercambio iénico,
segun el tipo de fase estacionaria usada. Las microperlas se modifican agregando hidrocarburos de

cadena larga.®

El detector, ubicado al final de la columna, es el encargado de captar los cambios en los efluentes
de la columna y convertirlos en sefiales eléctricas, las cuales son recibidas por el registrador. Los
detectores se pueden clasificar en dos grandes grupos: selectivos, como los detectores de
fluorescencia, que miden una propiedad fisica o quimica propia de los solutos presentes en la
mezcla (solo los que cuenten con dicha propiedad seran detectados), y universales, que miden una

propiedad fisica especifica del eluyente (fase movil).t’

Finalmente, el registrador recolecta y procesa las sefiales recibidas del convertidor y los plasma en

un cromatograma (Figura N° 8) para su posterior lectura e interpretacion.t’
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Figura N° 8. Cromatograma (absorbancia versus tiempo de retencion)?®
3.5.3 Elucidn

3.5.3.1 Elucién Isocratica.?°

En una separacion isocrética, el eluyente débil y el fuerte se mantienen en una proporcién
invariable por unidad de tiempo. El analista puede preparar el eluyente isocratico fuera de linea
o mezclarlo en linea con una bomba de HPLC capaz de dosificar los diferentes eluyentes a una
velocidad predeterminada constante. Este modo de elucion es cémodo, uniforme y robusto
porque las influencias del tiempo de retencién provocadas por el volumen de permanencia son

insignificantes cuando se transfiere un método entre sistemas.

La elucion isocrética tiene inconvenientes y puede no ser adecuada para todas las separaciones.
Hay problemas inherentes que incluyen una resolucion deficiente de los picos de elucion
temprana, una disminucién de la simetria debido a picos con cola, una disminucion de la
sensibilidad debido al ensanchamiento de banda y problemas de contaminacion de la columna

debido a la acumulacion de compuestos fuertemente retenidos.
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3.5.3.2 Elucion en Gradiente.?°

Las separaciones en gradiente en fase reversa o intercambio ionico suelen implicar la mezcla
en linea de la fase movil para lograr un aumento constante del eluyente organico a lo largo del
andlisis. Al comienzo del gradiente, cuando la concentracién del eluyente es baja, el analito se
divide en la fase estacionaria 0 permanece en la cabeza de la columna. A medida que aumenta
la concentracion del eluyente, el analito se transfiere a la fase movil, se mueve por la columna

y, finalmente, se eluye.

La elucion en gradiente proporciona la capacidad de separar analitos con un amplio intervalo
de hidrofobicidad en un periodo de tiempo razonable. Las ventajas adicionales pueden incluir
una mejor resolucion de los picos y una mayor sensibilidad debido a una mayor altura de los
picos. El deterioro de la columna también se reduce cuando los componentes fuertemente

retenidos se eliminan de la columna al final del andlisis.

También hay desventajas cuando se utiliza la elucién en gradiente. Se requiere una mezcla de
gradiente en linea constante y sin pulsos, por lo que a menudo se necesita una costosa
instrumentacién como bomba. Ademas, puede producirse precipitacion cuando algunas fases
moviles se mezclan en determinadas combinaciones. Los tiempos de analisis pueden ser largos
debido al reequilibrado posterior al gradiente, y el tiempo de permanencia (Vd) de los
instrumentos puede variar, lo que causa problemas de transferencia de métodos, sin una

compensacion adecuada.

Se denomina elucion en gradiente o programacion del disolvente a la técnica de cambiar
continuamente a la composicion del disolvente durante la cromatografia. El perfil de elucion
en gradiente se presenta en la monografia individual como una tabla de gradientes, que se

indica el tiempo y la composicion proporcional de la fase movil en el tiempo indicado.
3.5.4 Procedimiento General de Uso de un HPLC. 3!

3.5.4.1 Preparacion del Sistema de HPLC

— Encender la computadora
— Encender los mddulos del HPLC

— Inicializar el programa que controla los mddulos del HPLC
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— Purgar la fase mavil preparada para evitar la presencia de burbujas que puedan ingresar al
sistema de Cromatografia; esto se realiza configurando primero la bomba a un flujo de 5
mL/min y luego abriendo manualmente la perilla de purga.

— Permitir que la fase movil corra al flujo programado por 5 minutos (la presion de la bomba
en este paso debe ser en el intervalo de 0 a 1 Bar)

— Después de transcurrido el tiempo se apaga la bomba desde la terminal de computadora y
se cierra la perilla de purga de la bomba manualmente hasta que quede ajustada.

— Programar la bomba, el detector, el auto inyector y el horno con los parametros
especificados en el método.

— Activar todos los modulos del equipo y permitir el funcionamiento de la bomba al flujo de

trabajo para que el sistema de Cromatografia se estabilice.
3.5.4.2 Lavado del Sistema Cromatografico.3!

— Colocar en el lugar de la fase movil agua calidad HPLC filtrada a través de poro de 0.45
um y desgasificada, lavando el filtro de entrada de la fase movil con agua HPLC.

— Purgar el sistema abriendo la perilla de purga de la bomba manualmente hasta que quede
floja.

— Configurar la bomba a un flujo de 5 ml/min

— Encender la bomba.

— Dejar que corra el agua por 5 minutos.

— Desactivar la bomba

— Cerrar la perilla de purga de la bomba.

— Configurar el flujo de la bomba a 1 ml/min

— Activar la bomba dejando que el agua corra por el sistema durante 30 minutos

— Desactivar la bomba

— Repetir todo el procedimiento anterior usando una mezcla filtrada y desgasificada de
Metanol HPLC: agua HPLC (50:50).

— Realizar el ultimo lavado colocando en lugar de la mezcla metanol/agua el reactivo metanol
calidad HPLC.

— Al terminar los 90 minutos de lavado se apaga la bomba y los deméas componentes del
sistema HPLC



Cerrar el programa del sistema HPLC y el servidor
Apagar el sistema de computo desde el boton de inicio del sistema operativo

Apagar el UPS manteniendo presionado el botdn de encendido.
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4.0 PRODUCTO FINAL

MARCHA ANALITICA PARA LA CUANTIFICACION DEL CONTENIDO DE ALOINA
EN LAS BEBIDAS A BASE DE ALOE VERA POR EL METODO DE CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA PRESION (HPLC).

1. Introduccién

El Aloe vera pertenece a una familia de méas de 200 especies llamado Aloeneae de la familia
Liliaceae originaria de Africa pero que crecen en Europa y América, ya sea por dispersion natural,
0 bien porque fueron introducidos por sus maltiples ventajas y actualmente estan siendo objeto de
cultivo comercial. Del género Aloe se han descrito aproximadamente 320 especies, entre las cuales

destaca la sabila (Aloe vera).

El Aloe vera, una planta de uso milenario, ha captado la atencién de la industria alimentaria debido
a sus potenciales beneficios para la salud. Entre sus componentes, la aloina, una antraquinona con

propiedades medicinales, ha sido objeto de interés por sus efectos farmacoldgicos.

La aloina es un compuesto amargo y amarillento aislado de la planta de Aloe vera. Es usado como
estimulante y laxante, asi como para tratar el estrefiimiento, mediante movimientos inductores de
la defecacion. EI compuesto se presenta en el latex del aloe amarillo que exuda debajo de la
superficie de las hojas de la planta, y no se encuentra en el gel cominmente usado para tratar

eventos dermatolégicos.

Sin embargo, su presencia en bebidas de Aloe vera ha suscitado preocupaciones regulatorias debido
a sus posibles efectos adversos. Por tanto, el desarrollo de métodos analiticos confiables para

cuantificar la aloina en estas bebidas es crucial para garantizar la seguridad y calidad.
2. Objetivos
2.1 Objetivo general

Cuantificar el contenido de aloina que se encuentra presente en las bebidas de Aloe vera mediante

el método de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).
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2.2 objetivos especificos

2.2.1 Comprender el fundamento de la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

2.2.2 Realizar la cuantificacion de contenido de aloina en bebidas comerciales de Aloe vera
mediante HPLC

2.2.3 Calcular la concentracion de aloina en las bebidas de Aloe vera expresada en miligramo

por litro (ppm)

2.2.4 Comparar los resultados obtenidos en la practica con la cantidad de aloina permitida en las

bebidas de Aloe vera segun el Reglamento de la Union Europea 2021/468.
3. Fundamento

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) es el tipo de cromatografia por elucion méas
versatil y mas utilizado. La técnica es utilizada por cientificos para separar y determinar especies
en una variedad de materiales organicos, inorganicos y bioldgicos. En este tipo de cromatografia,
se combina una fase mdvil liquida y una fase estacionaria finamente dividida contenida en una
columna. Con el fin de obtener velocidades de flujo satisfactorias, la fase movil debe ser

presurizada a varios cientos o mas de libras por pulgada cuadrada.?

El éxito de este tipo de cromatografia se debe también a la posibilidad, para actuar de manera muy
precisa sobre la selectividad entre compuestos mediante una eleccion adecuada de columnas y
composicion de fase movil en funcion de las interacciones soluto/fase movil/fase estacionaria.*®

Los tipos de cromatografia liquida de alta resolucién suelen clasificarse con base en su mecanismo
de separacién o segun el tipo de fase estacionaria, y los métodos se pueden escoger con base en la
solubilidad y la masa molecular. En muchos casos, los métodos de fase inversa son apropiados para
las moléculas pequefias. En cromatografia inversa, la fase estacionaria es no polar, generalmente
un hidrocarburo, y la fase movil es un disolvente relativamente polar (como agua, metanol,

acetonitrilo o tetrahidrofurano).?

El objeto de la cromatografia rara vez es determinar la composicion global de una muestra, sino
mas bien es medir la concentracion de un compuesto que estad presente en esa muestra, para lo cual
se debe elegir un detector adecuado. Los métodos de deteccion maés utilizados se basan en las

propiedades Opticas de los analitos: absorcion, fluorescencia e indice de refraccion.®
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Para la determinacién de Aloina, se utiliza la cromatografia inversa y la deteccion se basa en la

propiedad Optica de absorcion de radiacion ultravioleta a 295 nm
4. Partes del equipo HPLC

Un cromatografo liquido de alto rendimiento opera generalmente con cinco componentes:

reservorio (Fase movil), bomba, inyector, horno (columna), detector y registrador (Figura N° 9).17

En el reservorio se encuentra la fase movil. Esta fase consiste en una mezcla de sustancias polares
y no polares que varian en concentracion dependiendo de la muestra que se quiere analizar, la cual
debe estar filtrada para evitar obstrucciones por posible material particulado. Los reservorios suelen
estar hechos de vidrio; pueden requerirse uno o mas, dependiendo de si se hace o no un gradiente

de concentracion.’

La bomba se encarga de succionar la fase movil del reservorio para hacerla fluir por todo el sistema
a una velocidad precisa y constante. Aqui normalmente operan hasta 6000 psi, dependiendo de
factores como tiempo, tamarfio de la columna, composicion de la fase movil y flujo deseado. Se

inyecta usualmente un volumen que varia entre 5 uL y 5 mL.Y’

El inyector puede ser automatico o manual. El sistema de inyeccion automatico permite que la
muestra sea introducida a la fase movil presurizada de manera exacta y precisa, por lo que

actualmente los inyectores manuales son raramente empleados.’

El horno se encarga de regular y mantener la temperatura dentro de la columna, ya que esta influye

directamente en la retencion y selectividad de la misma.’

Por otro lado, la columna esta fabricada generalmente de acero inoxidable, tiene una longitud de
50 a 300 mm y estéa rellena de la fase estacionaria; ademas, su tamafio de particula esta entre 3 a
10 um. Las variaciones de estas dimensiones y materiales determinan la resolucion, eficiencia,

velocidad y vida util de la columna.’

El detector, ubicado al final de la columna, es el encargado de captar los cambios en los efluentes
de la columna y convertirlos en sefiales eléctricas, las cuales son recibidas por el registrador. Los
detectores se pueden clasificar en dos grandes grupos: selectivos, como los detectores de

fluorescencia, que miden una propiedad fisica o quimica propia de los solutos presentes en la
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mezcla (solo los que cuenten con dicha propiedad serdn detectados), y universales, que miden una
propiedad fisica especifica del eluyente (fase movil).*’

Finalmente, el registrador recolecta y procesa las sefiales recibidas del convertidor y los plasma en

un cromatograma para su posterior lectura e interpretacion.’

Autoinyector

Sistema

Horno/columna ___ “w « dedatos

Detector

Figura N° 9. Partes de un HPLC.?®

5.0 Informacion general de la muestra

El universo estd constituido por todas las marcas comerciales de bebidas de Aloe vera que se
comercializan en todo el territorio nacional: OKF, Del Monte, Selectos, Omnilife, Savia, GNC,

Alovi, Cooper y Bio. (ver Tabla 3).
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Tabla 3. Marcas comerciales de bebidas de Aloe vera en El Salvador

Marca Presentaciones
OKF 05L,15Ly2.0L
240mL (lata), 0.5L,
Del monte
1.5L
Selectos 05L, 15L
Cooper 0.5L
Bio 0.5L
Alovi 05L
Divi Aloe vera 05L
Omnilife aloe
) 09L
beta pifia
Savia 048 L
GNC 1L

Fuente: Elaboracion propia con base en =
5.1 Tipo de Matriz

La matriz de la muestra esta constituida por los siguientes componentes: agua, jugo de Aloe vera,
fructosa, gel de Aloe vera, lactato de calcio, &cido citrico, citrato trisédico, entre otros dependiendo

de la marca.

La longitud de onda a la que suele detectarse con mayor sensibilidad la aloina A y aloina B es a
295 nm, alrededor de esa longitud de onda podrian existir diversas interferencias, algunas de ellas
pueden ser otros compuestos con absorcidn en esa region del espectro, como pigmentos naturales,

contaminantes, o productos de degradacion.
5.2 Informacién del Muestreo

El muestreo es Aleatorio simple, se escogeran 3 muestras de cada una de las 10 marcas (triplicado)

que se comercializan en el pais.
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5.3 Almacenamiento de Muestras

Las condiciones de almacenamiento se determinan en funcién de las caracteristicas y propiedades
de las muestras obtenidas. Las condiciones de almacenamiento deberan garantizar que la muestra

no se altere de ningin modo que pueda afectar a los parametros que se desean analizar.??

En general, las muestras deberdn guardarse en un lugar limpio, seco, oscuro, fresco y
suficientemente ventilado. Habra que controlar con regularidad la temperatura de almacenamiento.

La temperatura de estas instalaciones no podra ser inferior a 0 °C ni superar los 30 °C.%2

La temperatura de conservacion para trasladar las bebidas de Aloe vera puede variar dependiendo
de varios factores, como los ingredientes especificos de la bebida y las instrucciones del fabricante.
En general, se recomienda a una temperatura entre 4°C y 25°C. ademas es importante revisar la
etiqueta del producto y seguir las recomendaciones del fabricante para obtener mejores

resultados.??
6.0 Reactivos, materiales y equipo

6.1 Reactivos

— Metanol HPLC
— Agua HPLC
— Aloina 99%

6.2 Materiales y Equipos

La cantidad de materiales y equipos es para el analisis de las 10 marcas de bebidas a base de Aloe

vera comercializadas en el pais, realizandose por triplicado el andlisis de cada muestra.

— 6 Balones volumétricos de 100 mL

— 1 micropipetas de volumen de 100-1000 pl

— 1 micropipetas de volumen de 10-100 pl

— 30 balones volumétricos de 10 mL

— 2 Probetas de 500 mL

— 35 Filtros de 0,45 um y membrana de PVDF, Nylon o equivalente
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— 1 Frasco lavador Frasco volumétrico 25.00 mL

— 35 Jeringa de 3.00 mL

— 35viales de 2.00 mL

— Equipo de filtracion al vacio Kimax de 2000.00 mL
— Equipo HPLC con Detector UV-VIS

— Columna: Zorbax SB-C18, 250 mm x 4.6 mm

— Ultrasonido

— Balanza analitica.
7.0 Procedimiento del analisis
7.1 Preparacion del Sistema de HPLC.

— Encender la computadora

— Encender el equipo HPLC, 60 minutos antes de cada anélisis.

— Inicializar el programa que controla los mddulos del HPLC

— Purgar la fase movil preparada para evitar la presencia de burbujas que puedan ingresar al
sistema de Cromatografia; esto se realiza configurando primero la bomba a un flujo de 5
mL/min y luego abriendo manualmente la perilla de purga.

— Permitir que la fase movil corra al flujo programado por 5 minutos (la presion de la bomba
en este paso debe ser en el intervalo de 0 a 1 Bar)

— Después de transcurrido el tiempo se apaga la bomba desde la terminal de computadora y
se cierra la perilla de purga de la bomba manualmente hasta que quede ajustada.

— Programar la bomba, el detector, el autoinyector y el horno con los parametros
especificados en el método.

— Activar todos los modulos del equipo y permitir el funcionamiento de la bomba al flujo de
trabajo para que el sistema de Cromatografia se estabilice.
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7.2 Preparacion de la Fase Mdavil, Solucién Madre y Soluciones Estandar de Aloina Ay By
Preparacion de las Muestras.

7.2.1 Fase Movil

Utilizando probetas de nalgene de 500mL, medir 500 mL de agua HPLC y 500mL Metanol HPLC.
Transferir a un beakers de 1L, mezclar y filtrar a través de membrana nylon 0.45um. Transferir al

reservorio y desgasificar mediante ultrasonido por 5 minutos.

7.2.2 Preparacion de la Solucién Madre de Aloina A 'y Aloina B

Pesar 10 mg de estandar de Aloina A en una balanza analitica y también pesar 10 mg de Aloina B
en una balanza analitica, transferir ambos estandares a un balon volumétrico de 100 mL, disolver
y aforar con metanol HPLC. Se llegaré a la concentracion de 200 ppm de aloina (aloina A + aloina

B). A esta preparacion se le conocera como solucion madre.?®
7.2.3 Preparacion de las Disoluciones Patron

A partir de la solucion madre de aloina A y B preparada en el punto 7.2.2, medir alicuotas de la
solucion madre de aloina de 25 pl, 50 ul, 250 pl, 500 pl y 750 ul y transferir cada alicuota a
respectivos balones volumétricos de 100 mL y aforar con metanol, para obtener las concentraciones
0.05 ppm (25 ul), 0.1 ppm (50 ul), 0.5 ppm (250 ul), 1.0 ppm (500 ul) y 1.5 ppm (750 ul)
respectivamente. Mezclar y filtrar a través de membrana nylon 45 um y colocar en viales de 2

mL.23
7.2.4 Preparacion Muestra.

Homogenizar el contenido de 3 botellas de muestra de 500 ml de cada marca, tomar alicuota de 1
mL de cada una y transferir a respectivos balones volumétricos debidamente rotulados de 10 mL.
Aforar con metanol HPLC, mezclar y filtrar a través de membrana nylon 0.45 um y colocar en

viales de 2 mL (Figura N° 10). Cada analisis de cada muestra se realizara por triplicado.
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Figura N° 10: Proceso de Filtracion de soluciones estandares y muestras a través de membrana

nylon 0.45 pm. *°

7.3 Sistema Cromatografico

El cromatdgrafo liquido esta equipado con detector a 295 nm y una columna de 4.6 nm x 25 cm

que contiene fase estacionaria L1 de 5 um. El flujo es de aproximadamente 1.0 mL por minuto.

7.3.1 Curva de Calibracion

— Inyectar por separado volimenes iguales (20 pL) de cada solucién estandar a

concentraciones 0.05 ppm, 0.1 ppm, 0.5 ppm, 1.0 ppm y 1.5 ppm por un tiempo de 10

minutos.

— Registrar las respuestas. Tabular de la siguiente forma:

Tabla 4. Ejemplo de tabla para registro de resultados para elaboracion de curva de calibracion.

N° de Concentracién | Area (y)
estandar mg/L (x)
1 0.05
2 0.1
3 0.5
4 1.0
5 1.5

Fuente: Elaboracion propia.
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— Elaborar la curva de calibracion graficando en el eje “x”, la concentracion de las muestras
en partes por millén (PPM) y en el eje “y”, el area leida por el equipo segun corresponda a

cada estandar, por ejemplo. (Figura N° 11)

Curva de calibraciéon
140
120
100
. 80
Area
60
40

20

0
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 11 12 13 14 15 16

Concentracion (ppm)

Figura N° 11. Ejemplo de una de Curva de calibracion de Aloina.®

7.3.2 Célculos

— A partir de la ley de Lambert-Beer, se tiene que A= ebc donde la celda fue de 1 cm,
relacionando la ecuacién de Lambert-Beer con la ecuacion de la linea recta; y=mx + by

su coeficiente de determinacion R?, considerando que®:
y=mx+b

donde:

X: concentracion de aloina expresada en mg/L
— y: area (variable dependiente)

— m: pendiente es igual producto de la absortividad «.

b: intercepto
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7.3.3 Andlisis de la Muestra

Inyectar por separado volimenes iguales (20 uL) de las preparaciones de cada muestra, en el

cromatografo.

Registrar las respuestas.

Area

Aloina

N
SRR AGA SAAa MAAAS LAMA MAAAS LAGAS SAAAS MAAAS ML) MAALS AAAAS SAALS MAAAS AAAAd A At AAMAS SAALs tanss aaaad

Tiempo de retencion (min)

Figura N° 12. Cromatograma de Aloina.*?

La concentracién de aloina en la bebida de Aloe vera, se calculara relacionando la ley de Lambert-
Beer con la ecuacion de la linea recta despejando la x de la férmula de regresién lineal de la

siguiente manera®®:

y=mx+b
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Donde:

— C: concentracion de aloina en la bebida de Aloe vera (ppm)

Area: 4rea de aloina en el cromatograma de la preparacion muestra

b: intercepto de la curva de calibracion Area vs concentracion aloina

— m: pendiente de la curva de calibracion Area vs concentracion aloina

10: factor de dilucion de la muestra.
7.4 Lavado del Sistema Cromatogréafico

— Colocar en el lugar de la fase movil agua calidad HPLC filtrada a través de poro de 0.45
um y desgasificada, lavando el filtro de entrada de la fase movil con agua HPLC.

— Purgar el sistema abriendo la perilla de purga de la bomba manualmente hasta que quede
floja.

— Configurar la bomba a un flujo de 5 ml/min

— Encender la bomba.

— Dejar que corra el agua por 5 minutos.

— Desactivar la bomba

— Cerrar la perilla de purga de la bomba.

— Configurar el flujo de la bomba a 1 ml/min

— Activar la bomba dejando que el agua corra por el sistema durante 30 minutos

— Desactivar la bomba

— Repetir todo el procedimiento anterior usando una mezcla filtrada y desgasificada de
Metanol HPLC: agua HPLC (50:50).

— Realizar el ultimo lavado colocando en lugar de la mezcla metanol/agua el reactivo metanol
calidad HPLC.

— Al terminar los 90 minutos de lavado se apaga la bomba y los demés componentes del
sistema HPLC

— Cerrar el programa del sistema HPLC y el servidor

— Apagar el sistema de computo desde el boton de inicio del sistema operativo

— Apagar el UPS manteniendo presionado el boton de encendido.
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8. Normativas Regulatorias

Normativa de la Union Europea por el Reglamento (UE) 2021/468 de la comision de 18 de marzo
de 2021, por el que se modifica el anexo 11l del Reglamento (CE) N° 1925/2006 del Parlamento
Europeo y del Consejo en lo que respecta a las especies botanicas que contienen derivados

hidroxiantracénicos.

El Comité ha concluido que los productos listos para usar después de su preparacion de acuerdo
con las instrucciones del fabricante que contengan un nivel analizado superior o igual a 1 ppm de
aloe-emodina y/o 1 ppm de emodina y/o 1 ppm de aloina (aloina A + aloina B) proporcionan una
clara evidencia de presencia de estas sustancias en los productos y, por lo tanto, son motivo de
preocupacion para la salud publica. La suma de los contenidos analizados de aloina A y aloina B
se puede utilizar para cuantificar el contenido total de HADs en preparaciones de la hoja de las
especies de Aloe, ya que la aloina A y B son los HADs més comunes en las especies de Aloe.
Deben adoptarse medidas con respecto a estos productos para garantizar un alto nivel de proteccion

de la salud humana.



CAPITULO V
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5.0 CONCLUSIONES

El método Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) es una técnica ampliamente
utilizada en analisis debido a su alta sensibilidad, su capacidad para adaptarse a mediciones
cuantitativas precisas, su facilidad de automatizacion y su habilidad para separar compuestos
no volatiles o termolabiles; que utiliza una fase estacionaria y una fase movil liquida para
realizar separaciones. Estas separaciones se logran a través de procesos como particion,
adsorcion o intercambio ionico, dependiendo del tipo de fase estacionaria empleada. Las fases
estacionarias mas comunes son la silice modificada o las perlas poliméricas. Ademas, tiene una
amplia aplicacion en la industria, la ciencia y la sociedad en general, siendo til para analizar
sustancias como aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos, hidrocarburos, carbohidratos,
medicamentos, terpenoides, plaguicidas, antibidticos, esteroides, compuestos organometalicos
y diversas sustancias inorganicas.

El sondeo realizado en los diferentes supermercados y tiendas de conveniencia ha permitido
conocer que las marcas de bebidas a base de Aloe vera comercializadas en el pais son las
siguientes: OKF, Del monte, Selectos, Cooper, Bio, Alovi, Divi Aloe vera, Omnilife aloe beta
pina, Savia y GNC y de las cuales ninguna presentaba en su etiqueta si habia presencia o
ausencia de aloina en la respectiva bebida.

Para la determinacion cuantitativa de aloina se propone preparar una solucion stock de 200
ppm, a partir de la cual se realicen diluciones para elaborar una curva de calibracién. Por otra
parte, se plantea que la preparacion de la muestra se realice mediante dilucion Unica de una
alicuota de bebida de Aloe vera. Tanto para las soluciones estandares como las muestras el
metanol seria el disolvente a utilizar.

Debido a que el método de regresion lineal es una técnica estadistica precisa y sencilla que nos
ayuda a analizar datos y calcular el valor de datos desconocido optamos por utilizarla para
calcular la concentracion de aloina en las bebidas a base de Aloe vera ya que es un método de
calculo 100% eficaz.

Ya que la cantidad maxima de aloina permitido en bebidas a base de Aloe vera es de 1 ppm
esta es la suma tanto de la aloina A y aloina B, es importante la cuantificacién de esta sustancia
que puede estar presente en las bebidas elaboradas a base de Aloe vera. Ya que si se encuentra

en cantidades mayores a 1 ppm es perjudicial para la salud ya que puede provocarnos cancer,
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insuficiencia renal y diarrea por lo que debe ser un motivo de analisis siempre este tipo de
bebidas.



CAPITULO VI



49

6.0 RECOMENDACIONES

1. Que la Superintendencia de Regulacion Sanitaria (SRS), establezca un marco regulatorio y que
verifique y monitoree el contenido presente y rotulado de Aloina en bebidas a base de Aloe
vera comercializadas en el mercado salvadorefio; y, durante el proceso del levantamiento del
marco normativo y a posteriori, se sugiera un limite de consumo para personas con diagnostico
de ulceraciones en cualquier area de tracto gastrointestinal, personas con enfermedad renales o
con enfermedades cronicas.

2. A la Superintendencia de Regulacién Sanitaria se responsabilice de verificar que todas las
bebidas a base de Aloe vera que se comercializan en el territorio nacional, tengan impreso en
sus envases primario y secundario informacion sobre el contenido de aloina y el dafio a la salud
que puede ocasionar el consumo excesivo de una bebida que contenga esta sustancia.

3. A la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de EI Salvador, se recomienda que se
tome de referencia esta marcha analitica propuesta en este documento para su desarrollo y su
posterior validacién para que después sea una herramienta para la ensefianza y formacion de
los estudiantes de la carrera, que cursan asignaturas relacionadas con el analisis instrumental,
analisis bromatoldgico, y salud publica.

4. A lapoblacion en general, evitar el consumo excesivo de bebidas de Aloe vera, pues aun deben
robustecerse las investigaciones enfocadas a determinar los efectos nocivos a la salud de las

personas.
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REGLAMENTO (EU) 2021/468, PROHIBICION DEL USO EN ALIMENTOS DE
CIERTAS ESPECIES BOTANICAS QUE CONTIENEN DERIVADOS
HIDROXIANTRACENICOS 3
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REGLAMENTO (UE) 2021/468 DELA COMISION
de 18 de marzo de 2021

por el que se modifica el anexo III del Reglamento (CE) n.” 19252006 del Parlamento Europeo y del
Consejo en lo que respecta a las especies botdnicas que contienen derivados hidroxiantracénicos

(Texto pertinente a efectos del EEE)

LA COMISION EUROPEA,

Visto el Tratado de Funcionamiento de la Unidn Europea,

Visto el Reglamento (CE) n.° 19252006 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 20 de diciembre de 2006, sobre la
adicién de vitaminas, minerales y otras sustancias determinadas a los alimentos ('), y en particular su articulo 8,
apartado 2, letra a), inciso i), y letra b),

Considerando lo siguiente:

(1)

{4
¥

“=

De conformidad con el articulo 8, apartado 2, del Reglamento (CE) n.° 1925[2006, la Comisidn, a iniciativa propia o
basindose en la informacion facilitada por los Estados miembros, puede iniciar un procedimiento para incluir una
sustancia 0 un ingrediente que contenga una sustancia que no sea una vitamina ni un mineral en el anexo 111 del
Reglamento (CE) n.° 1925/2006, que establece la lista de sustancias cuyo uso en los alimentos estd prohibido,
restringido o sujeto a control de la Uni6n, si dicha sustancia representa un riesgo potencial para la salud de los
consumidores, en el sentido del articulo 8, apartado 1, de dicho Reglamento.

Las plantas que contienen derivados hidroxiantracénicos son numerosas y pertenecen a diferentes familias y géneros
botdnicos. Se utilizan ampliamente en complementos alimenticios.

En su dictamen cientifico, de 9 de octubre de 2013, sobre el fundamento cientifico de una declaracién de
propiedades saludables relativa a los derivados hidroxiantracénicos y la mejora del trinsito intestinal (%), la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (sla Autoridads) llegd a la conclusién de que los derivados hidroxian-
tracénicos en los alimentos pueden mejorar el trinsito intestinal, pero desaconsejé su uso y consumo a largo plazo
en dosis elevadas debido a posibles problemas de seguridad, como el riesgo de desequilibrio electrolitico, el
deterioro de la funcién intestinal y la dependencia de los laxantes.

En vista de dicho dictamen y de las preocupaciones planteadas por los Estades miembros durante el debate sobre la
declaracién de propiedades saludables examinada en 2013 acerca de los posibles efectos nocivos asociados al
consumo de alimentos que contienen derivados hidroxiantracénicos y sus preparados, en 2016 la Comisién solicitd
a la Autoridad que emitiera un dictamen cientifico sobre la evaluacién de la seguridad en el uso de los derivados
hidroxiantracénicos en los alimentos de conformidad con el articulo 8 del Reglamento (CE) n.° 1925/2006.

La informacion facilitada por los Estados miembros a la Comisién cumplia las condiciones y los requisitos necesarios
establecidos en los articulos 3 y 4 del Reglamento de Ejecucidn (UE) n° 307/2012 de la Comisién (3.

El 22 de noviembre de 2017, la Autoridad adoptd un dictamen cientilico sobre la evaluacién de la seguridad de los
derivados hidroxiantracénicos para su uso en alimentos (). Los derivados hidroxiantracénicos considerados
pertinentes para esta evaluacién del tiesgo fueron los hallados en la rafz y el rizoma de Rheum palmatum L. o Rheum
officinale Baillon o sus hibridos; en las hojas o los frutos de Cassia senna L; en la corteza de Rhamnus frangula L., la
corteza de Rhamnus purshiana DC. y las hojas de Aloe barbadensis Miller o diversas especies de Aloe, principalmente
Aloe ferox Miller y sus hibridos.

DO L 404 de 30.12.2006, p. 26.

EFSA Journal 2013;11{10):3412.

Reglamento de Ejecucién {UE) n." 307/2012 de la Comisién, de 11 de abril de 2012, por el que se establecen normas de desarrollo para
la aplicacién del articulo 8 del Reglamento (CE) n.° 1925/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo, sobre la adicion de vitaminas y
minerales y de otras sustancias determinadas a los alimentos (DO L 102 de 12.4.2012, p. 2).

Comisidn Técnica de Aditivos y Aromas Alimentarios; Scientific Opinion on the safety of hydroxyanthracene derivatives [«Dictamen cientifico
sobre la seguridad de los derivados hidroxiantracénicoss, documento en inglés). EFSA Journal 2018:16(1):5090.
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(7} Lla Autoridad constaté gue los derivados hidroxiantracénicos aloe-emodina y emodina y la sustancia
estructuralmente relacionada dantrona han resultados ser genotdxicos in vitro. También los extractos de aloe han
resultado ser genotdxicos in vitro, muy probablemente debido a la presencia de derivados hidroxiantracénicos en el
extracto. Ademis, la aloe-emodina ha resultado ser genotdxica in vivo. El extracto de hoja entera de aloe y la
sustancia estructuralmente andloga dantrona han resultado ser carcindgenos.

(8)  Dado que la aloe-emodina y la emodina pueden estar presentes en los extractos, la Autoridad llegé a la conclusion de
que los derivados hidroxiantracénicos deben considerarse genotdxicos y carcinbgenos a menos que existan datos
especificos en sentido contrario, y de que existe un pro%lema de seguridad para los extractos que contienen
derivados  hidroxiantracénicos, aunque persiste la incertidumbre. La Autoridad no pudo proporcionar
asesoramiento sobre una ingesta diaria de derivados hidroxiantracénicos que no sea motivo de preocupacion para la
salud humana.

(%) Teniendo en cuenta los graves efectos nocivos para la salud asociados al uso de la aloe-emodina, la emodina, la
dantrona y los extractos de aloe que contienen derivados hidroxiantracénicos en los alimentos, y la imposibilidad de
establecer una ingesta diaria de derivados hidroxiantracénicos que no sea motivo de preocupacién para la salud
humana, deben prohibirse dichas sustancias. Por tanto, la aloe-emodina, la emodina, la dantrona y los preparados
de aloe que contienen derivados hidroxiantracénicos deben incluirse en el anexo 111, parte A, del Reglamento (CE) n.*

1925/2006.

(10) Durante la fabricacion, los derivados hidroxiantracénicos pueden eliminarse de los preparados botdnicos mediante
una serie de procesos de filtrado que dan lugar a productos que contienen solo trazas de esas sustancias como
impurezas.

{11) Dado que existe la posibilidad de efectos nocivos para la salud asociados al uso de Rheum, Cassia y Rhamnus, y sus
preparados, en los alimentos, pero persiste la incertidumbre cientifica sobre si dichos preparados contienen las
sustancias indicadas en el anexo III, parte A, del Reglamento (CE) n.® 1925/2006, dichas sustancias deben estar
sujetas al control de la Unién y, por tanto, deben incluirse en la parte C del anexo 11 del citado Reglamento.

{12) Procede, por tanto, modificar el Reglamento (CE) n.> 19252006 en consecuencia.

(13) Las medidas previstas en el presente Reglamento se ajustan al dictamen del Comité Permanente de Vegetales,
Animales, Alimentos y Piensos.

HA ADOPTADO EL PRESENTE REGLAMENTO:

Articulo 1

El anexo Il del Reglamento (CE) n.° 1925/2006 se modifica como sigue:
1) Enla parte A, se afiaden las entradas siguientes en orden alfabético:
«Aloe-emodina y todos los preparados en los que esté presente esta sustancias;
«Emodina y todos los preparados en los que esté presente esta sustancias;
«Preparados de la hoja de especies de Aloe que contengan derivados hidroxiantracénicoss;
«Dantrona y todos los preparados en los que esté presente esta sustancias,

2

-

En la parte C, se afiaden las entradas siguientes en orden alfabético:

«Preparados de a raiz o el rizoma de Rheum palmatum L., Rheum officinale Baillon y sus hibridos que contengan derivados
hidroxiantracénicoss;

«Preparados de la hoja o el fruto de Cassia senna L. que contengan derivados hidroxiantracénicoss;

«Preparados de la corteza de Rhamnus frangula L o Rhamnus purshiana DC. que contengan derivados hidroxian-
tracénicoss.
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Articulo 2

El presente Reglamento entrard en vigor a los veinte dias de su publicacién en el Diario Oficial de la Unidn Europea.

El presente Reglamento serd obligatorio en todos sus elementos y directamente aplicable en cada
Estado miembro.

Hecho en Bruselas, el 18 de marzo de 2021.

Por la Cotnision
La Presidenta
Ursula VON DER LEYEN



