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INTRODUCCION

El desarrollo de reacciones para la formacién de derivados sililados ha permitido que
compuestos no voltiles, tales como aziicares, aminoéicidos y dcidos grasos, scan factibles de analizar
por cromatografia de gases (CG).

E primer reporte de la aplicacién de derivados sililados en carbohidratos aparecié en 1963,'
desde entonces varias reacciones de formacion han sido propucsm,"‘ pero aiin se presentan
inconvenientes dcbidos a isémeros y subproductos originados durante la reaccidn, los cuales son
causa de la aparicion de picos no deseados en el cromatograma. La CG es una técnica eficaz para la
separacion de muestras complejas, resultando util en el andlisis cualitativo y como método analitico
cuantitativo. Para aziicares tiene ventajas sobre los métodos tradicionales basados en la reduccién de
sales de cobr; en solucion alcalina,’ pues no se limita a aziicares reductores, sino que es posible el
andlisis de mezclas de aziicares reductores y no reductores, por tanto resuita Gtil en el analisis de
frutos, donde la glucosa, fructosa y sacarosa son los azicares predominantes, y también otros
sacéridos que se encuentran en menor cantidad como la xilosa y galactosa.”

La CG se ha adoptado como el método de anélisis oficial de la AOAC' para aziicares en
Jugos de frutas, sin embargo desde 1980 la técnica descrita no ha sido actualizada. En afios recientes
el empleo de colwinnas capilares permite una mejor separacion de mezclas y analisis de azdcares aun
en muy baja concentracion.

En este trabajo se dan a conocer los resultados de la evaluacion por CG de Ia formacion del
derivado sililado por cuatro técnicas diferentes, la optimizacion de las condiciones de temperatura y
tiempo para la reaccion que generd menos subproductos, y la implementacion de una téenica de
analisis cuafitativo y cuantitativo de azicares por cromatografia de gases. Estas condiciones se

aplicaron a los azicares extraidos de Manzana "Starking”.
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1 ANTECEDENTES

1.1 AZUCARES, DEFINICION Y PROPIEDADES

Los carbohidratos son compuestos de férmula molecular C,(H;0), el termino
carbohidrato se wutiliza normalmente en un sentido mids limitado para designar
polihidroxialdehidos, polihidroxicetonas y sus derivados.®®

La palabra aziicar sc emplea para designar a los carbohidratos clasificades como mono
y oligosacdridos,”’ siendo monosacéridos aquellos que en general poseen de tres a nueve
dtomos de carbono; la concxién de dos o mds monosacdridos mediante puentes de oxigeno

conduce a oligosacdridos.

La quimica de los monosaciridos es la de los grupos funcionales hidroxilo y
carbonilo; como ambos grupos estdn en una misma molécula, pueden ocurrir reacciones tanto
intramoleculares como intermoleculares, resultando la formacion de estructueas ciclicas que
dan origen a las formas anoméricas de los monosacéridos y produciendo mutarrotacién, que
dificulta el andlisis de estos compuestos. Al mismo tiempo, es también la estructura del aziicar
la que permite diseflar métodos para su andlisis, aprovechando las propiedades opticas y

quimicas debidas a los grupos funcionales,
1.2 ANALISIS DE AZUCARES
El interds por el andlisis de azicares no debe centrarse en soluciones modelo o

materiales cuyo tnico componente sea algin azdear, sino que los métodos de andlisis deben

aplicarse a muestras rcales, como los alimentos, en especial los frutos, jugos, conservas y

.....
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muchos otros productos donde los azicares representan la mayor parte estructural o

nutritiva.'s*

Para ¢} andlisis del tipo de azicares y su concentracidn en Jos alimentos se han
disefiado pruebas que permiten alcanzar estos objetivos, pero no sicmpre se ha logrado su
identificacion plena.

Los métodos cualitativos dc andlisis para azicares estan basados cn reacciones
coloridas, producidas por la condensacién de productos de degradacion de azicares con
compuestos orgdnicos, como son la reaccion de la antrona, de Molish y de Seliwanoft Jo

Los métodos cuantitativos son semi-empiricos y dependen de la accidn reductora del
azicar en soluciones de cobre (II). Pueden ser volimetricos o graviméuicos;s'" las
propiedades apticas debidas a los dtomos de carbono asimétricos, se han usado para relacionar
la rotacion especifica con la cantidad de sustancia en sohucién.”

Las mezclas de azicares se han estimado por métodos microbioldgicos, pero no
resultan utiles para azicares no fermentables.’®

Actualmente nuevas reacciones y técnicas intrumentales como {a cromatografia de
gases y de liquidos. permiten que compuestos como los aziicares puedan ser identificados y

cuantificados con mayor exactitud y precisin.
1.3 DERIVADOS DE CARBOHIDRATOS

La baja volatilidad de algunos compuestos para ser analizados directamente por
cromatografia de gases, se debe a la presencia de grupos funcionales que contienen dtomos de
hidrégeno activos, como son ¢l grupo amino, hidroxilo y carboxilo: mismos que pueden
interactuar con moléeulas similares o con la fase estacionaria."

Los azicares presentan miltiples grupos hidroxilo en su estructura, por fo que

requieren ser transtormados en un derivado que sca voldtil para ser analizados por CG.

-y
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Las reacciones utilizadas en la formacion de derivados transforman a los grupos
hidroxilo en grupos éier o éster. Et primer reporte de la aplicacion de CG ¢n carbohidratos
data de 1958, y fue usando derivados metilados.?* Después se propusieron los acetatos de
alditol, los cuales son de mayor volatilidad y mas précticos porque presentan menor tiempo de

retencion que los primeros.’

En los acetatos de alditol, el grupo carbonilo s¢ reduce a un alcohol, por lo que sc evita
la formacion de andmeros, pero ticnen el inconveniente de que diferentes aldosas producen el
mismo alditol y en las cetosas se forma un alcohol secundario, introduciendo un nuevo centro

asimétrico, de manera que un azicar produce dos alditoles.

Se han propuesto otros derivados: los ésteres de fluoroacetato, n-butil boronatos, O-
metif-glucésido trifluaro-acetatos, pero los que han resultado de mayor aplicacion son los
derivados sililados.

1.3.1 DERIVADOS SILILADOS

Hedgel y Overed”” investigaron las condiciones necesarias para la formacion de
derivados sililados, determinando que la reaccidn es reversible, y que ademnds es posible
recuperar al compuesto original después de la hidrélisis del derivado en metanol acuoso.

La técnica de sililacion consiste en sustituir ¢l hidrégeno de los grupos ya
mencionados, por un grupo trimetilsilil [-Si(CH,);] formando éteres de trimetilsilicio,
conocidos como derivados TMS, o sililados (fig 1.1). En ocasiones también se emplea para
designar la sustitucion con reactivos que contienen grupos orgdnicos de silicio como ¢l

dimetilsilil y el clorometil dimetifsitil.”
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fig 1.1 Formacion de derivados TMS o sililados

En los azicarcs la sustitucion del hidrégeno de los grupos hidroxilo, reduce la
polaridad del compuesto y la tendencia a formar puentes de hidrégeno, de esta manera el
derivado es ms voldtil que la moléeula original. A la vez, la reactividad se reduce y es menos

propenso a reaccionar con otros compuestos del sistema.

Smith y Carlsson estudiaron algunos aspectos analiticos de 1a reaccion, manifestando
su potencial de aplicacion para el andlisis de carbohidratos.' Posteriormente un estudio mds
amplio fue realizado por Sweeley ef al.' Ellos asentaron que los derivados sililados son los
mas versatiles pata el andlisis de carbohidratos por Cromatografia Gas-Liquido (CGL) y
cstablecieron las condiciones “estandar de reaccion, formando ¢l derivado con

hexametildisilazano (HIMDS) y teimetilelorosilano (TMCS).

A pesar de las condiciones de reaccidn establecidas por Sweeley, atin se presentan
problemas ¢en los deres trimetilsililados de monosacaridos y oligosacdridos, debidos a la
generacion de isoméros y subproductos, lo cual durante el analisis por CGL. ocasiona

: s 3
desventajas como las siguientes:
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- L.as proporciones de cada anomero dependen de la composicion del disolvente, la
temperatura y del tiempo que ha estado disuelto el azicar,

- Pucde ocurrir sobreposicion entre la fructosa y la glucosa provocando resultados
iInprecisos.

- La relacion seffal/rnido cs menor para un monosacarido que produce multiples picos,
que si produjera uno solo, esto ¢s muy importante cuando el aziicar se encuentra en bajas

concentraciones.

Las alternativas para evitar la formacion de miltiples picos y subproductos son: evitar
la anomerizacion y formar el derivado con reactivas mis potentes y que generen menos
subproduetos.”

Para inhibir la anomerizacion, Bentley y Botlock™ describen una modificacion para
soluciones acuosas de azucares, las cuales se diluyen con N,N,-dimetilformamida. un
disolvente en ¢l cual la mutarrotacion es lenta v la formacion del derivado ocurre a baja

temperatura.

La climinacion del eentro anomérico por alguna reaccion en el grupo carbonilo pucde
condueir a otros derivados.

La formacion de oximas o metil oximas de monosaciridos resulta atil (fig. 1.2). Las
oximas son derivados del amoniaco en la forma Y-NIl,, que por sustitucion del oxigeno
carhonilico por un dtomo de nitrogeno, producen compuestos estables tipo imina con

. 2
aldehidos v cetonas.
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fig. 1.2 Formacion de oximas y metil-oximas

A partir de las oximas se desarrollaron los acetatos de aldononitrilo. La reaccion
consiste en formar la aldoxima, que después se deshidrata, asi cada derivado conserva su
posicion caracteristica del carbono 1, con la presencia del grupo funcional nilrilo;”‘26 como
este grupo no forma isomeros da un sblo derivado (fig. 1.3). Lamentablementc la reaccion no
produce compuestos voldtiles con las cetosas® y la deshidratacién de la oxima no es

cuantitativa para monosaciridos.’

1] 1]
A0 /k - Al [y
———— ———mpp R ——C
/k\m“ « AcOlt " AN NOAc

Aldaxima

R

Acz0 s antudrido scetico

fig. 1.3 Formacién de aldononitrilos



La formacién de un solo derivado a partir de reducir la aldoxima al aminopolialcohol,

la reportaron Frank ef al.? el método completo implica cuatro reacciones (fig. 1.4), varias

horas para su preparacion, y las cetosas aun formon dos isdmeros lo que representa pocas

ventajas sobre la reaccion directa de la oxima con el reactivo para formar el derivado sililado.

RI

R =CH0tlL H
R' = (CHOlf)n
n=34

CICO2EVK 2003
—_——

R\ R
20033 . BHy-THF AN
_— C ==NOCHj; —_— CHNH, —»
R R
R
fl) TMSITMCS/Pg " \ '(l)
CH-NH-C-08l ————» CH—NH-C-ORt
R‘ R"
R''= (CHOTMS)n

fig. 1.4 Formacién de derivados N-etoxicarbonil-O-trimetilsililados

Es posible la formacion del derivado ‘TMS en las oximas de los monosucaridos (fig.

1.5), derivados Ox-TMS. Sin embargo ¢l doble enlace C=N, conduce a dos ¢steroisomeros, el

anti y el sin (fig. 1.6), pero reduce los productos a solo dos isdmeros por aziicar. En columnas

empacadas no es posible separar estos isdmeros y eluyen juntos, Shafiler y Morel Du Boil

indican que la separacion se puede conseguir con el uso de columnas capilares.

3
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fig 1.5 La sustitucidn del hidrégeno de los grupos hidroxilo por grupos TMS conduce a los derivados
Ox-TMS de los monosacdridos

R / O" R .
D=x >=”\

H H Ol

ISOMERO ANTI ISOMERO SIN

fig. 1.6 Isémeros de oximas

Para la formacion de oximas se han considerado tres factores: el tiempo, la
temperatura de reaccion y la formacion de oximas en presencia de un disacdrido no reductor,

como la sacarosa.

La formacion de oximas se realiza generalmente de 70 a 80 °C durante 30 o 60

. 4,622,
minutos, 2

FAR ; : e M .
L:1 estudio realizado por Willis™ sefiala que en algunos carbohidratos de C;a
C,, la reaccidn se puede hacer a 60°C por 5 min, pero no amplia su estudio sobre los azicares,

por lo cual aun es necesario verificar estas condiciones de reaccion en los azdcares.
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La sacarosa es un disacdrido no reductor, por tanto no produce oxima, pero si cste
ai&car se encucentra en tna mezcla con monosaciridos, pucde ocurrir 12 inversion de sacarosa
debida a fa acidez del medio de reaccion, en consecuencia la concentracion de glucosa y
fructosa aumentan, para prevenir esta hidrolisis sc reporta la adicion de dimetilamino etanol,

como regulador orgdnico del medio*
1.3.2 FORMACION DEL DERIVADO SILILADO

El desarrollo de agentes sililantes ha permitido avances en la formacidn de derivados y
de las condiciones para la reaccién. Cuando se estd desarrollando un método lo mds
recomendable es monitorear la reaccidn por CG para establecer las condiciones adecuadas de
tiempo y temperatura para completar la reaccion,

Estos pardmetros de la reaccién de sililacién para algunas muestras, rcquicre solo de
algunos minutos y temperatura ambiente™'® con la mezcla adecuada de reactivos; sin embargo
por la naturaleza y condiciones de las muestras se puede requerir tiempo y temperatura
adicionales, para facilitar la solubilidad y completar la reaccion, también debe considerarse el

reactivo utilizado.

La scleccion del reactivo apropiado por lo general se basa en criterios como son:
- reactividad de la muestra y del reactivo

- selectividad del reactivo

- reacciones secundarias

- productos de reaccion y subproductos

Para formar derivados sililados de azicares, la mezela de reactivos de Swecley
(HMDS/TMCS), actualmente se considera de efectividad regular y apropiada para azdcares

anhidros."

T
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Los reactivos actuales como el bis-trimetilsililacetamida (BSA), y el
Trimetilsililimidazol (TMSI) son mas fuertes, no requicren mezclas y aseguran una reaccion
cuantitativa, asi como subproductos de mayor volatilidad, lo que resulta en una menor
interferencia o ruido en el cromatograma.

Los reactivos fluorados como el N,O-bis-trimetilsililtrifluoroacetamida (BSTFA),
ademas minimizan la acumulacién de SiO; en el detector de ionizacion de flama, evitando que

aumente el ruido y la sensibilidad disminuya.'?
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Los reactivos actuales como el bis-trimetilsililacetamida (BSA), y el
Trimetilsililimidazol (TMSI) son mds fuertes, ro requieren mezclas y ascguran una reaccion
cuantitativa, asi como subproductos de mayor volatilidad, lo que resulta en una menor
interferencia o ruido ¢n el cromatograma.

Los reactivos fluorados como el N,O-bis-trimetilsililtriflucroacetamida (BSTFA),
ademds minimizan la acumulacién de SiO, en el detector de ionizacion de flama, evitando que

aumente el ruido y la sensibilidad disminuya,”
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1.4 CROMATOGRAFIA

El término cromatografia se aplica a los procesos de separacion donde los
componentes de una mezcla son equilibrados repetidamente entre dos fases, una de ellas fijao
estacionaria y la otra movil, La fase mévil puede ser un gas o un liquido, y la fase

estacionaria un liquido o un solido,"®
1.4.1 ANALISIS INSTRUMENTAL POR CROMATOGRAFIA
En el andlisis instrumental pucden realizarse diferentes combinaciones de

cromatografia (fig. 1.7).

CROMATOGRAFIA

|

1

['se-uQuipo|  |oas-souno| |uquipo.uquino] | uutpo-sounc|

fig. 1.7 Divisién de cromatografia de acuerdo a Jas fases empleadas (mévil-estacionaria)

La cromatografia de gases se ha desarrollado rdpidamente desde que fue introducida
en 1952 por James y Martin,”? y actualmente permite que muchos componentes de los
alimentos sean analizados por esta téenica. Por su alta capacidad de separacion. se preficre la
CG cuando las mezclas son desconocidas y complejas. o los analitos estan en baja
concentracion. ¢l requisito es que los compuestos a analizar sean voldtiles o puedan
transtormarse en un derivado voldtil, por tal motivo v debido a la complejidad de los

alimentos Ja CG es generalimente la dtima ctapa del andlisis,
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1.4.2 CROMATOGRAFIA DE GASES

La forma mds comin de CG es como Cromatografia Gas-Liquido (CGL), la cual es un
proceso de elucidn, donde los compuestos son llevados por el eluyente a través de la columna,
al tiempo que se van separando, por tanto cuando concluye un andlisis la columna queda lista

para otra muestra.'?

La separacion de una mezcla por CGL ocurre de la forma siguiente: una solucién de la
muestra se inyecta a través de un bloque caliente (Inyector), donde inmediatamente es
vaporizada y llevada por una corriente de gas acarreador (Fase movil) al interior de la
columna, ahi los constituyentes de la mezcla se distribuyen entre ¢l gas y la fase liquida o
estacionaria; al avanzar y debido a las continuas etapas de reparto los solutos gradualmente
forman bandas, que se desplazan a su propia velocidad a través de la columna, las moléculas
de los compuestos que son mas solubles o muestran mas afinidad por la fase estacionaria,
requieren de un mayor ticmpo para cluir que aquellas debilmenwe orientadas hacia la fase

estacionaria."

1.4.3 EQUIPO INSTRUMENTAL PARA CROMATOGRAFIA DE GASES

El equipo instrumental necesario para el andlisis por CGL (fig. 1.8). cansta de las
siguiente pantes: 1) cilindro de pas portador, 2) control de flujo de gas, 3) entrada de la

muestri o inyectar, 4) horno, 5) columna, 6) detector, 7) registrador o integrador.
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fig. 1.8 Esquema del equipo para cromatografia de gases

Los propésitos y algunos aspectos fundamentales relativos a estas partes que permiten
disefiar un método de andlisis por CGL son los siguientes:

El propdsito primario del gas portador es transportar los componentes de la muestra a
través de la columna, el gas debe ser de alta pureza, no debe reaccionar con la muestra ni con
la fase estacionaria. Los gases empleados son hidrogeno, helio o nitrégeno; la eleccion
depende del tipo de detector que se emplee y de la alternativa entre optimizar la eficiencia de
la columna o el ticmpo de andlisis, cuando el segundo punto es el de interés se prefiere un gas
ligero."

El control del flujo es importante al establecer ¢l método de andlisis, del flujo
dependen la eficiencia de la columna y la velocidad del gas en 1a columna, esta velocidad
influye en el tiempo de retencién de los compuestos y estos tiempos deben mantenerse
constantes para que scan utiles en ¢l andlisis cualitativo.

La introduccion de la muestra se hace con una jeringa especial a través de un sello de
silicon. Se depositan en el inyector, que es un bloque metdlico que se calienta a una
temperatura suficicntemente alta para vaporizar casi al instante a la muestra inyectada, Para
muestras que se descomponen al contacto con superficies metdlicas calientes, debe incluirse
una pared de vidrio inactivo dentro del inyector, esta superficie es inerte y evita también que

los compuestos inyectados queden adsorbidos ¢n ella.

et
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Con cl uso de columnas capilares se reduce el volumen de inyeccion para prevenir una
sobrecarga en la columna, por tal motivo se emplea un inyector tipo "split" o divisor de flujo,
¢l cual mezcla al gas portador con la muestra vaporizada y sdlo deja pasar a la columna

alrededor del 1% del volumen inyectado, el resto se desecha.’
y

La funcion del horno es mantener homogénea la temperatura de la columna, y debe ser
capaz de enfriar y calentar rdpidamente, en especial cuando se usan temperaturas programadas

con ¢l propdsito de reducir el tiempo de andlisis.

Son de uso general dos tipos de columnas, las empacadas y las capilares, En afos
recientes el uso de estas tltimas se ha incrementado debido a la mejor resolucion que se
obtiene. En las columnas capilares la fase estacionaria estd retenida en la pared interna de la
columna, de manera que el centro queda abierto al flujo del gas lo cual permite que las
columnas sean mds largas, pues la caida de presion es baja.” La longitud de las columnas
capilares es de 30 a 60 m, el didmetro interno puede ser de 0.53, 0.32 6 0.25 mm, y sc¢ ha

observado que al disminuir el diametro se obtienen mejores scparaciones.

Puesto que la mayorfa de los detectores fucron diseftados para operar con columnas
empacadas, ¢l uso de un gas auxiliar o “make up” al final de la columna compensa la
diferencia entre el flujo de gas acarreador de una columna empacada ( normalmente de 30 a

. ' 3 f
40 em’/min) con el de una columna capilar (normalmente de 0.5 a 3 em’/min).

Il detector es un sistema localizado al final de la columna que permite registrar la
salida de los compuestos que se han separado. Los detectores de uso general son el detector de
conductividad térmica (DCT) y el detector de ionizacion de flama (DIF). Para el analisis de
compuestos orginicos el DIF resulta adecuado por su alta sensibilidad y amplio intervalo de

respuesta lineal.
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Los limites de deteecion son cercanos a 4 pg/seg y la respuesta lineal es desde
0,001 ng a 10000 ng, no detecta agua ni a los gases permanentes como son CO, COy, €S,

SO,, NH;, SiCly, y los oxidos de nitrdgeno.

Su funcionamiento se basa en fa combustion de material fonizable en presencia de aire
e hidrdgeno, los iones generados producen una caida de voltaje entre dos electrodos, 1a cual se
registra, amplifica y se envia como sefial a un integrador o a una computadora, donde se

Lo . 12
imprime o registra ¢f cromatograma.

144 PARAMETROS DEL COMPORTAMIENTO CROMATOGRAFICO

Los datos cualitativos Utiles para optimizar ¢l comportamiento cromatogrifico son los
siguientes:

Tiempo de retencion (tr). Es el tiempo que transcurre desde que se deposita fa muestra
en ef sistema cromatogralico hasta el tiempo miximo de elucion del soluto, es una funcion
que depende del largo de ta columna, de la velocidad de la fase mévil, de la afinidad del

soluto por la fase estacionaria y de a temperatura,

Tiempo muerto (1,). s el tiempo requerido para que un componente no retenido pase a

través de ta columna,
Factor de capacidad (k'). £xpresa la capacidad para retener un soluto en la colunmna,
Cuando su valor es muy bajo. los componentes son eluidos demasiado ridpido, mientras que si

k™ es muy alto la elucion es muy lenta, se ealeula con fa siguiente ecuacion

Ko te /1)
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Nuamero de platos tedricos (N). Es una medida de la eficiencia de la columna, son
muchos los factores que afectan este parametro, algunos de ellos son: el tr, longitud de la
columna, temperatura de 1a columna y naturaleza del soluto inyectado.

Se calcula con la ecuacion
N=16(tr / W,)?

Donde: W, = ancho dcl pico medido en su base.

Los pardmetros que permiten evaluar la separacion entre los picos son:

Retencion relativa (). Es la relacion de tiempo para dos solutos que permanecen en la
fase estacionaria, También se denomina eficiencia del disolvente'? ya que mide la selectividad
de la fase liquida respecto a los solutos; si a = | los dos solutos tienen solubilidades idénticas.
Mientras més elevados scan los valores de o, serd mds facil la separacion.

Se calcula con la ecuacion
a=( tr‘(z) / (|))

donde: tr' =1tr-t,

> try,

N ]
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Resolucion (R). La resolucion es una medida de la separacién de dos componentes en
una mezela. Este término incluye la separacion y ancho de los picos, su valor indica el grado
de separacion entre los picos, un valor de 1.5 o inayor representa una separacion de los picos a
la linea base, un valor de | indica que la separacion es adecuada, con un valor menor se tiene
dificultad para cuantificar. Se calcula con la siguiente ecuacion.

R=2( u'(z)' (r(”)/ ( Wb(z’ - Wb(,,)

1.5 ANALISIS CUALITATIVO POR CGL

E! cromatograma es un registro grafico del analisis de la muestra donde se indica el
perfil de elucién de los componentes y dos paramietros de infornacion: el tiempo de retencion
y el drea del pico, los cuales pueden usarse cn el andlisis cualitativo y cuantitativo
respectivamente. La cromatografia de gases no identifica directamente a los compuestos
separados, unicamente el nimero de compucstos, sin embargo cuando se establecen las
condiciones del andlisis, (temnperatura, velocidad de flujo, etc.) es posible la identificacion de
cada pico por su tiempo de retencion (tr), el cual permancce constante para un soluto en

particular,

La comparacion de los tiempos de retencion y la adicion estandar es el método que se
utiliza para el andlisis cualitativo. Para ello, primero por separado, se determinan los tiempos
de retencion de un componente de fa inuestra y del compuesto puro que se eree corresponde al
de la mucstra, los tr deben coincidir. Después en las mismas condiciones de andlisis, se
adiciona cstandar a I muestra original, si los dos compuestos son el mismo, ¢l drea del pico

se incrementa y ¢f tr no debe cambiar.

-l
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1.6 ANALISIS CUANTITATIVO POR CGL

La base del andlisis cuantitivo por CGL establece que bajo condiciones constantes de
andlisis, el drea bajo la curva del pico, es proporcional a la concentracion del componente. Las
técnicas de integracion que para el drea de los picos se han empleado son: planimetria,
triangulacién, cortado y pesado de! papel, y la integracion clectronica, esta ltima con la
ventaja de tener una alta sensibilidad y amplia respuesta lineal, E! drea se calcula dircctamente
por la sefial generada en cl detector, lo cual evita errores por medicion sobre los
cromatogramas.

Los métodos que se emplean para cuantificar son: calibracién por estindar externo,
normalizacién de drea, estindar interno, adiciones patrén y en ocasioncs combinaciones de
éstos,

La eleccion de un método depende de la naturaleza de la muestra, del tipo de inyector

v del detector.

1.6.1 CUANTIFICACION POR ESTANDAR INTERNO

El método de estandar interno o calibracion relativa, no requicre volumenes exaclos de
inyeccion y permite trabajar con inyectores "split". La dificultad del método es encontrar un
estandar interno (EI). El estindar interno debe ser un compuesto de estructura similar a la
sustancia que se determina, no estar presente en la muestra, no reaccionar con la muestra,
producir un pico bien definido y eluir cerca del compuesto de interés.'

La cuantificacion por estandar interno consiste en construir una curva de calibracion,
donde se relaciona el drea de cada soluto con el drea del pico de EL

Para ello se preparan muestras de varias concentraciones, con los estandares de los

compuestos a cuantificar y con una cantidad constante del E1. Se separan en el cromatdgrafo y

et
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se obtiene el drea de los picos. La grifica se construye de la relacién de arcas de los picos en

funcidn de la relacion de concentracid nes, abteniendo asi Ja curva de calibracion (fig. 1.9).

A1es Cbimguestosirea "

Conc. compuesto/ Conc. El

fig. 1.9 Esquema de curva de calibracidn por estdndar intemo

Para cuantificar, a la muestra desconocida se le agrega una cantidad del El, igual a la
usada en la curva de calibracidn, se separan y se relacionan las dreas, entonces a partir de la
curva de calibracion se leen las relaciones Conc. compuesto / Conc. El; como la concentracion

de El es conocida es posible calcular la concentracion del otro compuesto.
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11 OBJETIVOS

- Livaluar la formacion de derivados sililados de aziicares con diferentes sustratos, para

desarrollar una téenica de analisis cuantitativo por CGI..

Objetivos particulares

- Aplicar diferentes téenicas de formacion de derivado sililado en estindares de azticares y
en un extracto de azieares de un fruto, para determinar cual es la mas adecuada para realizar su

andlisis cualitativo por CGL..

- Optimizar las condiciones de tiempo v temperatura de reaccion para la téenic

seleecionada,

- Realizar el andlisis cuantitativo de los azticares de manzana “Starking™ con la téenica

desarrollada,

- be sy



I MATERIAL Y METODOS

3.1 MATERIAL Y REACTIVOS

Listandares de azicares: arabinosa. fructosa, glucosa, sacarosa, xilosa y salicina
(2-fhidroximetil]fenil -p-glucopirasido), (Sigma Chemical Co.)

Disolventes: Piriding seca destilada sobre potasa, etanol al 96% y agua destilada,
Reaetivos para formar derivado sililado:

Hexametildisilazano (HMDS). Trimetilelorosilano (FMCS),

N,Q bis-trimetilsilil trifluoroacetamida (BSTEA), (Chemical Company)

Acido trifluoroaceético (TFA) (Pierce Chemical Co.)

Clorhidrato de hidroxilamina (1’1, Baker S.A de C.V)

Manzana variedad "Starking” USA #135, almaecnada en refrigeracion.

Papel filtro Watlman # 5

Viales para reaceion (Sml.) con tapa de rosea y sello de silicon (Pierce Chemieal Co.)

Aparatos:

-Procesador de Alimentos (Osterizer 4 vel)

-Cromatdgrafo de gases, (Varian 3300) equipado con inyector "split” y detector de
ionizacion de Nama

-tntegrador (Hewlent-Packard 3390A)



3.2 METODO EXPERIMENTAL

Inicialmente se trabajo con los estindares de azicares para establecer los tiempo de
retencion de los derivados sililados y posteriormente se aplicaron las téenicas a los extraclos de

azlicares en manzana.
3.2.1 EXTRACCIONDE AZUCARES DE MANZANA

Para ¢l anilisis de azieares en alimentos por CGL, la extraccion se realiza con etanol o
metanol acuosos, o aguu.}"3 * Para el andlisis de frutos durante la extraccion se incluye la adicion
de solucion saturada de acetato de plomo para precipitar los deidos,™ pero también se puede
omitir,!"# porque su concentracion relativa a los azicares es muy baja, de manera que no afeeta
la determinacion de estos.

La extraccion de azicares se hizo en muestras de manzana “starking” en dos
presentaciones: pulpa y manzana entera, homogencizadas en el proecsador de alimentos.

Para la extraceion se tomaron porciones de 5 g de pulpa o manzana homogeneizadas y s¢
suspendieron en agua destitada (12.5 mlL), para despies calentar a punto de ebullicidn, se dejaron
enfriar a temperattra ambiente y se diluyeron con etanol (10 mL); posteriormente se filtraron
sobre papel aplicando vacio y el filtrado se diluyo cuantitativamente a 25 mL con etanol.

Paru obtener el extracto, se evapord a sequedad 5 ml, del filtrado en un rotavapor.

3.2.2 SELECCION DE LA TECNICA PARA FORMAR EL DERIVADO
SILILADO

Parat establecer la téenica adecuada para formar el derivado, se ensayaron cuatro métodos:
dos producen directamente el derivado TMS del azicar y dos implican la formacion previa de la

oxima en el azuear, para formar posteriorntente el derivado sililado (Ox-TMS).
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Los cuatro métodos se aplicaron a cada uno de los cstindares, ¢n las condiciones de

tiempo y temperatura reportadas por Knapp® para ¢l derivado sililado (80°C por 10 min), y por

Schaffler’ para formar la oxima (80°C por 30 min). Los métodos ensayados fucron los del

cuadro 3.1.

Cuadro 3.1 Métodos de formacion para los derivados sililados

Tipo de derivado

Nimero de método y reactivos

Derivados TMS

1) HMDS/TMCS

2) BSTFA

Derivados oxima-TMS

3) clorhidrato de hidroxilamina +BSTFA

4) clorhidrato de hidroxilamina
+HMDS /TFA

Formacidn directa como en fig 1.1

? Formacion previa de la oxima como en fig 1.5

Las técnicas aplicadas para su preparacion se describen a continuacién,

3.2.2.1 PREPARACION DE DERIVADOS SILILADOS

Métodos | y 2

En un vial se pesaron 10 mg del aztcar y se disolvieron en 1 ml de piridina seca,

adicionando después ¢l reactivo correspondiente para cada método:

1 TIMDS (0.2 ml.) + TMCS (0.1 mL)

2) BSTTA (0.3 ml.)

Para formar el derivado se tapo el vial y se agité por I min, despuds se colocd en bafio de

nujal a 80°C por 10 min.
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Métodos 3 y 4

Obtencion de la oxima: En un vial de reaccion se pesaron 10 mg del azicar y se
disolvieron en 1 mL de solucion de clorhidrato de hidroxilamina en piridina seca (50mg/mL), ¢l
vial tapado se colocd en bafio de nujol a 80°C por 30 min, y posteriormente se enfrio a

temperatura ambiente por 10 min.

Para formar el derivado Ox-TMS se agregd el reactivo correspondiente al método:
3) BSTFA (0.3 mL)
4) HMDS (0.5 mL) e inmediatamente TFA (0.1 mL)

Las condiciones para estas reacciones fueron como las descritas anteriormente.

Para hacer la evaluacion cualitativa de las cuatro téenicas, se realizo el andlisis por CGL

en las condiciones que se listan en la tabla 3.1,

3.2.3 ANALISIS CUALITATIVO POR CGL DE AZUCARES EN MANZANA

Los derivados de la muestra se prepararon con 10 mg de extracto seco, aplicando las
cuatro téenicas y realizando el andlisis por CGl. en las condiciones indicadas en la tabla 3.1, La

identificacion de los nzdcares en el extracto fue por comparacion con los tiempos de retencion de

los estandares y por adiciones patron,
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3.2.4 OPTIMIZACION PARA LA TECNICA SELECCIONADA

Después del andlisis cualitativo se decidio que fa técnica que resultaba adecuada para el
andlisis cuantitativo era formando los derivados oxima-TMS, (método 3) por lo que se
optimizaron las condiciones para las reacciones que producen este derivado. La optimizacion
consistid en cnsayar diferentes condiciones de temperatura y tiempo de reaccidn, que dicran
resultados cualitativos y cuantitativos mejores o semcjantes a los obtenidos en las condiciones

iniciales.

La evaluacidn cuantitativa de cada derivado se hizo utilizando un factor de respuesta (I'r)

relativo al estandar interno (EI), el cual se calculo de fa relacion

Fr=(A/Ay) x (Cy/Cy)

donde;

Ay = Area de respuesta del El,

Cy; = Concentracion del 1,

Ay = Arca de respuesta del aztcar x

Cy = Concentracion del azicar x

x  =arabinosa, fructosa, ghicosa o sacarosa

Ll = Estandar Interno (salicina)
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3.2,4.1 ENSAYOS DE TEMPERATURA Y TIEMPO DE REACCION PARA EL
DERIVADO Ox-TMS

Estos ensayos se realizaron solo en los estindares para lo cual se prepararon mezclas de
reaccidn con cada estandar y salicina.como EI, (I mg estandar + | mg de EI) para formar los
derivados con la técnica descrita en 3.2.2.1 método 3, a la cual para tratar de favorecer la
cuantitatividad en la reaccion del derivado sililado, se hicicron los siguientes ensayos, variando

primero la temperatura y despuds el tiempo de reaccion.
- Las pruebas de temperatura fuerona 115°C y 100°C por 10 nin a reflujo.
- Los ensayos de tiempo fueron por 5 y 135 min, a temperatura constante (80°C),

Los resultados de estos ensayos se compararon con los obtenidos de la reaccion a 80° C

por 10 min.

3.2.4.2 ENSAYOS DE TEMPERATURA Y TIEMPO PARA FORMACION DE
OXIMAS

Con el objeto de reducir el tiempo de formacion del derivado Ox-TMS se prepararon
mezclas de estandares, incluyendo sacarosa, (1 mg de cada azucar + 1 mg de EI en solucion de
clorhidrato de hidroxilamina en piridina 50mg/ml.). para evaluar las condiciones propuestas por
Willis™ para la formacion de las oximas (60°C por 5 min), también se ensayaron a 80°C por § y
10 minutos, en los tres casos ta reaccidn para formar el derivado Ox-TMS fue a 80°C por 10
minutos.

El andlisis por CGL de los ensayos fue en las condiciones citadas (Tabla 3.1), probando

también diferentes condiciones que permitieran una mejor resolucion de tos solutos.



3.2.5 ANALISIS CUANTITATIVO POR CGL DE AZUCARES EN MANZANA

Una vez establecida la técnica para formar el derivado sililado, se realizo ¢l andlisis
cuantitativo de los azucares extraidos de la manzana variedad "starking". La metodologia

desarrollada y las condiciones de andlisis por CGL se describen en los apéndices Ly 11,

Tabla. 3.1 Condiciones experimentales del andlisis cualitativo por CGL

Columa

Flujo de gas acarreador de la columna
Relacion de split

Temperaturas:

Invector/Detector

Programa de Temperatura

Nitrdgeno (“*Make up™)
tlidrdgeno

Aire

DB-1701. 30 mx0.25 mm x0.25 pm
Hidrégeno 1.14 cin'/min
1:25

250/290°C

200-235°C a 10°C/min,

235-290°C a 50°C/min, 290°C por 3 niin
30 em’/min

30 e/miin

300 em*/min
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IV RESULTADOS

SELECC DE T

La formacién de subproductos durante la reaccion se debe a que las condiciones de la-

reaccion o los reactivos usados no son los adecuados, por tanto, para la seleccidn de la técnica se
establecieron los tiempos de retencidn de los estandares y se considerd el nimero de

subproductos que cada uno generaba con los reactivos seleccionados (tablas 4.1y 4.2).

Tabla 4.1 Tiempos de retencion de estdndares

Tiempo de retencion (nin)
Azicar
Derivados TMS' Derivados Ox-TMS?
Arabinosa L7 2,01, 2.06
Xilosa 1.98 2.01,2.04
Fructosa 2.30.2.19 2.69,2.74
Glucosa 2.58,2.95 299,313
Salicina (El) 5.68 5.68
Sacarosa 592 5.94

" En los azicares que producen multiples picos el primer tr corresponde al pico predoiminanie.
*Los Ir corresponden a los isomeros de la oxima (anti o sin)

Tabla 4.2 Namero de subproductos generados por aziicar con los diferentes reactivos

Reactivos pH' arabinosa glucosa fructosa sacarasa xilosa
1) HMDS/TMCS 9.00 3 ! 2 0 3
2) BSTFA 922 ! 1 2 3 |
3)OvBSTFA 4.07 0 0 0 0 0
4) OXHMDS/TFA 4.00 | \ 0 | 0

T ph delmedio de reaccion  ph del reactivo para formar oximas 5.53

Por no haber deteetado subproductos en la reaccion 3 (oxima/BSTFA), se optimizd esta
técnica para hacer ¢l andlisis cuantitativo.
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ANALISIS CUALITATIVO

La aplicacion de los diferentes métodos para formar el derivado sililado en los extractos
de manzana fue necesaria para comprobar que la téenica seleccionada serfa Wil en mucstras
reales y no sdlo en las de composicidn conocida,

Los cromatogramas de las reacciones con HMDS/TMCS, BSTFA, oxima/BSTFA y
oxima/HMDS/TFA en los extractos de manzana (Fig. 4.1-4.4), muestran un perfil similar al
obtenido con los estindares. Pero en la reaccion con HMDS/TMCS el estindar de glucosa
generd dos picos en diferentes proporeion y no siempre aparecio el segundo pico (Fig. 4.1 y 4.5).
En el extracto, de acuterdo a la reportado,' los picos corresponden a la o y p glucosa,

El andlisis cualitativo por comparacion de los tiempos de retencién (Tabla 4.1) y
adiciones estandar, permitio identificar en los extractos de manzana los azicares fructosa,
glucosa, sacarosa, y detcetar la presencia de arabinosa o xilosa (fig 4.3 y 4.4). Eslos itltimos
ticnen una cstructura similar, y en el andlisis por CGL como derivados Ox-TMS eluyeron en

juntos (tr=2.01 min), como derivados TMS no se detectaron en los extractos,

256 592

- “W ' __'ll_./«'“ """"1

fig. 4.1 Derivados TMS de aziacares en pulpa de manzana
reaccion con [IMDS/TMCS
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fig. 4.2 Derivados TMS de azicares en manzana formados con BSTFA
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fig. 4.3 Azileares en manzana como derivados Ox-TMS utifizando BSTFA
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fig. 4.4 Azicares en manzana como derivados Ox-TMS

formados con HMDS/TFA

198 232
" 258
282
2
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tr 2.58 y 2.95 respectivamente

392

T
fig. 4.5 Derivados TMS de estandares a partir de 1 IMDS/TMCS
con farmacion de subproductas e isomeros a y 3 de glucosa
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OPTIMIZACION DE LA REACCION PARA FORMAR EL DERIVADO SILILADQ

ENSAYOS DE TEMPERATURA

Los ensayos de temperatura a 100°C y 115°C para formar el derivado sililado,

ocasionaron la hidrolisis de sacarosa, lo cual no permitiria la cuantificacién precisa de sacarosa,

y afectaria también las concentraciones iniciales de glucosa y fructosa. (Fig. 4.6 y 4.7)

5.95

S

fig. 4.6 Derivado TMS de sacarosa formado a 100 °C
a pesar de que no se integraron los picos menores.
indican que inicid Ia hidrolisis de la sacarosa
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3.03
279

— Vo I
fig. 4.7 Formacion del derivado 'TMS de sacarosaa 115 °C,
los picos menores corresponden a los derivados Ox-TMS de
tructosa y glucosa, generados por la hidrolisis de la sacarosa

ENSAYOS DE TIEMPO DE REACCION .

La modificacion del tiempo de reaccion en condiciones constantes de temperatura (80

°C), se evalug con los factores de respuesta de los estindares (tabla 4.3),

FORMACION DFE OXIMAS-TMS

La evaluacion de las diferentes condiciones de reaceion también fue por medio de los

factores de respuesta (tabla 4.4)
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Tabla 4.3 Factores d¢ respuesta para la formacién del derivado sililado*
tiempo de arabinosa fructosa glucosa sacarosa
reaccion (min)
5" 1.8117 13993 1.5852 1.0418
10 2.3224 1.8778 2.2353 1.5918
15 1.5638 1.4576 1.5949 1.0793
* Promedio de tres determinaciones, [a formacion de la oxima fue a 80 °C/ 30 min
* significativamente iguales (a = 0.01)
Tabla 4.4 Factores de respuesta para la formacién de oximas*
condiciones de reaccion arabinosa fructosa glucosa sacarosa'
60°C /5 min" 20591 1.8885 1.9994 1.3668
80°C /5 min™ 1,7538 1.4939 1.7064 1.1072
80°C / 10 min® 1.4785 14138 14314 1.1258
80°C /30 min® 2.0883 1.6017 1.5563 1.0524
* Promedio de tres determinaciones conto derivados Ox-TMS formadosa 80 °C/ 10 min ' Derivado TMS

abe Tgual indice indica que son significativamente iguales (o =0.01)

Se observo que la resolucion entre los picos de isomeros de las oximas de fruetosa no era
adecuada (fig 4.3 y 4.4), pero con ensayos en diferenies programas de andlisis por CGL, se logro
mejorar esta separacion. [.o mismo ocurrid con los derivados ox-TMS de los estandares de
arabtnosa y xilosa, donde aunque no hubo separacion del producto prineipal, ésta si mejoro para
los isomeros minoritarios de las oximas, y permitio observar que las proporciones de cada
isomero permanecian constantes (tabla 4.5). Debido a la modificacion del programa de
temperatura los tiempos de retencion cambiaron, este aumento del tiempo de retencion indica

que el compuesto permancee mas tiempo en la fase estacionaria, con lo que se consigue mejorar

la resolucion de los isomeros (fig. 4.8 y tabla 4.6).

-2 00 !



Tabla 4.5 Proporcién de isomeros en derivados Ox-TMS

Aziicar Proporcion de isdmeros (%) D.R.E*
Xilosa 81.80 18.20 0.12
Arabinosa 15.17 24.83 0.13
Fructosa 4292 57.08 0.17
Glucosa 8115 18.85 0.03

* desviacion relativa estandar

Tabla 4.6 Evaluacién de los programas de temperatura

isomeros de azicares condiciones iniciales’ condiciones modificadas®
« R a R
xilosa 1.02 0 1.02 0.63
arabinosa 1.04 041 1.06 1.60
fructosa 1.05 0.83 1.03 1.40
glucosa 1.06 2.50 1.06 3.60

"corresponden a la tabla 3.1 ° Tabla 1.2 (apendice 1) o = retencion relativa R = resolucion
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fig. 4.8 Derivados Ox-TMS de estindares. Pares de isdmeros en orden de elucion:
arabinosa, fructosa, glucosa, salicina y sacarosa. Condiciones de andlisis:
200 °C por 2 min, 200-270 °Ca 10 °C/min, 270 °C por 5 min

NALISIS CUANTITATIVO

La técnica desarrollada para formar el derivado Ox-TMS y condiciones de andlisis por

CGL para el analisis cuantitativo se deseriben en los apendices 1 y 1,

Debido a la baja concentracion de arabinosa o xilosa en la muestra no fue posible
establecer cual de los azdeares estaba presente, o si era una mezela de ambos. Las figuras 4.9 y
4.10 indican que lo titimo era lo mds probable. Solamente se integrd el pico mayor del cual su tr
(2.35 min ) en las condiciones de anilisis (fig 4.8) comesponde al producto principal tanto de
arabinosa como de xilosa; 1o se logrd integrar los isdmeras minoritarios por lo que se decidio
cuantificarlo como arabinosa (tablas 4.7 y 4.8), en base a que es el aziicar minoritario del que se

. 2
ha reportado su presencia en nanzanas,

-
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Tabla 4.7 Analisis cuantitativo de aziicarcs en pulpa de manzana'

38

MuestraNo. | pryciosa | Glucosa | Sacarosa | Arabinosa Total Relacion G/F *
! 6.82 319 0.64 0.08 10.72 047
2 6.17 3.04 0.69 0.09 9.99 0.49
3 713 351 0.66 0.06 11.37 049
Promedio 6.7 3.25 0.66 0.08 10.69 048
DE® 049 0.24 0.03 0.0! 0.70 0.0
Cantidades en g/100g de pulpa, °Brix de la muestras = 12.2
? relacién glucosa/ fructosa
? desviacion estandar
Tabla 4.8 Analisis cuantitativo de azicares en manzana' .
Mucstra No. | Fructosa Glucosa Sacarosa Arabinosa "Total Relacion G/F *
! 8.63 407 0.81 0.11 12.59 047
2 7.70 3.65 0.69 0.07 12,11 047
3 792 3.69 0.83 0.07 12,50 047
Promedio 8.08 3.80 0.78 0.08 12.74 .47
DE’ 049 0.23 0.08 0.02 0.77 0

" Cantidades en g/100g de manzana °Hrix de la muestras = 13.3

? relacion glucosa / fructosa
? desviacion estandar

-t
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fig. 4.9 Derivados Ox-TMS de azicares en pulpa de
manzana.
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fig. 4.10 Derivados Ox-TMS de aziicares en manzana
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V DISCUSION DE RESULTADOS

En la selcccion de la téenica para la formacion del derivado sililado fue importante
determinar primero el tiempo de retencion del pico predominante, que se asume corresponde al
azdcar con los grupos hidroxilo totalmente sustituidos. Los subproductos son debidos a la parcial
sustitucion de la moléeula, lo cual ocasiona pequeas diferencias en la volatilidad del compuesto.
las que se manifiestan durante el analisis por CGL. sc retienen mds en la columna cluyendo por

lo general después del producto principal.

La causa de la diferencia en los tiempos de retencidn de los derivados obtenidos por las
diferentes técnicas, se atribuyeron a las estructuras ciclica y aciclica de los derivados TMS y Ox-
TMS, respectivamente. Los derivados aciclicos tienen una mayor afinidad por la fase liquida,
debida al nitrogeno de la oxima, que los derivados TMS no ticnen, lo cual awmenta su polaridad

y su retencion en la columna.

Para los derivados TMS de la glucosa, se observe que la formacion de los isomeros
dependia del estado del azicar, en el estindar predominé la forma a, y en el extracto de los
azacares de manzana aumento la proporcion de la B-glucosa, esto se debio a que en ¢l extraclo se
encuentran ambas estructuras, por el tiempo que estuvieron en solucion durante la extraccion;
comparadas con ¢l estindar que estaba en forma cristalina y al disolverlo no se equilibro la

proporcion de isdmeros durante ¢l tiempo de reaccion.

Bl derivado TMS de fructosa también presentd isomeros, pero en la misma proporcion

tanto en el estandar como en ¢ extracto, estos debicron corresponder a la estructura de furanosa
- ‘ n i . ’ e . . .

de Ia fructosa por ser la mas estable,”” aunque también podrian existir las formas de piranosa. sin

embargo con la informacion de la CGl. no fue posible asignar la forma anomérica v

conformacional de los productos v en la bibliografia consultada no se encontraron reportes de la

separacion del derivado TMS de fructosa en columna capilar, y para columnas empacadas por la

menor resolucion que se obtiene reportan un solo producto,

LY T
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Para elegir la técnica a optimizar, también se hizo un andlisis de varianza (o = 0.05)
para ¢l nimero de subproductos gencrados por azicar, el cual indico que seria equivalente aplicar
cualquicra de las téenicas, sin embargo en los cromatogramas fue notable la diferencia entre las

técnicas.

Dos factores a los que se atribuyeron las diferencias observadas en las téenicas para
formar ¢! derivado sililado, fueron ¢l pH del medio y la fuerza del reactivo. El medio de las
reacciones para los derivados TMS, pudo ser la causa del gran nimero de subproductos, porque
en estas condiciones de pH los azicares pueden enolizarse y también sufrir fragmentacioncs. El
BSTFA ¢s un agente muy reactivo, por tanto rapidamente actué sobre todas las estructuras
presentes del azicar de manera que fueron multiples los productos, la mezela de HMDS/TMCS

10 s tan reactiva, pero tambicn influyo el medio en fa fonnacion de subproductos.

[Las reacciones con formacion previa de la oxima, resultaron independientes de las formas
anémeras de los azicares y generaron menos subproductos, permitiendo una mejor identificacion
de los aziicares en mezclas, a pesar de los isomeros de las oximas. También permiticron detectar
la mezela de arabinosa y xilosa en la muestra, azicares que por su baja concentracion y por los
subproductos que forman como derivados TMS no se detectaron con las dos primeras reacciones.
De esta manera los derivados Ox-TMS resultaron la mejor opeion para hacer el andlisis
cualitativo y cuantitativo. La cleccion del BSTFA, sobre la mezcla de IIMDS/TFA fue porque
con el primero no se detectaron subproductos. ademds se facilita agregar solo un reactivo.

disminuyendo asi la posibilidad de que la humedad afecte a la reaccion.

Durante la optimizacion de la técnica para el derivado Ox-TMS, s¢ observo que
contrariimente a lo rcportado,22 no era posible emplear temperaturas superiores a 100°C para
favareeer la reaccion; a 115 °C fue clara la hidrolisis de sacarosa y a 100°C aun no era muy
aprecinble pero ya habia iniciado. Esta evaluacion era necesaria, porque aunque la sacarosa no
forma oxima, si estaba en ¢l extracto de manzana y su hidrolisis afecta la euantificacion de

glucosa y fructosn, La causa mis probable de ki hidrolisis, ademis de la temperatura, fue el pll
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del medio pues no se contd con el regulador recomendado, sin embargo ¢l pH usado es ¢l

necesario para la formacion adecuada de las oximas y a 80°C no hubo problemas de hidrolisis.

La evaluacion del tiempo dptimo de reaceion y formacion de oximas fue con los factores
de respuesta (Fr) relativos al estdndar interno (EI), casi siempre ¢l valor del Fr de los
monosacéridos y de la sacarosa eran, respectivamente, alrededor de 1.5y 1.1 respecto al EL En
base a esto, eran necesarios 15 minutos para formar el derivado sililado si la oxima se formaba a
80 °C por 30 minutos, pero al optimizar la reaccién de la oxima, sélo se necesitaron 10 minutos a

80 °C para cada reaccion y formar ¢l derivado Ox-TMS.

Los analisis de varianza para las condiciones de reaccion, (tablas 4.4 y 4.5) indican cuales
producen factores de respucsta iguales, dentro de un intervalo, a un nivel de confianza,’®
obsérvese que la formacion de oximas a 60 °C por 5 minutos da altos valores de respuesta, los
que pudicron ser causa de baja reactividad del El en tales condiciones. pero también las
reacciones a mayor temperatura y por mas tiempo dan resultados simifares, ya que no se encontrd
ninguna correlacion de estos datos con las demds reacciones, no se considerd conveniente
trabajar con aquellas que daban valares altos de Fr. La reaccion que se eligio para el analisis
cuantitativo presentd reproducibilidad y uniformidad en la respuesta, también redujo

considerablemente el tiempo de preparacion de los derivadas.

La cvaluacion de otros programas de temperatura, con los valores de retencion relativa
() y la resolucian (R) de los isdmeros, indicaron que la selectividad de la columna no aumento,
pues los picos mayores de arabinosa y xilosa continuaron eluyendo juntos, ¥ por tanto para su
separacion se requiere de otra fase estacionaria. Pero la resolucion si mejoré al incluir un
intervalo isotérmico al inicio del programa, con lo cual ¢l valor de R obtenido entre los picos de
los isomeros de glucosa, fruciosa y arabinosa era aceptable (R >1.0), excepto para los de xilosa
donde no siempre se separaba al segundo isdmero. Aunque para el andlisis cuantitativo no se
requiere definir a que estructura, anti o sin, correspanden los productos, definir la proporcion de

isomeros en los estandares. si resulta de utilidad para ¢stablecer que no hay variacion en el
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comportamicnto de los derivados y que al aplicar la téenica en las muestras es factible detectar si

hay otros compucstos eluyendo con el aziicar,

De los cromatogramas de! andlisis cuantitativo de los azicares de pulpa y manzana fue
posible establecer, que habia una mezcla de xilosa y arabinosa, pero no se determind en que
proporeion, solo se cuantificd un pico, porque los picos menores estaban abajo del limite de
cuantificacién. Estos azicares por su baja concentracion no sicmpre se cuantifican y reportan en
los frutos, pero hacerlo podria servir como caracteristica de la variedad y regién de cultivo,

puesto que las proporciones de cada azicar dependen del origen del fruto.

Los resultados del andlisis cuantitativo comparados con los reportados por Fourie™ para
la manzana “Starking”, indican que la fructosa siguié sicndo el principal aziicar, sc presentaron
diferencias para la glucosa y sacarosa, las cuales se atribuyen al origen del fruto y al estado de
maduracion, la concentracion de sacarosa resulto mds baja probablemente causada por la
maduracién, como indican los °Brix. La mezcla de xilosa y arabinosa cstaba en la misma
cantidad en la pulpa que en la manzana entera, por lo que su origen debi6 ser de los polisacdridos
de la pulpa, El incremento calculado de aziicares en la manzana entera, se considerd que aunque

en los frutos si hay aporte de azicares por la cdscara y paredes celulares,’'

este seria
principalmente en los azicares minoritarios. el aumento encontrado de estos fue minimo, por lo
que la mayor concentracion de fructosa. glucosa y sacarosa en manzana entera podria estar mis
relacionado al estado de maduracion que a la cdscara. En los resultados se incluyeron los valores
de la relacién G/F, esta relacion es un pardmetro cstablecido por Mattick y Moyer.” su valor
presenta menor variacion (tablas 4.7 y 4.8) que los valores individuales de glicosa y fructosa en
el caso de que ocurra hidrdlisis de sacarosa por el almacenamiento del fruto, tiene un intervalo
(0.16-0.60) y se emplea para detectar adulteraciones en jugos de manzana,” pero también resulto

aplicable para la manzana fresca.
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VI CONCLUSIONES

- La formacion de derivados TMS de azicares con HMDS/TMCS y BSTFA
produjo al menos un subproducto por cada azicar presente, dificultando el andlisis
cualitativo de mezclas, lo que ademds interfiere en la determinacion de azicares que estan
en baja concentracion, sin embargo los reactivos resultaron adecuados para los derivados

0x-TMS.

- El andlisis de CGL en columna capilar, permitié separar los derivados TMS de
los isémeros de la fructosa, pero aun falta establecer a que estructuras corresponden los

productos.

- Fue posible la formacion de oximas de monosacdridos y del derivado Ox-TMS,
ambas reacciones a 80 °C por 10 minutos, lo que disminuye el tiempo de prepuracion y

resulta de utilidad cuando ¢l niimero de muestras a analizar es grande,

- La formacion de derivados Ox-TMS de aztcares, simplifico el analisis de mezlas

con fructosa y glucosa, la proporeion de los isomeros formados se mantuvo constante, y
@

fue independiente de la fuente del aziear. Isto es de utilidad p@a detectar si hay otros

productos cluyendo con ¢l azicar, y es una mejor opcion para el analisis cualitativo y

cuantitativo de azicares.

- La separacion de los isdmeros de las oximas de xilosa y arabinosa se podria
mejorar empleando una fise estacionaria selectiva. Durante el presente estudio no se logro
st separacion ni cuantificacion individual en I muestra, pero hacerlo permitiria establecer
otro dato sobre ¢l contenido de azicares del fruto, que son caracteristicos de lu variedad y

de Ia region de culiivo,
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- La utilidad de la metodologia desarrollada (apéndice 1) se demostrd con su
evaluacion (apendice 1) y con el andlisis cuantitativo de azicares en manzana, y tanto el
método de extraccion, como el de andlisis por CGL, podrian ser aplicados a frutos de
caraterfsticas similares y productos relacionados como son jugos v concentrados de frutas,

para establecer su autenticidad en base al pertil de azicares.

.t
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- La utilidad de la metodologia desarrollada (apéndice I) se demostré con su
cevaluacion (apendice I1) y con el anilisis cuantitativo de azicares en manzany, y tanto el
método de extraccion, como el de andlisis por CGl,, podrian ser aplicados a frutos de
carateristicas similares y productos relacionados cono son jugos v coneentrados de frutas,

para establecer su autenticidad en base al perfi! de azicares.

- hnisem
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APENDICE 1

TECNICA DF ANALISIS CUANTITATIVO DE AZUCARES
COMO DERIVADOS 0X-TMS POR CGL
Método de estindar i

Métodologia aplicada al andlisis de Manzana “Starking”

Se Prepararon las siguicntes soluciones:

- Solucién A, elorhidrato de hidroxilamina en piridina (50 mg/mL.)

- Solucidn B, salicina (Img/mL en solucién A)

- Solucién de El, salicina (10 mg/mL en solucién A)

- Solucién "stock" de estandares (25 mL), preparada en solucion A con

diferentes concentraciones de azicar (Tabla L.1).

Tabla .1 Solucion “stock”

Azicar mg/ mbL en solucidn A
Arabinosa 2.0080
Fructosa 11.9920
Glucosa 6.0040
Sacarosa 1.9960

Para obtener la curva de calibracion, de la solucion "stock" se tomaron diferentes

volumenes (5, 3.75, 2.5, 1.25,0.75,0.25 y 0.1 mL), a cada uno se le agregd 1 ml de solucion de

El'y se diluy6 cuantitativamente a 10 mL con solucion A.

-t
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Para formar los derivados de la dilucidn correspondiente, se puso en un vial de reaccion
una alicuata de | mL, y se calentd a 80°C por 10 min, despuds de enfriar a temperatura ambicnte
par 10 min, se adiciond BSTFA (0.3 mL), se agitd por | min y se calentd a 80 °C por 10 min,

Para el analisis de las muestras se pesaron 8.0 £ 0.2 mg del extracto seco y se disolveron

cn | mlL de solucidn B, para formar los derivados se aplicd la téenica descrita anteriormente,

Para cl andlisis por CGL se inyectd | microlitro de la mezela de reaccion, Los detalles del
anilisis cuantitativo por CGL sc listan en la Tabla 1.2,

La curva de calibracion para cada aziicar se contruyo de la relacion Ax/AEI en funcion de
Conc. de x/Conc. de EL

Tabla 1.2 Condiciones experimentales del analisis cuantitativo por CGL

Columa DB-i701. 30 mx 0.25mm x 0.25 mm

Flujo de gas acarrendor Hidrégeno 1.36 cm*/min

Relacion de split 1:191

Temperaturas

Inyector/Delector 250/290°C

Programa de temperalura 200°C por 2 min, 200-270°C a 10°C/min,
270°C por § min

Nitrégeno ("Make up™) 30 em*/min

Hidrogeno 30 cm’/min

Aire 300 e’ /min
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APENDICE 11

EVALUACION DE LA TECNICA

La evaluacion de la téenica por CGL se realizo en base a los siguientes pardmetros:

- lincaridad del sistema. Es el intervalo entre los niveles superior ¢ inferior de la sustancia a
determinar. Se realiza construyendo una curva de calibracion, graficando respuesta medida contra
concentracion, donde se demuestra que las determinaciones analiticas son proporeionales a la

coneentracion de la sustancia dentro del intervalo determinado.

El sistema evaluado se obtuvo de las diluciones de la solucion “stock™ (tabla I1.1)

Tabla II.] Relacion de diluciones de la solucion “stock”

Dilucion’ arabinosa' fructosa glucosa sacarosa
5/10 1.0040 5.9960 3.0020 0.9980
3.75/10 0.7530 4.4970 22515 0.7485
2.5/10 0.5020 2.9980 1.5010 0.4990
1.25/10 0.2510 1.4990 0.7505 0.2495
0,75/10 0.1506 0.8999 0.4503 0.1497
0.25/10 0.0502 0.2998 0.1501 0.0499
0.1/10 0.0201 0.1199 0.0600 0.0199

: Concentracion en mg/mL, todas las diluciones incluyen 1.000S mg de EI/mL
mL “stoek*volumen final

Linearidad del sistema. Evaluada con las dreas de respuesta del pico (tabla 11.2), para los

monosacdridos el drea utilizada fue la suma de los dos isdmeros.
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"Tabla 11.2 Curvas de calibracion para estdndares*

arabinosa fructosa glucosa SUCArosa
/\ﬂ//\u Cﬂ/C[-II Af//\m Cf/C..;, /\};/Am Cg/(:m /\S/A[:] CS/Cm
L4785 UYTAT 34770 9303 43972 TURTY LEd57 T30 |
1.2808 0.7493 0.9098 14746 ANE] 2.2403 0.7308 0.7448
0.8445 0.4995 1.0262 29831 2.2456 1.4935 0.4961 04965
0.5319 0.2495 26012 14915 13356 0.7468 0.2727 0.2483
0.2855 0.1499 14014 0.8949 0.6630 0.4481 0.1469 0.1490
0.1519 0.0500 (.6315 0.2983 0.2198 0.0494 0.0533 0.0197
0.0612 0.0200 03040 0.1193 0.1606 0.0597 00247 0.0198
T=0.9869 r=0.9922 r=0.5938 r=0.9907

L]
Ax/Ag relacion de dreas de respuesta del azicar / esidndar interno
r = coeficiente de correlacion de ta curva

- Sensibilidad, es cualitativa y cuantitativa mediante e} limite de deteccion, o la minima
concentracion de una sustancia en una muestra la cual puede ser detectada, pero no necesariamente
cuantificada; y el limite de cuantificacion cs la menor concentracién de una sustancia la cual puede
ser determinada con precision aceptable bajo las condiciones de operacion.

Los limites de deteccion eorresponden a la tltima dilucion de la curva de calibracion (tabla 11.3).

Tabla [1. 3 Limites de cuantificacion en estandares

arabinosa” .
isomero T ] 1somero 2 fructosa® glucosa’ 5acarosa
Tinite de
deteccion (ng) | 0.0181 0.0069 0.6245 03125 0.1036
DR.E 6.67 14,18 0.25 0.22 9.07

; isomeros numerados en orden de efucion )
suma de los dos isomeros DRI desviacion relativa estdndar

S
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Para los resultados de la respuesta de azicares en pulpa y manzana (tabla 11.4) el drea
cuantificada con arabinosa corresponde al pico del primer isomero, los picos menores se

cncontraron abajo del limite de cuantificacion.

Tabla I1.4 Relacidn de respuestas para las mucstras ¢ interpolaciones
arabinosa Tructosa glucosa SACHrOSa

muestra Aﬂ/AHI CBICHI Af’Am Cf/CEl Ag/’Aﬂ Cg/C“ AS/AH Cs/Cyy
[ pulpa No.

! 0.0595 { 0.0371 | §5.3949 | 3.6125 | 2.6548 1.7782 0.4332 0.4061

2 0.0769 | 0.0479 | 63409 | 4.2459 | 29661 1.9867 0.4292 0.4023

3 0.1034 | 0.0644 | 7.7610 | 5.1969 | 3.8264 | 2.5629 | 0.5155 0.4832
manzana

N|° ’ 0.0863 | 0.0538 | 6.3212 | 4.2328 | 29859 | 19999 | 04218 0.3954

) 0.0636 | 0.0396 | 6.1960 | 4.1489 | 2.9093 1.9486 0.3923 0.3677

3 0.0544 ] 0.0339 | 6.0906 | 4.0783 | 28254 1.8991 0.4538 0.4254

Promedios de andlisis por triplicado: ' relacion de dreas 2 resultado de interpolacion

- Se evalud la especificidad (tabla I1.5), para demostrar que la respuesta obtenida se debe
exclusivamente a la sustancia de interés y no a otros compuestos de la muestra o productos de

degradacion. La relacion de isomeros no difiere de la calculada en los estandares (ver tabla 4.5).

Tabla 1).5 Especificidad de la determinacion en las muestras de pulpa y manzana

fructasa’ glucosa'
isomero | isdmero 2 isomero | isdmera2
proporeion 45.72* 54.28 79.08 20.92
D.R.E 0.66 0.65 0.70 2.66

¢ valores en %, promedio de 12 determinaciones ! isémeros numerados en orden de elucian
“ desvincion relativa estandar



51

Referencias

1. Sweeley, C.C. Bentley, R, Makita, M. & Wells, W. Gas-liquid Chromatography of TMS derivates of sugars
and related substances  J. Amer. Chem. Soc. 83, 2497 (1963)

2. Frank, H., Das Neves, 11.1.C. & Bayer, E. Gas Chromatography of monosaccharides: Formations of a single
derivative for each widose, J. Chromatogr. 207, 213-220 (1981)

3. Schéffler, K.J, & Morel Du Boil, P.G. Quantitative gas chromatogruphic analy sis of sucrose in the presence af
sugar oximes using a buffered oximation rengent and glass capillary columns
J. Chromatogr, 201, 221-229 (198])

4. Knapp, D.R. Handbook of analytical derivatization reactions p. 342 John Wiley X sons, Ine, US (1979)

5. Official Methods of Analysis af the AOAC, secs. 22.084-22 085 13th Edition p. 359 U.S (1980)

6. Bradbury, A.G. Gas chromatography of casbohydrates in foad. In Principles and applications of GC in food
analysis, £ditor Gordon M.H. Chap. 4 Eis 1Turwood Ltd. Grea Bretain (19901

7. Kline D.A., Fernandez, E., & Johnson, A.R. Quantitative determinatidn of sugars in fruits by GLC separation
of TMS derivatives J. dssoe. Off Anal. Chem. 3, 1198-1202 (1970)

8. Angyal, S.J. The composition of reducing sugars en solution tdvan. Corbohyd Chem. & Riochem. A2 15-62 (1984)
9. Willard. 11. Instrumental icthods of analysisVan Nostrand Co &b Edition Chap. 15 and 16 US (1981)
10. Fritz, J.S., & Schenk, GJ1. Quantitative analytical chemistry Allin & Bacon Chap 19 Boston, US (1978)

11. Gordon, M.IL Principles of gas Chromatography. In Principles and applications ol GC in foad analysis.
L ditor Gordon M.IL Chap. 1 Ellis 11orwaod Ltd, Great Bretain (1990)

o

MeNair, HM. Cromatografia de gases. Cap. 1y Il O.E.A. Washigton D.C. EU (198

oy

. Jennings, W. Gas Chromatography with glass capillary columns. 2nd Edition p. | Acodemic Press [nc. US (1980)

. Carbobidrates in Fruit Juices Gas Chromatographic meshod 97118 Official Methods of Analysis of the
AOAC 15th Edition Valil p. 922 US (1990)

-

. Berry, J.W. Gas chromatography of carbohidrates. In Advances in Chromatography. Editer Giddins J.C.
Chap. 7 Marce! Dekker Inc. US (1966)

=

Lichon. M.J. Sample Preparation for chronratogeaphic analysis food L Chromatogr. 24, 3-9 (1992)

17. Fourie, .0, & Bassons, .S, Sugar content of almond. pecan. and macadamii nuts
JoAgric. Foad Chem: 38 101104 (1990)

=

. Official Methods of Analysis of the AOAC, Method 906.03 p 380 bath edition US (198.4)

=

Chromatography products 3994 p. 554-561 Supelen, Inc (1994

[

. Bentley, R. & Batlock, N. A gas cromatographie method for analysis of anameric carbohydrates and lor
determination of mutarotation coelTicients (nal Biochem. 20 312-320 (1967)

ro

Reush, WAL An introduction to organic Chemistry. p 375376 1Holden-Day Ine. US (1977)

o
13

- Morvai, M., & Moie-Perl, 1 Simultancous determination of organic acids in apples by gas-liquid
chromutography J Chromatogr 320, 201-207 (1990)



e

52

23. Anderle, .. & Konigstein, J. Scparation of trioses and tetroses as trimethylsilyt oximes by gas
chromatography Anal. Chem. 49, 137-139 (1977)

24. Willis, D.E, GC Analysis of C2-C7 Carbahidrates as the trimethyIsilyl-oxime derivatives on packed and
capillary columns. J. Chromatogr. Sei. 21, 132138 (1983)

25. Norman, R.O.C. and Coxon J.M. Principles of organic synthesis p. 3F Blackie academic & professional
Great Bretain (1993)

26. Pine, S.H. Quimica Orgdnica 20 ¢d. p. 508 McGraw-11ill Méico (199)
27, Badui, $. Qulmica de los alimentos 2a ¢d. p 46 Alhambra Mexicana, México (1990)

28. Bishop. C.T. In Methads of biochemical analysis. Vditor Glick, D Vol 10 p. 1 Interscience Publishers, Inc
New York, US (1962)

29, Pomeranz,Y .. & Meloan C.E. Food analysis, theory & practice Chap. 35 AVI Publishing Co. Inc. US (1982)

30. Jucobs. M.B. The chemical analysis of foods and food products. 3thed. p. 147
R. Krieger Publishing Co. (ne. US (1973)

31, Harris, P.J., & Blakeney. A.B. Gas Chromatographic determinatian of the monosaccharide composition of
plant cell wall preparations J Assoc. Off JAnal. Chem. 7L, 272-275 (19838)

32. Mattick, L.R. & Mover, J.C. Composition of apple juice [ Assoc. Off Anal Chem. 66 . 1251-1235 (1983)

33, Lee, CY. & Mattich, L.R. Comtposition and nitritive values of apple products. In Processed Apple Products
Editor Downing DL, Chap. 14 Van Nostrand Reinhold New York US (1989)

34, Fourie, P.C.. Hansmann, C.F. & Qberholzer. 11.M. Sugar content of fresh apples and pears in South Africa
J. Agric. Food Chem. 39 1938-1939 (1991)

35. Saura-Calixto, F., Canellas, J. Gas chromatographic analysis of sugars and sugar alcohols in the mesocarp,
endocarp and keenel of almond fruit Jf Agric. Food Chem. 32, 1018-1020 (1984)

6. O'Mahoeney. M. Sensory evaluation of foed. Statistical methods and procedures p. 187 ]
Marcel dehher Ine. US (1986)

37 Ftedgley, EJoand Overend. W.Go Trimethy Isiy| derivates of carbobydrates. Chem & Ind 378-380 London '
UK. (1960)

38 Lee, S, & Wrolstad, R L. Apple juice composivon: sugar. nonvolatile acid. and phenolie profiles.
J Assoe Off Anal. Chem. 71, T89-79 (1988)

39 James, AT, & Martin, AJP. Gas-liguid partition chromatography: the separation and microestimation of
volatile fatty acids from formic acid to dodecanoic acid  Biochem. J 80, 679 ((952)

40 Gross, K.Co & Sams, CE - Changes in cell wall neurral sugar composition during truit ripening: a species
survey Dhtechensiny 230 24572461 (1984)



	Portada 
	Índice 
	Introducción 
	I. Antecedentes 
	II. Objetivos
	III. Material y Métodos 
	IV. Resultados 
	V. Discusión de Resultados 
	VI. Conclusiones 
	Apéndices 
	Referencias 



