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INTROZUCCION.

La cromatograffa ZfZgquida  de slta resclucién, también llama-
da cromatografia 1iz:ida de aita presién ¢ de alta rapidez, a
pesar ¢e ser una té&cmica reciente, descrita por primera vez en
tre 1967-1969, ha temido una coniribucidn significativa en los
alimentcs y otras 4reas de investigacidn,

Las primeras separaciones lievadas a cabo por cromatografia
se acreditan al botZnico ruso Tsweit, que er 1803 separb pig--
mentos de plantas peor cromatografia de adscrcidn; peroc no fue
hasta la dé&cada de 1os treintas cuando Kuhn ¥ Lederer, Reichs-
tein y Van Euw (1), utiliziaron la misma técnica para separar
productos naturales. En 1941, Martin y Synge (11, descubrieron
la cromatografia de particion liquido-liquido, y dieron los =~
fundamentos para la cromatograffa gas-liquido y los de cromato
_grafia 1fquido de alta resolucién (HPLC); también introdujeron
el concepto de '"altura equivalente a uﬂ plato™ que ha sido uti
iizado hasta nuestros tiempos como medida de eficiencia de la
cromatografia. Para finales de los afios sesentas, Kirhland, -
Hubert, Horvath, Preiss y Lipsky {1J, describieron las prime--
ras técnicas de aplicacién del HPLC.

La HPLC ha tenido una gran aceptacidén, tanto en la investi-
gacién como en los ardlisis de rutina, esto debido a su rapi--
dez, versatilidad y confiabilidad.

Se han encontrade una serie de ventajas del HPLC sobre otras
técnicas analfticas, entre las que se incluyen:

-1 -



a) El gnilisis de lrs componentes de la ruestra no sg on-

cuentra iimitado por 1z estabilidad ¢ volatilidad; de hecho,
HPLC es el métode a escoger para una variedad de compuss--
tos té€rmicamente lidbiies o de alto peso molecular.

b) Muestras acuesas ¢ no-acuosas pueden ser analizadas -
sin o con pocos tratamientos prevics,

c) Existe gran disponibilidad de solventes y materiales -
de empaque para cclumna, lo cual da un alte grado de selec=i-
vidad para anilisis especificos.

d)} Los tiempes de separacidn son cortes, generalmente &n
pocos minutos.

e) Los compuestos séparadus son ficilmente recuperadcs v

aislados de la fase m6vil para futuros anflisis de caracteri-

zacidn.

En el anilisis de alimentos se prevé una sustitucidén pau-
Iatina de las t€caicas existentes por las de HPLC. Este s& in
fiere de las ventajas mencionadas anteriermente, por la gran
cantidad de té€cnicas publicadas que mejoran a las comfinmente
utilizadas, y de la aceptacién de varios mé€todos comc c¢ficia-
les por organismcs como el ADAC, AACC ¥ otros similares.

A pesar de que un nimero grande de articulos han sido pu-
blicados sobre ia aplicacifn de la HPLC en el andlisis de ali
mentos, no existe una revista especializada en este temza, peor
lo que la informacién se encuentra dispersa en una gran canti
dad ¥ variedad de publicaciones. Otro punto importante en la

realizacidén del trabaje recopilative, es el heche de que va--

-
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a) El anZilisis de lcs czomponentes de la muestra BT se en-

cusntra limitaio por la estabilidad o velatilidad; 2= hkecho,
iz fPLC es el m€todo a escoger para una variedad de compues--
tos térmicamerte 1ibiles o de alto pesc molecular.

b} Muestras acuosas ¢ no-acuosas pueden ser analiczadas -
sin o con poces tratamientos previos.

¢} Existe gran disporibilidad de solventes y materiales -
de empaque para columna, lo cual da un alto grade de selecti-
vidad para an&lisis especificos.

d) Los tiempos de separacifn son cortos, generalmente en
pacos minutos.

e) Los compuestos separados son ficilmente recuperados y
aislados de la fase m6vil para futuros anilisis de caracteri-

zacidn.

En el anf#lisis de alimentos se prev€ una sustitucidn pau-
latina de las técnicas existentes por las de HPLC. Este se in
fiere de las wentajas mencionadas anteriormente, por la gran
cantidad de técnicas publicadas que mejoran a las com@nmente
utilizadas, y de la aceptacién de varios mé€todos comc oficia-
les por organismos como el ADAC, AACC y otros similares.

A pesar de que un ndmero grande de articulos han sido pu-
blicados sobre 1a aplicacifn de la HPLC en el anZlisis de ali
mentos, no existe una revista especialiczada en este tema, por
lo gue la informacién se encuentra dispersa en una gran canti
dad ¥ variedad de publicaciones. Otro punto importante en la

reaiizacién del trabajo recopilative, es el hecheo de gue va--
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-rias instituciones educztivas y de investigacidén han adquiri-
3o cromatégrafos para HPLC; por lo que esta reccpilacién puede
ser de gran ayuda, principalimente en i1a reduccién del tiempc -
dedicado a la localizacién de informacidn sobre técnicas, con-
diciones de coperacidén y bibliografia.

En consecuencia, el objetivo de este estudio es contar con
un catfdlogo de técnicas y referencias que faciliten la aplica-
£i8n de la HPLC a los alimentos.

Para tal propdsito se efectul una revisiodn bibliogridfica -
de la literatura cientifica a lo largo de los Gltimos diez --
afios. La informacién obtenida fue clasificada por grupos de -
compuestos y para cada uno se selecciond aquella que se consi-

derd como la m&#s avanzada.



-. GENERALIL:IES

2.7 Parametrcs Cromatogrificos.

En la HPLC, al igual que las demis t&cmicas cromatogrificas, -~
es necesaric conocer clertos pardmetros, asi como ia forma de
calcularlos, para poder determinar la eficiencia de la separa-
cifn, en este caso la eficiencia de la columna, y asf escoger

l1a mis apropiada para el andlisis.

Relacidn de capacidad de la columna.

La relacifn de capacidad de la colummna, k', o simplemente el -
valor de k' del soluto, es el método comlnmente empleado para

indicar la retencién del soluto y se calcula seglin la ecuacién.

donde tr es el tiempo de retencién de um pico dado, ¥ t, es el

tiempo de retencidén de un pico (o solvente) no retenido. El va

e

lor de k' mide 1a proporcisn del tiemps gue tarda el soluto en
la fase estacionaria contra el tiempo que tarda en la fase m6-
vil,

Nimero de platos tebdricos.

La eficiencia de una columna cromatogrifica se mide por el nd-
mero de platos tebricos, N, del cual la columna es equivalen--

te, y se calcula segln la ecuacién:

N =16

-

donde t.es el tiempo de retencidén de un pico, vy w es el anche

X
- i -



de la base del pico medido. El né@mero de platos de una columna
es una medida de la cantidad de dispersidn de un soluto mien--

tras se desplaza por una columna.

Altura equivalente de un plato tedrico (H.E.T.P.)

La H.E.T.?. o simplemente la altura del plate, H, de una celum
na, estz dado por la ecuacién:

H = L/X
donde L es el largo de la colurmmaz. Se deduce gue para valores

pequefios de H, las columnas son mis eficientes.

Curva de 1s altura del plato (C.A.P.)

La alturz del vlate du una ceoliumna varisz con Iz velocidad 1i--

near del eluyente, u, segin la ecuacitn:

u=L/t0

' PO S 2 T T I3 S rent ac vy . U
pure comporar In oficlcilin do diferentes celumngs ¥ de los ma
»ida o sue H depende del tomafo do

la perticuia, d_, existen problemas cuando se tienen columnas

Jast s
]
n

empacadas con el mismo matcerial pero con fraccienes de var
tamafios, va que inuucin Ciferentes C.A.P.. Para =
preferible utilizar perio.fros adimensionales h vy ¢, que son -

los valores reduciils <& m y u respectivamente, donde:

h

H
xny
~
=)

-

Iroes el cocficiente e CCdJusidn del solute en o fase mivit
s¢ estime. de la ecuacifén de Wilke-Chanp

P R



7.4 x 107 T o (o)
’}‘} V0~6

donde T es la temperatura {°K}, ¥ el factor de asociacidn del

Dm=

eluyvente, (1 para solventes no polares, 1.3 para etancl, 1.9 -
para metanol y 2.6 para agua}, M es el pesc molecular el elu--
yente,17 es la viscosidad del eluyente [(mPa's}) y V es el volu-

men molar del soluto (ml) = peso molecular/densidad.

Resclucidn.
La resolucidn, Rs, de dos picos cromatogrdficos, es ia medida

de su separacién ¥ se calcula seglin su ecuacién:
t, t
Rs= 2—= 1

LERLPS
Donde ty ¥ t, son las distancias de retencidn y W1 y Wz son la

anchura de las bases de los picos.

2.2 Equipo empieado en HPLC

Componentes.

El cromatSgrafo para HPLC consiste bdsicamente de un alma-
cén de solvente, una bomba, un sistema de inyeccifn, una colum
na, y un detector unido a2 un graficador de carta, tal como se

muestra en el esquema:

Almacén

Lk

Detector Graficador

Inyector

Bomba



El deplsitc Jdel solvente puede ser cuzlgquier reciriente, -

perc se debe tcmar medidas para desgasar el solvente, va sea -

0

se elimina el gas, particularmente en sclventes préticos, se -

ko

puede provocar 1z formacidn de burbujas de aire en lz celda de
deteccifn, con La consecuente ruptura de la continuidad del --

cromatfgrama.

Bombas.

Existen varios tipos de bombas, sistema directo de presidn
con gas, intensificador neumdtico, reciprocantes y'de jeringa
(tornillo), las cuales se pueden clasificar en dos tipos: las
de presidén constante y las de desplazamierto constante. Por lo
general la primera es de funcionamientc con aire y amplificada
neumiticamente, ¥ la segunda reciprocante ¥ de funcionamiento
eléctrico. Frecuentemente las bombas de presifn constante tie-
nen una columna grande de retencién, la que hace dificuitosos-
los cambios ripidcs de solventes; también son menos aprzpiadas
para la programacibfn de gradiente. Las bombas de desplacamien-
to constante de una sola cabeza producen una sefial pulsada, -
por lo que se requiere un suprimidor de pulsos. Alternativamen
te, una bomba de des cabezas puede ser utilizada con les pistg
nes a 180° fuera de fase para dar un rendimiento esencialmente
libre de pulsos.

El flujo producido por este tipo de hembas es dominado por
la velocidad del motor eléctrico, el que e¢s Zicilmente centro-

lado electrSnicamente para proveer un gradiente.



La mayoria de las bombas, de ambos tinpos, dan f..uic méxime
de 70 ml/min. que es el adecuado para la gran mayoeriz de apli-
caciones donde se emplean columnas analfticas. Por 1o general,

las bombas de desplazamiento constante dan una maycr reproducl

bitidad, v aparte de su mayor costo, deben ser preferibles.
s Y ap Y P P

Sistemas de inveccién,

La inyeccidn de la muestra puede ser llevada @ =zbo por dos
diferentes métodos, en columna o via una vilvula, =i primero -
puede ser con o sin septum, el cual permite descargar ia mues-
tra directamente de la jeringa a la parte superior de la colum
na. De esta forma la columna puede operar en el mcdo de didme-
tre infinito, 1o que nos lleva a una mayor resolucidn que obte
nida si se emplea un inyecfbr de vidlvula. Las desvemtajas que

puede tener son goteo y bloquec de la aguja.

Las vdlvulas de inyeccién, en las cuales la muestra es in-
troducida a una presilla de retencidn antes de ser aplicadas a
lé columna, presentan una operacién m&s conveniente ¥ puede -~
ser fdcilmente automatizada, comtnmente por activacién neumdti
ca su inconveniente es que la muestra se diluye antes de la cg
lumna y no se puede aprovechar el efecte del didmetro infini--
to. Las vilvulas de inyeccidn desperdician muestra, ya que seé
requiere un exceso de solucién para asegurar que la presilla -~

estd completapmente llena.

Columnas.
La mayorfa de las columnas para HPLC estin construidas de

acero inoxidable. El largo de la columna varia entre 100-500

-8 -



mm, cceminmente 250 i, ceon difimerros interncs de 2 a 5 mm.
Es importante gue £ intericr de la columna sead 1iso ¥y 1i-

bre de suciedad y aceite.

Detectcres.

Una gran cantidad de detectores se encuentran disponibles
para su usSo en Sistemas de HPLC, tero de &stos sdlo el detec-
tor de ulitravioleta {UV}, el de £iuorescencia v el refractéme-
tro diferencial son de uso comfin,

Los detectores de UV pueden cperar a longitud de onda fi--
ja, generalmente a 254 mm con una lZmpara de mercurioc, o sobre
todo el rango del ultravioleta utilizando unz l&mpara de deute
Tio. El detector de longitud de onda fija tienme una mayor sen-
sibilidad, debido a la mayor intensidad de la radiacif6n inci--
dente, peroc su aplicacién es limitada. E1 detector de longitud
de onda variable puede ser ajustade a una longitud de onda de
mixima absorcidn de los compuestos de interés, ademids, algunos
tienen una fuente de tungsteno (wolfromio) el cual amplfa la -~
deteccidn a la regién visible., Leos detectores de fluorescencia
son de uso limitado, pero para aquellos compuestos que son - -
fluorescentes, el 1imite de deteccidén es considerablemente me-
nor que 1 de UV. La sensibilidad se incrementa significativa-
mente con el uso de una celda de flujo empacada con un soporte
s6lido., El1 refractémetro ha sido llamado el detector umiversal,
ya que da respuesta a todos los compuestos que provocan dife--
rencia entre el Indice de refraccidn del eluyente de la columna

y el del solvente. Sin embargo, su sensibilidad es considerabie

©
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~-mente menor que 21 de UV y el de fluorescencia, ¥ selo es em-
pleado cuando £€stes dos no son apropiadoes, como es el caso de

los gsticares. _

Utros detectores han sido utilizados er HPLC, incluvendo
aparatos electroguimicos y sistemas de transporte unides a de-
tectores de ionizacidén de flama y mds recientemente espe:irémg

tros de masa.

2.3, Aspectos pricticos de 1la HPLC.

Fase mbvil.

Al contar con un nfimero limitado de soportes, la selectivi-

dad de 1a HPLC se consigue con la variacidn de la temperatura
de columna o con la composicifn de la fase movil.

Las columnas de HPLC pueden ser operadas. isocridticzmente, o

sea la composicifn del eluyente se mantiene constante o puede

ser en formz de elucidn de gradiente en el que la composicién
de la fase mévil varfia durante la operacién. Este sistema tam--
bién puede emplearse en programacién de flujo, en el cual la ve
locidad de flujo del solvente, en vez de su composicién, se cam
bia durante el anilisis. Esto es particularmente Gtil cuando se
emplea deteccién por indice de refraccidn, ya que la elucifn de

gradiente np es aplicable.

Materiales de empaque.

El gran nGmero de compuestos quimicos que son analizados co
mo componentes de los alimentos, significa que son necesarios -
una gran cantidad de diferentes materiales de empaque para co--

lumna . La fase estacionaria comfinmente utilizada es sflica, la



er empleada sin modificar y donde el procesc croma

cual puede

1

togrdfico e€s <o adsorcifm, § ung silica modificada por la unifn

f»s

ilanci, para dar un sis-

(2]
w

de grupos funcicnales com Iss grupe
tema de particidn. La silica puede ser utilizada com una gran
variedad de seclventes, abarczndo un intervalo amplic de polari
dades, aungue para compuestos muy pularés, tales como aminofci
dos y azlicares, es méAs conveniente separarlas en fases de sili
ca modificada. Cuandoc el grupo ligade a la silica es de natura
leza hidrofébica, por ejemplo el grupe C}B’ la fase estaciona-
ria trabaja en forma de fase inversa, donde los compuestos me-
nos polares {mf#s hidrofdbicos) son fuertemente retenidos.

El grupe funcional ligado puede poseer propiedades de in--
tercambic ibmico, por ejemplo, un grupo #Acido sulfénico, Estas
fases estacionarias se utilizan para componentes ibénicos de -
los alimentos, tales como aminodcidos y nucledtidos. Alternati
vamente, los compuestos iSnicos pueden ser cromatografiades co
mo pares i6nicos empleando un contador de iones apropiado y -
una columna de fase inversa.

Cuando se trata de seleccionar el material de empaque para
intentar realizar una separacidén, es extremadamente Gtil cono~
cer las férmulas de los solutos. Si mol&culas parecidas o de -
la misma clase han sido va separadas este sistema puede ser tc
mado como un razonable punto de partida. Las piezas mis impor-
tantes cuando se realiza una separacidén no conocida son:

- La f6rmula molecular &6 la presencia de grupos funcionales co
nocidos especialmente grupos bidsicos § Zcidos.

- 11 -



La solubilidad de las molé&culas en solventes orgdniceos ¥ en
agua, 8cidos ¢ bases.

EL espectro UV {ssumiendo que un detectcr de UV es emnieado}
para asegurar que la deteccibén se realiza donde la meléculz
tiene una absorbancia razonable.

La presencia de impurezas; es esencial identificar el soluto
de inter€s y no um material extrafo o impureza.

Contar con informacidn de cromatografia de capa fina [TL().



3. METODOS Y TECNICAS IR GRUPUS DE COMPUESTOS.

3.1 Carbohidratos.

-

Los carbchidratos s= encuentram entre los compucestos mis
abundantes en la naturalezz; por lo gue el anidlisis de azfica--
res es de considerable ¥ creciente importancia enm la industria
alimentaria, tanto en el desarrollo de nuevas tecnclogfas para
procesamiento ¥ manufactura de alimentos, como en el control -
de proceso y calidad de productos ya existentes. Alimentos tan
variados como jugos de frutas y jaleas, helados, refrescos, -
cervezas, vinos, productos de panaderfa, cereales, miel, pro--
ductos licteos, hidrolizados de almidén, jarabes de maiz com -
alto contenido de fructucsa, melazas, extractos de soya, etc.,
requieren de uno o mfis m&todos analiticos para su control de -
. calidad en su contenido de saciridos.

Ademis de los usos industriales, los andlisis son impor--
tantes en el campo de la investigacidn biocldgica y m&dica,

En los Gltimos afios gran cantidad de trabajos han side pu
blicados sobre la aplicacidn de la HPLC al anflisis de carbohi
dratos, debido a las ventajas que tiene sobre las demds técni-
cas existentes; la cromategrafia gas-liquido que da buena re--
produccifn, separacidn y rendimiente, tiene el inconveniente -
de necesitar la formacién de derivados de los azficares, debide
a la baja velatilidad de &stos, lo que nos darfa algo de impre
decibilidad y lentitud; los mé&todos colorimétricos existentes,
cuentan con la sensibilidad y reproduccidn necesaria, pero son

- 13 -



inespecificos v _entos) ics mEtodos enczimftices presentan el

preblema de permitir solc la determinacidn de un compuesto --
por andlisis ¥ su costo, va que las enctimas inmovilizadas tie
nen un periodo de vida de dos semanas; la cromategrafia de oo
1 pa fina, de papel y los m€todos de reduccitn de cobre son mis

lentos, requiriendoc preparacidn de las muestras.

Metodologia.

Un gran avance se ha conseguido en el anilisis de carboe-
hidratos con la introduccién de nuevas columnas para la HPLC
(fases ligadas a aminas o a carbohidratos), por 1o que una --
gran cantidad de articulos han sido publicados. En la mayoria
de los articulos revisados los autores emplean columnas 4Bon-
dapak/Carbohidrato, Hurst y Martin {(1,2,3), Damon y Pettitt -
(4), Brandao et. al. (5), Richmond et. al. (6), Warthesen y -
Kramer (7), Thean y Funderburk (8), Black et. al. (9,103, --
Dunmire y Otto (11), Cegla y Bell (12}, Lawson et. al. (13, -
14}, Shaw et. al. (15), Euber y Brunner (16); Hunt et. al, --
(17) emplea unaz columna de fase ligada a una amina; Engel y -
Olinger (18) utilizan una columna de intercambio i6nico; v -~
Aitzetmuller (19}, Aitzetmuller et. ai. (20) y Johnock y - -
Wagstaffe (21) emplearon silica gel adicionade de un modifica
dor de amina.

El detector utilizado por la mayoria, es el de Indice de
refraccifn, a excepcifn de Lawson et. al. (13,14) que emplean
un detector de UV, lo que le da un maror poder de deteccidn,

a nivel de nanogramos, pero con la incenveniencia de necesitar

- 14 -
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un raso de «2rivacién {p-ritrobencilexianina), para fermar un

cormpuesto craro
La fase =IviI se encuedtrz formada por una mezcia de ace-
tonitrilo-agua _T:3) en is ma§oria de izs técnicas; Brandac et
al. {5} y Richmond et. al. £6) ocupan ura fase eluyente de ace
tonitrilo-agua-etanol, a unz relacién de [85:15:5}, 1a que in-
crementa la resciucibn y disminuye el tiempo de an#Ziisis, las
explicaciones que se dan a ssta mejora son, el etanol compite
con los azficares por el sitio activo de la fase estacionarié,
pero sigue permitiendo un alto grado de interaccidm y selecti-
vidad; esto permite un decremento del tiempo de retencifn de -
los azficares presentes en el sistema; el etanol disminuye la -

disponibilidad del agua para que solubilice los azficares y es-

to en cambio incrementa el tiempo de retencién.

Preparacidn y extraccidn de muestras.

Hurst et. al. (1,2,3) determinaron la presencia de fructuo
sa, lactosa, glucosa y sacarosa en diferentes tipos de muestras
chocolates, bebidas, frutas, ldcteos, frutas procesadas y golo
sinas.

Las muestras de chocolate se desgrasan con éter de petr6--
leo, son pulverizadas y disueltas en agua caliente, caleantando
a bafio Maria, $53-30°C por 25 minutos, se enfria y centrifuga,
el sobrenadante se filtra por un filtro de jeringa.

Bebidas, &stas s6lo son filtradas, las carbonatadas se des
gasifican. Las frutas frescas y procesadas se homogenizan y ex

traen con una mexcla de metanol-agua-dcide ac&tice (72:20:1).
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Productos licteos (helados, pudings v yogurts) y golosinas
galletas, pasteles y barras de dulce} se extraen comn aguz a -~
T&-80°C. B

Unc de los métodos de extraccifin ¥ seperacisdn mis comple--
tos es el de Punmire y 2tto (11}, en el que determinan la pre-
sencia de fructuosa, giucosa, sécarosa, melobiosa, rafinosa y
estaquiosa, en una gran variedad de alimentos y en un amplio -
rango de concentraciones. La t&cnica de preparacién de las - -
muestras consiste, principalmente, em la extraccidn com una so
lucidén de etanol-agua (58:50); para muestras conteniendo menocs
del 50% de proteina se extrae sflo con agua, sometiéndolas a -
bafio sénico a una temperatura aproximada de 50°C. por una ho--
ra, agitando posteriormente. Las muestras con alto contenido -
de grasa, se lavan con cloreformo y se les ajusta el pH a 4.5,
utilizando #cido acético para las de alto contenido protéico,
para precipitar las proteinas, se centrifuga y limpia en una
minicolumna empacada con Corasil AX y Porasil B/CIS’ y una fa
se mdvil de acetonitrilo-agua (75:25); las muestras quedan ya
listas para Ia HPLC,

En la mayorfa de los articulos revisados, los investigado-
res realizaron sus extracciones con mezclas de etznol-aguz o -
solamente agua; la desprotenizacibn se lleva a cabo con 4cido
acético o acetato de plomo o dcido tricloroacético.

Black et, al., (9,10} determinaron sacarosa, rafinosa, esta
guiosa y B-ciclodextrina en soya; se considera que la rafinosa
v la estaquiosa son responsables de problemas gastreintestina-
les ascciados con alimentos conteniendo soya entero.

- 16 -
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tas - ziimentos dictfticos pare determinar Iz prese
fructussa, glucosa, sorbitel; sacarosa y maltosa.

Cegla y Bell (1.} determinarcn carbokiiratos sclubles, glu
cosa, sacarosa, rarllnosa ¥y estaguiosn, en herinas desgrasadas
de semillas oleaginosas.

Damon y Pettit:t {4) determinaron fructucsa, glucosa ¥y saca
rosa en melazas.

Engel y Olinger {18) determinaron psicosa, maltotriosa, -
fructuosa, dextrosa, maltulosa ¥ otros disaciridos en jarabes
de mafz.

Warthesen y Kramer (7) analizaron leche ¥ helados para de-
terminar la presencia de fructuosa, glucosa, sacarosa, maltoesa
y lactosa.

Shaw et, al, (15} determinaréﬁ la presencia de glucosa, --
fructuosa, D-manno-heptulosa y perseitol (alcohol de siete car
bonos). La manno-heptulosa posee la habilidad fisiolGgica de -~
causar inhibicidén de insulina en humanos,

Thean y Funderburk {(8) empleando acetonitrile y agua en la
extraccitn, determinaron en mieles, levulosa, dextrosa, sacaro

sa, maltosa e isomaltosa.

3.2 Lipidos

El anflisis parcial de lipidos en los alimentos ha sido -
siempre problemdtico, las técnicas existentes de cromatografia
de gases, capa fina y mé€todos enzimiticos no son lo completa--

mente satisfactorios en ias determinaciones cuantitativas. La
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aplicacién de Ia HPLC al anfilisis de 1fpidos, no ha side bien
aprevechada, debido principalmente a 1a falta de deteciores --
apropiados, en los fltimos afios este problema ha sidc schrepa-
sade en su mayor parte, con el desarroiloc de nueves éetecteres
v con las técnicas de derivaci6n de compuestos no-absorbentes

de UV a unos gue si abscrban,

Metodologia.

La mayoria de los investigadores que han reportado técni-
cas para determinar lipidos, ha sido sobre mezclas de €stos y
no directamente en alimentos.

Plattner et. al (1) realizarom una separacifn rdpida de -
triglicéridos, de acuerdo al largo de su cadenz y al grado de
insaturacidn.

Preparacién de la muestra. Las muestras de aceite solo son
disueltas en cloroformo.

Cromatografia. Se emplea una columna de fase ianversa (4Bem .
dapak CTSI; ia fase m6vil puede ser metanol-agua o acetonitrilo
agua (2:1); el detector es un refractédmetro diferencial,

Herslof et, al. (2) separaron triglicéridos de muestras -
artificiales, con resolucidn hasta en compuestos que solo dife
rfan en dos grupos metilo.

Cromatograffa. Se emplea una columna de fase inversa (Nu-
cleosil Cig); 1a fase mévil estd compuesta por acetonitrilo-ace
tona (1:1) & metanol-~acetona (3:2)}, siendo la primera la mds -
apropiada para muestras de aceite natural; el detector es de In
dice de refraccifén, dando una mayor respuesta para glicéridos

- 18 =~



saturados gue para los insaturados.

Aitzatmuller (3) describid una +€cnica que ruede ser apli-
cada al andiisis de mezclas de moneo-, &i- y trigiicéridos, emul
sificantes, algunas grasas de semillas v productcs técnices ta-
les come aditivos de polirceros.

Cromatografia. Se emplea una columna empacada con silica -
gel; la fase movil es una elucidn de gradiente, con tres mez--
clas de soclentes, A tetracloruro de carbono-iscectano {34:66},
B cloroformo-dioxano-hexano (40:11:49% v C cloroformo-metanol-
€ter diisopropilico (34:36:30); el detector es de transporte -
flama-ionizacién.

Kiuchi et. al (4) determinaron di- ¥y triglicéridos, dcidos
grasos y esteroles, que permitif el an#dlisis total de ifpidos -
en soya y preoductos de soya. -

Cromatografia. Se emplea una columna empacada con MicroPak
SH-10 y una precolumna con Merkosorb SI-60; la fase mdvil es --
una elucién de gradiente, compuesta por un solvente A, hexano-
cloroformo (9:1) y etanol como solvente B, el solvente B pasa -
de 0% de la fase inicial hasta 70% a un gradiente de concentra-
cién de 3%/minuto, manteniéndose constante durante 30 minutos;
el detector es de ionizacidn de flama.

El minimo detectable es de 0.1 a 1.4 4g.
tweeten v ¥etzel (5) determinaron derivados de Acidos gra--
sos en extractoes de granos.

Preparacifn de la muestra. Los granos son molidcs hasta pel

vo fino, secado a vacio, los 1fpidos scn extrafides con un sol--

vente orgidnice, el cual se evapora, ba;s una corrierte de nitr%
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-geno. La muestra es disuelts en cloroformo-metane {2:1):; 1la
concentracisén se ajusta de 0.5 a 2.5 moles/2 ml; se adiciona
hidréxido de potasio 0.8% N en metaroil, hasta que la concentra
cidén molar de la base sea de 9Y:1 con respecte ai &cido potern-
cial, se adiciona una gotz de fenolftaleina al 0.1%; la mues--
tra se pone en uml evaporisor rotatoric y se mezcla durante I -
minutos; el recipiente de 1la muestra se sumergidé enm un bafio de
aceite a 45-55°C, girandc constantemente hasta evaporacién del
solvente {esto se nota com la desaparicién del color rosa de -
1a muestra). ‘

Derivacién. Se adicienz el bromurc de p-bromofenacil/éter
en acetonitrilo a una concentracidn de por lo menos 25 veces -
mis que el contenido potencial de 4dcidos grasos. El tiempo de
derivacién es de 30 minutos a 75-80°C en un blogue de digestién
de aluminio.

Cromatografia. Se emplea una columna empacada con Spheri--
sorb ODS; la fase mbvil es metanol-agua (90:10); 1 detector -
es de UV fijo a 254 mm. Los dcidos grasos determinados son, mi
ristico, palmitico,.margaricol (heptadecanoico)}, estefrico, 11
nolénico, linoleico, mezcla de palmitico y oleico.

Los resultados son similares a los obtenidos por cromato--
grafia gas-lfiquido.

Borch (6) separ$ dcidos grasos de cadena larga em forma d=
sus esteres de fenacil.

Preparacidn de la muestra, Se hace reaccionar los dcidos -
grasos con soluciones de bromuro de fenacilo (il mg/ml) ¥y triz
tilamina (10 mg/ml) en acetona en proporcifn de T0:ist

- 20 -
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-tivamente, jando rep-zzr un dia.

Cromatografia. Se errlea una cciuzmna de fass Inversa (4UBon-
dapak 018); lz fase mOvil es acetonitrilo-agua yrogramada de una
relacién de €T7:33 a 83:33 ci detecter &2 UV se £i%a a 254 nm.

Los #cides separados son: lafirico, miristelsico, linolénico,
miristico, araquiddnice, Iinoleico, eicosatriercico, palmitico,
oleico, petreselinico, eicosadiencice, estedrice, araquidico, -
behenico, lignocérico, heptadecanoice, nonadecancico, euricico,
heneicosanoico y nervénico.

La técnica proporciomna resolucidn de las mezclas de &cidos
grasos hasta en niveles de microgramc.

Determinacibén de colesterol. La determinaci&n de colesterol
en los alimentos ha tomado importanciz, debido a los cﬁidados -
gque en su consumo deben tener personas con problemas circulato-
rios.

Newkirk y Sheppard {7} desarrollaron un método que emplea -
€l ester benzoato del colesterol para medir ef colesterol en --
los alimentos.

Cromatografia. Las muestras extrafdas se separan en una co-
Iumna de fase inversa (#Bondapak CTS}; la fase mévil es metanol
al 100% el detector de WV fijo a 230 nm.

El minimc detectable son 10 ng; los porcentajes de recupera
cién para el colesterol adicionado a una variedad de alimentos
es de S§8.

El contenido de colesterol determinado por HFLC es similar
al obtenido por cromatografia gis lfquido.

- 21 -



3.3 Corpuestos MNitrogenados.

Los principales compuestos nitrogenados, son las proteinas.--
Por su importancia fisiollgica ¥y estructural son indispensables-
en la dieta humana. Las proteimas estdn compuestas por péptidos-
y estes a su ver per aminoicidos, esenciales y no esenciales; es
tos Gitimos pueden ser sintetizados en el organismo humano.

Las proteinas vegectales son escasas por 1o general en uno o -
mis aminoicidos esenciales (zefna escasa en triptffanc, frijol -
en metionina, trigo en lisina, etc.), mientras que.las proteinas
animales son m&s completas, pero debido a su alto costo, en com-
paracién con las vegetales, su consumo en lo general es reducido
entre la gente de escasos recursos.

Este problema se ha tratadc de combatir en muchos paises por-
medio de suplementacibn o por fortificacibn de los alimenios de-
ficientes en algunos aminodcidos esenciales.

Otro problema es la pé&rdida de wvalor nutritivo en los alimen-
tos procesados, ya sea por desnaturalizacidn de las proteinas o
debido a reacciones de oscurecimiento tipo *Maillard"™.

Metodologias.

DeVries et. al. (1) determinaron ftriptSfanc en varios produc
tos alimenticios; el método es simple y rdpido en comparacidn ~
con 1os ya existentes,

Preparacitn de 1as muestras. Las muestras secas son molidas-
y pulverizadas y pasadas por una malla nGmero 40.

Hidr6iisis,. Las muestras son hidrolizadas con una solucifn de -

Pronase {Calbiochem grado B, 45x10 PUK/g) disuelta es unaz s2l.-

L =
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2idn reguladoras de fosfatos a un pH de 7.5,

Cromatografia. Se emplea una columna de fase inversa [ y4Bonda
pak C18}; la fase m8vil estd compuesta por acetate de sodig-ace-
tonitrilo-agua (1g+8mli+9%iml}, el pH se ajustz a 4.0 con Zcide -
acético; el detector es un espectrofluoromonitor 2 unz excita---
cién de Z2895nm y emisifn a 320nm.

La deteccitn es a niveles de 4g/ml, los porcentajes de recupe
racidn varian de 91.8 a 100% para los diferentes alimentos anali
zados.

Schuster {2) determiné aminoficidos libres en bebidas {jugo de
naranja, vino, cerveza) sin preparacidn alguna.

Cromatografia. Se emplea una columna empacada con LiChrosorb-
NHZ; 1a fase mévil consiste de un solvente A, fosfato momobisico
de potasio 0.01M a un pH de 4.3, 'y un solvente B, acetonitrilo--
agua {50:7), con un gradiente linear inicial de 95% de B, a los-
20 minutos 70% de B, a los 27 minutos 50% de B y a los 30 minu--
tos 95% de B; el detector es de longitud de onda variable a 200mm.

Peterson y Warthesen (3) determinaron lisina total y disponi-
ble, en mezclas de proteina-carbohidratos. La lisina es un amino
icido limitante en muchas proteinas vegetales, y debido a 1a pre
sencia de un grupo E-amino, esta sujeta a reacciones que nos pue
den dar como resultado un aminodcido esencial nutricionalmente -
no disponible. La medicidn de lisina disponible es necesaria en-
alimentos que han sido procesados o almacenados en presemncia de-
azlicares reductores.

Preparacidn de muestras. Una cantidad de muestra es humedeci~-

da con una solucién de bicarbonato de sedio al 87 s2 Ie agreza -

N
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etanol conteniendo FDNB, se agita durante dos horas v postericr-
mente se evapora €l etanol.

La muestra se refluja por 16 horas con fcido clorkidrico §.1X.
después de la hidf%lisis, la muestra es fiitrada en caiiente — -
diiuida con agua, se toma una alicuota ¥ se filtra por una mer--
brana de 0.2 ym.

Cromatografia. Se emplea una columna de fase inversa (i Bonda
pak C18); la fase mbvil esta compuesta por acetonitrilo-solucidn
reguladora de acetatos 0.01M pH 4.0 (20:80); el detector de ab-
sorbancia se fija a longitudes de onda de 436 o 254nm.

En comparacidn con el m€todo espectrofotométrico, los valores
de lisina son menores, pero se presume que es debido a la presen
cia de compuestos de interferencia en el m&todo espectrofotomé--
trico que di valores més altos.

Determinacidn de lisina total. La muestra se refluja por 18 -
horas con &cido clorhidrico 6,0N. El pH se ajusta a 9.0 con hi--
drbxido de sodio 6N; se forma un derivado didansilo agregande -- ’
una solucidn reguladora de borato 0.5M pH 9,0 y cloruro de dansi
lo 150mM en acetona; se mezcla y deja reposar emn la oscuridad -
por una hora, y finalmente se filtra.

Los porcentajes de recuperacidn son de 95%.

Warthesen ¥ Kramer (4) desarrollaron un método para evaluar -
la estabilidad de lisina Iibre en productos de harina de trigc -
fortificados cen lisina,

Debido a que las proteinas del trige son bajas en lisina, se-
ha propuesto 1la fortificacién de alimentos derivades del trig: -

con lisina, para mejorar su valor nutricional. Reac:c:iones de 1z-

]
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lisina con azficares reduciores puede llgvar a pérdidas de lisina
durante tratamientcs térmicos. La estabilidad de lisina adiciona
da en productcs de cereal es de importancia, ya que Ia cantidad-
de lisina que gueda después del traotamiento térmico puede ser --
considerablemente menor al adicionado antes del tratamiento.

Preparacién de las nmuestras. Las muestras de harina se mez---
clan con icido tricloroacético al 12%, se agita y centrifuga; el
pH del sobrenadante es ajustado a 9,0 con hidrXido de sodio 5N y
diluido con una solucidn reguladora de borato 0.1M pH 9.0; las -
muestras de masa ¥ harina se extraen, mezclando primeramente con
agua v con 4cido tricloroicetico al 40%, se centrifuga ¥ se mane
jan de 1la misma forma que las muestras de harina.

Densilacifn. Esta es llevada a cabo agregando a una alicuota-
de la muestra preparada una solucidn reguladora de borato 0.1M,
posteriormente adicionando cloruro de dansilo 10mM en acetona, -
mezclando e incubando en la oscuridad a 40°C., La muestra se fil-
tra en una membrana de 0.2 ym.

Cromatografia, La columna empleada es de fase inversa (4 Bon-
dapak CTSJ; l1a fase mdvil esta compuesta por acetonitrilo-solu--
cidn reguladora de fosfito disédico 0.01M pH 7.0 (2:5); el detec
tor de absorbancia se fija a una longitud de onda de Z54nm.

Los porcentajes de recuperacifn son de 85.5% en presencia de
celulosa, 70.6% con sacarosa y de 20.9% con jarabe de mafiz alto-
en fructuosa. El pan de levadura elaboradc con harina fortifica-
da {0.5% de hidrocioruro de lisina} da unaz recuperacidn de 23% -
para la corteza ¥ 97% para el migaién, con un promedio de 85% pa

rda ei total del nan.



O*Reefe y Warthesen (5) determinaron 1z estabilidaé de metio-
nina libre en alimentos fortificados.

La metionina es un aminoicido esencial sulfurado que al agre-
garse a alimentos éeficientes provoca un zumento del PER en ani-
males de laboratoric y un aumento de retencidn de nitrdgeno on -
humanos. La sobrefortificacifn de metionira nos puede llevar a -~
efectos dafiifios, resultantes del desbalance o de los efectos té-
xicos de la metionina en exceso.

Preparacidn de muestras, La muestra seca {proteina de soya --
40%, D-glucosa 0 a 4%, DL-metionina 0.5% v cuanto baste para 100%
de celulosa microcristalina) y molida es adicinada de metanol al
10%, posteriormente se agrega #cido triclorocacético al 40%; se -
filtra a vacio y el residuo es lavado con agua. El1 pH del filtra

do se ajusta a 9,5 con hidrdéxido de sodio 5N, aforando con agua.

Dansilacifn, Una alicuota de la muestra es mezclada con clo-
ruro de dansilo 10mM {T-dimetiiaminonaftalenoc-5-sulfocloruro} en )
acetona; cantidades iguales de muestray solucifn reguladora de - .
borate 0.1TM pH 9.5 se mezclan por una hora a 40°C.

Cromatografia. Se emplea una columna de fase inversa {#{Bonda
pak CTB); la fase m6vil esti compuesta por acetonitrilo-solucidn
reguladora de fosfiato disbSdico 0.0TM pH 7.9 (1:4); el detector -
de absorbancia se fija a 254nm,.

El minimo detectable es de 10ng; el m&todo también sirve r[zra
medir el sulfbxido de metionina (nutricionalmente aprevechable -
y la sulfona de metionina.

Saetre ¥ Rabenstein {6) determinaron cisteina y glutation =~
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fruczs. EBstos som ios primcicales tioles n2-proteicos de las --

isntas. B8Se cree gque estos ticles estfn relacionados con varics
aspactos fisioldgices de las —Iantas, tzles como, tramsporte de-
electrones y fosforilacidn duzrante la foiosintesis, divisidn ce-
luiar, mantener el Acido ascOrbico en sz forma reducida, endure-
cimiento por comngelado ¥ en 1a regulaciZn de la maduracidn de pe
Tas.

Preparacidn de muestras. Una muestra de jugo de fruta se mez
cla con una cantidad similar de &4cido fosfdrico al 2%, se centri
fuga y el sobrenadante es filtrado en un filtro Millipore de ---
0.45 4m.

Cromatografia. La columna empleada se empaca con una resina
de fuerte intercambio anibnico (zipax SCX)}; la fase mdvil esti -
constituida por #cido fosférico d1 0.5%, desaireado con oxigeno-
libre de nitrfgenc; se emplea un detector electoquimico operado-
a +0.7T V contra un electrodo saturado de calomel.

Los limites de deteccifn son de 24M para glutation y de 34M -
para cisteina.

3.4 Vitaminas.

Uno de los aspectos que dan mayor calidad al suministro de ~-
alimentos es su contenido vitaminico. Desde un punto de vista --
biglifgico, comemos para sobrevivir y el patrdn de nuestros reque
rimientos nutricionales se ha desarrollado durante un largo pro-
ceso evolutive en el cual el hombre se ha adaptado al medio. Aun
que ciertos procesanientos de alimentos, tales come el cocido, -
son muy viejos, es solo hasta los @iltimes 750 afios que se ha em-

pezado a consumir una parte significativa de nuestros alimentos



en una forma procesada (fdbricas).

La industria moderna de alimentos ha contribuido enormemente
a los estatus de 1a salud pfiblica. Esto es considerando que en--
la actualidad es p;sible alimentarse con una dietaz balanceadz --
con todo tipo de alimentos, en cualquier temporada del ajic y/c -
en cualquier localizacidn geogrifica.

Al mismo tiempo, la tecnologia moderma ha introducide una par
te de problemas. Algunas veces ha sido resultado de um conoci---
miento inadecuado; pero casos trigicos de enfermedad y algunas -
veces muerte, han ocurrido cuando valores de nutrientes esencia-
les se han perdide, debido a2 ignorancia, falta de cuidado o a --
una falta de principios a 1a practica de buena manufactura. En
el pasado, nuevos m&todos de procesamiento rara vez han sido in-
culpados de su contribucifin en la retencifn o pérdida de nutrien
tes.

Varios procesos, tales como el congelado o reconstitucidn de-
alimentos deshidratados, pueden traer beneficios en el desarro--
11p del procesamiento, pero también pueden llevar a pérdidas de-
vitaminas mis altas de lo normal, Un producto alimenticio, para-
tener una calidad nutricional aceptable, tiene que proveer gene-
ralmente aquelles nutrientes normales, caracteristicos de su gru
po alimentario.

3.4.1 Vitaminas Hidrosolubles,

Los métodos oficiales o de uso comfin para el anilisis de viza
minas hidrosolubles por lo general son tediosos, lentos v en ai-
gunos casos emplean reactivos téxicos, tales como el usc de brz-

muro de ciandgeno para la determinacidén de niacina. Ef -or lo ~--



cual se han desarreliado t&écnicas de HPLC para facilitar y dismi
nuir el tiempo de andilisis.

Metcdologias.

¥illis et. al. {1) desarrcllaron una tZcnica general para el-
andlisis de vitaminas hidresclubles.,

Cromatografiz, Se emplean dos diferentes tipos de columnas, -
una ZBondapak Cig ¥ una Bondapak NH,. Con la primera se pue-
den cbtener la resolucibn de T vitaminas {piridoxina, riboflavi-
na, niacina, Byas tiamina, 5cido ascOrbico, dcido £81ico) de una
mezcla de estas en un solo am3liisis, requiriendo menos de 40 mi-
nutos para llevar z cabo la determinacidén, Con la segunda colum-
na se determinan todas las vitaminas a excepcidn del Jcido f61i-
co, pero el tiempo de anflisis es menor, aproximadamente 15 minu
fos. -

La fase mbvil utilizada es una mezcla de metanol-agua a con-~-
centraciocnes de {70:30) z {803;20). Empleando diferentes sales,
soluciones reguladoras y reactivos PIC (fosfdto de terbutil amo-
nio ¥ fAcide tetrabntil amonic), paraz mejorar la resol G
detector es de UV operado a 254nm.,

Toma y Tabekhia (2) determinaron la presencia de vitaminas B-
(tiamina, riboflavina y niacina) en arroz y productos derivados.

Preparacifén de las muestras. Primero se cuece el arroz por 10
minutos, se enfria inmediatamente y seca por congelacién al va--
cio; las muestras son molidas, se les adiciona HZSO4 ¢.1N, some-
tiéndolas a autoclave durante treinta minutes a 15 psig. Después

de enfriar, el pH es ajustado a 4.5 con acetato de sodic 2.0M, -

Takahadiastasa 1,.0M vy papafna son agregadas e incubadas a 35°C.-
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las muestras se diiuyen con agua desionizada y filtrz en papel.-
Una alicuota es refiltrada en un filtro de clarificacidn.

Cromatograffa. Se emplea una columna de fase inversa (4 Bomn-
dapak 018); la fa;; movil esti compuesta por metanol-agua-fcido_
Fcetico (39:60:1) adicionada de los reactivos de particitn par-
i8nico PLC-5 (dcido pentanc sulfénica) y PIC-7 (4cidoc heptano --
sulfénico); el detector de U¥ es fijado a 254nm.

Los porcentajes de recuperacifin son semejantes a ios obteni--
dos por los mé&todos de la AACC, pero la técnica de HPLC es mis -
fdacil y ripida.

Ang y Moseley (3) determimaron tiamina y riboflavina en carne
y productos derivados,

Preparacibén de muestras: Muestras de carne de gallina, carne
molida, salchicha, mortadela y carne de puerco son molidas e hi-
drolizadas con HC1 0.1N a 121°C en autoclave por 30 minutos. E1
pH se ajusta entre 4,0 y 4.5 con acetato de sodio 2M. y se le --
adiciona soluciones de enzima, takahadiastasa al 5% y papaina al
18% ¥ se incuba a 42°-45°C, L1as proteinas son precipitadas con-
gcido tricloroac€tico al 50%, I1a solucifn es calentada, diluida
y filtrada,

Determinacién de riboflavina.- Para comvertir riboflavina -
en Iumiflavina, se toma una alicuota de 1a muestra filtrada y -
se ajusta el pH entre 10 ¥ 12 con hidr6xido de sodic al 15%. -~
La muestra se irradia con Iuz UV durante 30 minutos, inmediata~
mente se adiciona &cido acé&tico glacial, un 10% de la alicuota,

La muestra se extrae con cloroformo, el extracto es deshidra

tado con sulfato de sodio anhidro,
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Determinacifn d¢ tiamina.- Una alicuota Jel filtrado es oxida
da con una solucifn alcalina de ferricianurc de potasic al 1% y-
el tiocromc resultante es extraido con alcchel iscobutilico.

Cromatografia. Se emplea una columna empacada con spherisorb
silica 20 micras; la fase mdvii estd compuesta por cloroformo-me
tanol (90:10); el detector de fluorescencia es fijado a una lon
gitud de onda de 367 nm para tiamina y a 270 nm para riboflavina.

Los limites de deteccidn para tiamina y riboflavina son de --
0.05 ng y 0.02 ng respectivamente, y los porcentajes de recupera
cidn variaron de 84.4 a 94.2% para tiamina y de 88.1 a 99.9% pa-
ra riboflavina.

Kamman et. al. (4) también determinaron tiamina y riboflavina
pero en alimentos fortificados (hojuelas de mafz, trigo, harinas
de trigo y arroz precocido). A diferencia del método anterior,-
este ocupa un detector de UV, eliminando asf los pasos para obte
ner un compuesto fluorescente, pero se observa un aumentc en el-
ainimo de deteccifn.

Preparacidn de la muestra: Una muestra molida es disueltz en-
Acido clorhidrico 0.1N y sometida a autoclave por 30 minutos a -
15 psi. Después del enfriamiento se centrifuga; el sobrenadante
es decantado y filtrado,

Cromatograffa. Se emplea una columna de fase inversa (#Bon-
dapak C;q); la fase mbvil consiste de una mezcla de acetonitrilo
solucidn reguladora de fosfatos 0,81 (pH7.0) con una relaciém -
correspondiente en volumen de 12,.5:87.5; conteniendo 1la sal de -
sodio del #Acido heptano sulfénico 0.005M., E1 detector de UV se-

fija a 254nm.
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El minimo detectable es de 30ng y 5 ng para tiamina y ribofla
vina respectivamente.

Son varios los investigadores que har desarrolladr- técnicas -
para la determinacidn de &cido f6lico v sus derivades. Clifford
et, al (5) y Reed et, al, (6} emplearon columnas de intercarbio-
anidnico, mientras que Branfman et. al. {7} recomienda la fase -
inversa con ion-pareado dando como ventajas, el evitar los pro--
blemas de control de pH ¥y vida corta de 1la columna,

Debido a su aplicacidn directa al andlisis de alimentos la ~--
técnica de Clifford et. a. es 1la que se describe a continvacibn.

Preparacifn de la muestra: Las muestras s6lidas se muelen -
completamente (almendras, germen de trigo, cacahuates, etc.}) y -
homogenizan con una solucifn reguladora de fosfato de potasio a-
pH 7.5, conteniendo mercaptoetanol 0.2M, se pone g bafio marfa y-
enfria posteriormente en hiele. Finalmente la muestra es cemtri
fugada, tomando alicuotas del sobrenadante para la HPLC.

Para muestras de jugos de frutas, se ajusta el pH a 7.0 con -
hidrbéxido de potasio s6lide y diluye con un volumen similar de -
mma solucidn reguladora de fosfato de potasio 0,01M conteniendo-
mercaptoetanol 0.2ZM centrifugando posteriormente a unz temperatu
ra de 2°C.

Cromatografia.~ Se emplea una precolumna y una columna empa-
cada con una resing de fuerte intercambio anibnico (Pellionex---~
SAX); la fase mbvil es un gradiente compuesto por cloruro de po-
tasio 0.01M y fosfato de potasio 0.01M conteniendo cloruro de po

tasio 1.0M; el detector de UV es fijado a 280nm.
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Los derivadss del 8cido £3iico que sctn determinadcs vienen -
siendo: el #cido tetrahidreféiice, dcide Es-metiltetrahidroféli
co v dcido dihidrofélico.

La minima cantidad de dcido félico Iz cual puede ser medida-
confiablemente es de 0.035nmeles/104%.

Son varios los autores que han reportado la separzcidn de --
los componentes de 1la vitamina Bg {piridoxal, piridoxel, pirido
xamina) entre ellos encontramos a Lim et al (8), Gregory vy Kirk
(9,10) y Wong (11}, el primero realizd una determinacifn cuali-
tativa en muestras de leche; el segundo analiz8 cuantitativamen
te modelos de alimentos enriquecidos, siendo sus determinaciones
cuantitativas.

Cromatografia. Se emplea una columna de fase inversa (Zipax
SCX); vy la fase mbvil estid compuesta por una solucidn de fosfa-
tomonopotésico 0.1N a un pH de 4.35; el detector UV se fija a -
Zinm.

Los porcentajes de recuperacibn som de 60 y 85% para el piri
doxal y la piridoxamina respectivamente,

Con el mEtodo de Gregory (10) se aobtienen porcentajes de re-
cuperacidn mayor (93.9+ 7.63%), pero la vitamina se determina en
su totalidad en forma de piridoxina.

Se emplea una columna ODS (Octadecil silica) ¥y una fase mb--
vil de fosfato de potasic #cido; el detector es de fluorescen--
cia. En comparacién con el m&todo dei Sacharomyces uvarum re--
sultd ser mis satisfactoria debido a su simplicidad, mayor carn-

tidad de muestras determinadas, precisifn y exactitud,
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3.4.2 Vitaminas Liposolubles.

La aplicacibn del HPLC al andlisis de vitaminas liposciubles
ha aumenzzado considerzblemente en los filtimos afios, estt s2 ob-
serva en la gran cantidad de artfculos publicados reiacicrnados-
con este tema.

Debido también a estc,solb se describirir Ias técnicas mis -
recientes v de mayor aplicabilidad.

Metodologia.

Entre las técnicas mis completas en relacifn con la camtidad
de vitaminas determinadas simultdneamente esti la de Barmett et.
al. (12) el que analizd leche, producéos lacteos y alimentos pa
ra infantes basados en soya; requiriendo s8lo de 50 minutos pa-
ra separar las vitaminas A, Dy, DS’ EyK,.

Preparacidtn de la muestra: Las muestras se someten a una --
hidrdlisis enzimitica de sus componentes grasos. Despufs de ia
hidr6lisis las muestras son alcalinizadas com una solucidn de hi
dréxido de sodio 10N y diluidas con etanol al 95%. Inmediata--
mente se realizan extracciones con m-pentano; &stas son lavadas
con agua hasta que la fase acuosa sea neutra a& la fenolftaleina.
Bajo luz tenue los extractos son filtrados a través de sulfato-
de sodio amhidro y evaporados bajo presidn reducida con ayuda -
de un bafio de agua tibia,

La muestra se enfria a temperaturz ambienie Bajo vacifo ¥ s=-
transfiere a un matraz conteniende &ter etilico; el &ter etili-
co es evaporado con una corriente de nitrbgenc; la muestra seza
se disuelve en una solucibn a partes iguales de fenilacetatc Ze

colestercl {estindar interno), acetato de etilc v acetornitril:;



el volumen final sz cobticne diluvendo en une solucién de acetato
de etile y acetomitriio (1:1).

Cromatograffa. Se utilizan dos columnas empacadas con Zorbax
ODS colocadas en serie; la fase mdril es una eiuciln de gradien-
te compuesta por un eluyente primarioc de metanol-acetato de eti-
lo {86:14) y como eluyente secundaric acetonitrilc. EI detector
de UV de longitud de onda variable se fijz a 325 y 365am para --
las dos formas de vitamina A (alcohol y paimitato) y a 265mm pa-
ra las vitaminas D,, Dz, E {alcohol y acetato) v K1.

Los porcentajes de recuperacifn son mavores de 93% para todas
las vitaminas.

Determinacibn simultinea de vitamina A y E.

Entre los investigadores que han desarrollado té&cnicas para -
la determinacidn simultf@nea de las vitaminas A y E se encuentran:

Saoderhjelm y Anderson (i13), DeVries et. al, (14) y Widicus y-
Kirk (15): siendo 1la técnica de este Gltimo l1a descrita a conti-
nuacidn, debido a su rapidez {mo es necesario saponificar en la-
extraccidn, al contrario de ios otros dos m€todos) y a su mayor-
porcentaje de recuperacidn.

Preparacién de 1z muestra: Una cantidad de muestra molida (ce
real) se somete a reflujo durante 20 minutos en bafioc de agua a -
50°C. ¥ con una agitacidn constante, en presencia de clorocformo,
solucidn de etanol al 95%-cloroformo (135:65) y agua éstas en -~
proporcidn de 2:2:1 respectivamente, Después del reflujo, se -
filtra y se termina la extraccidém de los compuestos solubles con

cloroformo, Los extractos se filtran a través de sulfato de so--

dio anhidro, que scn evaporados a continuacidn, el residuo se di

i
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suclve en 1z fase mbvil v es filtrade a través de unc jeringa
filtro de 0.45 micras,

Cromatografia. Se emplea una columna empacada con silicg --
{#Y4 Porasil); 1=z fase mévil estd compuesta por hexano-etanol =1
1% en cloroformo {85:15}:; en la deteccifn se puede utilizar tap
to un detector de absorbancia como un fiuordmetre, el primerv -
se fija a 282 nm para el acetato de tocoferol y a 280 y 313nm -
para el palmitato'de retincl v el fluorfmetro es operado 2 una-
excitacidn de 360nm y una emisidn de 415nm.

Los porcentajes de recuperacibn son de 99,2 + 4.28% y 94.9--
+ 4.1% para el palmitato de retinol y el acetato de tocofercl -
respectivamente en muestras de cereal conteniendo maiz, trigo,-
arroz y avena.

Por la técnica de Soderhjelm y Anderson se puede analizar --
mantequilla, margarina, alimentos para infantes v alimentos de-
ganado teniendo porcentajes de recuperacifn de 86+ 3% y --r----
91+ 3% para el acetato de vetinol y el acetato de tocoferol res
pectivamente.

Determinacifn de Vitamina y Provitamina A {carotenocides),

El desarroile de técanicas para la determinacién de vitamina-
A en los glimentos ha sido muy amplia; existiendo poca simili--
tud entre ellas.

Thompson et. al. (16) determinaron la presencia de vitamina-
A en margarina, leche entera, parcialmente descremada y descre-
mada.

Sin necesidad de saponificar las muestras, Aitzetmuellar et,

al. (18) la determind s8ic en margarinas, tampocs sapomnifica, -
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pere utiliza un pasc extra de limpiecz de los extractos en una
columna empacada con sulfate de sodio ¥ ciloruro de sodic. Am-
bos autores ocupan columnas de fase directa. Entre los inves-
tigadores que utilizan columnas de fase inversa se encuentran-
Landen y Eitemmiller (19,20) que determinaron palmitato de re-
;tinel en cereales {procesados), aceite ¥y margarina, necesitan-
do purificar parcialmente la vitamina en una columna de permea
ibilidad en gel para eliminar triglicéridos antes de aplicar su
muestra a la columna analitica, Egberg et, al. (21) cuantifi-
caron los isBmeros trans y 13-cis del retinol después de sapo
nificar sus muestras, en una columnaz de fase inversa,

| Thompson y Maxwell (17) en un articulo previo al ya mencio-
nado determinaron vitamina A en margarina, alimentos infanti--
les y leche fortificada, saponificando primero las muestras y-
malizando en una columnz de fase inversa,

Bui-Nguyen y Blanc (22) cuantificaron vitamina A en leche y
1ueso, saponificando tambifn las muestras y empleando una co--
lunna de fase inversa para el andlisis,

En general se ocbtienen buenos resultados en las técnicas -
lencionadas, Bui-Nguyen y Blanc y Egberg et. al. comparando -
ius resultados con los del mé&todo convencional de Carr-Price,-
-08 encuentran muy similares; pero los métodos de HPLC resulta
-er mis ventajosos principalmente en rapidez y simplicidad,

Determinacidn de Provitamina A. Los principales precurso--
es de vitamina A son los « ¥ A carotenos, y la A-criptoxantina,

Stewart (23,24) determiné en jugo de naranja los precurso--

es de vitamina A.
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suclve en 1a fase mdvil v es filtrado a través de una ierinie -
filtro de .45 micras.

Cromatografia. Se emplea una columna empacada con siiicz --
(4 Porasil); la fase mévil estd compuesta por hexano-etamoi =zl
1% en cloroformo (85:13); en la detecci®n se puede utilizar zan

to un detector de absorbancia come un fluorSmetirc, el primero -

La
J
'

se fija a 280 nm paro el acetato de tocoferel v a 288 y 31
para el palmitato de retinol y el fluorbmetro es operado z una-
excitacion de 360nm ¥ una emisién de 415nm.

Los porcentajes de recuperacifn son de 99,2 + 4.28% y S4.8--
+ 4.1% para el palmitato de retinol y el acetato de tocoferci -
respectivamente en muestras de cereal conteniendo mafz, trigo,-
arroz y avena.

Por la técnica de Soderhjelm y Anderson se puede amalizar --
mantequilia, margarina, alimentos para infantes y alimentos de=-
ganado teniendo porcentajes de recuperacidn de 86+ 3% y -------
91+ 3% para el acetato de retinol y el acetato de tocofercl res
pectivamente.

Determinacidn de Vitamina v Provitamina A {carctenoides).

El desarrollo de t€cnicas para 1a determinacifn de vitamina-
A en los alimentos ha sido muy amplia; existiendo poca simili--
tud entre ellas,

Thompson et. al. (16) determinaron la presencia de vitaminaz-
A en margarina, leche entera, parcialmente descremada y descr=z-
mada.

S8in necesidad de saponificar las nuestras, Aitzetmuellar =*.

al. (18) 1a determiné s8io en margarinas, tampoco saponifica. -
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morg utilice oo pase extvz de limpiecz de los extractos en una

2z con suilare de sedic v clorure de sodio. Am-
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5CF gutores Trupan colupnas de fase directa. Entre los inves-

tigadores cue utilizan cclumnas de fase inversa se encuentran-
Landen y Eitemmille: {18,2G} que determinaron palmitato de re-
tinol en cereales (procesados), aceite ¥ margarina, necesitan-
do purificar parcialmente la vitamina en una cclurna de permea
bilidad en gel para elimimar triglicéridos antes de aplicar su
muestra a la columna analfitica, Egberg et. al. (21} cuantifi-
caron los isSmeros trans y 13-cis del retinol despu&s de sapg
nificar sus muestras, en una columna de fase inversa.

Thompson y Maxwell (17} en un articulo previo al ya mencio-
nado determinaron vitamina A en margarina, alimentos infanti--
les y leche fortificada, saponificando primero las muestras y-
analizando en una columna de fase inversa,

v Blanc (22) cnantificaron vitamina A en leche ¥

¢

Bui-Nguyen
queso, saponificando también las muestras y empleandc una co--
lumna de fase inversa para el anflisis.

En general se obtienen buenos resultados en las técmicas -
mencionadas. Bui-Nguyen y Blanc y Egberg et. al. comparando -
sus resultados con los del mé&todo convencional de Carr-Price,-
los encuentran muy similares; pero los m&todos de HPLC resulta
ser mis ventajosos principalmente en rapidez y simplicidad.

Determinaci6n de Provitamina A. Los principales precurso--
res de vitamina A son los x ¥ A carotenos, y la A-criptoxantina.

Stewart (23,24} determind en jugo de narania los precurso--

res de vitamina 3.



Cromatografia. 3Se emplea un precolumna ¥ una colurna empaca
das con magnesia (Mgl); la fase mbvil es una elucidn <de gradien
te compuesta por acetona-hexanc (99:1} cormo solvente »mrimario ¥
acetona como eluyéhte secundarip; utilizacds un detector con un
£filtro de 440 nm.

Los porcentajes de recuperacidn son de 58,0 ¥y 88.1% para el
y B caroteno respeciivamente.

Reeder y Park {25) emplearom una colummnsz empaéada con alGmi-
na para determinars y pcarotenos y una columna empacada con ~--
Spherisorb 10 micras para Criptoxantina en muestras de jugo de-
naranja; 1z fase mévil para los carotenos £s benceno-n-hexano -
{(1:5) con BHT al 0.01% el detector es de UV con un filtrc de --
440 nm.

Se pueden detectar hasta 0.02 yg/ml de Acarotenc ¥ $#,04 g/ml

de ®{~carotenc y Criptoxantina.

Zakaria et, al. (26) determinaron «-, ,2-carotenc ¥y licopenc
en jitomates a nivel de nanogramos.

Cromatografia. Se emplea una columnz de fase inversa; la fa
se mbvil estid compuesta por cloroformo zl 8% en acetonitrilo, el
anfilisis del extracto saponificado y lavadc se realizz en 15 mi-
nutos.

Determinacién de Vitamina D y sus metabolitos, Henderson et.
al, (27) y Thompson et al (28] determinaron vitamina D en leche-
fortificada, obteniendo mejores resultados Thompson of. al.

Preparacidon de la muestra, Saponificacifn, una muestra de le
che se mezcla con un volumen igual de piragaiocl etanBlizo al *%,-

adicionando postericrmente hidrb6xide de pctasio s8lild-., =e dizuel

1]
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-ve en fric v deja repesar Jdurante ur dfa. Se transfiere a un

< -

enbude de sepzracidn, lavandoe con agusz, etanol y £ter. La me:z-

a

cla se extra2 con €ter v con hexano, v finalimente s= lava con
agua, los extractos son evaporados y =i residuo dizuelto en he
xano; y se purifica en una columna de bkaja presién empacada -
con hidroxiazlkoexipropil Sephadex, detectando en UV a 254 nm.

Cromatografia, Una alicuota de la fraccién separada se - -
cuantifica en una columna empacada con Lichrosorb Si60; la fa-
se mévil se compone por isopropanol al 0.6% en hexano (satura-
do al 50% con agua); el detector de longitud de onda variable
se fija a 265 nm.

La recuperacién de Vitamina D es mayvor de 97% para las di-
ferentes muestras,

Determinacién de metabolitos-de Vitamina D (2,5-hidroxicel
calciferol). Koshy y Van DerSlik (29,30) determinaron en leche
y yemas de huevo el metabolito de la Vitamina D (2-5 hidroxi--
colcalciferol].

Preparacifu de la mbestra. Las muestras son extrafidas comn
etanol-éter etflico y sometidas a particifn con cloruro de me-
tileno y con acetonitrifilc, finalmente se purifica en sé6lica
gel, *

Cromatograffa. Se emplea una columna de fase inversa (Zor-
bax 0DS, 018); la fase m6vil estd compuesta por acetenitrilo-
metanol-agua {95:3:3); el detector de UV se fija a I54 nm.

El método es cuantitativo hasta niveles de 10 ng/mi.

Determinacisn de Vitamina E (Tocoferoles).

Silas et al. (31) determinaron <-tecoferol en hfgade de -

e}

-
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pescadz.

g

Cro—atografiz. Se emplea una columna de fase inversa : A -

PARNCIN

Bondapax C181; la fase mévil es metanol-agua (52:10); el detec_

tor de z-sorbencia se equipa con un filtro de Z30 nm.

Preparacidn de 1z muestra. La técnicz no roguiere de 3IC
ficacifn, el higado homogenizado es extrafdo comn diaxanc-izzoc-
tano {2£:;88), se evaporaz al vacio, el residup se disuelve e -
acetonitrilo y el &-tocoferol es extrafdo con iscoctanc. 3= eva
pora al solvente y se disuelve en 1a fase mévii. La cantidzZ -
minima gue puede ser determinada con precisifén T.4g/g de hizz--
do; el porcentaje de recuperacitn promedio es de 86.2%. Carpexter
(32) determiné en aceites vegetales los cuatre tocoferoles ratu
les (o 5A&-, ¥ -, J J, sin necesidad de preparar la muestrs, so

lo se necesita disolver en la fase mévil.



_>s aditivos s0n sustancias o mezclas de sustanclas que -
se agregen a los zlimentos com dos propfsitos principales, el -
mejorar su caracter organclfptico v el conservarlo, manteniendo
sus propledades y previniends el deterioro guimice y microbiold
gico.

De los articulos revisados se encontraron cinco principa-
les grupos de aditivos, antioxidantes, conservadores, edulcoran
tes, temsoactivos ¥ colorantes, este Gltimo se considera en un

s

tema aparte debido 2 su extensiédn.

3.5.1.Antioxidantes.

Los antioxidantes, como su nombre lo indica, se emplean en
aquellos alimentos que pueden sufrir oxidacién, siendo ésta per-
judicial para el producto, presentindose este problema en alimen
tos con alto contenido de grasas.

Varios métodos han sido desarrcllados para la determinacidn
de antioxidantes, encontrindose en la mayorfa de ellos un alte -
rendimiento. La diferencia mis notable entrc las t€cnicas exis--
tentes, es el nGmero de antioxidantes determinados en un anili--
sis; Ciraolo et. al. {1} y Pieter y Lourens (2Z) reportarom la dg
terminacidn de dos ¥ urc, respectivamente, mientras Page (3) re-
port6 la determinacién de nueve antioxidantes; va que ademis 1z
técnica de este Gltimoc es rdpida, sencilla y sensible, se ha tc-

mado comec el mftode z describir.

Metodologfa

Los antioxidantes {TBHQ, BHT, Icnox-106, THRP, PG, 0G, BT
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y NDGA) son extrzfdos de muestras de aceite, manteca v grasz -
cci: hexano, posteriormente son extraidas con acetonitrilo, é&ste
se comncentra bajo vacio, quedando la muestra lista paraz inyec--
tarse. )

Cromategrafis. Se emplea una columna de fase inversa (LiCh
roserb RP-18 de 10 d4m); ¥ uma de seguridad, empacada cor LiChro
sorb RP-18 de 3B ym; La fase m6vil es una elucifén de gradiente,
compuesta por dcido acétido al 5% en agua como solvente A y ace
tonitrilo como solivente B, la fase inicial es de 30% de B en A,
hasta un 100% de B en 10 minutos; el detector de UV se fija a -
280 nm.

Los porcentajes de recuperacifn son mayores de 90%, excep-

tuando el del BHT que es de 84-87%.

3.5.2 Conservadores

Los conservadores que se han determinado utilizando HPLG -
son: el HZcido s&rbico, benzoato de sodio y los esteres mftilo v
propilo del 4dcido p-hidroxibenzoico; éstos son comfinmente utili
zados ©u la industria alimentaria en una gran variedad de pro--
ductos, para inhibir el crecimiento de hongos y levaduras aso--
ciados con la descomposicién de los alimentos.
Metodologia

Leuenberger ¥ Baumgartner {4) describen el andlisis cuanti
tativo de una gran variedad de alimentos para determinar el con
tenido de &dcido benzoico, 4cido s6rbico,los esteres metilo y -
prépilo del dcido p-hidroxibencoico y sacarina.

Preparacifén de muestras. Los jugos de fruta, vinos v otr:s

alimentos acuosos, generalmente no necesitan tratamientcs parz
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pureLas, a 1o mis, une filitrocidn pare «liminar los
s3lidos no soiubies. Las musstras con contenido alts de trigli-
céridos o similares taler czmc la manteguillz y margarina se di

suelven en &ter dietfilico v s¢ extraen conR una sel
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dréxido de sodic C.1N, el extracto acusso se gcidifi
sulfdrico 5N y se diluyen com retanol, f£iltrando posteriormente.
Para los demfis tipos de alimentos tales como quescs, pasteles,
yogurts y otras muestras que tiendan z formar emulsiones duran-
te la extraccidn; primero se homogenizan con #cido sulfdrico -
G.5N (50 ml), y se afora a 100 ml con agua, una alicuota sevier
te a una columna Extrelut (estructura granular de poro amplio},
se deja filtrar por 15 minutos y se eluye con cloroformo-isopre
panol (9:1), el filtrado se evapora y los tdltimos mililitros -
son tratados con una corriente de nitrSgeno; el residuo se di--
suelve en metanol.

Cromatograffa. Se emplea una columna de fase inversa (NBon
dapak C18]; la fase m6vil es una elucidn de gradiente, compues-
ta por una solucién de fosfatos como solvente A y por metanol -
como solvente B; las condiciones iniciales son 20% de B, pasan-
do a 80% en un minuto; se emplea un detector de longitud de on-
da variable.

Se obtienen porcentajes de recuperacién de 80 a 101% para
las diferentes muestras y conservadores.

Bennet y Petrus (5) determinaron fcideo sérbice y benzeatc
de sodio en muestras de jugos citricos.

Preparacién de muestras. Las muestras se centrifugan y -
filtran, quedande listas para la cromatografia.

LN A

Cromatografia. Una columna de intercambio anidnico

L)
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sii 10-3AX) es empleada; la fase mévil es una soluciin de fosfa
to de potasio monobdsico 0.225M; el detector es un espectrofotl
metro de longitud de onda variable. Los porcentajes de recuperz

ciZn para el fcido sb6rbicoc ¥ el benzoate de sodic scn de 96.5%

96.8% respectivamente.

‘g

T

Woodward et. al. (6) determinaron er refrescos ls presencia
de benzoato de sedio, sacarina y cafeina.

Preparacitn de muestras. Las bebidas carbonatadas son desga
sificadas por agitacifn o tratamiento ultras8nico; las bebidas
conteniendo s6lidos en suspensi6n se filtran a través de filtros
Millipore (0.454).

Cromatograffa. Se emplea una columna de fase inversa (4Bon-
dapak C18); la fase m6vil estd compuesta por una solucidén de -
4cido acético al 20%, regulado con una solucidn saturada de zace
tato de sodio a un pH de 3.0; el detector de UV se fiia a 254 mm.

Los porcentajes de recuperacifn son de 98.6, 101.3 y 100.8%
para sacarina, benzoato de sodio y cafeina, respectivamente,

Esta técnica fue sometida a un trabajo colaborativo. Por -
los resultados satisfactorios obtenidos, fue reconocida como -

primera accién oficial por la AOAC.

3.5.3 Edulcorantes

Los principales edulcorantes empleados como sustitutos de:
azicar (sacarosa} en productos dietéticos o simpleaente carentes
de &sta, son: sacarina, manitocl y sorbitel, &stos des dltimos -
han tomado mayor importancia en la industria alimentaria, ya -
que el primero, ka sido prohibido su usc ez los alimentes.
Metodologia -

Las t&€cnicas para determinar sacarinag se encuento-zn Jo8erT. -

I
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23 determinacicnes de manitel y sorbitel realizadss por Sa
marce .7} v Dokladalova et. al. {8), &ste &ltimo sclc determinan
do sorbitol, son muy semejantes; Samarce realiz6 su determinacidén
en gome de mascar, mientras Dodladalova et. al. lo hicieron scbre
voldmeres de sorbitpl, obteniendo mejores resultados el primero,
por lo gue su técnica es la que se describe.

Preparaci6én de muestras. Una muestra de goma de mascar se di-
suelve en tolueno, y después se extrae com agua, se dejan separar
las fases, y se filtra la fase acuosa.

Cromatografia. Se emplea una columnz enpacada con una resina
de intercambio catidnico (Aminex Q-15 ); la fase m6vil es agua;

y el detector de fndice de refraccidn.

Los porcentajes de recuperacitn son de 98.9 y 99.2% para ma-

nitol y sorbitol, respectivamente.

3.5.4 Determinacién de tensocactivos
Maurc et. al. (9) desarrollaron una técnica para determinar

el grado de descomposicién que sufre el §-0! palmiteil-L-ascorba

to de sodio (empleado para prevenir rancidez y como acondiciona
dor de masa) durante la panificacién.

Preparacién de muestras. Las muestras de pan conteniendc el
6-0 palmitoil-L-ascorbato de sodio son secadas por congelacidn
y molidas hasta que un 50% pase por una malla de 13XX (104), --
las muestras molidas se mezclan con dodecil sulfato de sodio, -
adicionandc una solucisn reguladora de fosfatos 0.1M contenien-
do i-amilasa; la muestra se digiere a 48°C, con agitaciones cca .

sionaies, durante una hora; posteriormente se filtra seobre f£il-



~tros de fibra de vidrioc.
Cromatograffa. Se emplea una columna de fase inversz (#Bon-
dapak CES}; la fase mOvil seleccionada se compone por meianol-

-~

k.l e

agua {75:25}; el detector es de UV diferencial fijo a 233

$-4

La m#xima recuperacidn para lecs patrones de pan es de 35.5%
y de 81.7% para el zccondicionador que queda después de 1o pani-

ficacidn.
El m&todo puede ser aplicablie a la mayorfa de los tensoacti

VoS en pan.

3.6 Acidos Orgdnicos

La importancia de determinar dcidos orgdnicos en los alimen
tos es debida a varios aspectos, entre los principales encontra
mos, estudioc de sabores, razones nutricionales, indicadores de
actividad bacteriolégica, etc..

Marsili et. al. (1) analizaromn productos licteos para deter
minar la presencia de una variedad de ZAcidos orgidnicos. Estos -
pueden encontrarse como resultado de la hidr6lisis de la mante-
quilla (dcidos grasos), adicidn directa como acidulantes {citri
co, lictico y propifnico) procesos normales del metabolismo bio
quimico de los bovinos {citrico, hipfirico, firico, orftice ¥ as-
cérbico} o por crecimiente bacteriolégico {pirfivico, ldcticec, -
acétido y propidnicoj.

Tangendjaja et. al. (I) determinaron 4cido fitico en zrro:o,
el dcide fitico es un compuesto ciclico (inositol) que contien
seis grupes fosfato, siendo un constituyente comin del tejiidc -

vegetal. Debido a sus propiedades quelantes con iones metAiizcs



di- ¥ Erivalenles, como calcis, magnesic., zinc, cabre

e
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formando compuestos insolubles cue no sen rdpidamente abscorbidos
por el tracto intestinal; h:z sido respeomsazbilizado de ia interfe
rencia gue existe comlnmente ez fuentes proteicas vegetales para
el aprovechamientc de dietas =minerables. EI significade nutricio
nal del fitate en la dieta humara ha tomado gramn impcrtancia en
los filtimos afios debido a sus implicaciones en la deficiencia mi
neral prevalecientes en algunas partes del mundo, donde su dieta
proteica estd basada en cereales,

Turkelson y Richards (3} determinarom los dcides del ciclo -

-

de Xrebs, en orina de humanc ¥ rata, asi como en jugos de frutas
(naranja, uva).
Metodologia.

Preparacidn de muestras. Los .productos licteos somn prepara--
dos de la siguiente manera: muestras de Ieche entera, crema agria,
queso cottage, yogurt, queso cheddar y roqueffort, son adiciona-
das de agua y acetonitrilo, agitadas y centrifugadas, los sobre-
nadantes son filtrados en jeringas que contienen filtros de mem--
brana de tefl6n. Para muestras de mantequillia, se utiiiza mayor
cantidad y no se adiciona agua.

Las muestras de jugos de fruta sole somr filtradas y dilufdas.
En las muestras de arroz, el Zcido fitico se extrac con dcido £ri
cloroacético al 3%, agitande por 30 minutos y centrifugando poste
ricrmente, el sobrenadante se filtra, quedandc listc para inyec--
tarse.

Cromatograffa. Marsili e:i. al. emplearon la técnica de Tutkel

son v Bichards con ciertas mosdificaciones., Ambes utilizan una <o~

i
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-lumna empacada con una resina de fuerte intercambic ifnico (Ami
nex HPX y Aminex 50wx4, respectivamente); como fase mdvil ambos
ermriean #cidos inorginicos {4cido sulfdrico 0.009N y Zcido clor-
hidrico 0.001N, ré;pectivamente), la detecci6n se realiza con um
detector de UV variable, el cual se fija entre 220 ¥ 275 nm para
las muestras licticas y a 210 nm para los jugos. Los dcidos deter
minados en los productos licteos son: 8Scido ordtico, citrico, pi-
rdvico, lrico,:f6rmico, propifnico y butirico; los porcentajes -
de recuperacidn son mayores de 90% a excepcitn del #cido butivTi-
co gue es del 86%; los minimos detectables varian de 0.1 a 22 A~
g/g para los.diferentes dcidos.

En los jugos de frutas los fcidos determinados som: cis-aconi
tico, o{-cetoglutirico, oxaloac€tico, citrico, isocitrico, L-mdli-
co, fumirico y succinico; las concentraciones minimas detectables
son de 21, 1, 2, 15, 20, 15, 21 y 30 ppm, respectivamente,.

Tangendjaja et. al. emplearon una técnica diferente, con co-
lumna de fase inversa {{Bondapac C,g) y fase mv il compuesta por.
acetato de sodio 0.005M. El1 detector puede ser de UV a 254nm o uno
de frdice de refraccién.

No se reportan porcentajes de recuperacidn o cantidades mfni-

mas detectables.

3,7 Colorantes

Incuestionablemente, ¢l color es un constituyente vital de -
los alimentos. Es probablemente una de las primeras caracteristi
cas percibidas por los sentidos y es indispensable para el consu

midor moderno como un medio de identificacién rdpidz v zceptacisn
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final del alimento. (Casi todos los alimentcs, desde les produc-
tos agricolas naturales hasta los procesades, tienen ur color aso
ciado 2 la aceptabilidad del censumidor en base de su naturaleza
social, geogrédfica, €tnica e histfrica. Desviaciones de estos pa
trones provocan generalmente consecuencias dristicas.

Desde el punte de vista de manufactura de alimentos, los co-
lorantes son iﬁdispensables. Tintes y pigmentos son empleados pa
ra crear nuevos productos y para modificar el color de productos
ya establecidos, que muestran p&€rdida de €stos como resultado de
procesamiento y/o almacenamiento.

Para apoyar este trabajo, el fabricante puede escoger de una
variedad de tintes y pigmentos comprendidos en dos clases, los -
colores cgertificados y los no certificados. Los tintes y lacas -
autorizados son de manufactura sintética, los cuales deben cum--
plir con estrictas especificaciones gubernamentales, mientras -~
que los no certificados son gemeralmente sustancias naturales de

rivados. Las dos clases son controladas por la Secretaria de Sa-~

lubridad y Asistencia.

3,7.1 Colorantes Naturales.

En los dltimos afios han tomado suma importancia los coloran-
tes naturales, esto debido principalmente a la prohibici6n que -
han sufrido una cantidad de colorantes sintéticos, ya que en es-
tudics publicades, se cuestiona la seguridad de algunos de estos.

La extraccifn de los colorantes a partir de sus fuentes natu
rales requiere de un control de calidad, tanto para cuantificar

el pigmento extrafdo como la identificacifn de productes secunda

s
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~-rios; por estas razones se han desarrollade diversas técnicas -
de HPLC para complementar o sustituir los m€todos ya existentes.
Metodologia. _

Entre los extractes (pigmentos} que se encuentran actualmen-~
te bajo desarrollo, estdn los del betabel, como alternativa a --
ciertos colorantes sintéticos rojos.

Vincent y Scholz {1} determinaren betacianinas y betaxanti--
nas, y Schwartz y Von Elbe (2) solo betacianinas, ambos en beta-
beles.

Preparacifn de muestras. Para identificar solo los pigmentos
se filtra el jugo de betabel a través de un filtro Millipore de
0.454m,

Para cunantificar las muestras, los dos utilizaron la técnica
de Adamson y Von Elbe. Primero se cromatografia en una columna -
de Sephadex G-2Z5 o similar, con &dcido acético al 1% como fase mé
vil, la fraccién de betacianinas se seca a congelaciftn; el resi-
duc se disumelve en un volumen minimo de agua, las muestras obte-
nidas de betadina y betanina se recristalizan con dcido clerhi--
drico al 0.1% para su purificacién.

Cromatografia. Schwartz y Von Elbe emplean un sistema prera-
rativo antes del analitico, el que consta de una cclumna 4Bonda-
pak 618/P0r35i1 B, con una fase mivil de metanol-KH2P0¢ 8.05 ¥-
Acido ac€tico (17.8:81.2:1.0), ajustando su pH a 2.75 con dcido
fosférice; el detector de UV se fija a 254mm. El sistema analfti
co esti compuesto por una columna Bondapak Cig: se pueden utili

-

zar dos tipos de fase mévil, una isocritica y otra de gradienze,



la primera compuestz por metanal«KH3P04 §.73M (18:823 ajustando
el pH a Z.75 con &cidoe fosffrico (solvents A): para el gradien-
te, los soclventes se emplean de la siguiente forma, inicial, --
100% de A, final, 889 del solvente A y 20T Zel solvente B (meta
nol). El sistema de gradiente es mis ripidc; el detector utili-
zado en los dos sistemas es de longitud de onda variable opera-
do a 535 nm. El mftodo resulta cuantitativamente preciso, sin -
interferencia de otros compuestos.

Vincent y Scholtz también emplean dos diferentes sistemas -
de elusidn, pero con otros solventes, la fase isocritica esti -
compuesta por agua-metanol (90:10)} con fosfato de tetrabutil amo
nio (PIC A) 0.005M; el sistema de gradiente consta de un solven
te A, PIC A 0.005M en agua y un solvente B, PIC B (4cido heptanc
sulfénico) 0.005M en metanol, la concentracifn inicial es 90% de
A/10% de B, y la final es 70% de A/30% de B.

La columna empleada es de fase inversa {Y§Bondapak CTSJ;’El
detector es de longitud de onda variable UV-visible a 476 y/fo -
538nm.

El porcentaje de recuperacién de la betaina, el compuesto -
en mayor concentracién, responsable del color, es de 94 a 99%.

Otros pigmentos que han sido investigados son las antociani
nas; Camire y Clydesdale (3) reportaron la determinacién de las
4 principales antocianinas (cianidin-3-galactosido, peonidin-3-
galactosido, cianidin-3-arabinosido y peonidin-3-arabinosido)
en arindano.

Preparacién de muestras. El1 jugo de cocktail de ardndarc se
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purifica en una columrnz de intercambio ifnico iAmberlite £C-34},
para eliminar carbohidratos y Zcides orgénices.

Cromatografia. Se emplea una cclumna de fase inversa {TDS:;
una fase mévil de ietanol-écido ac&tico-agua {37:10:15); el ce--
tector es de UV fijo a 280nm. La t&cnica es cuantitativa y rZrida.

Wulf y Nagel (5) determinaron Acidos fenSiices y flavencides
en uvas; los constituyentes fen6licos (dcido gédlico, dcido pro-
tocatequico, dcido p-kidroxibenzeice, catequina, dcido cafeico,
&cide salicflico, dcide cloragénice, dcido p-coumidrico, dcidc fe
rfilico y Zcido cindmico} de las uvas son los responsables del co
lor, astringencia y amargura del vino. Debido a que el tiemgpc de
almacenaje es largo, muchos compuestos fenf6licos sufren cambics
quimicos durante el afiejado, que modifica las caracterfsticaz --
del vino y determina la calidad fimal del producto.

Preparacidn de muestras. Sclo se utilizan muestras estandzr

Cromatografia. Se emplea una columna de fase inversa (4Bczda
pak C18); 1z fase m6vil para la determinacién de los compuestcs
fendlicos, es agua-dcido acético (95:5), y para los flavonoides
{naringina, hesperidina, ericdictisl, rutina, miricetina, querci
trina, narigenina, morina, cuercetina y luteolima) la fase m&fv.l
es de agua-#cido ac&tico-metanol {65:5:30); el detector es ds
fijo a 254 v 28(nm.

La técnica: ofrece s=lectividad, rapidez y sensibilidad =f-

nimo detectable menor de 50 ng) superior a la gue ofrecen laz -~

t8cnicas clisicas, tales como la cromatograffa em papel.



3.7.2 Colerantes Sinté&ticos

Los colorantes sintéticocs som adicicomades a los alimentos
para suplir el coler natural perdido durante el procesamiento,
para dar una maycer uniformidad entrc lote v lote vy para elaborar
productos atractives al consumidor, donde mo existe coler natu-
ral. Los aditivos alimentarios er general, v los colorantes en
particular, han side investigados para evaluar la seguridad de
su use, De informacifn toxicolSgica y niveles de no-efecto, se
han establecido valores de consumo diario para un ntmerc de co-
lorantes. Debido a la descomposicifn que sufren algunos coloran
tes durante el proceso ¥ almacenaje, métodos cpantitativos de -
anilisis para determinar la naturaleza y cantidad de colorante
presente en un alimento a consumirse son esenciales para estable
cer los niveles de consumo diaric de estos colorantes.
Metodologfa.

Entre las técnicas generales para determinar colorantes sin
téticos se encuentra la de Chudy ot al. (5} ¥ la de Boley et -
al. (6), la primera no se aplica directamente sobre los zlimen-
tos, sino sobre una mezcla de colorantes, la segunda, conside--
rdndola mis completa, se describe a continuacién (las dos técni
cas emplean €l mismo tipo de columnaj.

Preparacién de muestras. Muestras acuosas » alimentes selu-
bles en agua; una muestra de alimento se disuelve en agua, se -
pasa a través de una columna de poliamida, iavando con agua ¥ -
acetona. Se eluyen los colores con un volumen minimo de uma sc-

lucién de acetona-agua-amonic {40:9:1}, el eluyvente se evapora

-5

4]
1



a bafic Marfa y el residuo se disuelve en un mililitro de agua (o
1 ml de fase mévil, si se encuentra presente Eritrosina BS o Ca-
fé FX). Alimentos insclubles en agua; la muestra se muele comn --
una cantidad simii;r de Celita y de &cido clorhidrico 0.1X, se -
pasa a un embudo Buchrer, se le adiciona clorcformo, se agita ¥

deja reposar, se filtra y desecha el filtrade, una soluciém resi
na-in-butanol (Amberl“ta LA-2 en butanol-1-o0l, 5% v/v) es mezcla
da y filtrada, la extraccidn se repite, los extractos son lava--

dos con una solucidén de cloruro de sodio al 3% (omite el lavado

cuande café FK), la fase acuosa es eliminada. Se adiciona hepta-
no, solucidn de amonio y una solucifn de cloruro de sodio-amonio;
se agita vigorosamente vy deja reposar, separando la fase acuosa,
la extraccifn se repite pero solo con la solucién de clorurc de

sodio-amonio; los extractos acuosos son lavados con €ter dietili
co. El amonioc es eliminado con un bafio caliente y aire. Se neu--
traliza com Acido acético; si hay Eritrosina BS, la neutraliza--

cién se efectda antes de la eliminacién de amonio. La seolucién -

es pasada por una cclumna de poliamida, y se prosigue como el -

procedimiento anterior. Muestras en las que se observa una extrac

cifén incompleta. Solo es agregado un paso enzimitico al procedi-
miento anterior.

Cromatograffa. Se emplea una columna de fase inversa {SAS-
Hypersil); la fase mdvil es de metanol-agua-cetrimida a diferex
tes relaciones (77ml+23m1+0.25g; 80+20+0.25 y 75+25+0.25); el -
detector empleado es umn espectrofotSmetro fijado a diferentes -

longitudes de onda, a 48%nm para naranja/caf€¢, 430nm parz amar.
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-11o, 640nm para verde/azul ¥ 608nm para negro. Los colcrantes
determinados son: rojo allura AL, Rejo 2G, Carmosina, Amaranto,
Eritrosina BS, Ponceau 4R, Pon-ezu SX, Poncesu 6R, Amarillo sun-
set FCF, Naranja RN, Naranja GGN, Naranjé €, TArtrazina, Amari-
1lo Quinolina, Amarillo 2G, Verde S, Azul Patente V, Azul Bri--
llante FCF, Indigo Carmina, Verde RiApidc FCF, Negro PN, Café€ FK
y CAfé Chocolate HT.

El m&todo tiene un limite de deteccidn de 1 mg/Kg y la recu
peracién para la mayoria de los colorantes es de 80% o mis.

La determinacidén de intermediarios y colores subsidiarios,
ha tomado importancia en el control de los colorantes,

Cox (7) y Marmion (8) determinan los intermediarios del Ama-
rillo FDGC No. 6. Los dos métodos han sido considerados como pri
mera accién oficial por el AOAC. .Cox determina la presencia de -
dcido sulfanflico, sal de Schaeffers, dcido 4,4'-(Diazoamino)-di
bencensulfénico y 6,6" -oxy bis (dcido Z-naftalensulfbnice);mien
tras Marmion solo determina el dcido 4,4' -(diazoamino) dibencen
sulfénico. Las técnicas son muy similares (columna, fase m6vil ¥
detector), por lo que se describe solo una de las té&cnicas {Coxj.

Preparacifn de muestra. La muestra es disuelta en agua, se =~
adiciona Na,B,0, 0.1M y diluye con agua.

Cromatograffa. Se emplea una columna de intercambio amnidnice
(Zipax SAX); La elucién es de gradiente, con um solvente primario
compuesta por N32B407 0.01TM y NaC10, 0.2M en Na,B 0, 0.01 M como
eluyente secundario; el detector es de multionada operado a 234nm

y de 325 a 385 nnm.
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Los porcentajes de recuperacifn son de 5% a 108% para los di
ferentes intermediarios.

Bailey ¥ Cox (7} determinan 4,4' -(diazcamino)-bis{dcido 5 -
metoxi, 2-metilbencensulfdnicoc} en el colorante Rojo FDEC No. 490.

Preparacién de la muestra. La muestra se disuelve en agua des
tilada.

Cromatografia. Se emplea una columna de fuerte intercambio -
i6nico (Dupont SAX}; 1a fase mévil es de gradiente, el solvente
primaric es borato de seodio 0.01M y el secundario es perclorato
de sodio 0.25M mas borato de seodio 0.01M, el gradiente en su fa-
se inicial es 100% del solvente primario y la rapidez de cambio
es de 4%/minuto; el detector es de multi-longitud de onda opera-
do de 325 a 385nm.

Los porcentajes de recuperacifn estdn en un rango de 98-102%.

Singh (10) determind los intermediarios del Rojo No. 2 (Ama-
ranto), &cido naftidémico, 4cido Z-naftol-3,6,8-trisulfénico, dci
do 2-naftol 3,6-disulfénico y el dcido 2-naftol 6,8-disulfénico,

Preparacidn de muestras. Las muestras se disuelven al 1% en
borato de sodio 0.01M.

Cromatograffa. La celumna es de intercambio anidénico fuerte
{Dupont SAX); la fase movil es un gradiente, como solvente prima
Tio se emplea borato de sodio 0.01M y borato de sodio 0.01M + -
perclorato de sodio 2ZM en agua, como solvente secundario. Lz va-

riacidn del solvente secundario es de 0-100% 2 una rapidez de --

5% /minuto.
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Los porcentaicsz de recuperasisa estdn eutre §2 y 10
los diferentes in*=rmediarios.

Singh (11) taxtién determind los intermediarios y coclores -
subsidiarios del Xzranja B, &cido naftiénicc, dcido fenil hidra
zin p-sulfénico, pirazolona T y un ester etfiico de pirazolona
T, dcido 3-((4-sulfﬁ—1—naftaleniiﬁ-azo}4-anino—1-naftalansulfd—
nico y Naranja K.

Cromatografia. Se emplea una columna de fuerte intercambio
anidénico (SAX); la fase mévil es un gradiente, se establece de
una concentracidén de 0 a 100% de solvente secundario a una rapi
dez de 4%/minuto, siendo el solvente primaric borato de sodio -
0.01M y el secundario, borato de scdio 0.01M + percloratc de so
dio 0.2M; el detectecr es de multi-longitud de onda, operado de
325 a 385nm, .

" Los porcentajes de recuperacién son de 95 a 103%, a excep~-
cifn del dcido fenilhidrazin p-sulfdnico que es de 95 a 130%.

Jones et al. (1Z2: separ6 los componentes del Café FK, 1,3-
diamino-2,4-(p-sulfofenilazo) benceno, 1,3-diamino-4,6-bis{p-
sulfofenilazo) bencena, 2,4-diamino-5-(sulfofenilazo) tolueno,
2,4-diamino-3,5-bis {p-sulfofeniaczoc) toluenc, 1,3~diamino-I,4-
bis(p-sulfofenilazo) benceno y 1,3-diamino-2,3,p-tris(p-sulfofe
nilazo) benceno y les componentes no colorantes, dcido sulfanf-
lico, m-fenilendiamina, 2,4-diaminotolueno.

Cromatografia. Se emplea una columna de fase inversa [Li
rosorb Si 100), con I7% de fase octadecil; la fase mdvil es un
gradiente, se estableze de 5 a 40% acetonitrilo en agua, €sia -

-

contiene 1.2g/1 de fozfate monobidsicc de sodic v 2.4gf1 de fos-



-fato dibisico de sodioj; el detector es de UV f£ijo a 254nr.

Bailey {13).determind los intermediarios y colorantes subsi
diarios del Azul No. 2.

Preparacidn dé.mHEStras. Las muestras de dcido isatin-3-sul
fénico y 5-sulfoindigo se diluyen en agua a una concentracisn -
de 0.5% y a 0.1% el 5,7'-sulfoindigo.

Cromatografia. La columna empleada es 54m ultraesfera ODS
(Altex); la fase m6évil es un gradicnte, con un solvente A de ~=
acetato de amonio al 1.5% m/v-acetonitrilo al 0.5% en agua ¥ un
solvente B de acetato de amonioc al 1.5%-agua al 50% en acetoni-
trilo; el gradiente se establece de 0 a 60% de B en A en 25 =i~
nutos y de 0% de B en A a2 los 30 minutos, manteniféndose por il
minutos; el detector es de longitud de onda variable fijo a - -

254nm,

Los porcentajes de recuperacidn varfan entre 80.5 y 12I%.

3.8 Compuestos de Sabor y Aroma
Al igual que el coler, los componentes del sabor y aroma son
factor importante para la aceptacién de los productos alimenticiss.
Las técnicas de anilisis servirin tanto en el control de ca-
lidad, comoc en la investigacidn para el desarrollo de sabores ¥
aromas sintéticos. Las ventajas de la HPLC sobre las técnicas -z

minmente utilizadas, cromatografia gas-liquido y de gases, es -
que con &sta se pueden analizar compuestos no veidtiles o poc: -
estables.

Debido a la gran cantidad de articulos publicados v a Ia =z~
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teregenidad de ics compuestos analizados, s8lo se describirsn -
algunas de las técnicas y se mencionardn las referencias de la
mayoria de las restantes.

Metodologia.

Los aldehidos ¥ cetonas son por lo general constituyentes -
caracteristicos de varios aromas. Su concentracifn varfa grande
mente en frutas y vegetales. El mé&todo comdnmente empleado para
determinar trazas de estos componentes es 1la formacidn de deri-
vados del 2,4-dinitrofenilhidrazona y la utilizacidn de colum--
nas de fase inversa.

Selim (1) describe un método cuantitativo de conversidn de
aldehidos y cetonas a sus derivados 2,4-dinitrofenilhidrazona,
esto a temperatura ambiente, La cuantificacifén se puede realizar
en dos sistemas diferentes; en el primero se emplea una columna
empacada con silica {#Porasil); una fase m&vil de acetato de --
etilo-hexano {1:49); el segundo sistema emplea una columna de -
fase inversa (4Bondapak C18); y una fase m6vil de acetonitrilo-
agua, siendo &ste el mis efectivo. La relacitn de acetonitrilo-
agua de la fase mdévil varia con respecto al ndmero de carbonos,
una relacién (3:2) para aldehidos y cetonas de CT'CS’ de {3:1)
para C8—C10, para aromiticos (tolualdehido, salicilaldehido) de
(13:7}; el detector es de UV fiio a 336nm.

Vigh Gy et al. {2) analizaren aldehidos saturades CTETZ’ ce
tonas saturadas CS~C11, cetonas simétricas saturadas €3—C8, y -
aldehidos de cadena lineal monoinsaturados CS'CS‘

Cromatografia. Se emplea una columna de fase inversa (Nu---

cleosil CTSE; la fase mévil es metanol ul 78.4%; el lrtector es



de longitud de onda variable UV fiic a 360nm.
Fisher v Wheaton {3) determinaron naringina v rutinosid na--
ringenina en jugo de toronja. La naringina es el principal ccmpo

-

nente del amargor, v debido a que la amargura es el principal i

L

pedimentoc para un mercadc provechoso de productcs de toronja, un
método mis selectivo y eficiente era necesario.

Preparacitn de muestras. Las muestras de jugc solo necesitan
filtrarse.

Cromatografia. Se emplea una columna de fase inversa (#Bconda
pak C?S); la fase mdévil se constituye con agua -acetonitrile - -
£80:20); el detector es de UV-visible fijo a 280nm.

Los porcentajes de recuperacidn son de 100+10%, el rangc de
naringina encontrado es de 390-400 ppm.

Williams y Slavin (4} determinaron metil antramnilato en k=zii
das de uva {principal saborizante en bebidas de uva concord}.

Cromatografia. Se emplea una columna de fase inversa (0DS --
Si1-X-1); la fase m6vil esti compuesta por acetonitrilo al 3% en '
agua, regulado el pH 2 & gon una sclucifn de fosfatos; se utiiz-
zan dos tipos de detectores, uno de fluorescencia a una excita--
cién de 330nm y emisién de 430nm y otro de longitud de onda va--
riable UV a 217nm,

El minimo detectable es de 0.03 4g/ml.

Hoefler v Coggon ({5) determinaron los constituventes del £f
{flavonoles ¥ teaflavinas}.

Cromatograffa. Se emplea una columna de fase inversa [4Borzg
pak CTS); tres diferentes fases mévil son utilizadas, 4cido azf-

tico-acetona-agua (1:60:139), solucién reguladora de citrate-7:7
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Walter et al. (6) determinaron les fenoles del camote (dcide
cloragénico, 4cido isocloragénice, dcido 4-0-cafeoiiquinico y -
dcido neocleorogénico).

Cromatograffa. Se emplea una precelumna y una columna de fa-
se inversa {Co:Pell ODS yxBondapak C18’ respectivamente); la fa-
se m6vil estd compuesta por metanol-solucién reguladora de fosfa
tos 0.033M, pH 3.0 (3:2); el detector es de UV fijo a 313nm.

Lee y Chang (7) separaron compuestes de sabor y olor poco vo
liatiles en carne cocida (undecano, butil acetato, alcochol nonilo
3-heptanona, 3-decanona, butilbenceno, ¥ -valerolactona y fenil -
gter. |

Cromatografia. Se emplea una columna de fase inversa (SIL-X);
la fase m6vil es un gradiente, compuesto por hexanc y cloroformo;
el detector es de UV f£ijo a 254nm.

Fisher y Trama (8) determinaron coumarinas y psoralenos en -
aceites de citricos sin ciscara, &ste se extrae hipodérmicamente.

Cromatografia. Se emplean dos tipos de columnas y eluyentes
diferentes; una columna Porasil de 10 xm, con una fase mévil com-
puesta por heptano-acetato de etilo a tres concentraciones (90:10},
{95:5) y (80:20); el otro sistema estd compuesto por una columna
CN Dupont, el eluyente es agua-acetonitrilo a tres diferentes rela
ciones (65:35), (70:30} v (75:25); el detector es de UV-visikle
operado a 320 y 305nm.

Ross (9) analizd aceites de canela para determinar la preszn

cia de cinamoaldehido, eugenol, benzaldehido, acetato de cinam:-
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-lo y alcohol cinamflico.

Cromatograffa. Se emplea una columna empacada con Corasil II; --
la fase mévil es una elucidén de gradiente, compuesta por ciclohe
xano como sglvente A ¥ por acetato de etilo comeo solvente Bj; el
detector es un espectrofotdmetro fijo a 260nm.

Galetto et al. (18} determiné piperina, principal compuesto
del sabor picante de la pimienta negra.

Cromatografia. Se emplea una columna empacada con Porasil A
de 37-75 4m; la fase mévil es s6lo cloroformo grado reactivo; -
el detector es de UV fijo a 254nm.

Los porcentajes de recuperacién son de 98.9 a 99.7% para pi-
mienta entera y de $6.3 a 101.5% en oleoresina.

Lund (11) analizé aceite de semilla de apio para determinar
ptalaidas {sedanenolide y 3-n-butil ptalaida) compuestos respon-
sables del sabor, en combinacifn con A-selinena.

Cromatografia. Se emplea una columna polar, fase ligada a un
grupo hidr6xilo (Durapak-Carbowax 400/Corasil); la fase mdvil es -
hexano-isopropanol al €.1%; el detector es de UV fijo a 254-nm.

Beasley et al. (12} determinaron los componentes m&s impor--
tantes del regiliz (glicirrizinato de amonio y #cido glicirreti-
nico), el extracto es un productc comercialmente importante en -
la industria del tabaco, alimentos y farmacéutica.

Cromatograffa. Se emplea una columna de fase inversa (CT&~E2
rasil); la fase m6vil es un gradiente, el eluyente primario &5 -
dcido férmico al 2% en agua y el secundario es acetonitrile, gue
pasa de 0 a 60% en 40 minutos; el detector es de UV fijo a I3imm.

Ballean y Dadic {13}, Charalambous (14}, Charalambous et z1.
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e} y Palamzud vy Alderbhofs {17), rezliczaron la determinacién

£t
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de humulenas 1 Iupulonas <roesponsables de Ia cal

cervena) y otros compuestos Z21 sabor, erm granos, mosto y cervera.

3.9 Contaminantes v Productos de Descomposicifn.

De gran importancia en Ios alimentos, es la determinacién de
compuestos nociyss a la saliud., Para poder llevar un ceatrol ade-
cuado de estos compuestos, €s necesaric contar con técmicas de -
andlisis confiables, que proprocionen ia rapidez, precisifn y --
sensibilidad deseada. La HPLC es la técnica que da una opcién pa
ra conseguir este propdsito.

Para poder localizar con mayor facilidad las técricas, el te

ma se divide en cinco grupes principales.

3.9.1 Carcinfgenos

En las (ltimas d€cadas se ha-demostrado el poder carcinogéni
co de cientos de compuestos quimicos, cuando son administrados -
experimentalmente a animales de laboratorio, Mucha atencifn se -
ha puesto en agquellos compuestos que estdn en relacién directa -
con 1 hombre, comoc es el caso de los aditivos alimentarios y -
contaminantes gue han sido imtroducides 21 ambiente, intencional
o accidentalmente como resultado de la actividad humana.

Nitrosaminas. Recientes avances en carcinogénesis ambiental

han demostrado gue los compuestos N-nitrosos son una clase impor
tante de carcindgencs quimicos los cuales dan lugar a una gran -
variedad de tumores en muchos animales. Estos compuestos se pus-
den formar in vitro por la reaccidm de nitrito con tna amina se-
cundaria o terciaria, e in vivo, en el estfmago o intestino del-

gado de animales de experimentacidn que han ingeride en su dist<a,
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ritritos y las aminas precursoras. Algunas nitrosaminas carcing-
genas han sido determinadzs en heces de humanos {normales); indi
cando que se produjeron e~dogenamente en el tracto intestimal. -
Estos resultados gﬁgieren gue las aminas naturales, que se encuen
tran en los alimentos, Juegan un papel importante en la inciden-
cia de algunas formas de cZncer humano.

El uso de nitratos » nitritos en embutidos, la amplia distri
buciféin de las aminas en varios alimentos, hacen necesario contar
con una informaci6én confiable y completa, para ver si estos com-
puestos constituyen un problema bioldgico ambiental.

La mayorfa de los compuestos N-nitrosos, son derivados de ~-
aminas, las que debide z su inestabilidad t&rmica, polaridad y -
alto peso molecular, presentan dificultades para su determina--
cifr por cromatografia de gases.

Metodologia.

De las técmnicas de HPLC con aplicacifén a los alimentos, se -
encontraron dos procedimientos generales, uno a partir de la de-
rivacidn del grupo amino ¥ el otro a través del rompimiento cata
1ftico del grupo N-NO: el primero es utilizado generalmente en -~
la determinacidn de derivados de aminas alifiticas y el segundo,
bidsicamente en compuestos aromfticos no voldtiles.

Aminas alifédticas volitiles. Jen XKuan Lin et al. (1) realizd su -

determinacidén de aminas sobre pescados y mariscos.

Preparacién de muestras. La muestra se mezcla y homogenica -
con dcido clorhidrico G.3I2N, se centrifuga y el sobrenadante &s
mezclado con acetona y ceantrifugado de nuevo; una alfcuota del -

sobrenadante es mezcladz con carbonato de sodic, cleruro y dansi

- 64 -



-Ic y acetona, s¢ deja reposar & tempersturi ambiente ¥ se adicic

Y

na o3s clorurc ¢e dansile v acetona, la mezgla resultante se ex-

trae con n-hexano-n-butanol 71:1), las fases orgdnicas son lava-

das con agua ¥ posteriormente deshidratadas con sulfate de sodia

anhidro.

‘ Cromatografiaz. Se emplea una columna de fase inversa {(YBonda-
pak 618}; la fase mdvil esti coempuesta por etanol al $5%-acetoni-
trilo-agua (6:6:7)}; la deteccifn se lleva a cabo por medio de un

fotémetro de longitud de onda variable a 425nm.

Los porcentajes de recuperacifn para -las aminas analizadas -
{metil amina, etilamina, dimetilamina, dietilamina y amoniaco) -
son de 94 a 98% para concentraciones de 10g/1.

Heyns et al. (2) analiz6 varios alimentos para determinar la
presencia de dimetilamina, dietilamina, dipropilamina, iso-dibu-
tilamina, pirrolidina y piperiﬁiga.

Preparacién de muestras. La derivacién de las muestras es -
con 5-dimetilamino naftalen sulfonoamida {DANS).

Cromatografia. Se emplea una columna de fase inversa (4Bonda
pak 813!Carasil .

La fase m6vil estd compuesta por agua-acetonitrilo {1:1); el
detector es un espectrofotdmetro UV fijo a 254nm.

El minimo detectable es de 10ng; pero €ste puede ser reducido

con el empleo de un fluordmetro.

Aminas no-volitiles. Fine et al. (3) analizaron diverses alimen-

tos (tocino, licores y productos cirnicos} para determinar la pre
sencia de N-nitrcsaminas; empleando una nueva técnica 1lamada an&
lisis de energfa térmica (TEA), el que se basa en el rompimientc

catdliico del enlace N-NO v la subsecuente deteccisdn del radical -
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nitrosil.

Preparacidn de muestras. Las muestras liqﬁidas se extraen --
con diclorometano, deshidratadas con sulfato de sedio, filtradas
¥y lavando el sulfato, los filtrados secn secados z vacio ¥ disuel
tos los residuos con una pequefia cantidad de diclorometano. Para
muestras s6lidas {tejidos Jde pescado sin grasa), se congelan con
nitrégeno liquido y se forma una pasita, el nitrfgeno es evapora-
do, formindose un polvo fimo al que se adiciona sulfato de sodio
anhidro y diclerometano. Se mezcla, lava y filtra v el residuc -
es lavado con diclorometans, €ste se comcentra ¥ el solvente so~-
brante es eliminado con nitrdgeno. Para muestras s6lidas con al-
to contenido de grasas {tocino y carnes) se mezclan con nitrége-
no liquido, agregando posteriormente acetonitrile y nitrégeno 1D
quido, por partes; se adiciona sulfato de sodic anhidro en poivo,
£iltrando sobre grinulos de sulfato de sodio anhidro, la masa es
lavada con acetonitrilo v a su vez &ste es lavado con 2,2,4-tri-
metil pentano, los extractios de acetomiirilo son evaporados a vg_'

-

cfo y disuelto el residuo en diclorometano; éste tamhifn es eva-
porado pero con una corriente de nitrégeno.

Cromatografia. Se emplea una columna empacada con g4Porasil;
la fase mdvil estd compuesta por acetcna de 1 al 5% en 2,2,4-tri
metil pentanc; la deteccifn es con un analizador de energia ter-
mal, especifico para compuestos N-nitrosos, equipado con una in-
terfase TEA-HPLC; se obtiemen cromatogramas paralelos de UV v -
TEA al conectar en serie un detector % a 254nm y un TEA, Los -~

componentes anaiizados sonm: N-nitrosc carbaril y X-nitroso cartiz

zol.
- 66 -



Los porcentzies de recuperacifn varian de 50 z 30%, para una
concentracidn de 10 4g/Kg.

Wolfram et al, (4) desarrollaror un m€todo parz determinar -
una nitrosamina nc voldtil, la nitrosoprelina; se hz encontrade
gue al someter este compuesic a temperaturas zltas, d4a como pre-
ducto la nitrosopirrolidina, gue es carcinogénica a varias espe-
cies de animales. La aplicacidn mis ldgica de esta técnica seria
sobre tocino o sus derivados, ya que se han determimado N-mitro-
soprolinas sobre estos productos, adem#s de que la temperatura -
de freido del tocino es casi igual a la necesaria para pasar de
N-nitrosoprolinas a N-nitrosopirrolidinas.

Preparaci6n de muestras. La técnica estd basada principalmen
te en la desnitracién y derivacién de 1z N-nitroscprolina (NPro}.

Desnitracién. El extracto de NPro es evaporado al vacio, se
le adiciona Zcido acético giaciai conteniendo &cido bromhidrico
al 15%, calentando a bafio marfa (50°C por 30 minutos) y agregan-
do agua destilada, se evapora al vacfo; la muestra ya desnitrada
es sometida a derivacién; el residuo se hace reaccionar con 7-cig

=o-4-nitrobenzo-2~oxa-1,3-diazol (NBD-CI}, agua destilada y se sa
tura con carbonato de sodic, calentando a bafio marfa {50°C, 3C -
minutos).

Cromatografia. La columna es una MicroPak Lichresorb 5i 60-
10; la fase m6vil esti compuesta por n-hexano-acetato de etilc-

P ol SR, - -
s de flucrescancia a -

L

gcido acftico £58:50:0.5};: el detects
una excitacién de 465nm y 5IZ0nm para la emision.
El minimo detectable es de 00,0035 nmcies de XBD-prolina,gus

corresponde a 2.5ng de NPFro.



didrocarburss aromdtices y pelinuciezres (PAH). Los PAH son com-

4

nuestos c¢= una biodegrabiiidad lenta, muchos de ellos son consi-
derados carczinfgencs, por 1o que su presencia es un peligro para
la salud. Una de las principales fuentes de estos compuestos, es
el petrSlec, y debido a la contaminacifn existente en los mares,
es necesaric analizar los productos marinos, principalmente los
mariscos. La FDA del distritc de Dallas, Texas, ha realizado va-
rias investigaciones sobre la presencia de estos carcindgenocs en
mariscos. )

Hanus et al. (6,7) determinaron en mariscos la presencia de
los PAH {fluoranteno, pireno, trifenileno, crisenc, benzo(a) an-
traceno, benzo(e) piremo, perileno, benzo(b) fluoranteno, benzo
(k) fluoranteno, Bemzo({a) pirenc, dibenzo{(ah) antraceno, benzo -
{ghi) perileno y coromeno) en marjscos.

Preparacifn de muestras. La muestra es homogenizada con 300ml
de acetonitrilo, se mezcla con una solucidn de acetato de sodio
vy se filtra, el filtrado es extrafdo con éter de petrSlec, agua
y una solucidn saturada de cloruro de potasio, la fase acuosa es
extraida en otro cmbudc de separacifn con Eter de petrdleo, la -
fase oleosa se pasa a través de sulfato de sodio, lavando cen --
8ter de petrfleo, €ste es evaporado a bafic marfa, el éter sobran
te se evapora con nitrdgeno. El residuo es disuelto en alcohol -
USP y saponificado con hidréxido de potasio, posteriormente es -
lavado con alcohol USP y agua, y se agrega una solucién saturada
de clorurc de potasic; la solucién se extrae dos veces con éter
de petr6lec, las fases oleosas se pasan por sulfato de sodio ¥ -

o~

se concentra a bafic marfa, el concentrado es pasadc por una co--
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-lumna de silica gel ¥ sulfato de sodic; la elucifn es realizada

LPZS

primeramente con €ter de¢ petrdleo, seguidu por acetonitrilo-&ter
de petrdlec {1:99), ios solventes son evaporados y el residuc di-
suelto en t@lueno,jéste se somete a cromatografiaz de permeabili--
dad en gel {[GPC), utilirando dos columnas de yfStyragel conectadas
en serie ¥y un espectrofotfmetro a 300nm. Las muestras obtenidas -
son evaporadas ¥y redisueltas en acetonitrilo-telueno (95:52.

Cromatografia. Se 2mplea una columna de fase inversa {#Bonda-
pak CISJ’ 1a fase movil es una elucidén de gradiente, con el siguien
te sistema de eluyentes, solvente A, metanol al 50% en agua, sol-
vente B, acetonitrilo, el solvente B pasa de 49% de la fase ini--
cial a2 un 80% en 90 minutos; se utilizan un espectrofotfmetre ¥ -
un detector de UV fijo a 254nm.

El mfnimo detectable es de 2 #g/Kg, con porcentajes de recupe
racidn mavores de 80%.

Guerrero et al, (5) determinaron benzo(a) pireno y benzoighi)
perileno er mariscos. Utilizan el mismo método de extraccién 7 ~--
cromatografia analitica que el anterior, pero eliminan el pasc de
ia cromatografia de permeabilidad en gel. Sus porcentajes de recu
peracifn son de 104%.

Nakagawa et al. (8) analiz8 aceite de parafina {(aditive z12--
mentario} para determinar la presencia de benzo{a) pireno.

Preparacifn de la muestra. La muestra es disuelta en n-hexano
y extrafida con sulfato de metilo, se adiciona agua y extrae cIz -
hexano, finalmente el solvente es evaporada.

]

Cromatografia. Se emplea una columna de fase inversa ({Bc-Za-

pak C18); la fase m8vil estZ compuesta por acetonitrile-aguz 7:3);
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el detector es un fluorometro con una excitacién a 3606nm y una ex:-sidn
a 4D6nm.

El porcentaje de recuperacifn es de 94%, cor un minims Zetec-
table de 50x10-12 partes en aceite de parafina.
3.9.2 Drogas Residuales.

La importancia del anilisis de drogas residuales radicz <= -~
que existen ocasiones en las cuales los animales que han sidc tra-
tados médicamente ant. alguna enfermedad, son sacrificados ern Cfuan
to estéin sanos o los productos que €stos proporcionan son envizdos
al mercado, sin dar tiemﬁo a que se eliminen los medicamentos; =1
caso mis com@n es la leche, en la cual se pueden encontrar difzren
tes tipos de drogas, las que pueden ocasionar problemas a corto o
largo plazoc en los consumidores.

A continuacidén se dan una serie de drogas residuales que
sido encontradas y cuantificadas en diferentes productos.

Cloranfenicol. Es un antibidtico utilizado com@inmente en el trazia-

miento de infecciones en vacas, generalmente en la mastitis; estf’
demostrado que después de inyectar parenteralmente el cloranfemi-
col pasa de la sangre a la leche, y se elimina gradualmente de Za
lecha por via mamaria.

Un tipo de dafic medular de los huesos de humanos ha sido rela
cionado con los tratamientos de cloranfenicol en individuos sus:ep
tibles. La falta de un m€todo lo suficientemente sensible y esg=ci
fico, dio como resultado el desarrollo de una té€cnica de HPLC.
Metodologfia. |
Wall et al. {39) desarrollaron una técnica para determinar la prz--

sencia de cloranfenicol en leche.
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Preparacifn de muestras. La muestra se oxtrae con acetato de eti-
lc, se evapora, €l residuo es disuelto en acetonitrilec v extraido
con issoctano para eliminar ios lipidos; la fase de acetonitrilo
se concentra (a sequedad) y transfiere a un matraz con acetato de
etilo, el solvente es evaporado con nitrégeno y el residuo disuel
to en cloroforme, finalﬁgnte se le adiciona una solucidn de propi
len glicol-agua {50:50).

Cromatografia. Se emplea una columna de fase inversa (C18 -
Spherisorb 0ODS); la fase mdévil es agua metanol (70:30), el detec-
tor es un fotdmetro UV a 0.01 AUFS (unidades de absorcifén escala
total).

Los porcentajes de recuperacidn varfan entre 72 ¥y 99.5% de--
pendiendo de la cantidad de cloranfenicol inyectada, el minimo de
tectable es de 5 4g/Kg. Se observ§ que 32 horas después de haber
inyectado una vaca por Gltima vez, no hubo deteccién del antibidtico.

Nitrofurazona.El uso de compuestos del 5-nitrofuramnc en medicamen

tos veterinarios para el tratamiento de mastitis, puede dar como
resultado la contaminacidn con niveles bajos de esta droga; McCa-
112 (18} en una revisién realizada, reporta los efectos bioldgicos
adversos provocados por los nitrofuranos, tales como, carcinogéni
sis, mutagénisis y toxicidad. Debido a que la leche es una impor-
tante parte de la dieta de lactantes y nifios, el empleo de esta -
droga ha sido prohibido en muchos pafises, pero no en todes, de --
ahf la necesidad de un método sensible y preciso.
Metodologia.

Vilim et al. {11) desarrollaron un método para determinar z:

trofuracona en suerc de leche,



Preparacidn de muestras. La muestra de suero es mezzlada con
dcido clorhidrico o.25N,clorurc de sodio y acetato de etilo, en
un agitador rotatorio, se centrifuga y la capa de acetatec de eti
lo es separada y filtrada en carbonato de sedio y fibra de vidrioj
se repite la extracciém con acetato de etilc, el solvente se eva-
pora a una temperatura de 50°C para evitar %1a descompesicifn de -
l1a nitrofurazona, el residuo se disuelve en ia fase m&vii.

Cromatografia. Se emplea uma columna de fase inversa (HBonda-
pak C18); la fase mévil es metanol-agua (3(:70); el detector es -
de UV fijo a 365nm.

El minimo detectable es de 5 4g/Kg, ¥y los porcentajes de recu
peracidn son de 57 a 67%, los valores bajos son debido principal-
mente a las uniones de las proteimas.

DexXametasona. Es un corticosteroide utilizado en el tratamien

to de citosis en animales productores de leche. En los humanos su
emplec es como antiinflamatorie; teniendo efecto sobre el metabo-
lismo de carbohidratos (aumenta la gluconeogénisis). A pesar de -
que ha sido utilizada durante varios afios, no existe un método -
disponible para determinar niveles residuales de dexametasona en
ileche; por lo que se han aprovechado las cualidades de la HPLC pa
ra desarrollar una técnica ripida y sensible, que ayude principal
mente 2 conocer el tiempo necesario para que la droga sea eliminada.
Metodologia.
Anneli et al. (12} y Moliica (13) determinaron dexsmetasenz en

leche ¥y crema, respectivamente; no encontrando una diferencia marca
da en los resultados obtenidos por ambas técnicas, se escogid el m€

todo del primero, debido a la importancia de la muestra a nivel de

Y
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consumo, ademds de que la crema es un producte derivadc de la le-
che.

Preparacifén de la muestra. La muestra es adicionada de sulfa-
to de sodio anhidro granulado y extraida com acetato de etilo, &€s
te se evapora y el residuo es disuelto con ascetonitrijio ¥ extrai-
do con hexano para eliminar lipidos, el acetomitrilc es concentra
do hasta sequedad y el residuo disuelto en metanol conteniendo -
triancinolona acetonida.

Cromatografia. Se emplea una columna de fase inversa (Parti--
sil 0ODS); la fase m&vil estd compuesta por agua-acetonitrilo (77:
23); el detector es un fotSmetro UV a 0.04 AUFS.

El minimo detectables es de 5 4g/Kg, con un minimo cuantifi-
cable a 20 }{g/Kg, los porcentajes de recuperacién estin en un -~
rango de 72 a 94%. .

No se detect6 dexametasona en la leche de las vacas utiliza-
das en esta investigacifn, hi en la primerz, ni en 1laz @ditima or-
defia seis dias después.

Fenotiazina.Es una droga empleada como antihelmintice, para la -

eliminacién de parisitos que son resistenites a otros antihelmin-
ticos, especialmente bhencimidazol. Los animales que han sido tra
tados con esta droga, pueden contener residuos en sus tejidos, -
por lo que su determinacidn es necesaria. Los m€todos comdnments
utilizados, emplean t€cnicas colorimétricas, las que tienen prc-
cedimientos de extraccidén dificultosos, y una sensibilidad defi-
ciente. La HPLC proporciona un método simple v sensibie.
Metodologia.

Blackman et al. {14) determinaron en rificnes, higade, misculo
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¥ grasa de guajelote la presencia de fenstiazina.

Preparacifn de 1a muestra. La muestra se homogeniza con meta
nol, se centrifugz, y una parte del sobrenadante es evaporada ¥
mezclada con ciclchexano y nuevamente es cematrifugada.

Cromatograffa. Se emplea una columna erpacada por Partisil-ig,
una precolumna de zroteccién es utilizada, empacada con particulas
peliculares de 304m; la fase m6vil es n-propanol al 0.3% en cicla
hexano; el detector es de UV-visible fijo a 254am.

Los porcentajes de recuperacién son de 70 a 87%; cuando se adi
ciona 1 ppm de fenctiazina, el minimo detectables es de o0.05 ppm.

La fenotiazina tiene un perfodo de retencién menor que los de
mis antihelminticos. Se recomienda un tiempo de 120 horas despugs
del tratamiento con la droga para que el animal sea sacrificado.

Furazolidona.Es empleada comoc factor de crecimiento en guajoclotes,

para prevenir cflera de aves, cocidosis, tratamientos de enteri-
tis porcina y mastitis en vacas. No existe en la literatura méto-
dos para determinar niveles bajos de furazolidona. La prueba es--
pectrofotométrica sflo detecta hasta 0.2 4g/ml. Otro método emplea
do es en el que se realiza una conversién de los residuos del 5~
nitrofurano a 5-nitro-2-furaldehido y se amaliza por cromatogra-
fia de gases, este m&todo resulta inespecifico.

Metodologia.

Hoener et al. {13} desarrollarcr una t&cnica para determinar
nitrofurazona, furazzlidona y nitrofurantoina en plasma, orina,
leche y homogenizadcs de higado, sin necesidad de extraccidn o -
derivacifn, con lo gque detectan hasta 20 ng/ml.

Hoener et al (1€. publican posteriormente una modificacidn -
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de 1la t8cnica anterior, con el cuzl aumentan el poder de sensibi-
lidad, hasta 2 ng/ml.

Preparacifn de 1a muestra. Una muestra congelada es mezclada
con soluciones frias de nitrofurantoina y furazolidona, se tritu-
ra y decanta a un tubo de centrifugacidn, lavando con agua fria -
redestilada y centrifugando, el sobrenadante se evapora hasta 0.5
ml y se filtra. Para niveles bajos de droga, se redisuelve en me-
tanol-acetato de sodio (20:80) y se filtra,

Cromatografia. Se emplea una columna de fase inversa {4Bonda-
pak C18); la fase mévil estd compuesta por metanol-acetate de so-
dio 0.01M pH 5 (20:80); el detector es de absorcién UV fijoa --
365nm.

Los porcentajes de recuperacifn a niveles de 2-40 ng/ml sen -~

de 104.8+11.5% y el minimo detectable de 2 ng/ml.

3.9.3 Pesticidas, Fungicidas y Herbicidas.

La determinacidén de pesticidas, fungicidas y herbicidas en -~
1os alimentos, es un problema concerniente principalmente a la --
agricultura y no al anfdlisis de alimentos; ademis de ser un tema
nuy extenso, debido a la gran cantidad de pesticidas existentes;
a continuacidn sélo se dan las referencias de los articules en--
contrados.

Pesticidas. De las determinaciones més completas {(en cantidad de

pesticidas detectados) revisadas se encuentra la de Hoodless et
al. (17) en 1a cual reélizan ia separacidén e identificacidn de -
todos los pesticidas incluidos en 1a Directiva de la Comunidad -
Econdmica EBuropea de frutas y vegetales, que son 42. De estos &

son organoclorades, 19 organcfosforados y los restantes una mec-

-
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-cla de carbamatos, dinitro compuestos, triaczimas, compuestos --
tiol-triclorometilos, dcidos fenoxi sustituides, fenilureas sus-
tituidas, etc.

Krause {18) re;iizﬁ la determinacién de K-metilcarbamatos, 7
carbamatos {aldicarb, bufencarb, carbaril, carbofurano, meticarb,
metomil ¥ oxamil) y 4 metabolitos {sulfona aldicarb, sulfdxido -
aldicarb, 3-hidroxicarbofurano y sulftxido meticcarb) en fratas
y vegetales.

Lawrence {19) determindé 8 carbamatos (swep, carbaril, zectron,
mataul, mebém, enalsin, carbofuranoc y banol) en alimentos. Exis-
ten dos articulos mds de este autor (20, 21) en el que determind
carbdfurauo y dos metabolitos (3-hidroxicarbefurano y 3-cetocarbo
furano)} en cosechas y analiza papas y maiz, para determinar la pre
sencia de carbaril.

Fogy et al. (22} realizd la determinacién de carbamatos en -
frutas y verduras; ademds de una revisién (23} con 12 referencias
sobre la misma determinacién.

Lee et al. (24) analizd directamente en plantas de nabo la -
presencia de carbofuranmo y 3-hidroxicarbofurano.

Blaiche (34) revisd los problemas relacionades con la aplica
cién rutinaria del andlisis de carbamatos,

Fungicidas. Cabras (25) determiné los fungicidas, vinclozelin, -
benomyo, BMC, y metiltiofanato, en muestras de uva.

Farrow {26) analizé frutas cftricas para deierminar resuduecs
de bifenil, benomyl, carbendazima, 2-fenilfenel y tiabendazol.

Norman ¥y Fouse (27} determinarcn imazolil en frutas citricas

que tenian 4 semanas de almacenaje.
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afuri &% al. {Z8) e Isshiki et al. (29) realizaron un anfli-
sis de tiabendazol en frutas y pliatanoes, respectivamente.

Herbicidas. Lawrence (30} analizd muestras de col, maiz, papa, na

bo y trigo para determinar residuos de herbicidas de urea (Iinmu--
ros, monurcn, diuron, clorbromuron, flumeturon, cloruxuron y fenu
Ton. En otro articulo del mismo auter {31), determiné la presencia
de linuron, propanil, terbacil y &cido etil benzoilpropilo en wva-
rios alimentos.

Selim y Cook (32) analizaron herbicidas de dioxano en soya.

Bramlett {33) realizé su determinaciﬁq en vegetales de Zcidp
clorofenoxiacé&tico, fenol policlorado, dinitrobutil fenol, dinmi--
trocresol y pentacloroanisol. Debido a la gran cantidad de articu
los publicados referente a este tema, solo se tomaron los mis re-

cientes.

=

3.9.4 Productos de Descomposicién Natural o por Procesamiento.

Productos de descomposicibén natural. El principal uso de los ani-

lisis de productos de descomposicifn, es su aplicaci6n al contrcil
de calidad de los alimentos. Las técnicas de HPLC han sidec encau-
zadas en su mayorfia a detectar descomposicién en pescados y marisz
cos. Ya que el método comfinmente empleado para realizar esta de--
terminacién es el organoléptico, el que ademis de ser subjetive,
se necesita contar con gente entrenada, que pueda realizar una -
determinacidn con un relativo alto gradeo de exactitud.

Warthesen et al. (35) determin6é hipoxantina en pescados refr.
gerados. La t&cnica cominmente empleada para determinar el conte-
nido de hipoxantina, como criterio de frescura, es el mftodo enz.
mitico, empleande la enzima xantinoxidasa, que convierte la hipc-
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-xantina a xartina v eventualmente a dcidc drico, el gue se mide
espectrofotom€tricamente. En comparacidn de este métcdo con el de
HPLC, resulta més ripido y directo el segundo.

Preparacidn de la muestra. Muestras de mdsculo de pescado son
hormogenizadas con &dcido tricloroacético al 7.5%, el homogenizado
es filtrado y lavado 3 veces con dcido triclorcacéticec, el pH del
extracto es ajustado entre 4 ¥ 5 con hidréxido de sodic 0.1IN, se
afora con una solucién reguladora de fosfato monopotdsico al 4% a
un pH de 4.4; 1a muestra se refrigera durante una semana.

Cromatografia. Se emplea una columna de fase inversa (4Bonda-
pak 818); la fase m6vil es una solucidn de fosfato monopotdsico -
al 4% a un pH de 4.4; el detector de absorbencia se coloca a una
longitud de onda de 254nm.

El porcentaje de recuperacidn es de 92.5+4%, el minimo detec-
table es de 2 ng/104L.

Mietz y Karmas (36,37) analizaron pescados y mariscos para de
terminar el contenido de histamina, cadaverina, putrecina, esper-'
midina y espermina. Se ha encontrado que el contenido de histami-
na de ciertas variedades de pescado incrementa grandemente al - -
aumentar la descomposicifén. Pero, los niveles de histamina varfan
materialmente de uﬁa especie a otra, el contenido de histamina ni
siquiera es consistente en una misma especie, ya que varia de - -
acuerdo a la manera en que se descompusoc el pescado, per lo que -
es neccesario determinar otros componentes. Se encontrd gue la €s-
permidina vy la espermina estdn distribuidas ampliamente en Ics
sistemas biolégicos v estfn relacionados con el factor &e creci--

miento de la sintesis de tejidos animales. También se encontr? =n
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Mietz y Karmas realizaron una correlacién de estecs compues--
toes ¥ desarrollzron una f8rouls para determinar el Imdice de - -
frescura o descomposicién de una muestra; basados en ia siguien-
te informacién, al aumentar la descomposicién, incrementa el con
tenido de histamina, cadaverina ¥ putrecina y disminuve la canti

dad de espermidina y espermina.

pplt histamina+ppm putrecina+ppm cadaverina
1 + ppm espermidina+ppm espermina

Indice =

Preparacién de la muestra. La muestra se homogeniza y extrae
con Acido tricloroacético al 5%, centrifugando y decantando el -
sobranadante. Una alicuota del sobrenadante es mezclada vigorosa
mente con clorurc de sodio, hidrdxido de sodio al 50%, y clore--
formo-n-butanol {1:1), se centrifﬁga y €l sobrenadante es extrai
do con cloroformo-n-butanol; l1a mezcla de extractos es adiciona-
da de n-heptano y se extrae con &cido clorhidrico 0.2N, la solu-
cifn se evapora a bafio maria.

Derivacidn. El residuo es disuelto en una solucién saturada
de bicarbonato de sodio, se adiciona una solucién de cloruro de
dansilo, se¢ mezcla y deja reposar. Se diluye con agua ¥y extrae -~
con &ter etflico; la fase eté€rea es evaporada y el residuo disuei
to en acetonitrilo.

Cromatograffa. Se emplea una columna de fase inversa {#Bonda
pak C18}; la fase mévil es una elucidén de gradiente, programada
linealmente para que el 60% del solvente B pase a 100% en 30 mi-
nutos; siendo el solvente A acetonitrile al 187 en dcido acétic:o

0.02N v B,icide acético (.90IN al 10% es acetenitrilo-metanol - -

-
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{T:%1:; el detector es un ¥V diferencial fifo a 254nm.

Comparando el método organocléptico con la HPLC {Indice de --
frescura), se encuentra que el Indice de frescura {qufmico) cla-
sificaba correctamente el 90.5% de las muestras contrz un 83.9%

de 1a clasificacidn correcta por medios crganolétices.

Productos de descomposicién por procesamiento. Otrz aplica--

citn de la HPLC, es en el control de procesamiento. Las modifica
ciones que puedan sufrir los alimentos al ser procesados (princi
palmente por tratamientos excesivos) pueden ser detectados por -
la presencia de nuevas sustancias o concemtraciones nmayores de -
sustancias ya presentes,

Metodologia.

Bradford y Chin {38) realizaron una determinacidn ripida de
hidroximetilfurfural (HMF) en pasta de tomate.

El HMF es un compuesto que se forma al calentar un azdcar re
ductor en solucién &dcida, o por las reacciones tipos Maillard en
tre glucosa y aminoicidos. La cantidad de HMF presente en pasta
de tomate enlatado, nos indica el grado de dafic que ha sufrido -
el producto debido al exceso de calentamiento. El mftodo comdn--
mente empleade, es la medicidén de la densidad 6ptica del filtra-
do de la pulpa del tomate; pero esta medida no solo refleja locs
cambios ocurrideos por las reacciones de oscurecimiente, sino tam
bién las debido a diferencias quimicas existentes entre diferen-
tes cosechas.

Preparacidén de la muestra. La pasta Jde tomate es homogenizza-

da y centrifugada, finalmente el suerc es filtradc.
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Zromatografiz.Se emplea unz columna &s fase inversa (LiChre-
sorb CB); la fzse movil es solamente agua; el detector es de --
longitud de onda variable fijo a 284nm.

El minimo detectable es de 1 ppm, los porcentajes de recupe-
racidn son hastz de 99.6% para concentraciones de 28 ppm.

Fisher {39} realizé la determinacidén &2 hesperidina, un gili-

c6sido flavonoide encontrade en el jugo de naranja, el gue es -
insaboro y no contribuye a la calidad del jugo, perc su concen-
tracifn en &ste puede ser utilizada comoc una medida de presidn
de extraccidon ¥ relacionarse con la calidad del jugo. La técni-
ca desarrollada de HPLC preporciona uma rapidez, precisi6n y --
confiagbilidad mejor que la de otros mé&todos existentes.

Preparacidn de muestras. Las muestras de jugo de naranja som
filtradas a trav€s de fibra de vidrio v refiltradas por un sis-
tema clarificador Millipore.

Cromatograffa. Se emplea una columna de fase inversa (4Bonda
pak CIBJ; la fase movil esti compuesta por agua-acetonitrilo --

(80:20); el detector es de UV visible fijo a 285nm ¥ 0.1 AUFS.

3.9.5 Residuos Hermonales

La presencia de hormoras en los alimentos puede tener dife--
rentes efectos en el consumidor; la carne es uno de los princi-
pales portadores; cuando los animales no estfn castrados y/o s=

encuentran en un estado excitado. antes de ser sacrificados. &<

tos segregan hermonas las que aparecen en la carne cobtenida.

Metodologia.

tan et al. 737) determind residuos de trenbolons v testoste-



-rona en carne. La testosterona es ur andrdgeno que tiene efec-
tas de conservacidén de caracteres masculinos, por lo gue su in-
gestién por personas del sexo femenino puede provocar problemas
de masculinizacién.

Preparacién de muestras. Las muestras de carne se homogeni--
zan con tetrahidrofurfural, extrafda con acetonitrilo y hexanoc,
y después con hidréxido de sodio y €ter de petrdleo-benceno; -
posteriormente la muestra se purifica en una columna de silica
gel; la muestra purificada es inyectada al cromatégrafo.

Cromatografia. Se emplea una columna empacada con silica gel
la deteccidn se realiza con un detector de fluorescencia o un -
fotometro. Las mediciones defluorescencia se llevan a cabo en -
una celda de flujo empacada con silica gel.

El minimo detectable es de 50 ng/g vy 5 ng/g testosterona y -~
trembolona, respectivamente.

Frischhorn et al. (41) y Smyth et al. (42) determinarom wva--
rios estrdégenos {(estriol, estrona, estradiol, dietilestilbes---
trol, dienestrol, hexestrol y zeramnol) en carne.

Los efectos téxicos que pueden causar la ingestién de estrS-
geno son, anorexia, nduseas y vOmitos. También pueden provecar
retencién de sal y agua, y aumento de la proteina fijadora de -
tiroxina en el suero.

La técnica de Smyth et al. no es apropiada en el andlisic de
estricl, aunque las técnicas son semejantes; por lo gque lg ©fc-
nica de Frishhorn et al., es la que se describe.

Preparacién de muestras. Una porcidn de carne es rmolida [ .n-
to con arena v sulfato de sodic anhidre, se homogeniza v sc 2x-
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Cromatografia. Se emplea una columna de fase imversa {LiChro
sorb RP-2 & RP-18}; la fase m6vil es una elucidn de gradiente,
con un solvente A de acetenitrilo-agua (1:9) v uno B de acetoni
trilo-agua {9:1), la elucidn inicial es de 25% de B, a los 5 mi
nutos es de 45% de B en A, a una velocidad de fliujo de 2 ml/min;
el detecter es un voltdmetro con un electrodo de referencia de |
Ag/AgCl, uno de vidrio y un contador.

El minimo detectables es de 0,3 a2 0.5 ng, los porcentajes de

recuperacifn son de 60 a 90¢%.

3.10 To6xicos Naturales.

Se consideran téxicos mnaturales todos aquellos compuestos de
procedencia natural en los alimentos, que al ser ingeridos ten-
gan efectos nocivos contra la salud.

El tema se divide en dos grupos principales: micotoxinas y -
miscellneos, en el que se incluyen una variedad de téxicos no -

producidos por hongos.

5.10.1 Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos téxicos producidos por varias
especies de hongos. Entre las mis ccmunes se encuentran las afia
toxinas producidas por algunas especies de Aspergillus, zearale
none por Fusarium y patulina, 4cidc penicilico, ochratéxina A ¥y
rubratoxina B, producidas por varias especies de Penicillium ¥
Aspergililus.

Aflatoxinas. Las aflatoxinas son metabolitos de Aspergillus £fia

vus v se encuentran cone contaminantes de alimentos en muches -
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lugares del mundo, principalmente em cosechas almacenadas en rg
giones tropicales, las cuales estin bajo condiciones extrenas -
de calor y humedad.

Las aflatoxinasdéroducen toxicidad en animales, los gue a su
vez contaminan los productos derivados, tal puede ser el casc -
de la leche, cuando la vaca ha imgerido alimentos contamirnados.
Las aflatoxinas adem#s de ser tdxicas, son carcinogénicas en -
los animales; en los hamanos existe fuerte evidencia circunstan-
cial, basada en datos epidemiol@gicos, que las aflatoxinas pueden
provocar c¢irrosis ¥y céncer del higado en lugares donde los ali--
mentos estin sujetos a este tipo de contaminacién (India, Afri--
ca). La aflatoxina m&s comiin es la B;, potente carcinfgenc del -
higado de ratas, también puede inducir dafio crénico y neoplasia
en animales y humanos.

La HPLC ofrece un sistema instrumental objetivo para obtener
la exactitud y precisifn necesaria en la determinacién de aflato
Xinas, en una gran variedad de productos agricolas.

Ya que las té&cnicas comlnmente empleadas. en particular Iz -
cromatografia de capa fina (comparacién visual de la intensidad
fluorescente y medidas fluor sdensitométricas) estin expuestas a
ciertas variables, entre ellas expesicidén a la luz, error ex la
lectura de los platos, interferencia en la fluorescencia ¥ cxida
cidén de las aflatoxinas; contrarrestan su buena sensibiliéad --
{ing) con ios errores gue puedan ser provocades ~or las variz--
bles mencionradas.

Metodologia.



aflatexinas en los alimentos, ung gran czmtiiad de zrificulos han
sido publicados.

Preparacién de las muestras. Los métodcs de extraccién son de
suma importanciz rara una buena determinzcifn de afiatoxinas. En
tre los articules revisados, se encontrarsn los siguientes con -
aplicacidn directa sobre los alimentos.

Goto et al. {7} proponen un método de preparacién de muestras
universal; &éste parte de la extraccién cer cleroforme y purifica
cifn en una columra empacada con alumina acidulada-silica gel- -
sulfato de sodio. Se obtienen resultados altos de recuperacién -
(82-101%) al someterse a la HPLC,

takahashi (2} realizd su determinacién ex vinos, jugos de fru
tas y otros liguidos; las muestras son extraidas con metanol y -
cloruroc de metileno y purificadas en columnas empacadas con sul-
fato de sodio anhidro-alumina acidulada; los rendimientos son al
tos (80-115%) al ser znalizadas las muestras.

Ponz (3) realizd su determinacifn en preductos derivados del
cacahuate; las muestras se extraen con metanol acuoso acidifica-
do, sometiendo a extraccién con diclorometanc y purificacibn en
una celumna de silica gel.

Hunt {4) empleando la técnica de Stoloff [17), realizdé su and
lisis en una variedad de alimentos; las muesiras se extraen con
cloroformo y se purifican por cromatografiz de capa fina, sus --
rendimientos sonr de 40 a 85%.

Cromatografia. Er la mayorZa de los artficulos revisados, los
autores prefieren ol emplec de Silica para ecpacar sus columnas

analfticas; en la seleccifn &2 la fase mévil prefierer la elucifn

o
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isocrética; empleando una gran variedadé de solventes. Los delseg
tores mds utilizados son el de UV a 3&5mnm y el de fluorescencizg
Cste filtime es preferido por varios imvestigadores debido az su
mayor sensibilidad: selectividad y mencs susceptibilidad a intex
ferencias; pero puede tener el inconveniente de que la emisidx
necesaria para determinar las aflatoximas By ¥ B, estd mu*‘ceras
del 1imite minimo de longitud de onda {400nm} del detector, ex -
el cual se reduce notablemente la sensibilidad para varias fases
mbévil. Manabe (7) recomienda un solvente para eliminar este pro-
biema. La combinacién en serie de los dos tipos de detectores, -
eliminaria también estos problemas.

A continuaciSn se proporciona una tabla con informacién scbre

tipos de columnas, detectores, fases m&vil y deteccidn minima, -

empleados para determinar las aflatoxinas B1, BZ, Gj, G2 ¥y Mg.

Aflatoxina y Empaque de Tipo de Fase advil Kinimo
referencia columna detector Detectable
B. ,B, .6, .6 ‘e Espectrofiuc Totueno~-Acetato
&) 2y ¢ St rémetro.  de etilo-Acido 1020 g/l
¥ formico-Metanol
{89:7.5:2:1.5)
BI’BZ’GI’GZ Silica y fa UV Agqua-setanoi~
(2) se inversa, fluorbSmetro Acetonitrilo i gfi
tN y 0DS (3:1:1)
BI’BZ’Gl’GZ Silica uy Agua saturada con
(3) cloroformo-Meta- 1 -2 ng
nol-Acetonitrilo ‘
(25:7.5:1)
81,82 Gl’GZ’ Silica FluorSmetro Cleroformo satu-
K. . Ochrato- rado con agua -
i%ﬁa A Acido acético - 0.3-12.5 gsrg
4) glacial
1071}
Para M,, Cloro-
formo-Acido acé
tico-Metanaol
{50:5:3)
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CZNTINUA TABLA

8,,82,51,62 i1fcz (i

(5}

Bl,aﬁ,el, 9 Fase in- uv

(5 versz - Fluordme

Crs tro.
B.,B,.G,,6 Silica uy
{é‘ 2712 Fluordme
d tro.

B..B..G,,6 Silica Especiro-

{é) 2 1 2 fluordme-
tro.

By 38548, 56 Silica W

(%0)2 1772 Fluoréme~
tro.

My Fase in Fluordme

(11) gggsa, tro.

B ,ﬁi,Gchrato

toxina A, Zea

ralenone, Rubra Fase in- uv

toxina B,Patu- versa,CI8

Tina v Ac1do

Penicilico.

Determinacién Zearalenone,

na A y Xanthomegrnina.

Zioruro de metileno
vatanol

Lloruro de sodio-Ace
tonitrilo-metangl
£3:1:1)

Agua saturada con
zloroformo-Cicic-
nexano-Acetonitri
To (25:7.5:1.8) —

Metanol en agua sa-
turada con dicloro-

metano 0.3% viv.

Cioroformo-Ciclohe~
xano-Acetonitrilo
{250:75:10)

Acetonitrilo-Meta-
nol (3:2)

Acetonitrilo-Agua-
Acido Acético

{55:45:2) o
{#5:55:2)

12-30 g/l
£-7 g/Kg
£.3-1.0 g

12 ng

8.8 ng

.3 g/1
¢.84-1 ng

Patulina, Acido Penicilice, Ochratoxi-

Zearalenone. Micotoxina producida por varias especies del honge

{mohoj Fusarium, gue generaimente se encuentra en los cereales e

paises escandinaves (o climas similares a €stos). Su determinacifn

es requerida debido a su actividad estrog&nica ya que causa hiper-

estrogenismo en animales. Se sospecha que también provaca inferti-

1idad en ganade vacuno y porcins.
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Patulina. Producido per varias especies de Penicillium v Aspergi-
1lus. Inyecciones subcutineas de Patulina en ratas causan tumores
en el lugar de aplicacidn; también tiene efectos mutagénicos en -
células de levaduras,

Debidc 2l efecto de putrefaccién en manzanas causado por el -
Penicillium expansum; 1z determinacidn de Patulina nos puede ser-
vir para un control de¢ calidad en 1a materia prima utilizada em -
1z elaboracitn de jugos de manzana.

Ochratoxina A. Desarrollada por Aspergillus ochroceus, Penicillium

viridicatum y otras especies, se encuentra algunas veces en cerea
les de paises escandinavos. En experimentos realizados en porci--
nos, la toxina ha causado dafios en los rifiones a concentraciones
de 200 4g/Kg; despu€s de inyectado a ratones prefiados ha mostrado
ser teratGgeno.

Acido Penicflico. Producido por especies de Penicilina y Aspergi-

1lus; se ha demostrado su efecto carcinogénico en animales de la-

boratorio.

Xanthomegnina. Producido por varias especies de Aspergillus, Tri-

chophyton, Microsporum. Téxico para ratones y ratas; los Srganos

afectados predominantes son rifiones e higado. Pruebas en mitocon-
drias aisladas de hfgado muestran que la toxina es un fuerte desa
coplador de 1a fosforilacidén oxidativa. Debido a que su presencia
es provocada por varias especies es com@n encontrarla en una gran
variedad de cereales.

Metodologia.

Zearalenone. En el estudio realizado por Scott et al. {13}, sabre

la utilizacién de métodes (TLC, GLC/MS, HPLC) mis adecuados; eo -~
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-contrd que TLC era el =is uapropiladoe para estimacicnes (andlisis)

ndlisis cuantitativos por medio de HPLD ¥

1Y)

semicuantitativo; los
GLC/MS (creoratografia gas-liquido/fespectrometria de masas), son -
el método a escoger por su selectividad, con la desventaja de su
empleo limitado por la disponibilidad de sus instrumentos.

Seglin urn articulo japones, la toxina Zearalenone es un agente
modificante del DNA, por lo que es necesaria una gran sensibili--
dad, la cual puede ser proporcionada por HPLC.

En los articulos revisados, se encontr6 una sensibilidad simi
lar a niveles de ng para la determinacidn de la toxina.

La mayoria de las columnas eran de silica gel (Spherisorb - -
0DS, Lichrosorb) y se encuentra una concordancia en la utilizacién
de dos columnas conectadas en serie para una mejor separacién.

Hunt et al. (14) que no emplea las columnas en serie, se sirve
de una precolumna semipreparativa.

Las determinaciones realizadas son en los cereales o productos
derivados de é&€stos, y en todas se necesitan métodos de extraccidn,
¥ de limpieza, Scott (13) menciona extraccién con metancl, hexanc
y ajuste de pH; y limpieza en una columna de silica gel; eluvendo
con cloroformo-metancl (97.5:2.5) y se evapora con una corriente -
de nitrdgeno 50°-60°C y se disuelve en tolueno.

Moller et al. (15) recomienda extraccién con Zcido fosfdrics
y cloroforme, y limpiecza en silica gel con bencenc-hexano (15€¢+2D)
o ciclohexano-dicloro etileno-éter etilico (150+40+10) y eluyendo
con cloroforme y purificado por extraccién con sclucién alcaiirsz,

lavando con agua, ajustando el pH, volviendo a extraer con cler:
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Hunt emplea 1la técnricz de Stoloff et al. (17) para la extrac-
cidn. El extracto es disuelto en cloreformo, se limpia en una <o
lumna empacada con &ter dietflico, silica gel y sulfato de soéic
anhidro y es elufdo con &ter dietflice.

A pesar de ser la técnica més simple, su inconveniente es =l
bajo porciente de recuperacidn comparado conr las ctras té€cnicas.

Smith realiza su exiraccidén con metanol-agua (75:25), ajuste
de pH (11) con NaOH 1M ¥ someéido a particifn con n-hexano y Ia
fase acuosa es ajustada a pH 3 con HC1 IM, se extrae nuevamente
con diclorometanco, la fraccién orgdnica es evaporada y disueltsz
en matanol. En esta técnica se evita el uso de columnas para Iim
pieza, pero su inconveniente también es un alto limite de detec -
cién y un porciento de recuperacifn bajo.

En la utilizacién de detectores se encuentran las de flucres
cencia UV y el voltamétrico} y al parecer no afecta en la sensi-
bilidad el uso de cualquiera de los detectores. Aunque Smith e%
al. (16) reporta que para poder determinar los is6meros cis y ~--
trans del Zearalenone debe usarse el detector electroquimico, wa
que las radiaciones de UV provocan la conversién del isémero -~ -
trans al cis.

Recomendaciones:

En general se recomiendan las técnicas de Scott Yy Moller Z=-
pendiendo del equipo que se posea y las muestras: hojuelas de --
mafiz (Scott), granos de cereales (Mcller); ya que en las dos ¢z
cbtiene una buena seﬁsibilidad Y porciento de recuperacidn.

Moller et al. encontraron que el usc de benceno-hexana e- -

el paso de limpieza, a pesar de ser el mis eficiente ({comparal-
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con €1 de cicls
su empleo debide 2 que es referido como un carcinogénico.
Patulina. El métode oficial (AQAC) para la determinacidén de patu
lina estZ basade en extraccidn, limpieza er una columna de sili-
ca gel y separacifn por TLC; é&ste resulta algo inexactoc y se com
plica por el uso de sustancias que causan interferenciaz.

‘El método se ha mejorado bastante empleando HPLC conr colum--
nas de fase inversa sobre todo en el limite de deteccién {204g/1
a TMg/l). El1 empleo de HPLC {fase inversa) es recomendado con -~
respecto al HPLC normal, debido a su mayor sensibilidad (Stray -
et al. (18) y rapidez (Brackett et al (19), el porcientoc de recu
peracidn es el mismo.

En los articulos revisados las determinaciones son realizadas
en jugos de manzana (17,18} y otros alimentos (14) como: cereales,
lomo de puerco, queso, crema entera de leche en polvo.

Las extracciones para muestras de jugo de manzana es la misma
que la utilizada en TLC (20); pero cambiando el sistema de solven
tes: de acetato de etilo-bemceno por acetato de etilo-tolueno; es
to debido a la toxicidad del benceno, sin que esto varfe la pola-
ridad de 1z mezcla necesitada (18).

La limpieza puede ser realizada en una columna de silica-gel
con tolueno y utilicando tolueno-acetato de etilo (70+3C0) como -
eluyente. En otro tipo de muestras la extraccifn puede ilevarse a
cabo segtin el artifculo de Hunt {14) haciendo uso de la técnica de
Stoloff (17). Stray y Bracket et al. {19} emplean técnicas muy pa
tecidas (columnas, fase mdvil, detector), mientras Hunt hace la -

determinacién junto con la de Zearalenone v #HAcido penicilico, por

- G171 -



lo cuzi se cree sufre una disminucién en su porcentaje de recupe-
raciém.

Iz técnica cromatografica de Stray se diferencia de ia de --
Bracket en estindar interno, lo cual podria ser un facteor en la
eleccifn del m€todo, dependiendo de la facilidad con la cual se
puedan conseguir &stas. Stray emplea ﬁn estindar de patulina, -
Bracket 7-hidroxi,4-metil coumarina.

Ochratoxina A. Otros mStodos en la determinacifn de Ochratoxina

A son por TLC y espectrofluordémetro pero debido a que 1os métodos
basados en TLC son s6lo semicuantitativos, fue necesarig el desa-
Trollo de otros mé&todos mis precisos.

Se encontraron dos artfculos aplicados a los alimentos; el -
de Hunt (8) que hace su identificaci6n y cuantificacién junto con
las aflatoxinas, por lo cual su mé€todo ya fue mencionadec en este
subtema. Josefsson et al, (21) y Moller realizaron su determina~
cién en cereales (cebada, mafz, avena, centeno y trige). Obtenien
do mayores porcentajes de recuperacidén y su 1imite de deteccifn - -
€S Eenor.

El método de extraccifn utilizado por Josefsson es por medio
de dcido fosférico y cloroformo, el extracto se limpia en una co
lumna de silica con ciclohexano-dicloro etileno-&ter etflico - -
(150:40:10) y la toxina es elufda con cloroformo-~dcido £&rmico -
(99:1}). Despué€s es purificada por cromatografiz en bicarbonato -
de sodio-celita acuosa, lavando con cloroformo y elufde con cle-
roformo-dcido férmico (99+1). Se evapora y se disuelve em cloro-
forme-dcido ac&tico (99+1).

También se hace usc de este m€todo parz una determinacidn si



-multinea de Zearalenone y Ochrotoxina, realizando un paso extra
de limpieza en una columna Zephadex, pers esto provoca gue dismi
nuya el porcentaie de recuperacidn en centenc.

Se recomienda un ajuste del pH a 4.5 con dcido ac€tico al --

20% en la fase mdvil (metancli-agua; 99:1} para una mejor resolucifn.

Acidc Penicilicoc. Su determinacidén en les alimentos por medio de

HPLC s6lo se encentrd un articule, la técnica es de Hunt (14) ia
cual ya fue descrita. Las finicas variaciones que se encuentran -~
son: en la fase de limpieza em la columna de silica gel, la fase
eluyente es cloroformo-metanol (97:3); ¥y el empleo de una colum-
na semipreparativa no es siempre necesariaz.

Xanthomegnina. Debido a la presencia comfin de mohos productores

de Xanthomegnina y a la toxicidad de ésta, un m€todo de andlisis
fue necesario.

Haciendo uso de las té€cnicas para la determinaci6én de Aflato-
xinas (20) se plantea un mftodo para el anflisis de xanthomegnina.

Extraccién,- 50 g de muestra finamente molidos se les adicio- -
na 25 mi de 33994 0 _SM v 2530 =ml de cloroformo, se agita 30 minu--
tos v se filtra (50 ml).

Limpieza.- Em una columna empacada con sulfato de sodio anhi-
dro cleoroforme ¥ silica gel, se eluye con hexano y despufs con --
€ter etilico amhidreo seguido por metanol-cloroformo {3:97) y fi--
nalmente con #cido acétice-cloroformo (2+98). El minimo detecta--
ble es de 750 4gi/Kg, su valor tan alto es debido a que la toxima
no es fluorescente.

Los porcentajes de recuperaci6n fueron de 25 a 63%, los valc-
res bajos y variables son producto de 1a inestabilidad de la Yao-

thomegnina. Detido a que nc se encuentran otros métodos disponi--
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-bles —ara el zan3lisis de sxina, este —ftodco debe ser zomado
en cuenta para €1 Jdesarrollo <o otros méteiss.

La técnica fue utilizada en el andlisis de maiz.

3.18.2 Miscelidnecs.

Determinacidn de Miristicina y Falcarinol, Miristicina y Falcari

nol son t6xicos naturales que se encuentran en algunos alimentos
(zanahoria, nuez moscada).

La Miristicina es alucindgeno y teratogénico.

Wulf et al. {22,23) determinan la presencia de Miristicina ¥
Falcarinol en zanahorias. |
Técnica.- Preparacidn de la muestra., La muestra se prepara mace-
rando Zanahoria com partes iguales de agua ¥ agregando bisulfite
de sodio como antioxidante, la muestra se licda y se vierte a un
aparato de destilacién de vapor, y se le adiciona un antiespuman
te y hexano redestilado mis hidroxitolueno butilado comc antioxi
dante, despufs de destilar el hexano se evapora y se le agrega -
heptano.

Cromatografia. Se emplea una columna con fase nitrile (Parti
sil PAC). La fase movil es una elucién de gradiente la cual esii
compuesta por heptano como sclvente A y tetrahidrofuranc al 7% -
en heptano como sclvente B. Las condiciones iniciales son de 8%
B en 16 minutos. EI detector de longitud de onda variable es ope
rado a 280 nm., Los porcentajes de recuperacién sen de $3.7% y -
80.2% para Miristicina y Fulcarinol respectivamente.

Determinacifn de 3-viniloxazolidina-2-tiona. Se le atribuye actZ

vidad antitiroide 21 tiocianate y a S5-vinilexazolidin-I-tiona -~

{OZT!, los que sen productos de hidr6lisis de glucosinalizios pri
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-sentes en semillas de nabo » otres miewbros de la famiiia Cruccy”
ferze. Puesto que 1a comida de semilla de nabo es empleada como -
alimentc de ganadc en Canadd ¥ Europa, la transferenciz de paso -
del QIT a la leche consumida per humanos ha sido sujeta a varias
investigaciones. La deteccifn de niveles bajos de sustancias anti
tiroides es de suma importancia, ya que la leche es consumida en
grandes cantidades por infantes y nifios.

Benns et al. {24) y Josefsson y Arkerstrom (25) determinaron
la presencia de OZIZT en leche. Ambos utilizan el mismo tipo de co-
lumnas (silica), pero varfian en la fase mdvil, el primero emplea
un eluyente de isoctano conteniendo 10% de alcohol isopropilico ¥
0.1% de hidrdxido de amonio mientras el segundo utiliza clorofor-
mo-n-hexano (2:1), los detectores son de longitud de onda fija y
de UV respectivamente ambos a 254nm.

Los resultados obtenidos son ﬁuy parecidos, el minimo detecta
ble es de 1}4g/l para ambos, y el porcentaje de recuperacidn es -
un poco mejor el de Josefsson y Arkerstrom, una media de 74% com-
tra 71% de Benmns et al.

Debido a que los métodos de extraccién son similares, varian-
do linicamente en el solvente principal ( eter dietilico por Benas
et al. y diclorometano empleado por Josefsson) sSlo se proporcic-
na la técnica de este Gltimo.

Preparacién de la muestra. La muestra se calienta a 85290°C -
aproximadamente 5 minutos y despufs se enfria ripidamente. Lames
tra se extrae con diclorometanc, ¥y €ste se evapora posteriormente.
El residuo se extrae con una solucisn de amonio al 1% agitando --

suavemente en un bafio de agua tibia. Los extractos combinados se
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les ajusta el pH & 6.5-7.5 con dcido acétido al 18%. Se extrae la
grasa con n-hexano, La fase acuesa se extrae con diclorometanoc. -
Se evaporan los extractos, ¥ se vuelve a disolver en una pequefia
cantidad de‘diclorgmetano, gquedando lista para inyectarse al cro-
matégrafo.

El método de HPLC se considera mis preciso y mds rdpido que -
las técnicas basadas en cromatografia de papel y espectrofotome--
tria.

Determinacién de glicoalcaloides. Los glicoalcaloides se han en--

contrado a la sufiente concentraci6én, como para causar envenena--
miento y algunas veces hasta muerte. Recientemente se le ha impli
cado también como tetratégeno.

Metodologia.

Bushway et al, (26) determimaron la presencia de glicoalcaloi
des en papa.

Preparacidn de la muestra. Las muestras de papa son homogeni-
zadas con una solucifén de metanol-cloroformo (2:1) y filtradas a ’
vacio, el filtrado es concentrado hasta unos mililitros empleando
un evaporador giratorio; la muestra se acidifica con volumen igual
de HCL D.2N y se trata con un limpiador sénico durante 5 minutos,
para ser centrifugado posteriormente; el sobrenadante es decanta-
do y adicionado de hidr6xido de amonio concentrado, la sclucién -
bdsica se puso a bafio maria a 70°C durante 30 minutos y se refri-
gera durante la noche; la solucién es centrifugada por 10 minuiss
a 0°C. Después de que los vapores de amonio se han disipado, se -

adiciona una solucidn de tetrahidrofurano-agua-acetonitrile - - -

(50:30:20).
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Cromatcgrafia. Se emplea una columna de fase inversa (4Eonda
pak/Carbohidrato); la fase mdvil estd compuesta por tetrahidrofu
rano-agua-acetonitrile {53:17:30}; el detector es de UV fijo a -
215 nm.

Los glicoalcaloides &eterminades son « -solanina y «-caconri-

na, que comprenden del 95 al 99% del total de €stas encontradas

en las papas. Los porcentajes de recuperacifin son de 90 a 10€%.



4. CONCLUSIONES Y RECOMENBACIONES,

- La gran cantidad de artficulos publicadecs en los Gltimos afios so
bre una variedad extensa dz compuestos Yy en su mayorfiz con resul-
tados positivos, da una idea del promiscrio futuro de la HPLC; -
tal es el caso, que de cada diez nuevas técnicas de cromatografia
aplicadas a los alimentos, ocho son de HPLC,

- La versatilidad de la HPLC queda comprobada con las determina--
ciones de compuestos tan simples como un carbohidrate y tan com--
plejo como las aflatoxinas; por lo que el desarrolle de nuevas -
aplicaciones en los alimentos debe ser fomentado.

- Existen en M&xico varios aparatos para HPLC, pero su manejo, a
pesar de no ser complicado, requiere de la participacién de gente
preparada para tener un mayor aprovechamiento y cuidado del equi-
peo, ya que el costo de sus materiales y reactivos sor altos.

- La HPLC no es una técnica fija a la que no se le puedan hacer -~
modificaciones, sino al contrario, da una amplia posibtiiidad de -
variables, desde una simple elucién isocritica hasta uma programa
cién de gradiente, de una columna de silica gel hasta una comple-
ja fase ligada, v asi se puede continuar mencionando 1as opciores
que puede proporcionar esta técmica.

La posible recuperacidén de muestras y eluventes despu€s del ani
lisis, da una ventaja incomparable sobre técnicas tan empleada:z -
como la cromatografia de gases, en la cual las muestrzs son deg--
compuestas,

- Dado el gran ntimerc de publicaciones relacionadas con l1a aplizz
citn de HPLC a alimentos, que aparecen periddicamente, s reccrs’
dable actualizar pormanentemente el breve catélepo rexr-ilado e

este trabajo.
-0y -
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