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La cromatografía :.íquida'de ¡;].ta. resolu~i6n~ también llama.­

da cro:c;.atografía li~·..:ida de alta presi6n a ¿e alta rapide::::;, a 

pesar de ser una técnica recie:n'te, descrita por primera \rez en 

tre 19~~-1969, ha te~ido una ccntribución significativa en los 

alimentos y otras áreas de investigaci6n. 

Las primeras separaciones llevadas a cabo por cromatografía 

se acreditan al botánico ruso Tswett, que en 1903 separó pig-­

mentos de plantas por cromatografía de aüsorci6n; pero no fue 

hasta la d~cada de los treintas cuando Kuhn y Lederer, Reichs­

tein y Van Euw 'l1),. utiliziaron la misma técnica para separar 

productos naturales. En 1941, Martin y Synge ( 1), descubrieron 

la cromatografía de pa.rtici6n líquido-líquido, y dieron los 

fundamentos para la cromatografía gas-líquido y los de cromat~ 

grafía lfquido de alt:a resoluci6n (HPLC); también introdujeron 

el concepto de "altura equivalente a un plato 11 que ha sido uti 

lizado has~a nuestros tiempos como medida de eficiencia de la 

cromatografía. Para :finales de los años sesentas, Kirhland, 

Hubert, Horvath, Preiss y Lipsky (lJ, describieron las prime-­

ras técnicas de aplicaci6n del HPLC. 

La HPLC ha tenido una gran aceptaci6n, tanto en la investi­

gaci6n como en los análisis de ru~ina, esto debido a su rapi-­

dez, versatilidad y confiabilidad. 

Se han encontrado tti~a serie de ventajas del HPLC sobre otras 

técnicas analíticas, entre las que se incluyen: 
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a) El análisis de 1=5 componentes de la cue~trn no se ~~­

cuentra limitado por la estabilidad o volatilidad; de hech~~ 

lo HPLC es el m~todc a escoger para una varieC.ad de conpu2s-­

tos térmicamente lábiles o de alto peso molecular. 

b) Muestras acuosas o no-acuosas pueden ser analizada~ 

sin o con pocos tratrunientos previos. 

e) Existe gran disponibilidad de solventes y materiale~ -

de empaque para colum..~a~ lo cual da un altc grado de selec~~­

vidad para análisis específicos. 

d) Los tiempos de separación son cortos, generalmente E~ 

pocos minutos. 

e) Los compuestos separados son fácilmente recuperad.es y 

aislados de la fase m6vil para futuros análisis de caracteri­

zación. 

En el an~lisis de aliment:os se prevé una sustituci6n pau­

latina. de las técnicas existentes por las de HPLC. Esto se in 

fiere de las ventajas mencionadas antericrmente, por la gran 

cantidad de técnicas publicadas que mejoran a las comúnmente 

utilizadas, y de la aceptaci6n de varios métodos come ef!cia­

les por organis•cs como el AOAC, AACC y otros similares. 

A pesar de que un número grande de artículos han sido pu­

blicados sobre ia aplicaci6n de la HPLC en el análisis de ali 

mentos, no existe una revista especiali=ada en este te~a 7 por 

lo que la infor.uaci6n se encuentra dispersa en una grar. cant~ 

dad y variedad d~ publicaciones. Otro punta importante en la 

rcali=aci6n del 'Crabajo r~~-.1pilativo, es el hecho de ~uc i;a.--



aJ El aná:!sis de les ~~mponentes ce la muestra n~ se en­

CU.E:!tra limita~,r, por la est:abilidad e n}latilidad; de hecho, 

1~ BPLC es el n~todo a e;:;~oger para una variedad de compues-­

~:::~ térmicamer:te lábiles o de alto pese molecular. 

o) Muestras acuosas o no-acuosas pueden ser ~nali=adas 

sir.. o con poc;.;s tratamientos previos. 

e) Existe gran disponibilidad de solventes y materiales -

de empaque para columna> lo cual da un alto grado de selecti­

vidad para análisis específicos. 

d) Los tiempos de separaci6n son cortos, generalmente en 

pocos minutos. 

e) Los compuestos separados son fácilmente recuperados y 

aislados de la fase m6vil para futuros análisis de caracteri­

zación. 

En el análisis de ali:aentos se prev~ una sustitución pau­

la.tina de las técnicas existentes por las de HPLC. Esto se in 

fiere de las ventajas mencionadas anteriormente, por la gran 

cantidad de técnicas publicadas que mejoran a las comtínmente 

utilizadas, y de la aceptaci6n de varios métodos como oficia­

les por organis•os como el AOAC, AACC y otros similares. 

A pesar de que un núaero grande de artículos han sido pu­

blicados sobre la aplicaci6n de la HPLC en el análisis de ali 

mentes, no existe una revista especiali=ada en este tema, por 

lo que la infor.maci6n se encuentra dispersa en una gran canti 

dad y variedad de publicaciones. Otro punto importante en la 

reaii::aci6n de!. trabajo recopilativo, es el hecho de que vn;-~ 
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-:rias institu-;:iones educ'.!.tivas y de investigación han adquiri-

-10 cromat6grafos para HPLC; por lo que esta recopílaci6n puede 

ser de gran ayuda, principalmente en la reducción del tiempo -

dedicado a la locali::acién de' infoTiilación sobre técnicas, con­

diciones de operaci6n y bibliografía. 

En consecuencia, el cbjetivo de este estudio es contar con 

un catálogo de técnicas y referencias que faciliten la aplica­

ción de la HPLC a los alimentos. 

Para tal propósito se efectu6 una revisi6n bibliográfica -

de la literatura científica a lo largo de los últimos diez 

años. La información obtenida fue clasificada por grupos de 

compuestos y para cada uno se seleccion6 aquella que se consi­

der6 como la más avanzada. 
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GE~'ERALID .. ~:?ES 

:.1 Parámetrcs Cromatográficos. 

En la HPLC 1 a: igual que las ·demás t~cnicas cromatográficas, -

es necesario conocer cier~os parámetros, así como la forma de 

calcularlos, para poder determinar la eficiencia de la separa-

ci6n, en este caso la eficiencia de la columna, y así escoger 

la más apropiada para el análisis. 

Relaci6n de cauacidad de la columna. 

La relaci6n de capacidad de la columna, k', o simplemente el -

valor de k• del soluto, es el método coml'.inmente empleado para 

indicar la retenci6n del soluto y se calcula según laecuaci6n. 
t -t 

k' = r . o 
to 

donde tr es el tiempo de retenci6n de un pico dado, y t
0 

es el 

tiempo de retenci6n de un pico (o solvente) no retenido. El va 

lor de k' mide la proporción de! tiempo que tarda el soluto en 

la fase estacionaria contra el tiempo que tarda en la fase m6-

vil. 

Nííaero de platos teóricos. 

La eficiencia de una columna cromatográfica se mide por el nrt­

mero de platos te6ricos, N:t del cual la columna es equivalen-­

te, y se calcula segrtn la ecuaci6n: 
t ~ 

N = 16( wr )..:. 

donde tr es el tiempo de retenci6n de un picot y w es el ancha 
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de la base del pico cedido. El núsero de platos de una. colum..11a 

es una medida de la cantidad de dispersi6n de un soluto míen--

tras se desplaza por una columna. 

Altura equivalente de un plato te6rico (H.E.T.P.J 

La H.E.T.?. o simplemente la altura del plato, H, de una colum 

na, esta dado por la ecuaci6n: 

H = L/N 

donde L es el largo de la columna. Se deduce que para valores 

pequeños de H, las columnas son más eficientes. 

Curva de la altura del plato (.C.A.P.) 

La altu~o del rlatc d~ una columna varía con la velocidnd !i--

near del eluyente, u~ según la ecuaci6n: 

la parti~ul~, d , existen problemas cuando se tienen colu~nas 
p 

empacadas con el uisEo wQterial pero con fracciones de vario~ 

tamaños~ ya que inuth.:. ·~ C.:fcrentes C.A.P •• Par,'.} :;:;.,_·i-::crl.::., e;;; 

preferiblo utili:or p~::~~tro5 adimensionales h y r, que sen -

los valores rectti...:i~, .: c:12 á y u respectivamente~ donde: 



Dm= 7.4 X 10-l 2 T ~) 

11 v0 
•
6 

donje T es la te:r.:peratura t ºKJ,, 'i' el factor de asociaci6n del 

eluyente 7 (1 para solventes no polares 7 1.5 para etanol, 1.9 -

para. metanol y 2.6 para agua}, Mes el peso molecular el elu-­

yente7 "Yl es la ~iscosidad del eluyente t~Pa's) y V es el volu­

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

Resoluci6n. 

La resolución, Rs, de dos picos cromatográficos, es la medida 

de su separación y se calcula según su ecuación: 
t 2 _t1 Rs= 2----

Donde t 1 y t 2 son las distancias de retenci6n y w1 y w2 son la 

anchura de las bases de los picos. 

2.Z Equipo empleado en HPLC 

Componentes. 

El cromat6grafo para HPLC consiste básicamente de un alma­

cén de solvente, una bomba, un sistema de inyecci6n, una colum 

na, y un detector unido a un graficador de carta, tal como se 

muestra en el esquema: 

Almac~n 

Inyector Detector Graficador 

Bomba 
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El depúsi ~:- :.=.el solvente puede ser- ;::.;;slquier re:::; iente, -

perc se debe t~=ar medidas g~ra desgasar el solventG, ya sea -

por aplicaci0r. ée vacío, cale~ o por ult~asonificac~é~. Si no 

se elimina el gas, particularr.!::nte en se: '"."entes prótic<:>S, se -

puede provocar la formación de burbujas de aire en la celda de 

detecci6n, con ~a consecuente ruptura de la continuicad del 

cromatógrama. 

Bombas. 

Existen varios tipos de bombas, sister::a directo de presi6n 

con gas, intensificador neumático, reciprocantes y de jeringa 

(tornillo), las cuales se pueden clasificar en dos tipos: las 

de presión constante y las de desplazamiento constante. Por lo 

general la primera es de funcionamiento con aire y amplificada 

neumáticamente, y la segunda reciprocante y de funcionamiento 

eléctrico. Frecuentemente las bombas de presi6n constante tie­

nen una colunma grande de retenci6n, la que hace dificultosos­

los cambios rápidos de solventes; tambi~n son menos apropiadas 

para la programaci6n de gradiente. Las bombas de despla=amien­

to constante de una sola cabeza producen una señal pulsada, 

por lo que se requiere un suprimidor de pulsos. Alternativame!!_ 

te~ una bomba de dos cabezas puede ser utili:.ada con los pist2_ 

nes a 180° fuera de fase para dar un rendi~iento esencialmente 

libre de pulsos. 

El flujo producido por este tipo de bombas es dominado por 

la velocidad del notor eléctrico,, el que es :fácilmente cc!'ltro­

lado electr6nicamentc para pn::>veer un gradie~te. 



La mayoria de las bombas, de ambos ti;?.:DS, dan f _·.:;.j;: n~h:imc 

de iO ml/min. que es el adecuado para la gran mayor~2 de apli­

caciones donde se emplean columnas analíticas. Por l~ general, 

las bombas de desplazamiento constante dan una mayc:T rcproducl 

bilidad, y aparte de su mayor costo, deben ser preferibles. 

Sistemas de invección. 

La inyecci6n de la muestra puede ser llevada a cabo por dos 

diferentes métodos, en columna o vía una válvula, el primero -

puede ser con o sin septum, el cual permite descargar la mues­

tra directamente de la jeringa a la parte superior de la coluro. 

na. De esta forma la columna puede operar en el modo de diáme­

tro infinito, lo que nos lleva a una mayor resolución que obte 

nida si se emplea un inyector de válvula. Las desventajas que 

puede tener son goteo y bloqueo de la aguja. 

Las válvulas de inyecci6n, en las cuales la muestra es in­

troducida a una presilla de retenci6n antes de ser aplicadas a 

la columna, presentan una operaci6n más ccnvenien~e y puede 

ser fácilmente automatizada, comiinmente por activaci6n neumáti 

ca su inconveniente es que la muestra se diluye antes de la co 

lWIUla y no se puede aprovechar el efecto del diámetro infini-­

to. Las válvulas de inyecci6n desperdician muestra~ ya que se 

requiere un exceso de soluci6n para asegurar que la presilla 

está completa~ente llena. 

Columnas. 

La mayoría de las columnas para HPLC están construidas de 

acero inoxidable. El largo de la columna varía er.:~re 100-SOG 
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Es i:!'.lportante que el interic'.:" ce la coluc.:;a sea liso y li-

bre de s~ciedad y 

Detecte res. 

Una gran cantidad de detecto:::-es se encue:?.tran disponibles 

para su uso en siste~as de HPLC> ;ero de éstos sólo el detec­

tor ,de ultravioleta (UV), el de fluorescencia y el refract6me­

tro difere~~ial son de uso común. 

Los detectores de UV pueden operar a longitud de onda fi-­

j a, generalmente a 254 mm con una lámpara de mercurio, o sobre 

todo el rango del ultravioleta utilizando una lámpara de deute 

río. El detector de longitud de onda fija tiene una mayor sen­

sibilidad, debido a la mayor intensidad de la radiaci6n inci-­

dente, pero su aplicación es limitada. El detector de longitud 

de onda variable puede ser ajustado a una longitud de onda de 

máxima absorci6n de los compuestos de interés, además, algunos 

tienen una fuente de tungsteno (wolfromio) el cual amplía la -

detección a la regi6n visible. Los detectores de fluorescencia 

son de uso limitado, pero para aquellos compuestos que son 

fluorescentes, el límite de detecci6n es considerablemente me­

nor que el de UV. La sensibilidad se incrementa significativa­

mente con el uso de una celda de flujo empacada con un soporte 

sólido. El refract6metro ha sido llamado el detector universal~ 

ya que da respuesta a todos los co~puestos que provocan dife-­

rencia entre el índice de refracci6n del eluyente de la columna 

y el del solvente. Sin embargo, su sensibilidad es eonsiderable 
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-me?r:.te menor que el de UV y el de fluorescencia, y sc:o (;5 em­

pleado cuando ~stos dos no son apropiados, como es el caso de 

los azúcares. 

Ctros detectores han sido utilizados en HPLC, incluyendo 

aparatos electroquímicos y sistemas de transporte unidcs a de­

tectores de ioni:::aci6n de flama y más recientemente espe::tr6m~ 

tras de masa. 

2.3. Aspectos prácticos de la HPLC. 

Fase m6vil. 

Al contar con un número limitado de soportes, la selectivi­

dad de la HPLC se consigue con la variaci6n de la temperatura -

de columna o con la composición de la fase m6vil. 

Las columnas de HPLC pueden ser operadas.. isocrática:mente, o 

sea la composición del eluyente se mantiene constante o puede -

ser en forma de eluci6n de gradiente en el que la composici6n -

de la fase móvil varia durante la operaci6n. Este sistema tam-­

bi~n puede emplearse en programación de flujo, en el cual la ve 

locidad de flujo del solvente~ en vez de su composición, se ca~ 

bia durante el análisis. Esto es particularmente útil cuando se 

emplea detecci6n por índice de refracción, ya que la eluci6n de 

gradiente no es aplicable. 

Materiales de empaque. 

El gran n'ÚJD.ero de compuestos químicos que son analizados e~ 

mo componentes de los alimentos, significa que son necesarios -

una gran cantidad de diferentes materiales de empaque para co-­

lumna • La fase estacionaria comúnmente utilizada es sí1ica, la 
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cual puede ser empleada si.n modifica:- r donde el proceso ero::!~ 

tográfico ~s é:: adsorci('.':::. G una sl:!ica modificada por la m1i6n 

de grupos f6ncionales ce~ los grupos silanol, para dar un sis­

tema de partición~ La sí1ica puede ser utilizada con una gran 

variedad de solventes~ abarc2ndo un intervalo amplio de polari 

dades 7 aunque para compuestos muy polares, tales como aminoáci 

dos y azUcares 7 es más conveniente separarlas en fases de sili 

ca modificada. Cuando el grupo ligado a la silica es de natur!!_ 

leza hidrofóbica,, por ejemplo el grupo c18 , la fase estaciona­

ria trabaja en forma de fase inversa, donde los compuestos me­

nos polares (mas hidrofóbicos) son fuertemente retenidos. 

El grupo funcional ligado puede poseer propiedades de in-­

tercambio i6nico 1 por ejemplo, un grupo ácido sulfónico. Estas 

fases estacionarias se utilizan para componentes i6nicos de 

los alimentos, tales como aminoácidos y nucle6tidos. Alternati 

vamente~ los compuestos i6nicos pueden ser cromatografiados 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 separaci6n~ es extremadamente ~til cono­

cer las fórmulas de los solutos. Si moléculas parecidas o de -

la misma clase han sido ya separadas este sistema puede ser te 

mado como un razonable punto de partida. Las piezas más impor­

tantes cuando se realiza una separaci6n no conocida san: 

- La f6rmula molecular 6 la presencia de grupos funcionales CG 

nocidos especialmente grupos básicos 6 ácidos. 
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- La solubilidad de las moléculas en solventes orgánicos v en 

agua, ácidos o bases. 

- El espectro U\- (~sumiendo que un detector de UV es em?leado! 

para asegurar que la detecci6n se realiza donde la Eolécul.:: 

tiene una absorbancia razonable. 

La presencia de impurezas; es esencial identificar el s~luto 

de interés y no un ~aterial extraño o impureza. 

- Contar con informaci6n de cromatografía de capa fina ~TLC). 
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3. METODOS Y TECNICAS ?JR GRUPOS DE COMPUESTOS. 

3.1 Carbohidratos. 

Los carbchidratos s2 encuentrau entre los compuestos más 

abundantes en la naturale~a; por lo que el análisis de azúca-­

~es es de considerable y creciente importancia en la industria 

alimentaria, tanto en el desarrollo de nuevas tecnología~ para 

procesamiento y 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 panadería, cereales, miel~ pro-­

duetos lácteos, hidrolizados de almid6n, jarabes de maíz con -

alto contenido de fructucsa, melazas, extractos de soya, etc., 

requieren de uno o más métodos a~alíticos para su control de -

calidad en su contenido de sacáridos. 

Además de los usos industriales, los análisis son impor-­

tantes en el campo de la investigación biol6gica y m~dica~ 

En los tíltimos años gran cantidad de trabajos han sido pu 

blicados sobre la aplicaci6n de la HPLC al análisis de carbohi 

dratos, debido a las vent:ajas que tiene sobre las demás técni­

cas existentes; la cromatografía gas-líquido que da buena re-­

producci6n, separaci6n y rendimiento, tiene el inconveniente -

de necesitar la formaci6n de derivados de los azúcares, debido 

a la baja volatilidad de éstos, lo que nos daría algo de impr~ 

decibilidad }" lentitud; los métodos colorim~tricos existentes, 

cuentan con 1:.t sensibilid:d y reproducción necesaria, pero son 
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inespecíficos y :entes; les m~todos e~=imáticos pre~e&tan el 

problema de pen:itir solo la determinaci6n de un corepuesto -­

poT análisis y s~ Fosto, ya que las en=imas inmovili=adas ti~ 

ne~ un período de vida de dos semanas; la cromatografía de ~~ 

pa fina, de pape: y los métodos de re1ucci6n de cobre son mús 

lentos, requiriendo preparaci6n de las muestras. 

Metodología. 

Un gran avance se ha conseguido en el análisis de carbo­

hidratos con la introducci6n de nuevas columnas para la HPLC 

(fases ligadas a aminas o a carbohidratos), por lo que una -­

gran cantidad de artículos han sido publicados. En la mayoría 

de los artículos revisados los autores emplean columnas ABon­

dapak/Carbohidrato, Hurst y Martin l1,2,3J, Damon y Pettitt -

(4J, Brandao et. al. t5), Richmond et. al. t6), Warthesen y -

Kraaer l7), Thean y Funderburk (8), Black et. al. (9,10) 1 

Duruaire 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 una columna de fase ligada a una amina; Engel y -

Olinger (18) utilizan una collllllla de intercambio i6nico; y 

Aitzetmuller (19j, Aitzetmuller et. al. (20) y Johnock y - -

Wagstaffe (21) emplearon silica gel adicionado de un modifica 

dar de amina. 

El detector utilizado por la mayoría, es el de índice de 

refracci6n, a excepci6n de.Lawson et. al. (13,14) que emplean 

un detector de u\·, lo que le da un mayor poder de detecci6n, 

a nivel de nanogramos, pero con la inconveniencia de necesit~~ 
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con:puesto cr~~:::::r0. 

La fase =S7:J se enc~e~trs formaca por una mezc:a de ace­

toni trilo-agua ~-:3) en ¡~ mayoría de las técnicas; Brandao et 

al. (5) y Ricfil::~nd et. al. (6) ocupan u.~a fase eluyente de ace 

tonitrilo-agua-etanol~ a una relaci6n de (85:15:5), la que in­

crementa la res:=;luci6n y disminuye el tiempo de análisis, las 

explicaciones que se dan a esta mejora son, el etanol compite 

con los azúcares por el sitio activo de la fase estacionaria, 

pero sigue permitiendo un alto grado de interacci6n y selecti­

vidad; esto permite un decremento del tiempo de retenci6n de -

los azúcares presentes en el sistema; el etanol disminuye la -

disponibilidad del agua para que soluhilice los azúcares y es­

to en cambio incrementa el tiempo de retenci6n. 

Preparación y extracci6n de muestras. 

Hurst et. al. tl,2,3) determinaron la presencia de fructuo 

sa, lactosa, glucosa y sacarosa en diferentes tipos de Jlllestras 

chocolaLes, bebidas, frutas, lácteos, frutas procesadas y galo 

sinas. 

Las muestras de chocolate se desgrasan con éter de petr6-­

leo, son pulveri=adas y disueltas en agua caliente. calentando 

a baño María, S5-90°C por ZS minutos, se enfría y centrifuga, 

el sobrenadante se filtra por un filtro de jeringa. 

Bebidas, ~s~as s6lo son filtradas, las carbonatadas se des 

gasifican. Las ~ratas frescas y procesadas se homogenizan y e!. 

traen con una me::.::1:3. de metanol-agua-ácido acético ('.''9: 20: l). 
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Productos lácteos lhelados, pudings y yognrtsJ y golosinas 

~galletas, pasteles y barras de dulce) se extraen con agua a -

'70-SOºC. 

Uno de los métodos de extracci6n y seperaci6n más comple-­

tos es el de Dunmire y 0tto L11J, en el que determinan la pre­

sencia de fructuosa, glucosa, sacarosa, melobiosa, rafinosa r 

estaquiosa, en una gran i..-ariedad de alimentos y en un amplio -

rango de concentraciones. La técnica de prepara:ci6n de las - -

muestras consiste, principalmente, en la extracci6n con una so 

luci6n de etanol-agua (50:50); para muestras conteniendo menos 

del 50\ de proteína se extrae s6lo con agua,. sometiéndolas a -

baño s6nico a una temperatura aproximada de 50°C. por una ho-­

ra, agitando posteriormente. Las muestras con alto contenido -

de grasa, se lavan con clorofor.mo y se les ajusta el pH a 4.5, 

utilizando ácido acético para las de al to contenido prot!Hco, 

para precipitar las proteínas, se centrifuga y limpia en una 

minicolumna empacada con Corasil AX y Porasil B/c18 , y una fa 

se mdvil de acetonitrilo-agua (75:2SJ; las muestras quedan ya 

listas para la HPLC. 

En la mayoría de los artículos revisados, los investigado­

res realizaron sus extracciones con mezclas de etanol-agua o -

solamente agua; la desprotenizaci6n se lleva a cabo con ácido 

acético o acetato de plomo o ácido t:ricloroacético. 

Black et. al. (9,lOJ determinaron sacarosa, rafinosa, esta 

quiosa y,.8-ciclodextrina en soya; se considera que la rafinosa 

y la estaquiosa son responsables de problemas gastrointestina­

les asociados con alimentos conteniendo soya enter2 
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~. 
1,.._..,_ ... anali:.rnrc:: :fru-

ta~ :: ~:imentns di~=~tic0s ~2~~ determinar la presencia de --

fruct&~sa, glucosa~ sorbitol; sacarosa y maltosa. 

Ceg!a y Bell (~~- determinarDn carbohii~atos solubles, gl~ 

cosa, sacarosa, re::-:.3.osa y estaqttios:i, en hcrinas desgrasadas 

de semillas oleagin0sas. 

Damon y Pettit: [4) determinaron fructuosa, glucosa y saca 

rosa en melazas. 

Engel y Olinger (18) determinaron psicosa, maltotriosa, -

fructuosa, dextrosa, maltulosa y otros disacáridos en jarabes 

de maíz. 

Warthesen y Kramer (7) analizaron leche y helados para de-

terminar la presencia de fructuosa, glucosa, sacarosa, maltosa 

y lactosa. 

Shaw et. al. l15} determinaron la presencia de glucosa, -­

fructuosa, D-manno-heptulosa y perseitol (alcohol de siete ca!. 

bonos). La manno-heptulosa posee la habilidad fisiol6gica de -

causar inhibici6n de insulina en humanos. 

Thean y Funderburk (8) empleando acetonitrilo y agua en la 

extracci6n, determinaron en mielest levulosa, dextrosa, sacaro 

sa, maltosa e isomaltosa. 

3.2 Lípidos 

El análisis parcial de lípidos en los alimentos ha sido -

siempre problemático, las técnicas existentes de cromatografía 

de gases, capa fina y métodos enzimáticos no son lo completa--

mente satisfactorios en las determinaciones cm:mtitativas. La 
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aplicaci6n de la HPLC al análisis de lfpidos, no ha sido bien 

aprovechada, debido principalmente a la falta de detectores -­

apropiados, en los_ últimos años este problema ha sidc sobrepa­

sado en su mayor parte, con el desarrollo de nuevos detectare~ 

y con las t~cnicas de derivaci6n de compuestos no-absorbentes 

de UV a unos que si absorban. 

Metodología. 

La mayoría de los investigadores que han reportado t~cni­

cas para determinar lípidos, ha sido sobre mezclas de éstos y 

no directamente en alimentos. 

Plattner et. al (1) realizaron una separacidn rápida de -

triglicéridos 1 de acuerdo al largo de su cadena y al grado de 

insaturaci6n. 

Preparación de la muestra. Las muestras de aceite solo son 

disueltas en cloroformo. 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa (~BO!!., 

dapak cí 8); la fa:se m6vil puede ser 11.etanol-agua o acetonitrilo 

agua (2:1); el detector es un refract6metro diferencial. 

Herslof et. al. (2) separaron triglic~ridos de muestras -

artificiales> con resoluci6n hasta en compuestos que solo dife 

rían en dos grupos metilo. 

Cromatografía. Se emplea una colu:ana de fase inversa (Nu­

cleosil c18); la fase móvil está compuesta por acetonitrilo-ac!:_ 

tona (1:1) 6 :metanol~acetona (3:2),. siendo la primera la más -

apropiada para •uestras de aceite natural; el detector es de fn 

dice de refracci6n, dando una :mayor respuesta para glicéridos 
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saturados q~e para los i:2aturados. 

Aitzat~~ller l3) des~ribió una ~~cnica que ruede ser apli­

Cdua al análisis de mezc:~~ de mono-~ ci- y trig~icéridos> e~u!_ 

sificantes, algunas grasa~ de semill~s y productcs técnicos ta­

les como aditivos de polfceros. 

Cromatografía. Se emplea una colmn.na empacada con silica -

gel; la fase móvil es una eluci6n de gradiente, con tres me=-­

clas de solentes, A tetracloruro de carbono-isooctano (34:66)~ 

B cloroformo-dioxano-hexano (40:11:49} y C cloroformo-metanol­

éter diisopropílico (34:36:30); el detector es de transporte -

flama-ionización. 

Kiuchi et. al (4) determinaron di- y triglic~ridos, ácidos 

grasos y esteroles, que permitió el análisis total de lípidos -

en soya y productos de soya. 

Cromatografía. Se emplea una coluana empacada con MicroPak 

SH-10 y una precolumna con Merkosorb SI-60; la fase móvil es -­

una eluci6n de gradiente, compuesta por un solvente A~ hexano­

cloroformo (9:1) y etanol como solvente B, el solvente B pasa -

de O\ de la fase inicial hasta 70\ a un gradiente de concentra­

ción de 3\/minuto, manteni~ndose constante durante 30 minutos; 

el detector es de ionizaci6n de flama. 

El mínimo detectable es de O. 1 a 1 .4 ;{ g, 

'!'weeten y l!ictzel (S) determinaron derivados de ácidos gra-­

sos en extractos de granos. 

Preparaci6n de la muestra .. Los granos son moliccs hasta pe;_ 

vo fino, secado a vacío, los lfpidos ser. extraídos .:on un sol-~ 

vente orgánicc, el cual se c\•apora, ha: éJ una corrierite de ni tr~ 
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-geno. La muestra es di~uelta en cloroformo-metano (Z:1); ln 

concentración se ajusta de 0.5 a 2.5 moles/2 ml; se adiciona 

hidr6xido de pota~io 0.05 N en metanol, hasta que la concentra 

ción molar de la base sea de 9:1 con respecto al ácido poteL­

cial,, se adiciona una go-:;a de fenolftaleina al 0~1\; la mues-­

tra se pone en un evaporz¿~r rotatorio y se mezcla durante 2 -

minutos; el recipiente de la muestra se sumergió en un baño de 

aceite a 45-SSºC, girando constantemente hasta evaporaci6n del 

solvente (esto se nota con la desaparición del color rosa de -

la muestra). 

Derivación. Se adiciona el bromuro de p-bromofenacil/éter 

en acetonitrilo a una concentración de por lo menos 25 veces -

más que el contenido potencial de ácidos grasos. El tiempo de 

derivación es de 30 minutos a 75-BOºC en un bloque de digesti6n 

de aluminio. 

Cromatografía. Se emplea una columna empacada con Spheri-­

sorb ODS; la fase móvil es metanol-agua (90:10); el detector -

es de u-v fijo a 254 nm. Los ácidos grasos determinados son, ai 

rfstico, palmftico, '·':lllargaricol (heptadecanoico) , esteárico, li 

nol~nico, linoleico, mezcla de palmftico y oleico. 

Los resultados son similares a los obtenidos por cromato-~ 

grafía gas-líquido. 

Borch (6) separ6 ácidos grasos de cadena larga en forma d~ 

sus esteres de fenacil. 

Preparaci6n de la muestra. Se hace reaccionar los ácidos = 

grasos con soluciones de bromuro de fenacilo (1Z mg/nl) y tri~ 

tilamina (1 O mg/ml) en acetona en proporci6n de ~ ;::, : : : 1l respe_, ~ 
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~tiva.mente~ ¿ejando rer=-~~:· un <lía. 

capak c18 )~ la fase móvi~ es aceto~:~=ilo-agua ;~~gramada de una 

relaci6n de 67':33 a 95:5; el detecte:.- de UV se :::..:a a 254 nm. 

Los §cides separados son: laúric:::i, miristc:e:.":::o) linolénico, 

mirística, araquid6nico s iinoleico, cicosatrie:r..;:,ico, palmítico, 

oleico, petroselinico, eicosadienoica, esteáricc, araquídico, -

behenico, lígnocérico, heptadecanoico, nonadecancico, eurícico, 

heneicosanoico y nervónico. 

La técnica proporciona resoluci6n de las me=clas de ácidos 

grasos hasta en niveles de microgramo. 

Determinaci6n de colesterol. La determinación de colesterol 

en los alimentos ha tomado importancia, debido a los cuidados -

que en su consumo deben tener pe:r:sonas con probleaas circulato-

rios. 

Newkirk y Sheppard {7) desarrollaron un método que emplea -
• el ester benzoato del colesterol para medir el colesterol en --

los alimentos. 

Cromatografía. Las muestras extraídas se separan en una co­

lumna de fase inversa (~Bondapak c18); la fase a6vil es metano! 

al 100\ el detector de UY fijo a 230 nm. 

El mínimo detectable son 10 ng; los porcentajes de recuper!_ 

ci6n para el colesterol adicionado a una variedad de alimentos 

es de 98.7+1.8\. 

El contenido de colesterol determinado por HPLC es similar 

al obtenido por cromatografía gás lfquido. 
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3. 3 Ccr::::;;mestos Ni 'trogenados. 

Los principales compuestos nitrogenados, son las proteínas.-­

Por su importancia fisiológica y estructural son indispensables­

en la dieta humana. Las proteínas están compuestas por péptiG.os-

y estos a su vez por aminoácidos, esenciales y no esenciales; es 

tos últimos pueden ser sintetizados en el organismo huma~o. 

Las proteínas veg(tales son escasas por lo general er. uno o -

más aminoácidos esenciales (zeína escasa en triptófano, frijol ~ 

en metionina, trigo en lisina, etc.), mientras que las proteínas 

animales son más completas, pero debido a su alto costo, en com­

paración con las vegetales, su consumo en lo general es reducido 

entre la gente de escasos recursos. 

Este problema se ha tratado de combatir en muchos pa!ses por­

medio de suplementaci6n o por fortificaci6n de los alimentos de­

ficientes en algunos aminoácidos esenciales. 

Otro problema es la pérdida de valor nutritivo en los aliaen­

tos procesados,, ya sea por desnaturalización de las proteínas o 

debido a reacciones de oscureci•ien1:o tipo t'Maillardn. 

Metodologías. 

DeVries et. al. (1) determinaron tript6fano en varios produc 

tos aliaenticios; el m~todo es siaple y rápido en comparación -

con los ya existentes. 

Preparación de las muestras. Las muestras secas son molidas-

y pulverizadas y pasadas por una malla número 40. 

Hidrólisis. Las muestras son hidrolizadas con una solución de -

Pronase (Calbiochem grado B, 4Sx10 PUK/g) disuelta en una s::~-



.::ion regu1adoYé1 de fosf a.tos a un pB de 7. 5. 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa ( J:{Bond!!_ 

pak c18); la fase móvil est~ compuesta por acetato de sotlio-ace­

tonitrilo-agua (1g+8nl+991rnl) 7 el pH se ajusta a 4.0 con á~ido -

acético; el detector es un espectrofluoromonitor a una excita---

ci6n de 295nm y emisi6n a 320nm. 

La detección es a niveles de .qg/ml, los porcentajes de recup~ 

raci6n varían de 91.8 a 100% para los diferentes alimentos anali 

zados. 

Schuster (2) determinó aminoácidos libres en bebidas (jugo de 

naranja, vino, cerveza) sin preparaci6n alguna. 

Cromatografía. Se emplea una columna empacada con LiChrosorb­

NH2; la fase m6vil consiste de un solvente A, fosfato monob~sico 

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 200nn. 

Peterson y Warthesen (5) detenninaron lisina total y disponi~ 

ble, en mezclas de proteína-carbohidratos. La lisina es un amino 

~cido limitante en muchas proteínas vegetales, y debido a la pr~ 

sencia de un grupo 'E-amino, esta sujeta a reacciones que nos pu!:_ 

den dar como resultado un aminoácido esencial nutricionalmente -

no disponible. La medición de lisina disponible es necesaria en­

alimentos que han sido procesados o almacenados en presencia de­

azúcares reductores. 

Preparación de muestras. Una cantidad de muestra es humedecí-

da con una soluciSn de bicarbonato de s~¿io al 8~ s~ le agrega -



etanol conteniendo FDNB, se agita durante dos horas ,,- pcstericr­

mente se evapora el etanol. 

La muestra se refluja por 16 horas con ácido clorhírlrico 8.1~, 

después de la hidr61isis, la muestra es filtrada en cG.liente :- -

diluida con agua, se toma una alicuota y se filtra por una mec-­

brana de O. 2 Jl m. 

Cromatografía .. Se emplea una columna de fase inversa (;.{Bond.a 

pak c18); la fase m6vil esta compuesta por acetonitrilo-soluci6n 

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 comparación con el m§todo espectrofotom6trico, los valores 

de lisina son •enores, pero se presume que es debido a la presen 

cia de compuestos de interferP-ncia en el método espectrofotomE-­

trico que dá valores más altos. 

Detenninaci6n de lisina total~ La muestra se refluja por 18 ~ 

horas con ácido clorhídrico 6,0N. El pH se ajusta a 9.0 con hi-­

d.róxido de sodio 6N; se forma un derivado didansilo agregando -­

una soluci5n reguladora de borato O.SM pH 9.0 y cloruro de dans! 

lo 150mM en acetona; se aezcla y deja reposar en la oscuridad 

por una hora~ y finalmente se filtra. 

Los porcentajes de recuperaci6n son de 95\. 

Warthesen y Kramer (4) desarrollaron un m~todo para evaluar -

la estabilidad de lisina libre en productos de harina de trigc -

fortificados con lisina. 

Debido a que las proteínas del trigo son bajas en lisina~ se­

ha propuesto la fortificaci6n de alimentos derivarles del trig= -

con lisina,. para 11ejorar su valor nutr1ciona1. Reac;:1ones de :.a-



lisina con a=úc~r~s redu~tores puede llevar a p6rdida~ de lisina 

dur~r.~e tratanientcs térmicos. La estabilidad de lisina adiciona 

da en product~s de cereal es de importancia, ya que la cantidad­

de lisina que ~~eda después del tr~tamiento t~rmico puede ser 

considerablemer:te menor al adicionado antes del tratamiento. 

Preparación de las muestras. tas muestras de harina se mez---

clan con ácido tricloroacético al 12%, se agita y centrífuga; el 

pH del sobrenadante es ajustado a 9.0 con hidrxido de sodio SN y 

diluido con una solución reguladora de borato 0.1M pH 9.0; las -

muestras de masa y harina se extraen, mezclando primeramente con 

agua y con ácido tricloroácetico al 40%, se centrífuga y se mane 

jan de la misma forma que las muestras de harina. 

Densilaci6n. Esta es llevada a cabo agregando a una alícuota­

de la muestra preparada una solu~i6n reguladora de borato 0.1M, 

posteriormente adicionando cloruro de dansilo 10mM en acetona~ -

mezclando e incubando en la oscuridad a 40ºC. La muestra se fil-

tra en una membrana de O • 2 .qm. 

Cro~atografía. La columna empleada es de fase inversa (,t.(Bon~ 

dapak c18); la fase móvil esta compuesta por acetonitrilo-solu-­

cion reguladora de fosfáto disódico 0.01M pH 7.0 (2:5); el dete~ 

tor de absorbancia se fija a una longitud de onda de 254nm. 

Los porcentajes de recuperaci6n son de 85.5\ en presencia de 

celulosa, 70.6\ con sacarosa y de 20.9~ con jarabe de maíz alto­

en fructuosa. El pan de levadura elaborado con harina fortifica­

da (o.5% de hidrocloruro de lisina~ da una recuperación de 23\ -

para la corteza y 9n para el migaj6n, con un promedio de 85\ P!!. 

ra e::. total del 



O;Keefe y Warthesen (5) determinaron :~ estabilidad d~ metio­

nina libre en alimentos fortificados. 

La metionina es un aminoácido esencial sulfurado que al agre­

garse a alimentos deficientes provoca un aumento del PER en ani­

males de laboratorio y un aumento de retención de nitrógeno en -

humanos. La sobrefor~ificaci6n de metionina nos puede llevar a -

efectos daftiftos, resultantes del desbalance o de los efectos t6-

xicos de la metionina en exceso. 

Preparación de muestras~ La muestra seca (proteína de soya --

40%, D-glucosa O a 41, DL-metionina 0.5\ y cuanto baste para 100% 

de celulosa microcristalina) y •olida es adicinada de metanol al 

10\, posteriormente se agrega ácido tricloroac~tico al 40\; se -

filtra a vacío y el residuo es lavado con agua. El pH del filtr!_ 

do se ajusta a 9.5 con hidróxido de sodio SN, aforando con agua. 

Dansilación. Una alícuota de la muestra es mezclada con clo­

ruro de dansilo 10mM (1-dimetilaainonaftaleno-5-sulfocloruro) en 

acetona; cantidades iguales de l!JUestra y solución reguladora de -

borato 0.1M pH 9.5 se mezclan por una ñora a 40°C. 

Cromatografía. Se emplea wia columna de fase inversa (J.(Bonda 

pak c18); la fase m6vil está coapuesta por acetonitrilo-soluci6n 

reguladora de fosfato disódico O.OlM pH 7.9 (1:4); el detector -

de absorbancia se fija a 254run. 

El 1dniJ11.o detectable es de 10ng; el m~todo t:ambién sirve :r-4::.a 

medir el sulf6xido de metionina (nutricionalmente aprovechab!.e_­

y la sulfona de metionina. 

Saetre y Rabenstein (6) de-tenünaron cisteina y glutation :-.-

- 26 -



fr~:2s. Estos son los pric~~?3les tioles n~-proteíc0~ de las -­

pl$~tas. Se cree que estos tioles est'~ ~e:acionados :on varios 

aspectos fisio15gico: de la~ ~lantas, t~:~s como, trar.sporte de­

elFctrones y fosforilación d:r?"ante ln fc.:~~s:íntesis, división ce­

lular, mantener el ácido ascórbico en su forma reducida, endure­

ci:niento por congelado y en la regulación de la maduración de pe 

ras. 

Preparación de muestras. Una muestra de jugo de fruta se mez 

cla con una cantidad similar de ácido fosf6rico al 2~, se centrí 

fuga y el sobrenadante es filtrado en un filtro Millipore de --­

o.45 .l{m. 

Cromatografía. La colwnna empleada se empaca con una resina 

de fuerte intercambio aniónico (zipax SCX); la fase m6vil está -

constituida por ácido fo.sf6rico al 0.51,, desaireado con oxfgeno­

libre de nitrógeno; se emplea un detector electoquímico operado­

ª +0.1 V contra un electrodo saturado de calomel. 

Los límites de detecci6n son de 2~M para glutation y de 3J(M ~ 

para cisteina .. 

3 • ..J Vitaminas. 

Uno de los aspectos que dan mayor calidad al suministro de 

alimentos es su contenido vitamínico. Desde un punto de vista 

bio16gico, comemos para sobrevivir y el patrón de nuestros requ~ 

rimientos nutricionales se ha desarrollado durante un largo pro­

ceso evolutivo en el cual el hombre se ha adaptado al medio. Aun 

que ciertos procesa.nientos de alimentos. tales como el cocido, -

son muy viejos 7 es solo hasta los últimos 150 años que se ha em­

pe=ado a consumir una partt' significativa de nuestro<;: alimentos 
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en una forma procesada (fábricas). 

La industria moderna de alimentos ha contribuido enormemente 

a los estatus de la salud pública. Esto es considerando que e~-­

la actualidad es posible ali•entarse con una dieta balanceada -­

con todo tipo de alimentos,, en cualquier temporada del año y/e. -

en cualquier localización geográfica. 

Al mismo tiempo, la tecnología moderna ha introducido una Pª!. 

te de problemas. Algunas veces ha sido resultado de un conoci--­

miento inadecuado; pero casos trágicos de enfermedad y algunas -

veces muerte, han ocurrido cuando valores de nutrientes esencia­

les se han perdido, debido a ignorancia, falta de cuidado o a -­

una falta de principios a la práctica de buena manufactura. En 

el pasado, nuevos a~todos de procesamiento rara vez han sido in­

culpados de su contribución en la retenci6n o pérdida de nutrien 

tes. 

Varios procesos,, tales COllO el congelado o reconstituci6n de­

alimentos deshidratados, pueden traer beneficios en el desarro-­

llo del procesamiento, pero taabi!n pueden llevar a pérdidas de­

vitaminas más altas de lo noraal. Un producto alimenticio, para­

tener una calidad nutricional aceptable, tiene que proveer gene­

ralmente aquellos nutrientes nol'Jllales, característicos de su gl!!. 

po alimentario. 

3.4.1 Vitaminas Hidrosolubles. 

Los métodos oficiales o de uso común para el análisis de Yi~!. 

minas hidrosolubles por lo general son tediosos, lentos y en a~­

gunos casos emplean reactivos tóxicos, tales como el uso de br-:­

muro de cian6geno para la det:enrinaci6n de> niacina. E~ ':"(\r lo --
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;::ua! se han desarrollado téc::icas de HPLC p.J.ra facilitar y dismi 

nuir el tiemp~ ~e análisis. 

:.tetodologías .. 

Willis et. al. (1) desarr:::laron una técnica general para el­

análisis de vitaminas hidrcsclubles. 

Cromatograf'f~. Se emplean dos diferentes tipos de columnas" -

unal{Bondapak c18 y una Bondapak NH2• Con la primera se pue­

den obtener la resoluci6n de 1 vitaminas (piridoxina, riboflavi­

na, niacina, B12 , tiamina, ácido ascorbico, ácido f61ico) de una 

mezcla de estas en un solo análisis, requiriendo menos de 40 mi­

nutos para llevar a cabo la determinaci6n .. Con la segunda colUlll­

na se determinan todas las vitaminas a excepci6n del ácido fóli­

co, pero el tiempo de análisis es menor, aproximada.mente 15 minu 

tos. 

La fase móvil utilizada es una mezcla de metanolpagua a con-­

centraciones de (70:30} a (80;20). Empleando diferentes sales 7 

soluciones reguladoras y reactivos PIC (fosfáto de terbutil amo-

nio y ácido tetrabutil amonio} 7 para mejorar la rasoluci6n; el ~ 

detector es de UV operado a 254nm. 

Toma y Tabekhia (2) deterainaron la presencia de vitaminas B­

(tia.aina, riboflavina y niacina) en arroz y productos derivados. 

Preparación de las muestras. Primero se cuece el arroz por 10 

minutos, se enfria inmediatamente y seca por congelación al va-­

cío; las muestras son molidas, se les adiciona H2so4 0~1N> some­

tiéndolas a autoclave durante treinta minutos a 15 psig. Después 

de enfriar, el pH es ajustado a 4.5 con acetato de sodio 2.0M. ~ 

Takahadiastasa 1.0M y papaína son agregadas e incubadas a 35ºC.-



las muestras se diluyen con agua desioni~ada y filtra en papeL.­

Una alicuota es refiltrada en un filtro de clarificación. 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa (.t{Bon­

dapak c18); la fase móvil está compuesta por metanol-agua-ácido_ 

acetico (39:60:1) adicionada de los reactivos de partición par­

i5nico PLC-5 (ácido pentano sulfónica) y P!C-7 (ácido heptano -­

sulf6nico); el detector de UV es fijado a 254nm. 

Los porcentajes de recuperación son semejantes a los obteni-­

dos por los métodos de la .AACC,. pero la técnica de HPLC es más -

fácil y rápida. 

Ang y Moseley (3) determinaron tiamina y riboflavina en carne 

y productos derivados. 

Preparaci6n de muestras: Muestras de carne de gallina, carne 

molida, salchicha, mortadela y carne de puerco son molidas e hi­

drolizadas con HCl 0.1N a 121°C en autoclave por 30 11tinutos. El 

pH se ajusta entre 4.0 y 4.5 con acetato de sodio 2M~ y se le 

adiciona soluciones de enzima, takahadiastasa al 51 y papaína al 

1G\ y se incuba a 42tl'_45ec. Las protefnas son precipitadas con­

ácido tricloroac~tico al 501, la solución es calentada, diluida 

y filtrada. 

Determinación de riboflavina.- Para convertir riboflavina ~ 

en lumiflavina, se toma una alícuota de la muestra filtrada y -

se ajusta el pH entre 10 y 12 con hidr6xido de sodio al 15\. 

La muestra se irradia con luz UV durante 30 minutos,. inmediata..­

mente se adiciona ácido acético glacial, un 10'f. de la alícuota. 

La muestra se extrae con cloroformo. el extracto es deshidra 

tado con sulfato de sodio anhidro. 
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Determinaci6n. d:::- tiamina.- Una alicuota del filtrad.o es oxid~ 

da con una soh.:ci:1.r: alcalina de ferricianuro de potasio al 1 % y­

e! tiocromo resultante es extraído con alcohol isobutí!ico. 

Cromatografía. Se emplea ilna columna empacada con spherisorb 

silica 20 micras; la fase móvil está compuesta por cloroformo-ro~ 

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 límites de detecci6n para tiamina y riboflavina son de -~ 

0.05 ng y O.OZ ng respectivamente, y los porcentajes de recupera 

ción variaron de 84.4 a 94.2% para tiamina y de 88.1 a 99.9\ pa­

ra riboflavina. 

Kamman et. al. (4) tambi~n determinaron tiamina y riboflavina 

pero en alimentos fortificados {hojuelas de ma!z, trigo, harinas 

de trigo y arroz precocido). A diferencia del m~todo anterior,­

este ocupa un detector de UV, eliminando así los pasos para obt~ 

ner un compuesto fluorescente, pero se observa un aumento en elp 

mínimo de detecci6n. 

Preparación de la muestl"a: Una muestra molida es disuelta en­

ácido clorhídrico O.lN y sometida a autoclave por 30 minutos a -

15 psi. Despu~s del enfriamiento se centrifuga; el sobrenadante 

es decantado y filtrado. 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa {~Bon~ 

dapak c18); la fase m6vil consiste de una mezcla de acetonitril!!_ 

soluci6n reguladora de fosfatos 0.01M (pH7.0) con una relaci6n -

correspondiente en volumen de 12.5:87.5; conteniendo la sal de -

sodio del ácido heptano sulfónico O.OOSM. El detector de U\" se­

fija a 254nm. 
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El mínimo detectable es de 30ng y 5 ng para tiarrri~~a y ribof'!a 

vina respectivamente. 

Son varios les investigadores que han desarrollac~ técnicas -

para la determinación de ácido fólico y sus derivadcs. Cliffc-rd 

et. al (5) y Reed et. al. (6} emplearon columnas de intercar.bio­

aniónico, mientras que Branf•an 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 la columna. 

Debido a su aplicación directa al análisis de alimentos la -­

t€cnica de Clifford et. a. es la que se describe a continuación. 

Preparaci6n de la muestra: Las muestras s61idas se muelen 

completamente (almendras, geraen de trigo, cacahuates. etc.) y -

how.ogenizan con una soluci6n reguladora de fosfato de potasio a .. 

pH 7.5, conteniendo mercaptoetanol 0.2M~ se pone a bafio maría y­

enfria posteriormente en hielo. Finalaente la muestra es centri 

fugada, tomando alicuotas del sobrenadante para la h"'PLC. 

Para muestras de jugos de frutas, se ajusta el pH a 7.0 con -

hidróxido de potasio s61ido y diluye con un volu¡¡en similar de -

una soluci6n reguladora de fosfato de potasio 0.01M conteniendo­

•ercaptoetanol 0.2M centrifugando posteriormente a una temperat~ 

ra de 2ºC. 

Cromatografía.- Se e•plea tma precolumna y una columna eJlpap 

cada con un.a resina de fuerte intercambio ani6nico (Pellionex--­

SAX); la fase móvil es un gradiente compuesto por cloruro de po­

tasio 0.01M y fosfato de potasio O.OlM conteniendo cloruro de po 

tasio 1.0M; el detector de UV es fijado a Z80nm. 
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:,os derivados del áciéi.0 f~liCO· que sen determin~:.ks vienen -

siendo: el leido tetrahidrcf6licc, 6cid~ ~~-mctiltetrahidrof61! 

ce y leido dihidrof61ico. 

La mínima ca:itidad de ácid·:J fólic0 I.a cual puede ser medida­

confiablemente es de 0.035nm.cles/10J(l. 

Son varios los autores que han reportado la separación de -~ 

los componentes de la vitamina B6 (piridoxal, piridoxol, pirido 

xamina) entre ellos encontramos a Lim et al (8), Gregory y Kirk 

(9,10) y Wong (11), el primero realiz6 una determinaci6n cuali­

tativa en muestras de leche; el segundo analiz6 cuantitativame!! 

te modelos de alimentos enriquecidos, siendo sus determinaciones 

cuantitativas. 

Cromatografía. Se emplea una colu:ana de fase inversa (Zip~ 

SCX); y la fase móvil está compu~sta por una solución de fosfa­

tomonopotásico 0.1N a un pH de 4.35; el detector UV se fija a -

Z1nm. 

Los porcentajes de recuperación son de 60 y 85\ para el piri 

doxal y la piridoxamina respectivamente. 

Con el método de Gregory (10) se obtienen porcentajes de re­

cuperación mayor (93.9~ 1.6\), pero la vitamina se determina en 

su totalidad en forma de piridoxina. 

Se emplea una columna ODS (Octadecil silica) y una fase a6-­

vil de fosfato de potasio ácido; el detector es de fluorescen-­

cia. En comparaci6n con el método del Sacharomyces uvarum re-­

sultó ser más satisfactoria debido a su simplicidad, mayor can­

tidad de muestras deteTillinadas, precisión y exactitud. 
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3.4.Z Vi~aminas Liposolubles. 

La a¿licación del HPLC al análisis de vitaminas lipos.z,lubles 

ha aume~~ado conslderablemente en los últimos años, es~~ se ob­

serva en la gran cantidad de artrculos publicados rela~:~~acos-

con este ~ema. 

Debido· tambi~n a esto, solo se describirál! 

recientes y de mayor aplicabilidad. 

Metodología. 

-!..9.S ttknica.=- ::::ilis -

Entre las técnicas más completas en relacién con la cantidad 

de vitaJ1inas determinadas simultáneamente est~ la de Barnett et. 

al. (12) el que analizó leche. productos lacteos y alímentos pa 

ra infantes basados en soya; requiriendo sólo de 50 minutos pa­

ra separar las vitaainas A, n2 , D5 , E y K1 • 

Preparaci6n de la muestra: Las auestras se someten a una 

hidr6lisis enzimática de sus componentes grasos. Después de la 

hidr6lisis las muestras son alcalinizadas con u.na soluci6n de hi 

dróxido de sodio lON y diluidas con etanol al 95\. Inmediata--

mente se realizan extracciones con n"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 anhidro y evaporados bajo presión reducida con ayuda -

de un bafto de agua tibia. 

La muestra se enfría a temperatura ambiente bajo vacío y se-

transfiere a un matraz conteniendo éter etílico; el éter etíli· 

co es evaporado con una corriente de nitrógeno; la muestra se=a 

se disuelye en una solución a partes iguales de fenilacetatc =e 
colesterol (estándar interno), acetato de etilc ~ acetocitri::; 
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el volum~~ final s2 obtiGno diiuyer.do en una solución de acetato 

de etilo y acetonit~ilo (1:1). 

Cromatografía. Se utili::an do~ columnas emnacadas con Zorbax - -
ODS colocadas en se~ie; la fase móvil es ur.a eluci6n de gradien-

te compuesta por un eluyente primario de metanol~acetato de eti­

lo (86:14) y coreo eluyente secundario acetonitrilo. El detector 

de UV de longitud de onda variable se fija a 325 y 365nm para -­

las dos formas de vitamina A (alcohol y palmitato) y a 265nm pa­

ra las vitaminas D2 , D3 :,. E (alcohol y acetato) y K1 • 

Los porcentajes de recuperaci6n son mayores de 93\ para todas 

las vitaminas. 

Determinación simultánea de vitamina A y E. 

Entre los investigadores que han desarrollado técnicas para -

la determinaci6n simultánea de las vitaminas A y E se encuentran: 

Soderhjelm y Anderson (13), DeVries et~ al~ (14) y Widicus y­

Kirk (15); siendo la técnica de este último la descrita a conti-

nuación, debido a su rapidez (no es necesario saponificar en la-

extracción, al contrario de los otros dos métodos) y a su mayor-

porcentaje de recuperaci6n. 

Preparación de la muestra: Una cantidad de muestra molida (e~ 

real) se somete a reflujo durante ZO minutos en bafio de agua a -

50°C. y con una agitaci6n constante, en presencia de cloroformo, 

solución de etanol al 95\-cloroformo (135:65) y agua éstas en 

proporción de 2:2:1 respectivamente. Después del reflujo~ se 

filtra y se termina la extracción de los compuestos solubles con 

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

dio anhidro, que s.:-:1 evaporados a continuac:i6n, el residuo se di 



suelve en la fase m6vil ;.-:- es filtrado a trav6s de una jeringo 

filtro de 0.45 micras. 

Cromatografía. Se emplea una columna empacada con sílica --
-

r .U Porasil) ! la fase móvil está compuesta por hexano-etanol <::1 \,, ,. .,. .. 

1\ en cloroformo (85:15}; en la detección se puede utilizar t~~ 

to un detector de absorbancia como un fluorómetro 7 el primero -

se fija a 280 nm para el acetato de tocoferol y a 280 y 313nm -

para el palmitato de retinol y el fluorómetro es operado a una­

exci taci6n de 360nm y una emisión de 415nm. 

Los porcentajes de recuperaci6n son de 99.2 + 4.28% y 94.9~­

+ 4.1% para el palmitato de retinol y el acetato de tocoferol -

respectivamente en muestras de cereal conteniendo maiz, trigo,-

arroz y avena. 

Por la técnica de Soderhjelm y Anderson se puede analizar -­

n:antequilla, margarina,. alimentos para infantes y alimentos de­

ganado teniendo porcentajes de recuperación de 86! 3\ y --~----

91+ 3\ para el acetato de retinol y el acetato de tocoferol res 

pectivamente. 

Determinaci6n de Vitaaina y Provitamina A (carotenoides). 

El desarrollo de técnicas para la determinaci6n de vitamina­

A en los alimentos ha sido auy amplia; existiendo poca simili--

tud entre ellas. 

Thompson et. al. (16) determinaron la presencia de vitam.inaw 

A en margarina, leche entera, parcialmente descremada y descrep 

mada. 

Sin necesidad de saponificar las muestras. Aitzetmuellar et. 

al. (18) la determinó s6lo en margarinas, tampoco saponifica~ -
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pe;;~o utiliza un paso extra de limpie:::a de los extractes en una 

columna empacada con sulfato de sodio y cloruro de sodio. Am­

bos autores ocupan columnas de fase directa_ Entre los inves­

tigadores que utilizan column.as de fase inversa se encuentran­

Landen y Eitenmiller (19,20) que determinaron palmitato de re­

.tinol en cereales (procesados), aceite y margarina, necesitan-

do purificar parcialmente la vitamina en una columna de permea 

,bilidad en gel para eliminar triglicéridos antes de aplicar su 

muestra a la columna analítica. Egberg et~ al. (21) cuantifi­

,caron los isómeros trans y 13-cis del retinol después de sap~ 

nificar sus muestras, en una columna de fase invel."sa. 

Thompson y Maxwell (17) en un articulo previo al ya mencio­

nado determinaron vitamina A en margarina, alimentos infanti-­

les Y leche fortificada, saponif:i:cando primero las muestras y­

malizando en una columna de fase inversa. 

Rui-Nguyen y Blanc (22) cuantificaron vitamina A en leche y 

lUeso, saponificando también las muestras y empleando una co-­

tumna de fase inversa para el análisis. 

En general se obtienen buenos resultados en las técnicas 

iencionadas. Bui-Nguyen y Blanc y Egberg et. al. comparando -

ms resultados con los del método convencional de Carr ... Price,­

.os encuentran muy similares; pero los m~todos de HPLC resulta 

.er más ventajosos principalmente en rapidez y simplicidad. 

Determinación de Provitamina A. Los principales precurso~~ 

es de vitamina A son los -.e; y ~ carotenos, y la E.~criptoxantina. 

Stewart (23,24) determin6 en jugo de naranja los precurso-­

es de vitamina A. 
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filtro de 0.45 micras. 

Cromatografía. Se emplea una columna empacada con sí!ic~ --
-

( .L{ Porasil); la fase móvil está compuesta por hexano-eta::r~J.i. ,...., 

11 en cloroformo (85:~5); en la detección se puede utili=a~ 

to un detector de absorbancia como un fluor6:ietro, el pr:..n::e:r.:: -

se fija a 280 nm para el acetato de tocoferol y a 280 y 3cZ~~ -

para el palmitato de retinol y el fluor6metro es operado a ~~a­

excitación de 360nm y una emisión de 41Snm. 

Los porcentajes de recuperaci6n son de 99.2 ! 4.28~ y 94.9~­

+ 4.1% para el palmitato de retinol y el acetato de tocaferc1 -

respectivamente en muestras de cereal conteniendo maíz, trigo,-

arroz y avena. 

Por la técnica de Soderhjelm y Anderson se puede anali=a~ -­

mantequilla, margarina, alimentos para infantes y alimentos de­

ganado teniendo porcentajes de recuperación de 86! 3\ y -------

91t 3\ para el acetato de retino! y el acetato de tocoferol res 

pectivamente. 

Determinación de Vita.mina y Provitamina A {carotenoides). 

El desarrollo de técnicas para la determinación de vitamina­

A en los alimentos ha sido muy amplia; existiendo poca simili.-­

tud entre ellas. 

Thompson et. al. (16) determinaron la presencia de vitallti~a-

A en margarina, leche entera, parcialmente descremada y dese:-'!-

mada. 

Sin necesidad de saponificar las mues tras. Ai t.::etmuella:r ,= ':,. 

al. (18) la determinó sólo en margarinas, tampoco saponifica. 
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:"'..:'?o utill:.c.: ~~- pas(• ext"::: de limpie:;:-;. ae los ext::-s.ctos er.. una 

cJJlumna emi}' .. ::.r..,::::!a con suJI:71~c de sodlc ~- clorure· cE sodio. A..-::-

'.JCE autores .: :'".;pan colw::::::;:2 de fase cE ::-ectr... f:n t:rc los imres -

tigadores c;.'!!e utilizan c~:umn.as de fase inversa se encuentran­

ianden y Eiten~iller (19,20) que dete~inaron palmitato de re­

tino! en cereales (procesa.C.os), aceite y margarina:- necesitan­

do purificar parcialmente la vitamina en una colu:::~a de perme~ 

bilidad en gel para elimin;i:::- triglicéridos antes de aplicar su 

muestra a la columna analítica. Egberg et. al. (21) cuantifi­

caron los isómeros trans y 13-cis del retino! después de sapo 

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. 

Bui-Nguyen y Blanc (22) cuantificaron vitamina ~ en leche y 

queso, saponificando también las muestras y empleando una co-­

ltlllUla de fase inversa para el análisis. 

En general se obtienen buenos resultados en las técnicas 

mencionadas. Bui-Nguyen y Blanc y Egberg et. al. comparando -

sus resultados con los del método convencional de Carr.-Price,­

los encuentran muy similares; pero los métodos de HPLC resulta 

ser más ventajosos principalmente en rapidez y simplicidad. 

Determinaci6n de Provitamina A. Los principales precurso-­

res de vitamina A son los ~ y p carotenos, y la .A"criptoxantina.. 

Stewart (23,24) determin6 en jugo de naranja los precurso-­

res de vitamina A. 
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Cromatografía. Se emplea un precolu,~~~ y una colc~na empac~ 

das con magnesia (MgO); la fase m6vil es 1raa eluci6:n de gradieg_ 

te compuesta por acetona-hexan.o (99:1) con:::i solvente ;?Timario y 
-

acetona como eluyente secundario; utili::::a:::i12· un detector con m: 

filtro de 440 nm. 

Los porcentajes de recuperación son de S9.0 y 98.4~ nara el~ 

y,Bcaroteno respectivamente. 
,, 

Reeder y Park (25) emplearon una columna empacada con alúmi-

na para determinar i;t y ,bcarotenos y una columna empacada con 

Spherisorb 10 micras para Criptoxantina en muestras de jugo de-

naraiLja; lz fase móvil para los carotenos es benceno-n-hexano -

{1:5) con BHT al 0.01~ el detector es de&~' con un filtro de --

440 nm. 

Se pueden detectar hasta 0 •. 02 ,qg/ml de ~ caroteno y o. 04 g/cl 

deo<.-caroteno y Criptoxantina. 

Zakaria et. al. (26) detexainaron-<.~, j3-caroteno y licopeno 

en jitomates a nivel de nanograaos. 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa; la fa 

se m6vil está compuesta por cloroformo al si en acetonitrilo, el 

an§lisis del extracto saponificado y lavado se realiza en 15 r,-;i­

nutos .. 

Detenninaci6n de Vitamina D y sus metabolitos. Henderson et. 

al. (27) y Thompson et al (28) detenninaron vitamina D en leche-

fortificada, obteniendo :mejores resultados ilrnmpson et. al. 

Preparación de la muestra. Saponificación, una muestra de le 

che se mezcla con un volumen igual de pira.g:iJ.o1 etanttn.i.:o a.1 i'i!,,­

adicionando postericrmente hidr6xido de pctasi~ s61i~=- EC d:~~e¡ 



-·;e en fríe :· .:~ja repose.:- durante ur:. <lía. Se trar.:::!:icre a ur: 

enbudo de ser::aración, lai-anclo con agt:a, etanol y éter. La me::-

cla se extra~ con ~ter ;: con hexano~ ;.- finalmente se lava cor: 

agua, los ex-tractos son evaporados :~ el residuo di;:;uel to en !:e 

xano; y se purifica en una columna de baja presi6n empacada 

con hidroxialkvxipropil Sephadex, detectando en UV a 254 nm. 

Cromatografía. Una alicuota de la fracción separada se - -

cuantifica en una columna empacada con Lichrosorb Si60; la fa­

se m6vil 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 recuperación de Vitamina D es mayor de 97% para las di­

ferentes muestras. 

Determinaci6n de metabolitos~de Vitamina D (2,5-hidroxicol 

calciferol). Koshy y Van DerSlik (29,30) determinaron en leche 

y yemas de huevo el metabolito de la Vitamina D (2-5 hidroxi-­

colcalciferal}. 

Preparación de la muestra. Las mues~ras son extraídas con 

etanol-éter etflíco y sometidas a partici6n con cloruro de me­

tileno y con acetonitrifilo, finalmente se purifica en s6lica 

gel. " 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa (Zor­

bax ODS, c18); la fase m6vil está compuesta por acetonitrilo­

metanol-agua (9~:3:3); el detector de L'V se fija a 254 nm. 

El método e:s cuantitatiyo hasta niveles de 10 ng/ml. 

Determinación de Vitamina E (Tocoferoles). 

Silas et a:. (31) dcter:ninaronll'(.-to;:oferol en hfgado de -



pescad:-. 

Cr~=atografía. Se emplea una columna de fase inversa~;,:,.,· 

Bondapa~ c18J; la fase m6vil es metanol-agua (90:10); el ¿e~ec 

tor de =jsorbencia se equipa con un filtro de 280 nm. 

Pre~3ración de la muestra. La técnica no r2quiere de s~~~~­

ficaci6:::!J el hígado homogenizado es extraído ccm diaxano-.:.==~=­

tano {2G:80), se evapora al vacío,. el residuo se disuelve e~ 

acetonitrilo y eloC..-tocoferol es extraído con isooctano. ce eva 

pora al solvente y se disuelve en la fase móvil. La cantid~~ 

mínima que puede ser determinada con precisi6n. Lt<g/g de hf;a-­

do; el porcentaje de recuperación promedio es de 86.2%. Carpe:lter 

(32) determin6 en aceites vegetales los cuatro tocoferoles ~~tu 

les (r< -,/!.-,. Y - , J ) , sin necesidad de preparar la muestra.:. .:o 

lo se necesita disolver en la fase m6vil. 
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~~s aditiros son sustancias o mezclas de sustancias que -

se a&=egan a los a:imentos con dos prop6sitos principales, el -

mejoraT su cara~t;r organolGptico y el conservarlo, mantoniendo 

sus pr~piedades y ;reviniendo el deterioro químico y microbio16 

gico. 

ne los articu1os revisados se encontraron cinco principa­

les grupos de aditivos, antioxidantes, conservadores, edulcoran 

tes, tensoactivos y colorantes, este 'Último se considera en un 

tema aparte debido a su extensi6n. 

3.5.1.An.tioxidantes. 

Los antioxidantes, como su nombre lo indica, se emplean en 

aquellos alimentos que pueden sufrir oxidaci6n, siendo ésta per­

judicial para el producto, presentándose este problema en alimen 

tos con alto contenido de grasas. 

Varios métodos han sido desarrollados para la determinaci6n 

de antioxidantes, encontrándose en la mayoría de ellos un alto -

rendimiento. La diferencia más notable entre las técnicas exis-­

tentes, es el número de antioxidantes determinados en un análi-­

sis; Ciraolo et. al. (1) y Pieter y Lourens (2) reportaron la ~!:. 

terminaci6n de dos y uno, respectivamente, mientras Page (3) re­

port6 la determinaci6n de nueve antioxidantes; ya que además la 

técnica de este rtltimo es rápida, sencilla y sensible, se ha tc­

mado como el método a describir. 

Metodología 

Los antioxidantes \[TBHQ, BHT! Ionox-100, TBBP, PG, OG, D:: 
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y XDGA) son extr4:!dos de muestras de aceite, manteca ·.- grasa -· 

ccn hexano, pos~eriormente son extraídas con acetonit~ilo, éste 

se concentra baje \.~acío, quedando la mues~ra lista para inyec--

tarse .. 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa (LiC~ 

rosorb RP-18 de 1 C .Ltm) ; y una de segur ida.:!, empacada con LiChro 

sorb RP-18 de 38;;.m; La fase móvil es una eluci6n de gradiente, 

compuesta por ácido acétido al 5% en agua como solvente A y ac~ 

tonitrilo como solvente B, la fase inicial es de 30% de B en A, 

hasta un 100\ de Ben 10 minutos; el detector de UV se fija a -

280 nm. 

Los porcentajes de recupexaci6n son mayores de 901, excep­

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

3.5.2 Conservadores 

Los conservadores que se han determinado utilizando HPLC -

son: el ácido s6rbico, benzoato de sodio y los esteres métilo y 

propílo del ácido p-hidroxibenzoico; éstos son comtínmente utili 

zados en la industria alimentaria en una gran variedad de pro-­

ductos s para inhibir el crecimiento de hongos y levaduras aso-­

ciados con la descomposici6n de los alimentos. 

Metodología 

Leuenberger y Baumgartner (4) describen el análisis cuanti 

tativo de una gran variedad de alimentos para determinar el con 

tenido de ácido ben=oico, ácido s6rbico,los esteres metilo y 

pr6pilo del §cido p-hidroxibenzoico y sacarina. 

Preparaci6n de muestras. Los jugos de fruta, vinos ...- otr.:::; 

alimentos acuosos, generalmente no necesitan tratanicntc,s para 
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una 

sólidos no soi~bies. Las =~Es:ras co~ c~ntenido a1:0 d~ trigli-

céridos o sin2la~es talez 

suelven en ~ter dietílico extraen ccn una solu;;::ión de hi--

dr6xido de sodio 0.1N, el extracto acuoso se acidifica con ácido 

sulf'Cirico SN y se diluyen can r:eta.nol,. filtrando posteriormente. 

Para los demás tipos de alimentos tales como quesos, pasteles, 

yogurts y otras muestras que tiendan a formar emulsiones duran­

te la extracci6n; primero se homogenizan con ácido sulfdrico 

O.SN (SO ml), y se afora a 100 ml con agua, una alicuota se vi~ 

te a una columna Extrelut (estructura granular de poro amplio), 

se deja filtrar por 15 minutos y se eluye con cloroformo-isopr~ 

panal (9:1), el filtrado se evapora y los tlltimos mililitros 

son tratados con una corriente d~ nitrógeno; el residuo se di-­

suelve en metanol. 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa ()fBon 

dapak c18); la fase m6vil es una eluci6n de gradiente, compues­

ta por una solución 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 recuperación de 80 a 101\ para 

las diferentes muestras y conservadores~ 

Bennet y Petrus (5) determinaron ácido s6rbico y henzoatc 

de sodio en muestras de jugos cítricos. 

Preparación de muestras. Las muestras se centrífugan y 

filtran, quedando listas para la cromatografía. 
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s1i 10-SAX) es empleada; la fase m6vil es una solu~ij~ de fosfa 

to de potasio mvnobásico 0.225M; el detector es un espectrofot~ 

metro de longitud de onda variable. Los porcentajes de recupera 

ción para el ácido sórbico y el benzoatc de sodio son de 96.S~ 

y 96.8~ respectivamente. 

Woodward et. al. (6) determinaron en refrescos 13 presencia 

de ben=oato de sodiot sacarina y cafeína. 

Preparación de muestras. Las bebidas carbonatadas son desga 

sificadas por agitación o tratamiento ultrasónico; las bebidas 

conteniendo sólidos en suspensión se filtran a través de filtros 

Millipore (0.45~). 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa (MBon­

dapak c18); la fase móvil está compuesta por una solución de 

ácido ac~tico al 20%, regulado con una soluci6n saturada de ace 

tato de sodio a un pH de 3.0; el detector de UV se fija a 254 nm. 

Los porcentajes de recuperaci6n son de 98.6> 101.3 y 100.Sl 

para sacarina, benzoato de sodio y cafeína, respectivamente. 

Esta técnica fue sometida a un trabajo colaborativo. Por -

los resultados satisfactorios obtenidos, fue reconocida como -

primera acci6n oficial por la AOAC. 

3.5.3 Edulcorantes 

Los principales edulcorantes empleados como sustitutos de: 

azúcar (sacarosa) en productos dietéticos o simple~ente carentes 

de ~sta, son: sacarina, manito! y sorbitol, éstos dos ~ltimos -

han tomado mayor importancia en la industria alimentaria, ya 

que el primero, ha sido prohibido su uso ~n los alimc;::tos. 

Metodología 

Las t~cnj e.as para deterr:ñnar sne3ri~o se ~m::ucmt'.:":.:: ,}::s.:::'.~ 
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1.2s determinaci 1:::i:t.es de mnn:!.tol ;r sorbit:ol realiza.itas por Sa 

marco c-3 y Dokladnlcnra et. al. {8), éste G:l timo solo determinan 

do sorbitol~ son muy semejant~s; Samarco realiz6 su determinación 

en gowa de mascart mientras Dadladalova e-:=. al. lo hicieron sobre 

voliimer..es de sorbí tol, ·obteniendo mejores resultados el primero, 

por la que su técnica es la que se describe. 

Preparación de muestras. Una muestra de goma de mascar se di­

suelve en tolueno, y después se extrae con agua, se dejan separar 

las fases, y se filtra la fase acuosa. 

Cromatografía. Se emplea una columna enpacada con una resina 

de intercambio cati6nico (Aminex Q-15 J; la fase móvil es agua; 

y el detector de indice de refracción. 

Los porcentajes de recuperac~6n son de 98.9 y 99.Z~ para ma­

nito! y sorbitol, respectivamente. 

3. 5 .4 Determinaci6n de tensoactivos 

Mauro et. al. (9) desarrollaron una técnica par~ determinar 

el grado de descomposición que sufre el 6-0 palmitoil~L=ascorba 

to de sodio (empleado para prevenir rancidez y como acondiciona 

dor de masa) durante la panificación. 

Preparación de muestras. Las muestras de pan conteniendo el 

6-0 palmitoil-L-ascorbato de sodio son secadas por congelaci6n 

y molidas hasta que un 50% pase por una malla de 13XX (104)~ -­

las muestras molidas se mezclan con dodecil sulfato de sodio, -

adicionando una solución reguladora de fosfatos O.lM contenien­

do p(.-amilasa; la muestra se digiere a 48ºC.,. con agitaciones oc~, 

sionalcs~ durante un~ hora; postc:-iormente se filtra sobra fil-



-tros de fibra de vi<lric. 

Cro~atograffa. Se emplea una columna de fase invers~ (~Bon­

dapak c .. 8); la fase m6vil seleccionada se compone por 11!e::anol-
1 -

agua (75:25); el detector es de UV diferencial fijo 

La máxima recuperaci6n para les patrones de pan es de 9S.5:.. 

y de 81.?'f. para el a:.:cndicionador que queda C!espués de lu ;:a.ni-

ficaci6n. 

El aétodo puede ser aplicable a la mayoría de los tensoacti 

vos en pan. 

3.6 Acidos Orgánicos 

La importancia de determinar ácidos orgánicos en los alime~ 

tos es debida a varios aspectos> entre los principales encontr~ 

mos, estudio de sabores, razones nutricionales, indicadores de 

actividad bacteriol6gica, etc •• 

Marsili et. al. (1) analizaron productos lácteos para deter 

minar la presencia de una variedad de ácidos orgánicos. Estos -

pueden encontrarse co11.o resultado de la hidr6lisis de la mante­

quilla (ácidos grasos), adici6n directa como acidulantes (cítr~ 

co, láctico y propiónico) procesos normales del metabolismo bio 

químico de los bovinos (cítrico> hipúrico, úrico, or6tico y as­

c6rbico) o por creci•iento bacteriol6gico (pirúvico, lácticc~ -

ac~tido y propi6nico). 

Tangendjaja et. al. (Z) deter•inaron ácido fítico en arre•=; 

el ácido fftico es un compuesto cíclico (inositol) que contie~e 

seis grupos fosfato, siendo un constituyente común del tejidc -

vegetal. Debido a sus propiedades quelantes con iones metá¡i~=s 
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formamfo compuestcs insolub!e~ -:;ue no sc-2 :rápidamente' a!::sorbidos 

por el tracto intestinal; h~ sico responsabilizado de la interfe 

rencia que exist.e comúnmente e:::.: fuentes ::~oteicas vegeta.les para 

el aprovechamiento de dietas minerables. El significado nutricio 

nal del fitato en la dieta humana ha tomado gran impC'rtancia en 

los últimos años debido a sus implicaciones en la deficiencia mi 

neral prevalecientes en algunas partes del mundo, donde su dieta 

proteica está basada en cereales. 

Turkelson y Richards (3) determinaron los ácidos del ciclo -

de Krebs, en orina de humano y rata, así como en jugos de frutas 

(naranja, uva) • 

Metodología. 

Preparaci6n de muestras. Los.productos lácteos son prepara-­

dos de la siguiente manera: ~uestras de leche entera> cremaagria, 

queso cottage, yogurt, queso cheddar y roqueffort, son adiciona­

das de agua y acetonitrilo, agitadas y centrifugadas, los sobre~ 

na.dantes son filtrados en jeringas que contienen filtros de mem-­

brana de tefl6n. Para muestras de mantequilla, se utiliza mayor 

cantidad y no se adiciona agua. 

Las muestras de jugos de fruta solo son filtradas y diluídas. 

En las muestras de arroz, el ácido fítico se extrae con ácido tri 

cloroacético al 3\, agitand~ por 30 minutos y centrifugando post~ 

riormentes el sobrenadante se filtra, quedando listo para inyec--

tarse. 

Cromatografía. Marsili e!. al. emplearon la t~~nica de Tutke!_ 

son v P.ichards co~ cierta~ ~~dificaciones. Ambos uti:izan unu =e-
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-lu:rnna empacada con una resina de fuerte intercambio i6nico (Ami 

nex HPX y Aminex SOwx4, respectivamente); como fase nóvil ambos 

emflean ácidos inorgánicos (ácido sulfúrico 0.009N y ácido clor­

hídrico 0.001N~ respectivamente), la detecci6n se realiza con un 

detector de UV variable, el cual se fija entre 220 y 275 nm para 

las muestras lácticas y a 210 nm para los jugos. Los ácidos deter 

minados en los productos lácteos son: ~cido erótico, cítrico, pi­

rúvico, úrico,;fórmico, propi6nico y butirico; los porcentajes -

de recuperación son mayores de 90% a excepci6n del ácido butí'f:'i­

co que es del 86%; los mínimos detectables varían de O. 1 a 22 ~ -

g/g para los diferentes ácidos. 

En los jugos de frutas los ácidos determinados son: cis-aconí 

tico, i:<-cetoglut~rico, oxaloacético, citrico, isocítrico, L-máli­

co, fumárico y succínico; las concentraciones mínimas 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 (.L{Bondapac c18J y fase m6v il compuesta por 

acetato de sodio O.OOSM. El •etector puede ser de UV a 254nm o uno 

de índice de refracci6n. 

No se reportan porcentajes de recuperaci6n o cantidades míni­

mas detectables. 

3.7 Colorantes 

Incuestionablemente, el color es un constituyente vital de -

los alimentos. Es probablemente una de las primeras característi 

cas percibidas por los sentidos y es indispensable para el cons!!_ 

midor moderno como un medio de identificaci6n rápida :~ aceptaci6n 
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final del alimento. Casi todos los aliment~~, desde los produc­

tos agrícolas naturales hasta los procesadcs, tienen w:. color aso 

ciado a la aceptabilidad del consumidor eL base de su naturaleza 

social, geográfica~ étnica e hist6rica. Desviaciones de estos pa 

trones provocan generalmente consecuencias 

Desde el punto de vista de manufactura de alimentos~ los co­

lorantes son indispensables. Tintes y pigmentos son empleados p~ 

ra crear nuevos productos y para modificar el color de productos 

ya establecidos, que muestran pérdida de éstos 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 aertificados 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 generalmente sustancias naturales de 

rivados. Las dos clases son controladas por la Secretaría de Sa­

lubridad y Asistencia. 

3.7.1 Colorantes Naturales. 

En los últimos años 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

tudios publicados, se cuestiona la seguridad de algunos de estos. 

La extracci6n de los colorantes a partir de sus fuentes natu 

rales requiere de un control de calidad, tanto para cuantificar 

el pigmento extraíd~ como la identificaci6n de productos secund~ 
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-rios; por estas razones se han desarrollado diversas técnicas -

de HPLC para complementar o sustituir los métodos ya existentes. 

Metodología. 

Entre los extractos (pigmentos) que se encuentran actualmen­

te bajo desarrollo, están los del betabel, como alternativa a --

ciertos colorantes sintéticos rojos. 

Vincent y Scholz [1) determinaron betacianinas y betaxar.:ti-­

nas,, y Schwartz y Von Elbe (2) solo betacianinas, ambos en beta­

beles. 

Preparaci6n de muestras. Para identificar solo los pignen:tos 

se filtra el jugo de betabel a través de un filtro Millipore de 

o .45 J.( m. 

Para cuantificar las muestras, los dos utilizaron la técnica 

de Adamson y Van Elbe. Primero se cromatografía en una colu:::.~a -

de Sephadex G-25 o similar, con ácido acético al 1% como fase m~ 

vil, la fracci<Sn de bet:acianinas se seca a congelaci6n; el resi­

duo se disuelve en un volumen mínimo de agua, las muestras obte­

nidas de betadina y betanina se recristalizan con ácido clorhí-­

drico al 0.1\ para su purificaci6n. 

Cro•atografía. Schwartz y Von Elbe emplean un sistema prepa­

rativo antes del analítico, el que consta de una columnatlBon:ia­

pak c18/Porasil B, con una fase móvil de metanol-k1i?P0 1 0.05 ~-
... q. 

ácido acético (17.8:81.:::1.0), ajustando su pH a 2.75 con ác~::!o 

:fosf6rico; el detector de UV se fija a 254nm. El sistema ana:::1'ti:_ 

co está compuesto por una columna Bondapak c18 ; se pueden ut~:i 

zar dos tipos de fase m6vil, una isocrática y otra de gradie~~e, 
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la primera compues~a por metano1-KH2Po4 O. '.:3M (18 :s:; ajustando 

el pH a 2.75 con á.::ido fosfórico (solvente AJ; para el gradien­

te, los solventes se emplean de la siguiente forma~ inicial, --

100% de A, final 3. SO~ del solvente A y 2@~ del solvente B (met~ 

nol). El sistema de gradiente es más rápidc; el detector utili­

zado en los dos sistemas es de longitud de onda variable opera­

do a 535 run. El m~todo resulta cuantitativamente preciso, sin -

interferencia de otros compuestos. 

Vincent y Scholtz también emplean dos diferentes sistemas -

de elusi6n, pero con otros solventes, la fase isocrática está -

compuesta por agua-metanol (90:10} con fosfato de tetrabutil am~ 

nio (PIC A) O.OOSM; el sistema de gradiente consta de un solven 

te A, PICA O.OOSM en agua y un solvente B, PIC B (ácido heptano 

sulf6nico) 0.005M en metanol> la concentración 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 ('fBonda.pa k c18); el 

detector es de longitud de onda variable UV-visible a 476 y/o -

S38nm. 

El porcentaje de recuperaci6n de la betaina, el compuesto -

en mayor concentraci6n~ responsable del color, es de 94 a 99'\. 

Otros pigmentos que han sido investigados son las antociani 

nas; Camire y Clydesdale (3) reportaron la determinaci6n de las 

4 principales antocianinas (cianidin-3-gala::tosido, peonidin-3-

galactosido, cianidin-3-arabinosido y peonidin-3-arabinosido) 

en ará:ndano. 

Preparaci6n de nuestras. El jugo de cocktail de arándaro se 
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purifica en una colu=~a de interc~bio i6nicc J,!rniberli te GC' = ;[#; , 

para eliminar carbohicratos y ácidas orgánicos. 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa {C~S}; 

una fase m6vil de metanol-ácido acético-agua (37:10:15); el c~-­

tector es de UV fijo a 280nm. La técnica es cuantitativa r r~~ida. 
Wulf y Nagel (5) determinaron ácidos fen61iccs y flavonciGes 

en uvas; los constituyentes fen61icos (ácido gálico, ácick: ;'?"O.:_ 

tocatequico, ácido p-hidroxibenzoico, catequina,. ácido cafei~o, 

ácido salicílico,. ácido cloragénico, ácido p-coumárico, áci¿c fe 

rúlico y ácido cinámico) de las uvas son los responsables de: co 

lor, astringencia y amargura del vino. Debido a que el tiemp= de 

almacenaje es largo, muchos compuestos fen6licos sufren caml::ics 

químicos durante el añejado,. que modifica las característica.:: 

del vino y determina la calidad final del producto. 

Preparación de muestras. Solo se utilizan muestras estamí~r. 

Cromatografía. Se e•plea una columna de fase inversa (qBc~d~ 

pak c18); la fase m6vil para la detenninaci6n de los compuestcs 

fen6licos, es agua-~cido acético (95:5), y para los flavonoitles 

(naringina:- hesperidina 7 eriodictivl, rutina, miricetina,. que:-::i 

trina, narigenina, morina, cuercetina y luteolina) la fase m~~-1 

es de agua-ácido acético-metano! (65 :5 :30}; el detector es de ·:.._"y 

fijo a 254 y 280nm. 

La técnica: ofrece selectividad, rapidez y sensibilidad ~:n.:­

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

'técnicas clá'.sicas, tales como la cromatografía en papel. 
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Colorantes Sictéticos 

Los colorante$ sintéticas son adiciQh&dos a los al~oentos 

para suplir el color natural perdido durante el procesamiento, 

para dar una mayor uniformidac entre lote T lote y para elaborar 

productos atractivos al consuoidor, donde no existe color natu-

ral. Los aditivos alimentarios en general, y los colora.,tes en 

particular~ han sido investigados para evaluar la seguridad de 

su uso. De informaci6n toxico16gica y niveles de no-efecto,. se 

han establecido valores de consumo diario para un número de co­

lorantes. Debido a la descomposici6n que sufren algunos colora!!:_ 

tes durante el proceso y almacenaje, métodos cuantitativos de -

análisis para determinar la naturaleza y cantidad de colorante 

presente en un alimento a consumirse son esenciales para estable 

cer los niveles de consumo diario de estos colorantes. 

Metodología. 

Entre las técnicas generales para determinar colorantes sin 

téticos se encuentra la de Chudy et al. (5} y la de Boley et -

al. (6)> la primera no se aplica directamente sobre los alimen-

tos, sino sobre una mezcla de colorantes~ la segunda~ conside--

rándola más completa, se describe a continuación (las dos técni 

cas emplean el mismo tipo de columna). 

Preparaci6n de muestras. Muestras acuosas y alimentos solu-

bles en agua; una muestra de alimento se disuelve en agua. se -

pasa a través de una columna de poliamida~ lavando con agua y -

acetona. Se eluyen los colores con un volumen mínimo de una se-

luci6n de acetona-agua-amonio (40:9:1), el eluyente se c~apora 
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a baño María y el residuo se disuelve en un mililitro de agua (o 

1 ml de fase m6vil, si se encuentra presente Eritrosina BS o Ca­

fé FK). luimentos insolubles en agua; la muestra se muele con -­

una cantidad similar de Celita y de ácido clorhídrico 0.1X, se -

pasa a un enbudo Buchner, se le adiciona cloroformo, se agita y 

deja reposar> se filtra y desecha el filtrado, una soluci6n resi 

na-in-butanol (Amberl~ta LA-2 en butanol-1-ol, 5\ y/v) es me~cla 

da y filtrada, la extracci6n se repite, los extractos son lava-­

dos con una soluci6n de cloruro de sodio al 3\ (omite el lavado 

cuando caf~ FK), la fase acuosa es eliminada. Se adiciona hepta­

no, solución de amonio y wia solución de cloruro de sodio-amonio; 

se agita vigorosamente y deja reposar, separando la fase acuosa, 

la extracci6n se repite pero solo con la soluci6n de cloruro de 

sodio-amonio; los extractos acuosos son lavados con éter dietfli 

co. El amonio es eliminado con un baño caliente y aire. Se neu-­

traliza con ácido acético; si hay Eritrosina BS, la neutraliza-­

ci6n se efecttla antes de la elimínaci6n de amonio. La soluci6n -

es pasada por una colu¡¡na de polia111ida, y se prosigue como el 

procedimiento anterior. Muestras en las que se observa una extrae 

ci6n incompleta. Solo es agregado un paso enzimático al proceéi­

miento anterior. 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa (SAS­

Hypersil); la fase m6vil es de metanol-agua-cetrimida a difere:;¿ 

tes relaciones (77ml+23ml+0.25g; 80+20+0.25 y 75+25+0.25); el -

detector empleado es un espectrofot6metro fijado a diferentes -

longitudes de onda, a ~SOnm para naranja/caf~, 430nm para ama~: 

- 54 -



-llo, 640nm para verde/a:ul y 6~Gnn para negro. Los colcrantes 

determinados son: rojo allura AC, Rojo 2G, Carmosina, .Amaranto, 

Eritrosina BS, Ponceau 4R, Pon-eau SX, Ponceau 6R, Amarillo sun­

set FCF~ Naranja R.~, Naranja ·GGN, Naranja G, TArtrazina, Amari­

llo Quinolina, Amarillo 2G, Verde S, Azul Patente V, Azul Bri-­

llante FCF, Indigo Carmina, Verde Rápido FCF, Negro PN, Café FK 

y CAfé Chocolate HT-

El m~todo tiene un límite de detecci6n de 1 mg/Kg y la rec!!_ 

peraci6n para la mayoría de los colorantes es de 80% o más. 

La determinaci6n 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 FD&C No. 6. Los dos métodos han sido considerados como pri 

mera acción oficial por el AOAC.~Cox determina la presencia de -

ácido sulfanílico, sal de Schaeffers, ácido 4,4 1 -(Diazoamino)-di 

bencensulf6nico y 6 1 6' ~oxy bis (ácido Z-naftalensulf6nico);mien 

tras Marmion solo determina el ácido 4,4' -(diazoamino) dibencen 

sulf6nicc. Las técnicas son muy similares (columna, fase m6vil y 

detector), por lo que se describe solo una de las técnicas (Ccx). 

Preparaci6n de muestra. La muestra es disuelta en agua, se -

adiciona Na2B4o7 0.1M y diluye con agua. 

Cromatografía. Se emplea una columna de intercambio ani6nico 

(Zipax SAX); La eluci6n es de gradiente, con un solvente primario 

compuesto por Na2B4o7 O.OlM y NaCl04 0.2M en Na2B4o7 0.01 M co:?ro 

eluyente secundario; el detector es de multionada operado a 1S~nm 

y de 325 a 385 nrn. 
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Los porcentajes de recuperaci6n son de ~5 a 108~ para los di 

ferentes intermediarios. 

Bailey y Cox (]} determinan 4,,4' -(diazoamino)-bis(ácido 5 -

metoxi, 2-metilbencensulfónico) en el colorante Rojo FD&C No. 40. 

Preparaci6n de la muestra. La muestra se disuelve en agua des 

ti lada. 

Cromatografía. Se emplea una columna de fuerte intercambio -

i6nico (Dupont SAX); la fase móvil es de gradiente,, el solvente 

primario es borato de sodio O.OlM y el secundario es perclorato 

de sodio 0.25M mas borato de sodio 0.01M, el gradiente en su fa­

se inicial es 100\ del solvente primario y la rapidez de cambio 

es de 4\/•inuto; el detector es de multi-longitud de onda opera­

do de 325 a 385run. 

Los porcentajes de recuperaci6n están en un rango de 98402%. 

Singh (10) determinó los intermediarios del Rojo No. 2 (Ama­

ranto), ácido nafti6nico, ácido 2-naftol-3,6,,8-trisulf6nico, ác! 

do 2-naftol 3,6-disulfónico y el ácido 2-naftol 6,8-disulf6nico. 

Preparaci6n de muestras. Las wuestras se disuelven al 1\ en 

borato de sodio 0.01M. 

Cromatografía. La columna es de intercamQio ani6nico fuerte 

(Dupont SAX); la fase a6vil es un gradiente, como solvente prima 

rio se emplea borato de sodio O.OtM y borato de sodio 0.01M + 

perclorato de sodio 2M en agua, como solvente secundario. La va­

riación del solvente secundario es de 0-100\ a una rapidez de --

5\/minuto .. 
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los <l.iferentes in.~:rmediarios. 

Singh (11) ta~=ién determinó los inten::ediarios y colores -

subsidiarios del ~;;ranj a B,, ácido nafti6nici:,. ácido fen.il hidra 

zin p-sulf6nico, t:f:::-azolona T y un ester et:=lico de pira::olona 

T, ácido 3- {c4-sulf'.:'>-1-naftalenil)-azo)4-a~ino-1-naftalensulf6-

nico y Naranja K. 

Cromatografía. Se emplea una columna de fuerte intercambio 

ani6nico (SAX); la fase m6vil es un gradiente, se establece de 

una concentraci6n tle O a 100% de solvente secundario a una rap! 

dez de 4%/minuto, siendo el solvente primario borato de sodio -

O.OlM y el secundario, borato de sodio 0.01M + perclorato de s~ 

dio 0.2M; el detectc:r es de multi-longitud de onda, operado de 

325 a 385nm. 

Los porcentajes ¿e recuperación son de 95 a 103\, a excep-­

ci6n del ácido fenilhidrazin p-sulf6nico que es de 95 a 140\. 

Jones et al. (1Z; separ6 los componentes del Café FK, 1,3-

diamino-2,4-(p-sulfofenilazo) benceno, 1,3-diamino-4,6-bis(p­

sulfofenilazo) benceno, 2,4-diamino-5-(sulfofenilazo) tolueno, 

2,4-diamino-3,5-bis (p-sulfofenia=o) tolueno~ 1,3-diamino-2~4-

bis(p-sulfofenilazoJ benceno y 1,3-diamino-2,~,6-tris(p-sulfof~ 

nilazo) benceno y los componentes no colorantes, ácido sulfaní­

lico, m-fenilendiamina, 2,4-diaminotolueno. 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa {LiCh­

rosorb Si 100), con:~% de fase octadecil; la fase m6vil es t::: 

gradiente, se estable~e de 5 a 40% acetonitril~ en agua, ~sta -

contiene l.2g/1 de fc~.:ato monobási.:c de sodic "" :...t.g/1 de i'vs-
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-fato dibásico de sodio; el detector es de U\' fijo a 254n~. 

Bailey {13).dete:rmin6 los intermediarios y colorantes subsi 

diarios del Azul No. 2. 

Preparaci6n de muestras. Las muestras de ácido isatin-5-sul 

fónico y 5-sulfoíndigo se diluyen en agua a una concentraci6:.: -

de 0.5\ y a 0.1% el 5~7t-sulfoíndigo. 

Cromatografía. La ::alumna empleada es S>tm ultraesfera OD5 

(Altex); la fase m6vil es un gradiente, con un solvente A ¿e -­

acetato de amonio al 1.5\ m/v-acetonitrilo al o.si en agua y ::.:.n 

solvente B de acetato de amonio al 1.5\-agua al 50% en aceto~i­

trilo; el gradiente se establece de O a 60% de B en A en 25 mi-

nutos y de O\ de B en A a los 30 minutos, manteniéndose por 1C 

minutos; el detector es de longitud de onda variable fijo a 

254nm. 

Los porcentajes de recuperaci6n varían entre 80.5 y 122\. 

3.8 Compuestos de Sabor y Aroma 

Al igual que el color, los componentes del sabor y aroma son 

factor importante para la aceptación de los productos alimentid.=s. 

Las técnicas de análisis servirán tanto en el control de ca-

lidad, como en la investigación para el desarrollo de sabores ~ 

aromas sintéticos. Las ventajas de la HPLC sobre las técnicas 

mánmente utilizadas, cromatografía gas-líquido y de gases~ es 

que con ésta se pueden analizar compuestos no voiátiies o pee:: -

estables. 

Debido a la gran cantidad de artfculos publicados y a la ~~-
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tercgenidad de lcr.s compuestos analizado5, s61o se describirán -

algunas de las técnicas y se ~encionarán las referencias de la 

mayoría de las restantes. 

Metodología. 

Los aldehídos y cetonas son por lo general constituyentes -

característicos de varios aromas. Su concentración varía grande 

mente en frutas y vegetales. El método comúnmente empleado para 

determinar trazas de estos componentes es la formaci6n de deri­

vados del 2,4-dinitrofenilhidrazona y la utilizaci6n de colum-­

nas de fase inversa. 

Selim (1) describe un método cuantitativo de conversión de 

aldehídos y cetonas a sus derivados 2,4-dinitrofenilhidrazona, 

esto a temperatura ambiente. La cuantificación se puede realizar 

en dos sistemas diferentes; en ei primero se emplea una columna 

empacada con silica (t/Porasil) ; una fase m6vil de acetato de --
etilo-hexano (1:49); el segundo sistema emplea una columna de -
fase inversa (J.{Bondapak C18); y una fase móvil de acetonitrilo-

agua, siendo 6ste el más efectivo. La relaci6n de acetonitrilo-

agua de la fase m6vil varía con respecto al número de carbonos, 

una relación (3:2) para aldehidos y cetonas de c1-c5 , de t3:1) 

para c8-c10 , para aromáticos (tolualdehido, salicilaldehido) de 

(13:7); el detector es de UV fijo a 336nm. 

Vigh Gy et al~ {2) anali=arcn aldohidos saturados c 1c 12 , e~ 

tonas saturadas c5-c11 , cetonas simétricas saturadas c3 -c8 , y -

aldehidos de cadena lineal monoinsaturados c3-c8 • 

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

cleosil c18); la fase mdvll es metano! al 78.41; el ~~tector es 
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de longitud de onda ~ariable UV fijo a 360nm. 

Fisher y Wheaton (3) determinaron naringina y rutinosld na-­

ringenina en jugo de toronja. La naringina es el principal ccmpo 

nente del amargor, y debido a que la amargura es el principa! im 

pedimento para un mercado provechoso de productos de toronj~, ~n 

método más selectivo y eficiente era necesario. 

Preparaci6n de muestras. Las muestras de jugo solo necesitan 

filtrarse. 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa (~Bond!!:_ 

pak c18); la fase m6vil se constituye con agua -acetonitrilc 

(80:20); el detector es de UV-visible fijo a 280llll:. 

Los porcentajes de recuperaci6n son de 100~10\, el rango de 

naringina encontrado es de 390-400 ppm. 

Williams y Slavin {4} determinaron metil antranilato en c~ji 

das de uva (principal saborizante en bebidas de uva concord)­

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa (ODS 

Sil-X-1); la fase m6vil está compuesta por acetonitrilo al 31 en 

agua~ regulado el pH a 6 con una soluci6n de fosfatos; se utili­

zan dos tipos de detectores, uno de fluorescencia a una excita-­

ci6n de 330nm y emisi6n de 430nm y otro de longitud de onda va-­

riable UV a Z17nm. 

El mínimo detectable es de 0.03 4g/ml. 

Hoefler y Coggon (S) determinaron los constituyentes del t!. 

(flavonoles y teaflavinas). 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase irnrnrsa (.«{Bor:::...! 

pak c18); tres diferentes fases móvil son utili:ada5, ácido a,.;:;! L 

tico-acetona-agua (1:60:139), soluci6n regulador~ de citratc-~:~ 

- 60 -



7 j) 
.v 

(29:80); el detector es de L"'V con filtres de 254,28'2i y 365nm. 

Walter et al. (6) dete~minaron los fenoles del camote (~cido 

clorag~nico, ácido isocloragénico, ácido 4-0-cafeoilquínico y 

ácido neoclorogénico). 

Cromatografía. Se emplea una precolumna y una columna de fa­

se inversa (Co:Pell ODS yABondapak c18 , respectivamente); la fa­

se m6vil está compuesta por metanol-soluci6n reguladora de fosfa 

tos 0.033M, pH 3.0 (3:Z) ;. el detector es de uv fijo a 313nm. 

Lee y Chang (7) separaron compuestos de sabor y olor poco vo 

látiles en carne cocida (undecano, butil acetato, alcohol nonilo 

3-heptanona. 3-decanona, butilbenceno, ~ -valerolactona y fenil -

~ter. 

Cromatografía. Se emplea una.columna de fase inversa (SIL-X); 

la fase m6vil es un gradiente, compuesto por hexano y cloroformo; 

el detector es de UV fijo a 254nm. 

Fisher y Trama (8) determinaron coumarinas y psaralenos en -

aceites de cítricos sin cáscara~ éste se extrae hipodérmicamente. 

Cromatog-rafía. Se emplean dos tipos de columnas y eluyentes 

diferentes; una columna Porasil de 10 xm, con una fase m6vil com­

puesta por heptano-acetato de etilo a tres concentraciones (90:10}, 

l95:5) y (80:20); el otro sistema está compuesto por una colmma 

CN Dupont, el eluyente es agua-acetonitrilo a tres diferentes rel~ 

ciones (65:35), (70:30) y (75:25); el detector es de UV-visible 

operado a 320 y 305nm. 

Ross (9) analizó aceites de canela para determinar la pres=;:. 

cia de cinam:oaldehido, eugenol, benzaldehido 1 acetato de cinam:.:-
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-lo y alcohol cinamílico. 

Cromatografía. Se emplea una columna empacada con Corasil II; -­

la fase móvil es una eluci6n de gradiente, compuesta por cicloh~ 

xano como solvente-A y por acetato de etilo como solvente B; el 

detector es un espectrofotómetro fijo a 260nm. 

Galetto et al. (10j determinó piperina, principal compaesto 

del sabor picante de la pimienta negra. 

Cromatografía. Se emplea una columna empacada con Porasil A 

de 37-75 J{m; la fase móvil es sólo cloroformo grado reactivo; -

el detector es de UV fijo a 254nm. 

Los porcentajes de recuperación son de 98.9 a 99.7\ para pi­

mienta entera y de 96.3 a 101.5\ en oleoresina. 

Lund (11) analiz6 aceite de semilla de apio para determinar 

ptalaidas (sedanenolide y 3-n-butil ptalaida) compuestos respon­

sables del sabor, en combinación con..8-selinena. 

Cromatografía. Se emplea una columna polar, fase ligada a un 

grupo hidr6xilo (Durapak-Carbowax 400/Corasil); la fase m6vil es 

hexano-isopropanol al 0.1\; el detector es de UV fijo a 254-nm. 

Beasley et al. (1 Z) determinaron los componentes más impor-- • 

tantes del regáliz (glicirrizinato de amonio y ácido glicirretí­

nico), el extracto es un producto comercialmente importante en -

la industria del tabaco, alimentos y farmacéutica. 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa (C18 -c~ 

rasil); la fase m6vil es un gradiente, el eluyente primario es -

ácido f6rmico al 2% en agua y el secundario es acetonitrilo,, ~ue 

pasa de O a 60% en 40 minutos; el detector es de UV fijo a 15~mn. 

Ballean y Dadic (13J, Charalambous (14), Charalambous et al. 
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de la calidad final de la 

cen«:::a) y otrc.s compues-::cs ~1;;:1 sabor,, granos, :r:mst:;:µ y cerve::;;a. 

3.9 Contaminantes y Productos de Descomposici6n. 

De gran importancia en los alimentos, es la detel'l:linaci6n de 

com~aestos nocivos a la salud. Para poder llevar un control ade­

cuado de estos compuestos, es necesario contar con técnicas de -

análisis confiabl.es, que proprocionen la rapidez, precisi6n y 

sensibilidad deseada. La HPLC es la técnica que da una opci6n p~ 

ra conseguir este prop6sito. 

Para poder localizar con nayor facilidad 1as técnicas, el te 

ma se divide en cinco grupos principales. 

3.9.1 Carcin6genos 

En las últimas décadas se ha·demostrado el poder carcinogéni 

co de cientos de compuestos químicos, cuando son administrados -

experimentalmente a animales de laboratorio. Mucha atenci6n se -

ha puesto en aquellos compuestos que están en relaci6n directa -

con el hombre> como es el caso de los aditivos alimentarios y 

contaminantes que han sido introducidos al ambiente 7 intencional 

o accidentalmente como resultado de la actividad humana. 

Nitrosa.minas. Recientes avances en carcinogénesis ambiental 

han demostrado que los compuestos N-nitrosos son una clase impo!_ 

tante de carcin6genos químicos los cuales dan lugar a una gran -

variedad de tumores en muchos animales. Estos compuestos se pue-

den formar in vitro por la reacci6n de nitrito con una amina se­

cundaria o terciaria, e in vivo, en el est6mago o intestino de:­

gado de animales de experimentaci6n que han ingerido en su die~a, 
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z:.:.tritos y la$ aminas pr¿:;:;rsoras. Algunas nitrosarainas carciné­

genas han sido determinacas en heces de humanos (normales); ind! 

cmido que se produjeron e~dogenamente en el tracto intestinal. -

Estos resultados sugieren que las aminas naturales~ que se encuen 

'tran en los alimentos, j":;.egan un papel importante en la inciden­

cia de algunas formas de ~áncer humano. 

El uso de nitratos : ~itritos en embutidos,- la amplia distri 

buci6n de las aminas en ~arios alimentos, hacen necesario contar 

con una informaci6n confiable y completa, para ver si estos com­

puestos constituyen un problema bio16gico ambiental. 

La mayoría de los co•puestos N-nitrosos, son derivados de ~­

aminas, las que debido a su inestabilidad t6rmica, polaridad y -

alto peso molecular, presentan dificultades para su determina-­

ci6n por cromatografía de gases. 

Metodología. 

De las técnicas de HPLC con aplicación a los alimentos, se -

encontraron dos procedimientos generales, uno a partir de la de­

rivaci6n del grupo amino y el otro a través del rompimiento cata 

lítico del grupo N-NO; el primero es utilizado generalmente en -

la detenninaci6n de derivados de aminas alifáticas y el segund3, 

b§sicamente en compuestos aromáticos no volátiles • 

.A.inas alifáticas volátiles. Jen Kun Lin et al. (1) reali~6 su -

determinaci6n de aminas sobre pescados y mariscos. 

Preparaci6n de muestras .. La muestra se mezcla y homogeni=~ -

con ácido clorhídrico Ot .. 1.'.!N, se centrífuga y el sobrenadante es 

mezclado con acetona y centrifugado de nuevo; una alícuota de~ -

sobrenadante es mezcla¿~ con carbonato de sodio, cloruro y da~si 
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-le y acetona, se- .;.~e:i a rerc::;J.:- a tempersturJ. ambiente ... se adicic ... ... - . -
na 25s cloruro de dansilo y acetona, la ce=cla resultante se ex-

trae con n-hexano-n-butanol :l l: 1), las fases orgfinicas son lava­

das con agua y posteriormente deshidratadas con sulfato de sodio 

anhidro~ 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa (~Bonda­

pak c18); la fase móvil está compuesta por etanol al 95t-acetoni­

trilo-agua (6:6:7); la detección se lleva a cabo por medio de un 

fotómetro de longitud de onda variable a 425nm. 

Los porcentajes de recuperación 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 piperidina. 

Preparaci6n de muestras. La derivaci6n de las muestras es 

con 5-dimetilamino naftalen sulfonoamida (DANS). 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa t~Bond~ 

pak c18/corasil). 

La fase móvil está compuesta por agua-acetonitrilo (1:1); el 

detector es un espectrofot6metro UV fijo a 254nm. 

El mínimo detectable es de 10ng; pero éste puede ser reducido 

con el empleo de un fluor6metro. 

Aminas no-volátiles. Fine et al. (3) analizaron diversos alimen-

tos (tocino, licores y productos cárnicos) para determinar la pr~ 

sencia de N-nitrosaminas; empleando una nueva técnica llamada aná 

lisis de energía térmica (TEA)~ el que se basa en el rompimiento 

eatálico del enlace N-NO y ia subsecuente detección del radical -
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nitrosil. 

Preparaci6n de muestras. Las muestras líquidas se extraen -­

con diclorometano, deshidratadas con s4lfato de sodio, filtradas 

y lavando el sulfato, los filtrados sen secados a vacío y disue2 

tos los residuos con una pequeña cantidad de diclorometano. Para 

muestras s6lidas (tejidos de pescado sin grasa), se congelan con 

nitr6geno líquido y se forxa lli'"l.a pasta~ el nitrógeno es evapora­

do1 formándose un polvo fino al que se adiciona sulfato de sodio 

anhidro y diclorometano. Se mezcla, lava y filtra y el residuo -

es lavado con diclorometano, éste se concentra y el solvente so­

brante es eliminado con nitr6geno. Para muestras s6lidas con al­

to contenido de grasas (tocino y carnes} se mezclan con nitróge­

no líquido, agregando posteriormente acetonitrilo y nitr6geno l! 

quido, por partes; se adiciona sulfato de sodio anhidro en polvo, 

filtrando sobre gránulos de sulfato de sodio anhidro, la masa es 

lavada con acetonitrilo y a su vez éste es lavado con 2,2,4-tri­

metil pentano,, los extractos de acetonitrilo son evaporados a va 

cío y disuelto el residuo en dicloro~etano; éste t~•bi~n es ev~-

porado pero con una corriente de nitr6geno. 

Cromatografía. Se emplea una columna empacada con,t{Porasil; 

la fase móvil está compuesta por acetona de 1 al 5\ en 2,2,4-tri 

aetil pentano; la detecci6n es con un analizador de energía ter­

mal, especifico para compuestos N-nitrosos, equipado con una ih­

terfase TEA-HPLC; se obtie::::.en cromatogramas paralelos de UV y 

TEA al conectar en serie un detector QP; a 254nm y un TEA. Los 

componentes anali=ados son: ~-nitroso carbaril y X-nitroso car:~ 

zol. 
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Los porcs::~zj es de recu;C":raci6n i>ari::m de 50 a ?Ji~, para una 

concentración d.e 10 ).{g/Kg. 

Wolfram et al. (4} desarrollaron u~ nétodo para determinar -

una nitrosamina no volátil~ la nitrosoprolina; se ha encontrado 

que al someter este compuesto a temperataras altas~ da como p~o­

ducto la nitrosopirrolidina, que es carcinogénica a varias espe­

cies de animales. La aplicaci6n más lógica de esta técnica sería 

sobre tocino o sus derivados~ ya que se han determinado N-nitro­

soprolinas sobre estos productos, ader.ás de que la temperatura -

de freído del tocino es casi igual a la :necesaria para pasar de 

N-nitrosoprolinas a N-nitrosopirrolidinas. 

Preparación de muestras. La técnica está basada principalme!!_ 

te en la desnitración y derívaci6n de la *-nitrosoprolina (NPro}. 

Desnitraci6n. El extracto de NPro es evaporado al vacío~ se 

le adiciona ácido acético glacial conteniendo ácido bromhídrico 

al 15%, calentando a baño maría (SOºC por 30 minutos) y agregan­

do agua destilada, se evapora al vacío; la muestra ya desnitrada 

es sometida a derivación; el residuo se hace reaccionar con 7-clc 

~o-4-nitrobenzo-Z-oxa-1,3-diazol (NBD-CI), agua destilada y se sa 

tura con carbonato de sodio, calentando a baño marra (SJºC, 3G -

minutos). 

Cromatografía. La columna es una MicroPak Lichrosorb Si 60-

10; la fase m6vil está compuesta por n-he:xano-acetato de etilc.-

ácido acético {50:50:0.5); el detectcr es de fluorescencia a 

una excitaci6n de 465nm y s::onm para la enisi6n. 

El mínimo detectable es de 0.0035 ~.w.cles de XBD-prolina,que 

corresponde a ~.Sng de NPro. 
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r;uestos ée :.ma biodegrabi.i.idatl lenta> muchos de ellos son consi-

derados car~in6genos 1 por lo que su presencia es un peligro para 

la salud. ~na de las principales fuentes de estos compuestos> es 

el petr6leo, y debido a la contaminación existente en los mares, 

es necesario analizar los productos marinos, principalmente los 

mariscos. La FDA del distrito de Dallas, Texas, ha realizado va­

rias investigaciones sobre la presencia de estos carcinógenos en 

mariscos. 

Hanus et al. (6,?j determinaron en mariscos la presencia de 

los PAH (fluoranteno, pireno, trifenileno, criseno, benzo(a) an­

traceno,, benzo(e) pireno, períleno,. benzo(b) fluoranteno, benzo 

(k) fluoranteno, Benzo(a) pireno, dibenzo(ah) antraceno, benzo -

(ghi) perileno y coroneno) en mar~scos. 

Preparaci6n de muestras. La muestra es homogenizada con 300ml 

de acetonitrilo, se mezcla con una soluci6n de acetato de sodio 

y se filtra, el filtrado es extraído con éter de petr61eo, agua 

y una soluci6n saturada de cloruro de potasio, la fase acuosa es 

extraída en otro embude separaci6n con éter de petróleo~ la -

fase oleosa se pasa a través de sulfato de sodio, lavando con -­

~ter de petr6leo, éste es evaporado a baño marra, el éter sobran 

te se evapora con nitr6geno. El residuo es disuelto en alcohol -

USP y saponificado con hidr6xido de potasio, posteriormente es -

lavado con alcohol USP y agua, y se agrega una soluci6n saturada 

de cloruro de potasio; la soluci6n se extrae dos veces con éter 

de petr61eo, las fases oleosas se pasan por sulfato de sodio y -

se concentra a baño marra, el concentrado es pasado por una e~--
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-lumna de sflica gel y sulfato de sodio; la elu~ión es reali:ada 

primeramente con éter de petr6leo 7 seguido por acetonitrilo-éter 

de petróleo (1:99), los solventes son evaporados y el residuo di-

suelto en tolueno, éste se somete a cromatografía de permeabili--

dad en gel (GPC), utilizando dos columnas de qStyragel conectadas 

en serie y un espectrofot6metro a SOOnm. Las muestras obteni¿as 

son evaporadas y redisueltas en acetonitrilo-tolueno (95:5)'. 

Cromatografía. Se ~~plea una columna de fase inversa (~Bonda­

pak c18); la fase móvil es una eluci6n de gradiente, con el siguie!!_ 

te sistema de eluyentes, solvente A, metanol al 50% en agua, sol-

vente B, acetonitrilo 7 el solvente B pasa de 40\ de la fase ini-­

cial a un 80\ en 90 minutos; se utilizan un espectrofotómetro y -

un detector de UV fijo a 254nm. 

El mfnimo detectable es de 2 ,J/g/Kg, con porcentajes de recup~ 

raci6n mayores de 80t. 

Guerrero et al. (5) determinaron benzo(a) i:dreno y benzo(ghi) 

perileno en mariscos. Utilizan el mismo m~todo de extracción y· 

cromatografía analítica que el anterior, pero eliminan el paso de 

la eromatograffa de permeabilidad en gel. Sus parcentajes de recu 

peraci6n son de 104%. 

Nakagawa et al. (8) analiz6 aceite de parafina (aditivo 

mentaría) para determinar la presencia de benzo(a) pireno. 

.,. . aJ;..:_--

Preparación de la muestra. La muestra es disuelta en n-hexano 

y extraída con sulfato de metilo, se adiciona agua y extrae e~~ -

hexano, finalmente el solvente es evaporado. 

CDomatograf!a. Se emplea una columna de fase inversa t~Bc~~a­

pak c18); la fase móvil está compuesta por acetQnitrilo-a_gu3. ~ :3); 
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el detector es un fluorometro con una excitaci6n a 366nm y una eA:.si6n 

a 40-ónm: 

El porcentaje de recuperaci6n es de 94%, con un mínimo r:fotec­

table de sox10-12 partes en aceite de parafina. 

3.9.2 Drogas Residuales. 

La importancia del análisis de drogas residuales radica e~ --

que existen ocasiones en las cuales los animales que han sidc tra-

tados m~dicamente ant~ alguna enfermedad, son sacrificados er- =uan 

to están sanos o los productos que éstos proporcionan son en~:ados 

al mercado, sin dar tiempo a que se eliminen los medicamento~;. el 

caso m§.s comiín es la leche, en la cual se pueden encontrar dif.éren 

tes tipos de drogas, las que pueden ocasionar problemas a corto o 

largo plazo en los consumidores. 

A continuaci6n se dan una serie de drogas residuales que ~an 

sido encontradas y cuantificadas en diferentes productos. 

Cloranfenícol. Es un antibi6tico utilizado comúnmente en el tr~~a-

miento de infecciones en vacas, generalmente en la mastitis; e~~~· 

demostrado que después de inyectar parenteralmente el cloranfe~i­

col pasa de la sangre a la leche~ y se elimina gradualmente de :a 

lecha por v!a mamaria. 

Un tipo de dafio medular de los huesos de humanos ha sido ~~l!. 

cionado con los tratamientos de cloranfenicol en individuos su5:e2_ 

tibles. La falta de un método lo suficientemente sensible y es;~cr 

fico~ dio como resultado el desarrollo de una técnica de HPLC. 

Metodología. 

Wall et al. (9) desarrollaron una técnica para determinar la 

sencia de cloranfenicol en leche. 
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Prep:rraci6n de i!!Uestras. L<I r:;_;estra se extrae con acet::ito de eti-

10 1 se evapora, el residuo e5 disuelto en acetonitrilo y extraído 

con issoctano para eliminar los lípidos; la fase de acetonitrilo 

se concentra (a sequedad) y transfiere a un matraz con acetato de 

etilo, el solvente es evaporado con nitr6geno y el residuo disuel 

to en cloroformo~ finali¡¡nte se le adiciona una solución de propi 

len glicol-agua {50:50). · 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa (G18 -­

Spherisorb ODS); la fase móvil es agua metano! (70:30), el detec­

tor es un fotómetro UV a 0.01 AUFS (unidades de absorci6n escala 

total). 

Los porcentajes de recuperaci6n varían entre 72 y 99.5% de-­

pendiendo de la cantidad de cloranfenicol inyectada, el mínimo de 

tectable es de 5 J.{g/Kg .. Se observ~ que 32 horas después de haber 

inyectado una vaca por 'Cíl tima vez, no hubo detección del antibiótico. 

Nitrofurazona.El uso de compuestos del 5~nitrofurano en medicamen 

tos veterinarios para el tratamiento de mastitis, puede dar coao 

resultado la contaminaci6n con niveles bajos de esta droga; McCa­

lla (10) en una revisión reali=ada, reporta los efectos bio16gicos 

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 niños, el empleo de esta -

droga ha sido prohibido en muchos países, pero no en todos, de -­

ahí la necesidad de un método sensible y preciso. 

Metodología. 

Vilim et al. (11) desarrollaron un m~todo para deter~inar 

trofura:::.ona en suero de leche. 
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Preparación de muestras. La muestra de suero es me=~lada con 

ácido clorhídrico o.2SN,cloruro de sodio y acetato de etilo, en 

un agitador rotatorio, se centrífuga y la capa de acetato de eti 

lo es separada y filtrada en carbonato de scdio y fibra de vidrio; 

se repite la extracción con acetato de etilo, el solvente se eva­

pora a una temperatura de SOºC para evitar la descomposici6n de -

la nitrofurazona, el residuo se disuelve en la fase m6v.n .• 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa Q.{Bonda­

pak c18); la fase m6vil es metanol-agua l30:10); el detector es -

de UV fijo a 365nm. 

El mínimo detectable es de 5 .Ag/Kg, y los porcentajes de recu 

peración son de 57 a 67%, los valores bajos son debido principal­

mente a las uniones de las proteínas. 

DeXametasona. Es un corticosteroide utilizado en el tratamien 

to de citosis en animales productores de leche. En los humanos su 

empleo es como antiinflamatorio; teniendo efecto sobre el metabo~ 

lismo de carbohidratos (aumenta. la gluconeogénisis). A pesar de 

que ha sido utilizada. durante varios años7- no existe un método 

disponible para determinar niveles residuales de dexaaetasona en 

leche; por lo que se han aprovechado las cualidades de la HPLC.p!!_ 

ra desarrollar una técnica rápida y sensible, que ayude principa!. 

mente a conocer el tiempo necesario para que la droga sea eliminada. 

Metodología. 

Anneli et al. (12) y Mollica (13) determinaron dexamctasena en 

leche y crema, respectivamente; no encontrando una diferencia marca 

da en los resultados obtenidos por ambas técnicas, se escogió el mé 

todo del primero, debido a la importancia de ln muestra a nivel de 
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consumo> además ~e que la crema es un produc~o derivado de la le­

che. 

Preparaci6n de la muestra. La muestra es adicionada de sulfa­

to de sodio anhidro granulado·y extraída con acetato de etilo, é~ 

te se evapora y el residuo es disuelto con acetonitrilo y extraí­

do con hexano para eliminar lípidos, el acetonitrilo es concentra 

do hasta sequedad y el residuo disuelto en metanol conteniendo 

triancinolona acetonida. 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa (Parti-­

sil ODS); la fase m6vil está compuesta por agua-acetonitrilo (17: 

23); el detector es un fotómetro.UV a 0.04 AUFS. 

El mínimo detectables es de 5 Jlg/Kg, con un mínimo cuantifi­

cable a 20 /.{g/Kg, los porcentajes de recuperación están en un 

rango de 72 a 94%. 

No se detect6 dexametasona en la leche de las vacas utiliza­

das en esta investigaci6n, ni en la primera~ ni en la última or­

deña seis dfas después. 

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

eliminación de parásitos que son resistentes a otros antihelmín­

ticos, especialmente bencimidazol. Los animales que han sido tr~ 

tados con esta droga~ pueden contener residuos en sus tejidos> -

por lo que su determinación es necesaria. Los métodos comúnmente: 

utilizados> emplean técnicas calorimétricas~ las que tienen pro­

cedimientos de extracción dificultosos, y una sensibilidad defi­

ciente. La HPLC proporciona un método simple y sensible. 

Metodología. 

Blackman et al. (14) determinaron en riñcr..cs, hígad.0,. múscu::t 
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y grasa de guajo:c~e la presencia de fenotiazina. 

Preparación de la muestra. La muestra se homogeni=a con meta 

nol, se centrífuga~ y una parte del sobrenadante es evaporada y 

mezclada con ciclcrnexano y nuevamente es centrifugada. 

Cromatografía. Se emplea una columna e~pacada por Partisil-10, 

una precolumna de ~rotección es utilizada, empacada con partículas 

peliculares de 30):.fm; la fase m6vil es n-propanol al O .3\ en ciclo 

hexano; el detector es de UV-visible fijo a 254nm. 

Los porcentajes de recuperaci6n son de 70 a 87%; cuando se adi 

ciona 1 ppm de fenctiazina, el mínimo detectables es de o.os ppm. 

La fenotiazina 'tiene un período de :retención menor que los de 

mas antihelmínticos. Se recomienda un tfempo de 120 horas después 

del tratamiento con la droga para que el animal sea sacrificado. 

Furazolidona.Es empleada como factor de crecimiento en guajolotes, 

para prevenir c61era de aves, cocidos is,. 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 sG'lo detecta hasta O .2 .l( g/ml. Otro método emplea 

do es en el que se realiza una conversi6n de los residuos del 5-

nitrofurano a 5-nitro-2-furaldehido y se analiza por cromatogra­

fía de gases, este aétodo resulta inespecífico. 

Metodología. 

Hoener et al. O 3) desarrollaron una t.€c::ica para determina::­

nitrofurazona, fura=:::lidona y nitrofurantoina en plasma, orina, 

leche y homogenizadcs de hígado, sin necesidad de extracci6n o -

derivaci6n, con lo que detectan hasta 20 ng<'m:. 

Hoener et al (1t~ publican posteriormente ~na modifica~i6r. -
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de la técnica anterior~ con el cual aumentan el poder de sensibi­

lidad, hasta 2 ng/ml. 

Preparaci6n de la muestra. Una muestra congelada es mezclada 

con soluciones frías de nitrofurantoina y furazolidona, se tritu­

ra y decanta a un tubo de centrifugación, 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. 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa (l{Bonda­

pak c18); la fase móvil está compuesta por metanol-acetato de so­

dio 0.01M pH 5 (20:80); el detector es de absorci6n UV fijo a 

365nm. 

Los porcentajes de recuperaci6n a niveles de 2-40 ng/ml son -

de 104.8,:!:.11.5% y el mínimo detect~ble de 2 ng/ml. 

3 .. 9.3 Pesticidas,. Fungicidas y Herbicidas. 

La determinación de pesticidas, fungicidas y herbicidas en 

los alimentos, es un próblema concerniente principalmente a la 

agricultura y no al análisis de alimentos; además de ser un tema 

muy extenso, debido a la gran c.antidad de pesticidas existentes; 

a continuación s6lo se dan las referencias de los artículos en--

centrados. 

Pesticidas. De las determinaciones más completas (en cantidad de 

pesticidas detectados) revisadas se encuentra la de Hoodless et 

aL (17) en la cual realizan la separación e identifieaci611 de -

todos los pesticidas inclu!dos en la Directiva de la Comunidad -

Económica Europea de frutas y vegetales~ que son 42. De estos & 

son organoclorados, 19 organofosforados y los restantes una me=-
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-cla de carbamatos, dinitro compuestos, triazinas, compuestos -· 

tiol-triclorometilos, ácidos fenoxi sustituidos, fenilureas sus­

tituidas, etc. 

Krause (18) realiz6 la determ.inaci6n de N-metilcarbamatos, 7 

carbamatos (aldicarb, bufencarb, carbaril, carbofurano,. meticarb> 

metomil y oxamil) y 4 metabolitos (sulfona aldicarb, sulfóxido -

aldicarb, 3-hidroxicarbofurano y sulfóxido metiocarb) en frutas 

y vegetales. 

Lawrence (19) determin6 8 carbamatos (swep, carbaril, zectron, 

mataul, mobam, enalsin, carbofurano y banol) en alimentos. Exis­

ten dos artículos más de este autor (20, 21) en el que determin6 

carbofurano y dos metabolitos (3-hidroxicarbofurano y 3-cetocarbo 

furano) en cosechas y analiza papas y maíz 1 para determinar la pr~ 

sencia de carbaril. 

Fogy et al. (22} realiz6 la det.erminaci6n de carbamatos en -

frutas y verduras; además de una revisi6n (23) con 12 referencias 

sobre la misma determinaci6n. 

Lee et al. (24) analiz6 directamente en plantas de nabo la -

presencia de carbofurano y 3-hidroxicarbofurano~ 

Blaiche (34) revis-5 los problemas relacionados con la aplica 

ci6n rutinaria del análisis de carbamatos. 

Fungicidas. Cabras (25) determinó los fungicidas~ vinclozolin, -

benomyo~ BMC~ y metiltiofanato. en muestras de uva. 

Farrnw (26) analiz6 frutas cf~ricas para determinar resuduos 

de bifenil, benomyl, carbendazima. 2-fenilfencl y tiabendazol. 

Norman y Fouse (21) determinaron imazolil en frutas cí~ricas 

que tenían 4 semanas de almacenaje. 
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Tafuri e~ al. (28) e Isshiki et :::!. (29) realizaron un análi­

sis de tiabendazol en frutas y plátanos, respectivamente. 

Herbicidas. Lawrence (30) analiz6 muestras de col, maíz, papa, na 

bo y trigo para determinar residuos de herbicidas de urea (linu-­

ros, monuron, diuron, clorbromuron, flumeturon, cloruxuron y fenu 

ron. En otro artículo del mismo autor (31), determin6 la presec=ia 

de linuron, propanil, terbacil y ácido etil benzoilpropilo en ~a­

rios alimentos. 

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

Bramlett {33) realiz6 su determinaci6n en vegetales de ácido 

clorofenoxiacético, fenal policlorado, dinitrobutil fenal, dini-­

trocresol y pentacloroanisol. Debido a la gran cantidad de artfcu 

los publicados referente a este tema, solo se tomaron los más re­

cientes. 

3.9.4 Productos de Descomposici6n Natural o por Procesamiento. 

Productos de descomposici6n natural. El principal uso de los an~­

lisis de productos de descomposici6n, es su aplicación al contrcl 

de calidad de los alimentos. Las técnicas de HPLC han sido enca~­

za«as en su mayoría a detectar descomposici6n en pescados y mar~~ 

cos. Ya que el método comWun.ente empleado para realizar esta de-­

term.inaci6n es el organoléptico> el que además de ser subjetivc.,_ 

se necesita contar con gente entrenada> que pueda realizar una -

determinación con un relativo alto grado de exactitud. 

Warthcs~m et al. (35) determin6 hipoxantina en pescados ref!:'>;:.. 

gerados. La técnica com~nmente empleada para determinar el conte­

nido de hipoxantina> como criterio de frescura, es el método er.~­

mático, empleando la enzima xantinoxidasa, que convierte la hif,C· 
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-xsntina a xantina y eventualmente a ácido úrico, el que se mice 

es~ectrofotom~tricamente. En comparaci6n de este métc¿o con el de 

HPLC, resulta más rápido y directo el segundo. 

Preparaci6n de la muestra. Muestras de músculo de pescado son 

ho::ogenizadas con ácido tricloroacético al 7.5%, el ho:mogenizado 

es filtrado y lavado 3 veces con ácido tricloroacéticc, el pH de1 

extracto es ajustado entre 4 y 5 con hidr6xido de sodic· O. 1N, se 

afora con una soluci6n reguladora de fosfato monopotásico al 4\ a 

un pH de 4.4; la muestra se refrigera durante una semana. 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa (4Bonda­

pak c18); la fase m6vil es una soluci6n de fosfato monopotásico -

al 4\ a un pH de 4.4; el detector de absorbencia se coloca a una 

longitud de onda de 254nm. 

El porcentaje de recuperación es de 92.5+4t, el mínimo detec­

table es de Z ng/1 O .q L. 

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 descomposici6n. Pero, los niveles de histamina varfan 

materialmente de una especie a otra, el contenido de histamina ni 

siquiera es consistente en una misma especie, ya que varía de -

acuerdo a la manera en que se descompuso el pescado, por lo que -

es necesario determinar otros componentes. Se encontró que la es-

perr.tidina .:r la espermina están distribuidas ampliamer.t:e en lc>s 

sistemas bio16gicos y están relacionados con el factor ¿e crec:-­

miento de la síntesis de tejidos animales. 'far.tbién se er:.::ontrC ".?:J. 
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na {precursores de las do$ ;alia~inas anteriores). 

Mietz y Karr:m.s reali::ar,;:n una correlaci6n de estc·s compues--

tos y desarrollaron una f6roula para deteroinar el índice de - -

frescura o descomposici6n de una muestra; basados en ia siguien­

te informaci6n,. al aumentar la. d~scomposh:i6n, .incrementa el co!!_ 

tenido de histamina, cadaverina y putrecina y disminuye la canti 

dad de espermidina y espermina. 

Indice = m histamina+ m .utrecina+ m cadaverina 
1 + ppm espenni ina+ppm espermina 

Preparaci6n de la muestra. La muestra se homogeniza y extrae 

con ácido tricloroacético al 5\, centrifugando y decantando el -

sobranadante. Una alícuota del sobrenadante es m~zclada vigoras~ 

mente con cloruro de sodio, hidr6xido de sodio al 50\, y cloro--
,. 

foI'Jllo-n-butanol (1:1), se centrífuga y el sobrenadante es extraí 

do con cloroformo-n-butanol; la mezcla de extractos es adiciona­

da de n-heptano y se extrae con ácido clorhídrico 0.2N, la solu­

ci6n se evapora a baño maría. 

Derivación. El residuo es disuelto en una soluci6n saturada 

de bicarbonato de sodio, se adiciona una soluci6n de cloruro de 

dansilo, se mezcla y deja reposar. Se diluye con agua y extrae -

con éter etílico; la fase etérea es evaporada y el residuo disuel 

to en acetonitrilo. 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa (.t-tBon¿a 

pak c18); la fase m6vil es una elución de gradienLe, programada 

linealmente para que el 60~ del solvente B pase a 100~ en 30 m:-

nutos; siendo el solvente A ac:etonitrilo al 10'2, en ácidv ~céti,:;::.: 

0.02S y B,ácido acético 0.02X a: 10~ as acctcnitrilo-n~tanol ~ · 
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(! :~.·; el detectcr es un U\" diferencial fij.::i a 254nr::. 

Comparando el método organoléptico co~ la HPLC Efcaice de 

frescura), se encuentra que el índice de frescura (CRuf~ico) cla­

sificaba correctamente el 90.5\ de las muestras contra un 83.9~ 

de la clasificación correcta por medios organoléticos~ 

Productos de descomposici6n por procesamiento. Otra aplica-­

ci6n de la HPLC, es en el control de procesamiento. Las modifica 

ciones que puedan sufrir los alimentos al ser procesados (princ.!_ 

palmente por tratamientos excesivos) pueden ser detectados por -

la presencia de nuevas sustancias o concentraciones nayores de -

sustancias ya presentes. 

Metodología. 

Bradford y Chin (38) realizaron una determinaci6n rápida de 

hidroximetilfurfural (HMF) en pasta de tomate. 

El HMF es un compuesto que se forma al calentar un az~car re 

ductor en solución ácida 7 o por las reacciones tipos Maillard en 

tre glucosa y aminoácidos. La cantidad de HMF presente en pasta 

de tomate enlatado, nos indica el grado de daño que ha sufrido -

el producto debido al exceso de calentamiento. El método común-­

mente empleado, es la medici6n de la densidad 6ptica del filtra­

do de la pulpa del tomate; pero esta medica no solo refleja los 

cambios ocurridos por las reacciones de oscurecimiento, sino tam 

bit;n las debido a diferencias químicas existentes entre diferen­

tes cosechas. 

Preparación de la muestra. La pasta de tomate es homogeni=a­

da y centrifugada> finalmente el suero es filtrado. 
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~romatografE~.se emplea c~a columna ce fase inversa (LiChro­

soro c8); la f~se m6vil e~ solamente agua; el detector es de -­

longitud de onda variable fijo a 284nm. 

El mínimo detectable es de 1 ppm, los porcentajes de recupe­

raci6n son hast:a de 99~6% para concentraciones de 28 ppm. 

Fisher (39) realiz6 la determinación de hesperidina, un gli­

c6sido flavonoide encontrado en el jugo de naranja, el que es -

insaboro y no contribuye a la calidad del jugo, pero su concen­

tración en éste puede ser utilizada como una medida de presi6n 

de extracción y relacionarse con la calidad del jugo. La técni­

ca desarrollada de HPLC proporciona una rapidez, precisión y -­

confiabilidad mejor que la de otros métodos existentes. 

Preparación de muestras. Las muestras de jugo de naranja son 

filtradas a través de fibra de vidrio y refiltradas por un sis­

tema clarificador Millipore~ 

Cromatografía. Se emplea una columna de fase inversa (JlBonda 

pak c18); la fase móvil está compuesta por agua-acetonitrilo -­

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

3.9.5 Residuos Hormonales 

La presencia de hormonas en los alimentos puede tener dife-­

rentes efectos en el consumidor; la carne es uno de los princi­

pales portadores; cuando los animales no están castrados y/o se 

encuentran en un estado excitado. antes de ser sacrificados. é~ 

tos segregan hor=onas las que aparecen en la carne obtenida. 

Metodolog:f a. 

Stan et al. :: ~:') deteroinó residuos de trenbolon3. ". testaste-~ 
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-rona en carne. La testosterona es un andr6geno que tiene efec­

tos de conservaci6n de caracteres masculinos, por lo que su in­

gesti6n por personas del sexo femenino puede provocar problemas 

de masculinizaci6n. 

Preparación de muestras. Las muestras de carne se homogeni-­

zan con tetrahidrofurfural, extraída con acetonitrilo y hexano, 

y después con hidróxido de sodio y éter de petróleo-benceno; 

posteriormente la muestra se purifica en una columna de silica 

gel; la muestra purificada es inyectada al cromat6grafo. 

Cromatografía. Se emplea una columna empacada con silica gel; 

la detecci6n se realiza con un detector de fluorescencia o un -

fotómetro. Las mediciones defluorescencia se llevan a cabo en -

una celda de flujo empacada con silica gel. 

El mfnimo detectable es de 50 ng/g y 5 ng/g testosterona y -

trembolona, respectivamente. 

Frischhorn et al. (41) y Smyth et al. l42J determinaron va-­

rios estr6genos (estriol, estrona, estradiol, dietilestilbes--­

trol, dienestrol, hexestrol y zeranol) en carne. 

Los efectos t6xicos que pueden causar la ingesti6n de estró­

geno son, anorexia, náuseas y v6mitos. También pueden provc~ar 

retención de sal y agua, y aumento de la proteína fijadora ée -

tiroxina en el suero. 

La técnica de Smyth et al. no es apropiada en el análisis de 

cstriol, aunque las t6cnicas son semejantes; por lo que la t~c­

nica de Frishhorn et al. es la que se describe. 

Prcparaci6n de muestras. Una porci6n de carne es nolida :~~­

to con arena. y sulfato de sodio anhidro 7 s" homogcni::a ;· se ~Y.­
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-trae con netanol. 

Cromatografía. Se emplea una colur:ma de fase in.Yersa (LiChr!!_ 

sorb RP-2 6 RP-18); la fase móvil es una elución de gradiente, 

con un solvente A de acetonitrilo-a&ua (1:9) y uno B de acetoni 

trilo-agua (9:1), la eluci6n inicial es de 25% de B, a los 5 mi 

nutos es de 45% de B en A, a una velocidad de flujo de 2 ml/m:in; 

el detector es un voltámetro con un electrodo de referencia de 

Ag/AgC1, uno de vidrio y un contador. 

El mínimo detectables es de 0.3 a 0.5 ng, los porcentajes de 

recuperaci6n son de 60 a 90%. 

3.10 T6xicos Naturales. 

Se consideran t6xicos naturales todos aquellos compuestos de 

procedencia natural en los alimentos, que al ser ingeridos ten-

gan efectos nocivos contra la s~lud. 

El tema se divide en dos grupos principales: micotoxinas y -

misceláneos, en el que se incluyen una variedad de t6xicos no -

producidos por hongos. 

3.í0.1 Micotoxinas 

Las micotoxinas son metabolitos tóxicos producidos por varias 

especies de hongos. Entre las más comunes se encuentran las afia 

toxinas producidas por algunas especies de Aspergillus, zearale 

none por Fusarium y patulina, ácido penicílico 1 ochrat6xina A y 

rubratoxina B, producidas por varias especies de Penicillium y 

Aspergillus. 

Aflatoxinas. Las aflatoxinas son metabolitos de Aspergillus fl~ 

vus y se encuentran cono contaminarrtes de alimentos en muchcs -
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lugares del mundo, principalmente en cosechas almacenadas en r~ 

giones tropicales, las cuales están bajo condiciones extreoas -

de calor y humedad. 

Las aflatoxinas producen toxicidad en anicales, los que a su 

vez contaminan los productos derivados, tal puede ser e: caso -

de la leche, cuando la vaca ha ingerido alimentos contamir.aaos. 

Las aflatoxinas además de ser tóxicas, son carcinogénicas en 

los animales; en los humanos existe fuerte evidencia circunstan­

cial, basada en datos epidemiológicos, que las aflatoxinas pueden 

provocar cirrosis y cáncer del hi:gado en lugares donde los ali-­

mentas están sujetos a este tipo de contaminaci6n (India, Afri-­

ca). La aflatoxina más comnn es la B1 , potente carcin6genc del -

higado de ratas, también puede inducir daño cr6nico y neoplasia 

en animales y humanos. 

La HPLC ofrece un sistema instrumental objetivo para ob::ener 

la exactitud y precisión necesaria en la determinaci6n de aflato 

xinas, en una gran variedad. de productos agrícolas. 

Ya que las t~cnicas comúnmente empleadas~ en particular 1~ -

cromatografía de capa fina (comparación visual de la intensidad 

fluorescente y medidas fluor sdensitométricas} est~n expuesta; a 

ciertas variables, entre ellas exposici6n a la lu=, error e~ :a 

lectura de los platos~ interferencia en la fluorescencia y cx~:i!_ 

ci6n de las aflatoxinas; contrarrestan su buena sensibilic:i:;! -­

(1 ng) con los errores que puedan ser provocados ;orlas vari~-­

bles mencionadas. 

Metodologta. 

Debido a la importancia que ha to~a<lo la det(~~inacién :~ 



aflatC<xinas en l0s alimentos 11 una gran c;;.::::::;fad de a:-tículos han 

sido publicados. 

Preparaci6n ¿e las muestTas. Los métodc: de extracci6n son de 

suma importanci& ~ara una bue~a determinac~~n de aflatoxinas. En 

tre los artículos revisados~ se encontrara= los siguientes con -

aplicación directa sobre los alimentos. 

Goto et al. (1] proponen tm. método de pr·:=paraci6n de muestras 

universal; éste parte de la extracci6n con cloroformo y purifica 

ción en una columna empacada con alumina a.cidulada-silica gel- -

sulfato de sodio. Se obtienen resultados al~os de recuperaci6n -

(82-101\) al someterse a la HPLC. 

Takahashi (2) realizó su d.eterminaci6n e::t vinos, jugos de fru 

tas y otros líquidos; las muestras son extraídas con metanol y -

cloruro de metileno y purificadas.. en columnas empacadas con sul­

fato de sodio anhidro-alumina acidulada; los rendimientos son al 

tos {80-115%) al ser analizadas las muestras. 

Ponz (3) realiz6 su determinaci6n en prcductos derivados del 

cacahuate; las muestras se extraen con metanol acuoso acidifica­

do, sometiendo a extracci6n con diclorometano y purificaci6n en 

una columna de silica gel. 

Hunt (4) empleando la técnica de Stoloff :~17),, realiz6 su aná 

lisis en una variedad de alimentos; las muestras se extraen con 

cloroformo y se purifican por cromatografía de capa fina, sus -­

rendimientos son de 40 a 95~. 

Cromatografía. En la mayor!a de los artf~alos revisados, los 

autores prefieren el empleo de Silica para e~pacar suE columnas 

anali'ticas; en la selecci6n é:? la fase ¡;¡6v~: prefierer: la eluci~ 
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isocrática; empleando una gran variedad de soiven~e$. Los detec 

tores más utilizados son el de UV a 3~5nm y el de fluorescenc!~; 

éste iiltimo es preferido por varios in\"estigadores debido a. su 

mayor sensibilidad,, selectividad y menos susceptibilidad a in.te'!" 

ferencias; pero puede tener el inconveniente de que la emisi6r: 

necesaria para determinar las aflatoxinas B1 y B2 está muy cerca 

del límite ~ínimo de longitud de onda {400nm) del detector, en -

el cual se reduce notablemente la sensibilidad para varias fases 

m.6vil. Manabe (7) recomienda un solvente para eliminar este pro­

blema. La combinaci6n en serie de los dos tipos de detectores, -

eliminaría también estos problemas. 

A continuación se proporciona una tabla con información sobre 

tipos de columnas, detectores, fases m6vil y detección mínima~ -

empleados para determinar las aflatoxinas B1 , B2 , G1 , G2 y M1 • 

Aflatoxina y Empaque de 
referencia columna 

B1,B2,G1,Gz Si1ica 
ll) y (7J 

B¡,Bz,G1~G2 Silica y fa 

{2} se inversa:-
CN y ODS 

B1,B2,G1,G2 Si1ica 
(3} 

B¡ ,B2, G1 ,G2, Silica 
M1 , Ochrata-
xtna A 
{4) 

Tipo de 
detector 

Fase móvi1 

Espectrofluo To1ueno-Acetato 
r6metro. -de eti1o-Acido 

w 
fl uorómetro 

uv 

Fluorómetro 
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fónaico-Metanol 
(89:7.5:2:1.5) 

l\gua-R?tanol-
Acetonitrilo 
{3:1:1) 

Agua saturada con 
e 1 o.rofonno-Meta-
nol-Acetonitrilo 
l25!7 .5:1) 

Clarofonno satu-
rada con agua -
Acido acético -
tacial 
. lOdJ 

ParaMk Cloro-
formo- ido acé 
ti co-Metano 1 
(50:5:3} 

Mínimo 
Detectable 

10-20 gil 

1 g/l 

l - 2 ng 

0.3-12.5 g/~~ 



C~NTINUA TAEL~ 

B~ s-8,.., ,G, ,G7 SH 7°C:i uv :foruro de meti leno 
~ ~ .Jo. J::.. ':etanol {51! 

B1,Bz,G1,G2 Fase fo- uv tloruro de sodio-Ace 
(6) versa - Fluoróme tonitrilo-meta~ol 

C!.S tro. ~3:1:1) 

Bl,B2,.Gl,G2 SHka uv Agua saturada con 
{8) F1uor6me clorofonno-Ciclc-

tro. nexano-Acetonitri 
lo {25 :7 .s :1.0} -

B¡,Bz,G1,G2 SiHca Espectro- Metanol en agua sa-
(9} fluoróme- turada con dicloro-

tro. metano 0.3% v/v. 

Silica uv Cloroformo-Ciclohe-81 ,B2"'Gl ,G2 
(10) Fluar6me- xano-Acetonitrilo 

tro. 

M 1 Fase in Fluoróme 
versa, tro. (11} ODSs 

B1,G1,0chratQ_ 
toxina A11 Zea 
ralenone,Rubra Fase in­
toxina B,Patu:- versa,C18 
lina y Acido 
Pen icí1 i co. 

uv 

{250:75:10) 

Acetonitrilo-Meta-
nol (3:2} 

Acetonitrila-Agua­
Acido Acético 
{55:45:2) o 
(45:55:2} 

I.C-SU g/l 

E-7 g/Kg 

C.3-1.0 g 

ira ng 

0.6 ng 

C.3 g/1 

0.04-1 ng 

Determinación Zearalenone, Pa.tulina, Acido Penicílico,. Ochratoxi­

na A y Xanthomegnina. 

Zearalenone. Micotoxina producida por varias especies del hongc 

(mohoJ Fusarium~ que generalmente se encuentra en los cereales tle 

pai'.ses escandina\~os (o climas similares a éstos). Su ce'terminaci6n 

es requerida debid":i a su actividad estrogénica ya que ..:::ausa hi~~r-

estrogenismo en anioales. Se sospecha que también prev~ca infe~~i-

lidad en ganado vacuno y porcino. 
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Patulina. PTDducido por varias especies de Penicillium y Aspergi­

llus. Inyecciones subcutáneas de Patulina en ratas causan tumores 

en el lugar de aplicación; también tiene efectos mutagénicos en -

células de levaduras. 

Debido al efecto de putrefacci6n en manzanas causado por el -

Penicillium expansum; la determinaci6n de Patulina nos puede ser­

vir para un control d~ calidad en la materia prima utilizada en -

la elaboraci6n de jugos de manzana. 

Ochratoxina A. Desarrollada por Aspergillus ochroceus, Penicillium 

viridicatUlll y otras especies, se encuentra algunas veces en cere~ 

les de países escandinavos. En experimentos realizados en porci-­

nos, la toxina ha causado daños en los riñones a concentraciones 

de 200}-{g/Kg; después de inyectado a ratones preñados ha mostrado 

ser terat6geno. 

Acido Penicílico. Producido por especies de Penicilina y Aspergi­

llus; se ha demostrado su efecto carcinog6nico en animales de la­

boratorio. 

Xanthomegnina. Producido por varias especies de Aspergillus, Tri­

chophyton, Microsporum. T6xico para ratones y ratas; los 6rganos 

afectados predominantes son riñones e hígado. Pruebas en mitocon­

drias aisladas de hígado muestran que la toxina es un fuerte des~ 

coplador de la fosforilaci6n oxidativa. Debido a que su presencia 

es provocada por varias especies es comrtn encontrarla en una gran 

variedad de cereales. 

Metodología. 

:earalenone. En el estudi~ realizado por Scott et al. (13), scére 

la utiliza.cien de métodos (TLC, GLC/MS, HPLC) rnd:s adecuados; t:::-.~-
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-contró que 'ItC era el :::;.;.i.;:; npropiaci.(.) para estirna::iones (análisis) 

semicuanti~ativo; los s~&lisis cuan~itativos por medio de HPLC y 

GLC/MS (crcr::atografía gas-líquido/e:::.pectrometria de masas), son -

el método a escoger par su selectividad, con la desventaja de su 

empleo limitado por la disponibilidad de sus instrumentos. 

Según UR artículo 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 artículos re~isados, se encontró una sensibilidad simi 

lar a niveles de ng para la determinación de la toxina. 

La mayoría de las columnas eran de silica gel (Spherisorb 

ODS, Lichrosorb) y se encuentra una concordancia en la utilización 

de dos columnas conectadas en serie para una mejor separación. 

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 éstos, y en todas se necesitan métodos de extracci6n, 

y de limpie=a, Scott (13) menciona extracci6n con met~nol, hexano 

y ajuste de pH; y limpieza en una columna de silica gel; eluyendo 

con cloroformo-metano! (9?.5:2.5) y se evapora con una corriente -

de nitrógeno 50º-6ouc y se disuelve en tolueno. 

Moller et al. (1 5) recomienda extracci6n con ácido fosfóric::· 

y cloroformo,, y limpieza en silica gel con benceno-hexano (15(':+:50) 

o ciclohexano-dicloro etileno-éter etílico (150+4@+10) y eluyer::!o 

con cloroformQ y purificado por extracción con soluci6n alcalir-3, 

lavando con agua, ajustandc el pH, volviendo a extraer con clc~~­

formo. 
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Hunt emplea la técnica de Stoloff et al. (17) para la extr:l~­

ci6n. El extracto es disuelto en cloroformo, se limpia en una e~ 

lumna empacada con éter dietílico, silica gel y sulfato de sodio 

anhidro y es elufdo con éter dietílico. 

A pesar de ser la técnica más simplet su inconveniente es s:J. 

bajo porciento de recuperación comparado con las otras técnic~s. 

Smith realiza su extracción con metanol-agua (75:25), ajuste 

de pH (11) con NaOH 1M y sometido a partición con n-hexano y la 

fase acuosa es ajustada a pH 3 con HC1 IM, se extrae nuevamente 

con diclorometano, la fracción orgánica es evaporada y disuelta 

en matanol. En esta técnica se evita el uso de columnas para li~ 

pieza, pero su inconveniente también es un alto límite de detec­

ción y un porciento de recuperación bajo. 

En la utilización de detectores se encuentran las de fluores 

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 electroquímico, ;-·a 

que las radiaciones de U\7 provocan la conversi6n del is6mero - -

trans al cis . 

Recomendaciones: 

En general se recomiendan las técnicas de Scott y Moller ¿s­

pendisndo del equipo que se posea y las muestras: hojuelas de -­

maíz (Scott),, granos de cereales (Moller); ya que en las dos s:;:­

obtiene una buena sensibilidad y porciento de recuperaci6n. 

Moller et al. encontraron que el usa de benceno-hexnno e- -

el paso de limpicz~, a pe$ar de ser e! Más eficiente (compar3~: 
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con el de cic!ohe~ano-diclcr~ ~tileno- y éter etílico) restringe 

su empleo debido. a que es referido como un carcinogi§nicc. 

Patulina. El m~todo oficial (AOAC) para la determinación de pat:!! 

lina está basado en extracci6n, limpieza en una colunna de sili­

ca gel y separaci6n por TLC; éste resulta algo inexacto y se com 

plica por el uso de sustancias que causan interferencia. 

~1 método se ha mejorado bastante empleando HPLC con colum-­

nas de fase inversa sobre todo en el límite de detección {20.qg/l 

a 1 ..l{g/l). El empleo de HPLC tfase inversa) es recomendado con -

respecto al HPLC normal, debido a su mayor sensibilidad (Stray -

et al. (18) y rapidez (Brackett et al (19), el porciento de recu 

peración es el mismo. 

En los artículos 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 sis.tema de salven 

tes: de acetato de etilo-benceno por acetato de etilo-tolueno; e~ 

to debido a la toxicidad del benceno, sin que esto varíe la pola­

ridad de la mezcla necesitada (18). 

La limpieza puede ser realizada en una columna de silica-gel 

con tolueno y utili~ando tolueno-acetato de etilo (70+30) como -

eluyente. En otro tipo de muestras la extracci6n puede llevarse a 

cabo según el artículo de Hunt (14) haciendo uso de la técnica de 

Stoloff (17). Stray y Bracket et al. (19) emplean técnicas muy pa 

recidas (columnas, fase m6vil, detector), mientras Hunt hace la -

determinaci6n junto con la de ::earalenone y licido penicílico, por 

- 91 -



lo c~~i se cree sufre una disninución en su porcentaje C& recupe-

raci1fü::. 

La técnica cromatográfica de Stray se diferencia de la de -­

Bracket en est~dar interno, lo cual podría ser un factor en la 

elecci6n del método 7 dependiendo de la facilidad con la ~ual se 

pueda.."1 conseguir éstas. Stray emplea un estándar de patulina, -

Bracket 7-hidroxi,4-metil coumarina. 

Ochratoxina A. Otros métodos en la determinación de Ochratoxina 

A son por TLC y espectrofluorómetro pero debido a que les métodos 

basados en TLC son sólo semicuantitativos, fue necesario el desa­

rrollo de otros métodos más precisos. 

Se encontraron dos artículos aplicadas a las alimentos; el -

de Hunt (8) que hace su identificaci6n y cuantificación junto con 

las aflatoxinas 7 por lo cual su método ya fue mencionado en este 

subteaa. Josefsson et al. (21) y Moller realizaran su determina­

ción en cereales (cebada, maíz, avena, centeno y trigo). Obtenien 

do mayores porcentajes de recuperaci6n y su límite de detección - · 

es :aenor. 

El método de extracci6n utilizado por Josefsson es por medio 

de ácido fosf6rico y cloroformo, el extracto se limpia en una co 

lumna de silica con ciclohexano-dicloro etileno-éter etílico - -

(150:40:10) y la toxina es eluída con cloroformo-ácido f6rmico -

(99:1). Después es purificada por cromatografía en bicarbonato -

de scdio-celita acuosa, lavando con cloroformo y eluido con clo­

rofor~o-ácido fórmico (99+1). Se evapora y se disuelve en cloro­

formo-ácido acético (99+1). 

·raabi~n se hace uso de este método para t.m.a determir:a.::ión si 
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-multá:iea de Zearalenone y Ochrotoxina, realizando un paso extra 

de limpieza en una columna Zephadex, pero esto provoca que disrni 

nuya el porcentaje de recuperaci6n en centeno. 

Se recomienda un ajuste del pH a 4.5 con ácido acético al --

20~ en la fase m6vil (metancl-agua; 99: n para una reejor resolucién. 

Acidc Penicílico. Su determinación en los alimentos por nedio de 

HPLC sólo se encontró un artículo, la técnica es do Hunt (14) la 

cual ya fue descrita. Las únicas variaciones que se encuentran -

son: en la fase de limpieza en la columna de silica gel, la fase 

eluyente es cloroformo-metano! (97:3); y el empleo de una colum­

na seaipreparativa no es siempre necesaria. 

Xanthomegnina. Debido a la presencia común de mohos productores 

de Xanthomegnina y a la toxicidad de ésta, un método de análisis 

fue necesario. 

Haciendo uso de las técnicas para la determinaci6n de Aflato­

xinas (20) se plantea un m€todo para el análisis de xanthomegnina. 

Extracci6n.- 50 g de muestra finamente molidos se les adicio- · 

na 25 ml de H3Po~ 0.5M y 250 •1 de cloroformo, se agita 30 minu-­

tos v se filtra (SO ml). 

Limpieza.- En una columna empacada con sulfat~ de sodio anhi­

dro clorofoTIJlo y silica gel, se eluye con hexano y después con -­

éter etilico anhidro seguido por metanol-cloroformo (3:97) y fi-­

nalm.ente con ácido acético-cloroformo (2+98). El mínimo detecta-­

ble es de 750 ~g/Kg, su valor tan alto es debido a que la toxina 

no es fluorescente. 

Los porcentajes de recuperaci6n fueron de 25 a 63'.i., los vale­

res hajos y variables son producto de la inestabilidad de la Xa~­

th.omegnina. De!:ido a que ne se encuentra~ otros mét,:'.b-=.:::¡:; dispon:--
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-ble~ 7ara el an~::~is de l~ ~2xina, este ~~todo debe s~~ tomado 

en cue~ta para el desarrollo ¿~ otros méte¿~s. 

La técnica fue utilizada en el análisis de mafz. 

3.10.Z Misceláneos. 

Determinación de Miristicina v Falcarinol. Miristicina v Falcari 
'" -

nol son tóxicos naturales que se encuentran en algunos alimentos 

(zanahoria, nuez moscada). 

La Miristicina es alucin6geno y teratogénico.· 

Wulf et al. (~2>23) determinan la presencia de Miristicina y 

Falcarinol en zanahorias. 

Técnica.- Preparaci6n de la muestra. La muestra se prepara mace­

rando zanahoria con partes iguales de agua y agregando bisulfito 

de sodio como antioxidante, la muestra se licúa y se vierte a un 

aparato de destilaci6n de vapor, y se le adiciona un antiespuman 

te y hexano redestilado más hidroxitolueno butilado como antioxi 

dante, después de destilar el hexano se evapora y se le agrega -

heptano. 

Cromatografía. Se emplea una columna con fase nitrilo (Partí 

sil PAC). La fase móvil es una eluci6n de gradiente la cual est~ 

compuesta por heptano como solvente A y tetrahidrofurano al 7t -

en heptano como solvente B. Las condiciones iniciales son de 8\ 

B en 10 minutos. El detector de longitud de onda variable es op-e 

rado a 280 nm. Los porcentajes de recuperación son de 93.)\ y 

80.Z\ para Miristicina y Fulcarinol respectivamente. 

Determinaci6n de 5-viniloxazolidina-2-tiona .. Se le atribuve act: . -
vidad antitiroide al tioc~anato y a 5-viniloxa:olidin-:-tiona -­

tOZT], los que se:: ;iroduc't·:lS de hidr6lisis de glucosin;::;.::.:;~os };.:"~ 
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-sent:eg en semillas de nabo y otros miemhr~s de la familia Cruce¿: 

ferae. Puesto que ia comida de semilla de nabo es empleada como -

alimento de ganada en Canadá y Europa, la transferencia de paso -

del o:T a la leche consumida por humanos ha sido sujeta a varias 

investigaciones. La deteeci6n de niveles bajos de sustancias anti 

tiroides es de suna importancia, ya que la leche es consumida en 

grandes cantidades por infantes y niños. 

Benns et al.. (24) y Josefsson y Arkerstrom (25) determinaron 

la presencia de OZT en leche. Ambos utilizan el mismo tipo de co­

lumnas (silica), pero varían en la fase m6vil, el primero emplea 

un eluyente de isoctano conteniendo 10% de alcohol isopropílico y 

0.1\ de hidr6xido de amonio mientras el segundo utiliza clorofor­

mo-n-hexano (2:1), los detectores son de longitud de onda fija y 

d.e UV respectivamente ambos a 2.54nm. 

Los resultados obtenidos son muy parecidos, el mínimo detecta 

ble es de 1 J.( g/l para ambos,. y el porcentaje de recuperación es -

un poca mejor el de Josefsson y Arkerstrom, una media de 74% con­

tra 71\ de Benns et al. 

Debido a que los métodos de extracci6n son similares, varían-
T 

do únicamente en el solvente principal ( eter dietílíco por Benns 

et al. y diclorometano empleado por Josefsson) s61o se proporcíc•­

na la técnica de este último. 

Preparaci6n de la muestra. La muestra se calienta a 85 2 90ºC -

aproximadamente 5 minutos y después se enfría rápidamente. La!!!lES 

tra se extrae con diclorometano, y éste se evapora posteriormente. 

El residuo se extrae con una soluci6n de amonio al 1% agitando -­

suavemente en un baño de agua tibia. Los e~tractos combinados s~ 
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les ajusta el pH a 6.5-7.5 con ácido acétido al 18%. Se extrae la 

grasa con n-hexano. La fase acuosa se extrae con diclarometano. -

Se evaporan los extractos, y se vuelve a disolver en una pequeña 

cantidad de diclorometano~ quedando lista para inyectarse al cro­

mat6grafo. 

El método de HPLC se considera más preciso y más rápido que -

las técnicas basadas en cromatografía de papel y espectrofotome--

tria. 

Determinaci6n de glicoalcaloides. Los glicoalcaloides se han en-­

contrado a la sufiente concentración, como para causar envenena-­

miento y algunas veces hasta muerte. Recientemente se le ha impli 

cado también como tetrat6geno. 

Metodología. 

Bushway et al. (26) determinaron la presencia de glicoalcaloi 

des en papa. 

Preparaci6n de la muestra. Las muestras de papa son homogeni­

zadas con una solución de metanol-cloroformo (2: 1) y filtradas a · 

vacío~ el filtrado es concentrado hasta unos mililitros empleando 

un evaporador giratorio; la :muestra se acidifica con volumen igual 

de HCL 0.2N y se trata con un limpiador s6nico durante 5 minutos, 

para ser centrifugado posteriona.ente; el sobrenadante es decanta­

do y adicionado de hidr6xido de amonio concentrado, la soluci6n -

básica se puso a baño maría a 10ºC durante 30 minutos y se refri­

gera durante la noche; la solución es centrifugada por 10 minutos 

a OºC. Después de que los vapores de amonio se han disipado, se -

adiciona una solución de tetrahidrofurano-agua-acetonitrilo - - -

(50:30:20). 



Cromatc.;raffa. Se emplea una columna de fase inversa (Jfbcm:.d!!:_ 

pak/Carbotidrato); la fase m6vil está compuesta por tetrahidrof!!_ 

rano-agua-acetonitrilo (53:17:30); el detector es de UV fijo a -

215 nm. 

Los glicoalcaloides determinados son t>( -solanina y~-caccni­

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

en las papas. Los porcentajes de recuperación son de 90 a lOC~ .. 



4. CCNCLUSIO~ES y FP.COMENDACrmms. 

- la gran cantidad de artículos publica¿cs en los 6lti~os años so 

bre una variedad extensa da compuestos y en su mayorra con resul­

tados positivos> da una idea del promisorio futuro ce la HPLC; 

tal es el caso, que de cada diez nuevas técnicas de cromatografi2 

aplicadas a los alimentos> ocho son de HPLC. 

- La versatilidad de la HPLC queda comprobada con las determin~-­

ciones de compuestos tan simples como un carbohidrato y tan com-­

plejo como las aflatoxinas; por lo que el desarrollo 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 participaci6n de gente 

preparada para tener un mayor aprovechamiento y cuidado del equi­

po, ya que el costo de sus materiales y reactivos son altos. 

- La HPLC no es una t~cnica fija a la que no se le puedan hacer -

modificaciones, sino al contrario, da una amplia posibilidad de 

variables, desde una simple eluci6n isocrática hasta una programa 

ci6n de gradiente, de una columna de silica gel hasta una comple­

ja fase ligada, y así se puede continuar mencionando las opcior.es 

que puede proporcionar esta técnica. 

- La posible recuperaci6n de muestras y eluyentes despu~s del a;:~ 

lisis, da una ventaja incomparable sobre técnicas tan empleada~ -

como la cromatografía de gases~ en la cual las muestras son de~-~ 

compuestas. 

- Dado el gran núccro de puhlicnciones relacionadas ce~ la apli=~ 

ci6n de HPLC a alimentos, que a~arecen peri-Sdicamentc~ es reccr:'}:_ 

dable actuali=ar rcrmancntemente el breve ~3t51oílo re~=~2ladc ~~ 

este trabajo. 
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