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INTRODUCCIÓN 

El análisis de carbohidratos en frutas, conservas y otros alimentos, está orientado 

hacia el conocimiento de su calidad general, frescura, maduración y estabilidad. 

Para el análisis cualitativo y cuantitativo de carbohidratos se han disenado 

diversos métodos, pero no siempre se ha logrado una identificación plena debido a 

que cada método posee limitantes. Actualmente la determinación de carbohidratos 

en presencia de otros compuestos, puede realizarse utilizando técnicas de 

separación como la Cromatografla de Lfquidos (CL) y la Cromatografla de Gases 

(CG), reconocidos en los Métodos Oficiales de la AOAC. 

El análisis de carbohidratos por CG requiere su conversión a derivados volátiles, 

debido a la presencia de hidrógenos activos, que pueden interactuar con 

moléculas similares o con la fase estacionarla causando interferencias. Dentro de 

estas reacciones las que han tenido mayor aplicación son la formación de 

derivados sililados cuyos primeros estudios permitieron establecer las condiciones 

"estándar" de la reacción. El método empleado consiste en la formación previa de 

la oxima, su transformación a un derivado sililado y su posterior identificación y 

cuantificación. 

Para llevar a cabo la formación de la oxima, generalmente se utiliza clorhidrato de 

hidroxilamina disuelto en piridina, un reactivo tóxico. Es por ello, que la primera 

inquietud en este trabajo fue buscar otro disolvente para llevar a cabo esta 

reae<:ión. Con el objetivo de optimizar las reacciones de sililación para 

carbc>hidratos, en base al disolvente empleado; se seleccionaron las siguientes 

bases: Dimetilformamida, trietilamina, anilina y acetato de sodio. Disminuyendo el 

tiempo de análisis y el número de subproductos formados; el método finalmente 



seleccionado, utiliza BSTFA como agente sililante, y anilina como disolvente y 

medio de reacción, estos reactivos favorecen la reacción en un tiempo corto de 

análisis y la formación del menor número de subproductos. 

A continuación se describe la separación de mono y disacáridos en disoluciones 

"mod1:llo" asi como las condiciones óptimas para la identificación y cuantificación 

de estos analitos en extractos de jugo de pera comercial y jugo de pera "natural", 

con la finalidad de comparar su constitución y mostrar la efectividad del método 

seleccionado. 

Para facilitar su revisión la presente tesis está dividida en 3 capitulas. El primero 

de estos se dedica a la teorla general de los carbohidratos y comprende la 

clasificación e importancia de los mismos, asi como la teorla general de 

cromatografla y su desarrollo en el análisis de los carbohidratos. 

Dentro del segundo capitulo se plantea la metodologia y las condiciones 

experimentales para llevar a cabo esta investigación. En el tercer capitulo se 

muestran los resultados obtenidos al modificar la base utilizada como medio de la 

reacción, asi como la evaluación de la estabilidad de los derivados formados y los 

resultados obtenidos del análisis cualitativo y cuantitativo de los jugos "comercial" 

y "natural" . Las conclusiones y la bibliografla se muestran como parte final de 

este trabajo. 
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HIPÓTESIS 

La efectividad de la reacción de sililación, que consiste en sustituir los· hidrógenos 

activos presentes en moléculas corno los carbohidratos, depende de dos factores: 

la fuerza de los reactivos utilizados y la formación de un intermediario, /a oxima. 

Si la cuantitividad de ésta reacción, favorece la formación de un solo producto y se 

encuentra en función del .6pKa entre la base seleccionada y el clorhidrato de 

hidroxilamina utilizado, entonces, la fuerza de la base utilizada favorecerá la 

formación de la oxima, repercutiendo en el tiempo y la temperatura de la reacción. 

iii 



OBJETIVOS 

GENERAL 

• Optimizar las condiciones de la reacción en la formación de los derivados 

sililados de los carbohidratos y su análisis por Cromatograffa de Gases. 

ESPECIFICOS 

• Desarrollar una rnetodologfa que permita eliminar el uso de la piridina como 

reactivo y medio de reacción, debido a su elevada toxicidad. 

• Establecer las condiciones de reacción adecuadas para obtener un número 

mfnimo de subproductos que interfieran con la identificación y cuantificación 

de los carbohidratos de interés, en función de la reacción de formación de 

la oxirna. 

• Evaluar el procedimiento desarrollado en muestras alimenticias, por 

ejemplo el jugo de pera. 

iv 



CAPITULO 1 

ANTECEDENTES 

1.1 CARBOHIDRATOS 

El nc•mbre de carbohidratos se aplicó a aquellos compuestos cuya fórmula 

empirica correspondia a Cn(H20)n. Actualmente este término se utiliza para 

designar polihidroxialdehfdos, polihidroxicetonas y sus derivados3 • Las unidades 

más i;encillas de los carbohidratos son tos compuestos clasificados como mono, 

di, tri y oligosacéridos, que comúnmente se conocen como azúcares, cuyas 

propiedades ópticas y qufmicas estén dadas por la presencia de grupos aldehido o 

cetona, asi como grupos hidroxilo que confieren a la molécula sus caracteristicas 

polares: la capacidad de formar puentes de hidrógeno y las propiedades de 

higroscopicidad y solvatación. 

1.1.1 PRINCIPALES CARBOHIDRATOS Y Sll IMPORTANCIA 

Los carbohidratos constituyen alrededor de la tercera parte del mundo biológico y 

aproximadamente el 80% del aporte calórico en la dieta. Son importantes en los 

alimentos ya que representan la principal fuente de energia, forman parte de los 

tejidos de frutos y vegetales; ademés, de acuerdo a su estructura quimica 

participan en las caracteristicas de sabor, viscosidad, estructura y color."' 

Aunque en ciertos casos hay que tornar en cuenta otros azúcares, los más 

importantes para los analistas de los alimentos son dos hexosas: Glucosa y 

Fructosa, y tres disacáridos: Sacarosa, Lactosa y Maltosa". 



La O-Glucosa es el monosacárido más com(ln, se encuentra libre en la sangre y 

en otros numerosos fluidos corporales, asf como en los jugos de las plantas. 

Además es el componente principal de muchos oligosacáridos y polisacáridos. 

El monosacárido isómero D-Fructosa, es el componente principal del jugo de la 

fruta y de la miel, en los que se encuentra normalmente acompanado de la 

Glucosa y la Sacarosa. 

La Sacarosa, el az(lcar de mesa corn(ln, es un disacárido compuesto por D­

Glucosa y D-Fructosa. Se obtiene de la remolacha azucarera y de la cana de 

azúcar y es uno de los principales productos comerciales de esta industria. 

La L;:1ctosa, el azúcar de la leche, es un disacárido compuesto por O-Galactosa y 

O-Glucosa, se obtiene normahnente a partir del suero de la leche y su importancia 

radic;:ii en la capacidad del organismo para digerirla. 

Cabe mencionar la importancia de algunos polisacáridos como: la celulosa, que es 

el carbohidrato más abundante en el mundo vegetal; y el almidón cuyas 

propiedades qulmicas son ampliamente explotadas en la industria de los 

alimentos•. 

1.1.2 CLASIFICACIÓN DE CARBOHIDRATOS 

Existen diversas clasificaciones de los carbohidratos, entre las cuales se 

distinguen: el número de átomos de carbono en la molécula; el número de 

monosacáridos en su cadena; la orientación de su grupo hidroxilo unido a su 

carbono asimétrico; sus propiedades qufmicas: reductor o no reductor; tener un 

grupo aldehldo o cetona en su molécula, etc. 

Otra clasificación común está basada de acuerdo a sus propiedades o funciones 

biológicas, tales corno: energéticos, estructurales, reguladores o nutricionales 

(Esquema 1 ). 
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• ESTRUCTURA 

• PROPIEDADES 

• FUNCIONES 

CLASIFICACIÓN DE LOS CARBOHIDRATOS 

Tetrosa 
Número de carbonos 

{ 

Triosa 

Pentosa 
Hexosa. 
etc. 

Tamai'\o 

Químicas 

{

Monosacárido 
Disacárido 
Oligosacárido 
Polisacárido 

Ji Reductores {º reductores 

Grupo Funcional {=~ 

Reserva 

Estructurales 

{

Disponibles 

No disponibles ~
Azúcares solubles, 
dextrinas y almidones 

Fibra dietética, celulosa, 
hemicelulosa y pectina. 

{

Celulosa, hemicelulosa, 
polisacáridos de algas, 
carragenina y agar 

{

Celulosos 

No celulósos 

{

Asimilables 

{

Generalmente solubles y asociados a la 
pared celular, mananos, glucomananos, 
sustancias pécticas, gomas y mucilagos 

Nutricionales 
No asimilables 
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1.1.3 M~TODOS DE ANÁLISIS PARA CARBOHIDRATOS 

El interés por el anélisis de los carbohidratos no se centra en disoluciones modelo 

o materiales con un solo componente, sino que los métodos de anélisis 

propuestos deben aplicarse a muestras reales como los alimentos, extractos 

vegetales y muchos otros productos donde los carbohidratos representan la mayor 

parte estructural o nutritiva•·5
• 

Para el anélisis cualitativo y cuantitativo de azúcares se han diseftado diversos 

métodos que permitan alcanzar estos objetivos11 (Esquema 2). 

.ANÁLISIS 
DE 

CARBOHIDRATOS 

Métodos 
Físicos 

Métodos 
Qui micos 

Métodos 
Bioquímicos 

Gravedad especifica 
Indice de refracción 
Rotación óptica 

{

Solubilidad 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

{

Propiedades reductoras 
Reacciones de condensación 
Reacciones de sustitución 
Formación de compl~jos 

{

Reacciones enzimáticas 
Fermentaciones diferenciales con 
evadura 

Esq- 2. ..,.,....,._de anMlala para I• ldentlllcacl6n y cu.,,tltlcael6n de cal'flohldratoa" 
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Los métodos flsicos son sencillos y no destructivos. No obstante deben utilizarse 

para disoluciones puras y clarificadas, son dependientes de la temperatura; 

aunque poseen la ventaja de ser métodos rápidos, no indican cuales azúcares se 

detectan. 

Los métodos qufmicos pueden ser cualitativos o cuantitativos, son especfficos y 

están basados en las propiedades qufmicas de la molécula. En medio alcalino los 

extremos reductores reaccionan con los iones oxidantes, en medios fuertemente 

ácidos, los monosacáridos se deshidratan y forman derivados coloridos; los 

grupos hidroxilo presentes, pueden sustituirse por grupos metilo para incrementar 

la volatilidad de la molécula. 

Los métodos bioqulmicos, son métodos indirectos porque los azúcares son 

determinados con el subproducto de otra reacción. Son métodos especificas, ya 

que solo se cuantifica el azúcar que reacciona con la enzima. La identificación de 

mezclas de azúcares utilizando ensayos microbiológicos, no resulta útil cuando se 

tienen azúcares no fermentables. 

Algunos de los métodos que se mencionaron anteriormente, presentan algunas 

desvi:mtajas; deben aplicarse más de una vez para lograr la identificación plena. 

por ejemplo: la reacción con disoluciones reductoras permite conocer la cantidad 

de a2:úcares reductores totales, y después de un proceso de hidrólisis, determinar 

la cantidad de azúcares no reductores. Otros métodos implican que, además del 

azúcar a determinar, no podré estar presente ningún otro. Esta condición, por lo 

general, no siempre se cumple en los alimentos. 

Actualmente nuevas reacciones y técnicas instrumentales como la Cromatograffa 

de Liquidas y la Cromatograffa de Gases, solos o con ayuda de otros sistemas de 

análisis acoplados7
•
8

, permiten que compuestos corno los carbohidratos puedan 

ser identificados y cuantificados con mayor exactitud y precisión en presencia de 

otros compuestos. 

5 



1.2 CFtOMATOGRAFIA 

La Cromatografla se puede definir como la técnica analltica de separación flsica 

basada en la diferencia de afinidad del soluto o el analito, entre una fase 

estacionaria y una fase móvil. Estas diferencias en afinidad implican procesos de 

adsorción o partición, donde los componentes de una mezcla alcanzan el equilibrio 

repetidamente entre las dos fases, la fase estacionaria puede ser un sólido o un 

liquido y la fase móvil un liquido o un gas, las combinaciones entre estas fases 

generan la división o clasificación de la Cromatografla9 (Esquema 3). 

CROMATOGRAFíA 

LÍQUIDO 

LÍQUIDO-LÍQUIDO LÍQUIDO-SÓLIDO GAS-LÍQUIDO 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

GAS-SÓLIDO 

Esq- 3. "Dlvlsl6n de 1• cromatograff• de acuerdo • 1- t'•- -plead•• 
(mdtl'/1- estaclon•rl•)" •. 

1.2.1 CROMATOGRAFIA DE LfQUIDOS 

La técnica de Cromatografla de liquides, se clasifica de esta manera debido a que 

utiliza una fase móvil liquida. Dentro de este grupo se consideran la Crornatografla 

de Partición o Cromatografla Liquido - Liquido, la Cromatografla de Adsorción 

(Liquido - Sólido). la Cromatografla de Intercambio lónico, las técnicas de 

Cromatografla en Papel o Cromatografla en Capa Fina y la Cromatografla de 

Exclusión, de las cuales se derivan la Cromatografla de Permeación en Gel y la 

Cromatografla de Filtración en Gel9 • 
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El ~·todo clésico de Cromatografla Liquida utiliza una columna delgada que 

sostiene las partfculas sólidas, las cuales constituyen la fase estacionaria. El 

desarrollo de la tecnologfa ha permitido la producción de partlculas menores de 1 O 

micrómetros, las cuales soportan mayores velocidades de flujo y por consiguiente 

resulta ser un método moderno que implica utilizar un equipo con una mayor 

tecnologla. Para distinguir este nuevo proceso de los métodos clásicos se utiliza el 

nombre de Cromatografla Liquida de Alta Eficiencia (CLAE) o "High - Performance 

Liquid Chromatography"· (HPLC). Esta técnica produce ventajas como la inyección 

directa de los analitos, no requiere de altas temperaturas y en algunos casos es 

una técnica no destructiva9
• 

1.2.2 CROMATOGRAFIA DE GASES 

La Cromatograffa de Gases (CG) se ha desarrollado rápidamente desde que fue 

introducida en 1952 por James y Martfn10
• y actualmente permite que muchos de 

los componentes de los alimentos sean analizados por esta técnica 11
•
12

•
13

• 

Por su alta capacidad de separación se prefiere la CG cuando las mezclas son 

desconocidas y complejas o los analitos se encuentran en baja concentración 

(trazas). El requisito para ser analizado por esta técnica es que los compuestos 

sean volátiles o que puedan ser transformados a un derivado volátil; por tal motivo 

y debido a la complejidad de los a.limentos. la CG es generalmente la última etapa 

de un análisis. 

La separación dentro del cromatógrafo se lleva a cabo de la siguiente manera: la 

muestra es introducida a través de un bloque caliente (Inyector), donde 

inmeaiatamente es vaporizada y llevada por una corriente de gas acarreador o 

Fase Móvil (FM) al interior de la columna o Fase Estacionaria (FE), ahf los 

constituyentes de la mezcla se distribuyen entre la FM y la FE, esta última puede 

ser sólida o liquida; al avanzar se forman bandas, que se desplazan a su propia 
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velocidad a través de la FE. Las moléculas de los compuéstos que son más 

solubles o muestran més afinidad por la fase estacionaria, requieren de un mayor 

tiempo para eluir que aquellas debidamente orientadas hacia la fase m6vi19
• La 

medición de la respuesta, se basa en la combustión del material ionizable 

(Detector de Ionización de Flama), los iones generados producen una calda de 

voltaje entre los dos electrodos, la cual se registra, amplifica y se envia como 

senal a un registrador o computadora donde se imprime o registra el 

cromatograma. A continuación se muestra un cromat6grafo de gases (Figura 1). 

t. Gas acarreador (FM) 
2. Regulador 
3. Inyector 
4. Horno 
S. Columna (FE) 
6. Detector 
7. Sistema de adquisición de 

datos 

~3í------U;;;;f== J 1 1 11 11 

4 

7 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

1.2.3 ANALISIS DE CARBOHIDRATOS POR CROMATOGRAFIA 

Los primeros análisis de carbohidratos por Cromatograffa datan de 1958, e 

implicaban la aplicación de una técnica para formar un derivado, por medio del 

cual un compuesto puede volverse volátil al hacer un derivado apropiado para el 

grupo hidroxilo2 • 

La CG llegó a ser la técnica lfder para el análisis de carbohidratos hasta la mitad 

de 1970 cuando surgieron las primeras aplicaciones de la Cromatograffa de 
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Liquidas de Alta Eficiencia (CLAE), que es una técnica más versétil que permite la 

inyección directa de la muestra sin previa formación del derivado. 

El análisis de carbohidratos por Cromatografia de liquidas (CL) se realiza 

generalmente con una columna de fase estacionaria de sllice modificada con 

grupos amino, en donde las fuerzas de unión que se dan en la separación de los 

mismos son las llamadas bases de "Schiff" entre los grupos amino de ta columna y 

los carbohidratos. El análisis por CLAE presenta ventajas como son: la inmediata 

separación sin formar previamente un derivado (las formas libres) con una FM 

adecuada. Sin embargo al compararla con un análisis por CG se observa una baja 

selectividad y sensibilidad en ta separación7
• 

Por su parte el análisis por CG requiere que las sustancias a aislar presenten 

distinta volatilidad. Como los carbohidratos son esencialmente no volátiles por la 

presencia de grupos funcionales que contienen átomos de hidrógeno activos 

(Figura 2), es preciso transformarlos en derivados que to sean: estos derivados 

pueden ser éteres de silicio u eximas sililadas15
•
16

• 

H 
HO--;:l~-t-_...~~.....-_. 

~ 

ex:- D - Glucosa 

OH 

J. 
OII 

J. 
OH 

J. 
OII 

J. 

Fase estacionaria 

Flflu,. :tl ... ln~l6n del •n•llto y I• F- Eataclon•rl•" 
Los grupos OH presentan hidrógenos activos que pueden formar puentes de hidrógeno con la fase 
estacionarla o reaccionar con otros compuestos 
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La Cromatografla de Gases es una alternativa atractiva por su capacidad de 

separación, su simplicidad y su corto tiempo de anélisis (Tabla 1 ). 

TABLA 1 

CARACTERfSTICAS DE CLAE Y CG EN EL ANÁLISIS DE 

AZÚCARES Y ÁCIDOS7 

METODO CLAE CG 
Caracterfstlc• Ventaja Desventa./• Ven tala 

análisis de análisis de trazas 
Muestra compuestos iónicos 

de alto PM 
Formación del derivado no necesaria 
Columna una/dos una 
Detector uno/dos uno 
Selectividad baia excelente 
Resolución baia excelente 
Sensibilidad 10·~ -IO"Y<>ramos 1 O"' -1 o··· wamos 
Exactitud aceptable aceptable < 1 nnb 

Velocidad minutos a minutos 
horas 

Desventaja 
técnica 

preparativa 
deficiente 
necesaria 

.. 
Las venta1as y desventa1as de cada tt!lcmca revelan las posibilidades en la resolución de un 
problema analltico (matriz, número de componentes esperados, la reproducibilidad, los medios 
disponibles y requeridos, tiempo y costo). 

1.3 ANÁLISIS DE CARBOHIDRATOS POR CG 

La primera determinación de los carbohidratos por el Método de Cromatograffa de 

Gase•s con un Detector de Ionización de Flama (CG-DIF), fue hecha en base a la 

propuesta de Brobst11
, quien recomendaba la sililación directa de los azúcares 

utilizando hexametildisllazano (HMDS) y écido trifluoroacético (TFA), en un solo 

paso. 
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Posteriormente la optimización de las separaciones de los carbohidratos u otros 

compuestos orgánicos por Cromatografla de Gases aumentó, al utilizar columnas 

capilares, incrementando el número de azúcares y ácidos determinados en una 

simple elución, asl como la identificación en cantidades a nivel de trazas de ácidos 

carboxllicos en presencia de azúcares en concentraciones altas7 , el 

descubrimiento de las disoluciones sililadas de ácidos y azücares permitió la 

cuantificación de estos componentes en concentraciones de un intervalo de 0.001 

a 60% (materia seca contenida en las matrices alimenticias)7 • 

1.3.1 FORMACIÓN DE DERIVADOS 

Como se mencionó anteriormente el análisis de carbohidratos por CG requiere su 

conversión a derivados volátiles, debido a la presencia de hidrógenos activos, que 

pueden interactuar con moléculas similares o con la fase estacionaria causando 

interferencias. Dentro de estas reacciones las que han tenido mayor aplicación 

son la formación de derivados sililados. 

La té•::nica de formación del derivado sililado consiste en sustituir el hidrógeno de 

los grupos activos, por un grupo trimetilsilil [-Si (CH3)3) formando éteres de 

trimetilsilicio, conocidos como derivados. trimetilsililados (TMS) o sililados: esta 

sustitución reduce la polaridad del compuesto y la tendencia a formar puentes de 

hidrógeno; de esta forma el derivado es más volátil que la molécula original. A la 

vez, Ea reactividad disminuye y es menor la probabilidad de que reaccionen con 

otros compuestos. 

Las primeras investigaciones para la formación de derivados sililados fueron 

hechas por Hedgley y Overend18, posteriormente Smith y Carlsson estudiaron 

algunos aspectos anallticos de la reacción, basándose en el análisis de 

carbohidratos. Anos después, en un estudio más profundo de Sweeley y 
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colab1>radores se asentó que los derivados sililados son los més versétiles para el 

análisis de carbohidratos en Crornatografla de Gas - Lfquido (CGL) 1 • 

A partir de este estudio se desarrollaron otros trabajos que permitieron mejorar la 

calidad de este tipo de derivados: para inhibir la anomerización producida por el 

calentamiento, Bentley y Botlock17 descubrieron que diluyendo la disolución 

acuosa del az(Jcar en N,N-dimetilforrnamida, disminula la mutarrotación del az(Jcar 

(Figura 3) y entonces la formación del derivado podla ser realizada a bajas 

· temperaturas, mejorando la calidad de los derivados y disminuyendo el tiempo de 

análisis. 

a-D-Aldohellos• 

' 
Form• de cadena abierta 

P-D-Aldohe•os• 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Figura 3. ..Reacc/on- en 9qUlllbdo (Mut•nut.:16n)" 
Los azúcams en disolución se encuentran fonnando mezclas en equilibrio que constan de una 

forma pmdominante de anillo y de una pequena cantidad con forma de cadena lineal abierta de 
la molt!lcula. 

El constante interés por formar un solo producto de la reacción, condujo al 

descubrimiento de otro tipo de derivado: las eximas o metil eximas, obtenidas al 

eliminar el centro anomérico en el grupo carbonilo (Figura 4). 
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H~H= 
H OH 

$º H OH 
HO H 

H OH 
H OH 

CH20H 

HONH,.HCI !
H-NOH 

H OH 
HO H BSTFA 

H OH 
H OH 

CH20H 

Hi~~ TMSO H 
H OTMS 

H OTMS 

C"20TMS 

'11\timina 

F/gun1 4. "Formación de I• oxlma de cr - D- gluco_ .. 

A partir de las oximas se desarrollaron los acetatos de aldonitrilos (Figura 5), pero 

lamentablemente este grupo no formaba isómeros, no producla compuestos 

volátiles con las cetosas y la reacción de deshidratación no era cuantitativa para 

monosacáridos. 

11 

1 
R~NOll 

11 

1 -AcOll .. 
R~NOAc 

Flgun1 5. "Fonn.cl6n de •ldonltrllos .. 

R-C5N 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Otros autores como Frank y colaboradores2 propusieron un método que 

representó pocas ventajas sobre la reacción directa de la oxima para formar el 

derivado sililado, ya que requerla varias horas para su preparación y las cetosas 

formaban dos isómeros por azúcar. 

Cabe mencionar el constante trabajo de Molnár-Perl y colaboradores5 quienes 

descubrieron que era más fácil obtener y separar los trimetilsililderivados de 

nurn:trosos azúcares y cuyo último trabajo evalúa la formación y estabilidad de los 

derivados Oxima - trimetilsililados (Oxi-TMS) comparados con los derivados 
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Metoxi-TMS derivados,17
•
18

•
19 siendo los derivados Oxi - TMS los mejores en 

cuanto a rendimiento y estabilidad, limitando el número de productos a los 

esteroisómeros que actualmente pueden ser separados con el uso de columnas 

capilares19
• 

1.3.2 TÉCNICA DE FORMACIÓN DE LA OXIMA EN EL ANALISIS DE 

CAREIOHIDRATOS 

Las c1ximas son productos derivados del amoniaco de la forma Y-NH2, que por 

sustitución del oxigeno carboxllico por un átomo de nitrógeno producen 

compuestos estables tipo imina con aldehfdos y cetonas20. Son altamente 

cristalinas por lo que su formación es un método eficiente en la purificación y 

caracterización de compuestos carbonflicos. 

En el análisis de carbohidratos la preparación de oxirnas como intermediarios 

antes de la formación de los derivados, limita el número de subproductos a dos 

esteroisómeros. 

Para la formación de oximas de los carbohidratos se han considerado factores 

como el tiempo, la temperatura y el disolvente. El método usual para la 

preparación de oximas involucra un tratamiento de los compuestos carbonilicos 

con clorhidrato de hidroxilamina en un medio acuoso a pH básico, manteniendo la 

temperatura entre 60 y 80 ° C por periodos de 30 a 40 minutos. El disolvente 

generalmente usado es la piridina, un reactivo tóxico y de rápida absorción 

cutánea. 

Los datos publicados en la literatura entre enero de 1990 y diciembre de 1999 

involucran avances en la sfntesis de estas oximas sin usar disolvente, utilizando 

técnicas de microondas, llevando a cabo la reacción en cuestión de minutos y con 

rendimientos del 98%21 , sin embargo la presencia del disolvente de naturaleza 

14 



básica resulta ser fundamental para disminuir el número de subproductos en este 

tipo de análisis. 

1.3.3 J\GENTES SILILANTES 

Los n:tactivos para la formación de los derivados sililados están constituidos por 

dos partes: una parte orgénica cuya longitud determina la volatilidad del derivado y 

una parte reactiva que se une al compuesto. 

Los productos de esta reacción son éteres o ésteres de alquilsilil, de acuerdo a la 

siguiEmte reacción general: 

R-O-SiR3 + HX 

En la tabla 2 se muestran algunos ejemplos de agentes siliantes 

TABLA2 

PRINCIPALES REACTIVOS DE SILILACION EN ORDEN CRECIENTE DE 

DONACIÓN DEL GRUPO SILIL 

REACTIVO ABREVIATURA 

Hexametildisilazano HMDS 
Trimetilc!orosilano TMCS 
N-metil-N-trimetilsilil-acetamida MSA 
N-trimetilsilildietilamina TMSDEA 
N-trimetilsilildimetilamina TMSDMA 
N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida MSTFA 
N,0-Bis(trimetilsilil)-acetamida BSA 
N, 0-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida BSTFA 
N-trimetilsililimidazol TMSI 
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Para formar derivados sililados de azúcares, la mezcla de reactivos que propone 

Sweeley 23 (HMDSITMCS), se considera de efectividad regular y apropiada para 

azúcares en disoluciones anhidras. Otros reactivos més fuertes como la Bis­

trimetilsililacetamlna (BSA) y Trimetilsililimidazol (TMSI), no requieren utilizarse en 

mezclas y aseguran una reacción cuantitativa, con la formación de subproductos 

de mayor volatilidad, minimizando las interferencias en el cromatograma. 

Los reactivos fluorados, como el N,0-bis-trimetilsililtrifluoroacetamida (BSTFA), 

además de minimizar la acumulación de Si02 en el detector de ionización de 

flama, evitan que aumente la interferencia y que la sensibilidad disminuya. Aunque 

el reactivo utilizado para llevar a cabo la reacción de sililaci6n es importante, 

también lo es el tipo de derivado que se desea obtener. 

Un estudio anterior a este trabajo2 muestra los. resultados en la formación de los 

derivados a partir de la oxima del azúcar (oxima-TMS) utilizando el reactivo 

BSTFA corno agente sililante. Este muestra que la formación de los subproductos 

que interfieren con la reacción es mfnima, por lo que es posible identificarlos y 

cuantificarlos en un "buen" análisis cromatográfico. 
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CAPITULO 11 

METODOLOGiA 

La técnica que a continuación se presenta, se basó en un estudio comparativo de 

la formación de derivados sililados de azúcares, e incluye los siguientes aspectos: 

• Selección del método experimental 

• Modificación de la base utilizada como medio de reacción 

• Optimización del método 

• Aplicación del método en un producto comercial 

La intención de cada ensayo fue que las reacciones de formación de los derivados 

sililados fueran rápidas, cuantitativas, de producto final único y estable. 

11.1 REACTIVOS Y MATERIALES 

ESTÁNDARES 

• Arabinosa, Xilosa, Fructosa, Glucosa, Sacarosa. Grado analftico (Merck -

México, S.A.) 

• Salicina (2 - [hidroximetil]fenil 13-D-glucopirósido) (Sigma Chemical Co.) 

HEACTIVOS 

• Clorhidrato de hidroxilamina NH20H·HCI (J.T. Baker S.A. de C.V.) 

• Ácido trifluoroacético CF3-COOH (Pierce Chemical Co.) 

• N,0-Bis-(trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) (Pierce Chemical Co.) 

• Hexametil-disilazano (HMDS) (Pierce Chemical Co.) 

• Piridina seca (J.T. Baker S.A. de C.V.) 
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• Disolución acuosa de hidroxilamina al 50% (J.T. Baker S.A. de C.V.) 

• Etanol (J.T. Baker S.A. de C.V.) 

• Agua destilada 

• Hidróxido de Potasio KOH (J.T. Baker S.A. de C.V.) 

• Sulfato de sodio Na2S04 (J.T. Baker S.A. de C.V.) 

• Acetonitrilo grado HPLC (J.T. Baker S.A. de C.V.) 

• Nitrógeno cromatográfico 99.998% (INFRA S.A. de C.V.) 

MUESTRAS 

• Peras (variedad Bartlet) y el jugo comercial marca "Gerber", adquiridos en 

un supermercado. 

EQUIPO 

• Ultrasonido 

• Cromatógrafo de Gases, marca Hewlett Packard modelo 5890 serie 11 

equipado con un inyector con divisor de flujo "split" y un detector de 

ionización de flama (FID). La adquisición de los resultados se obtiene en un 

procesador de datos con el programa apropiado (Figura 6). 

11.2 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS EXPERIMENTALES 

Las condiciones experimentales para el cromatógrafo de gases se resumen en la 

Figura 6. 

Gas acarreador 

Flujo de la columna 

Relación "Split" 

Hidrógeno 

2.7 cc/min 

1:33 

TESIS CON 
FALLA DE OIUGEN 
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Inyector con divisor de 
flujo "Split" 
T=210°C • Detector de 

Ionización de Flama 
T= 310 ºC 

Programa de temperatura 

Columna Capilar DB-5 
Dimensiones: 
30 m x 0.25 mm DI 
0.25 µm de espesor de película 

····-... 
160°C 1 ..... 

Figura e. "Cromlltógrafo d• 11•-• y condiciones experimentales" 

11.3 PROCEDIMIENTO 

11.3.1 SELECCIÓN DEL MÉTODO EXPERIMENTAL 

3mln 
310"C 

Para establecer la técnica de formación de los derivados sililados se eligieron tres 

métodos reportados en la bibliograffa, considerando los siguientes aspectos: 

• El método debe contener la formación previa de la oxima del azúcar y la 

formación posterior del derivado sililado (Oxi-TMS). 

• El tiempo de la reacción para llevar a cabo la formación del derivado sililado 

debe ser menor a dos horas. 

TESIS CON 
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Los Métodos seleccionados se nombraron MMétodos Prueba", cada método se 

probó con disoluciones de estándares en las condiciones de tiempo y temperatura 

reportadas originalmente2·26·28 (Tabla 3 y 4). 

11.3.2 PREPARACIÓN OE LOS DERIVADOS OXIMA -TMS 

11.3.2. 1 OBTENCIÓN DE LA OXIMA 

En un vial de reacción se pesaron 10 rng de la muestra o estándar, se disolvieron 

la dii;olución de NH20H·HCI de la concentración correspondiente al método 

utiliz~1do, el vial se tapó y se colocó en un bano a la temperatura y tiempo 

indicados (Tabla 3), posteriormente se enfrió a temperatura ambiente. 

TABLA 3 

CONDICIONES EXPERIMENTALES DE LOS "MÉTODOS PRUEBA" 

PARA FORMAR LA OXIMA 

FORMACION DE LA OXIMA 
METODO* NH20H•HCI en plrldln• T/tlempo 

1• 1 mL de disolución de 50 mg/mL 80 ºC/ 30 min 

2b 1.6 mL de disolución de 20 mg/ml 70 ºC/40 min 

3º 0.6 mi de disolución de 30 mg/mL 70 ºC/40 min 
T - temperatura 
•Tomados de la bibliografla: a)Martlnez, 1995; b) Streeter, 1998; c)Adams, 1999. 

TESIS CON I 
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11.3.2.2 OBTENCIÓN DEL DERIVADO SILILADO 

Para la formación del derivado Oxi-TMS se agregó el reactivo sililante 

correspondiente a cada método, se tapó el vial, se agitó y se colocó en un bat'io a 

calentamiento como indica cada método probado (Tabla 4). 

TABLA4 

CONDICIONES EXPERIMENTALES DE LOS MÉTODOS PRUEBA PARA LA 

FORMACIÓN DEL DERIVADO SILILADO 

MÉTODO* REACTIVO AGITACIÓN T/tlampo SILILANTE .. 

1• 0.3mL BSTFA Magnética 80°C 
·1 min 10min 

2• 0.5 mLde Magnética TºAmbiente 
HMDS/TFA (10:1) 1 min 10min 

3º 0.1 mL de Ultrasonido 100 ºC 
HMDS/TFA C10:1l 50 ºC / 30 min 60min 

T - temperatura 
Tomados de la bibliograffa: a)Martlnez, 1995; b) Streeter, 1998; c)Adams, 1999. 
**La tabla reporta el reactivo "original" encontrado en la literatura para la 
formación del derivado sililado (HMDS/TFA o BSTFA), sin embargo cada método 
fue ensayado con ambos reactivos. 

Al final de la reacción, se tomó un microlito de la disolución y se inyectó 

directamente al cromatógrafo de gases. La identificación de los azúcares se hizo 

por correlación con los tiempos de retención de los estándares de cada uno; para 

hacer la evaluación cualitativa de los tres "Métodos Prueba" se tomó como base el 

tiempo y la temperatura de la reacción, asf como la limpieza de la misma (número 

de subproductos formados). El Método seleccionado, en base a las caracteristicas 

anteriores se nombró "Método Base". 

TESIS CON 
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11.3.3 MODIFICACIÓN DE LA BASE (MEDIO DE LA REACCIÓN) 

Una vez establecidas y comprobadas las condiciones experimentales, el siguiente 

paso fue modificar la base del medio de reacción, eliminando el uso de la piridina, 

debido a que este reactivo está involucrado con altos riesgos en el sistema 

urinario y renal del analista. 

Con ayuda de la bibliografla consultada se eligieron algunos reactivos que 

pudieran contribuir a este objetivo31 (Tabla 5). 

TABLAS 

BASES USADAS COMO MEDIO DE REACCIÓN* 

BASE pK• 
Anilina 4.60 

Acetato 4.75 

Piridina 5.22 

Hidroxilamina 5.96 

fTESIS CON 
I PAL.U DE ORIGEN 

Dimetilformamida 9.23 

"Valores tomados de Rlngbom, 1903. 
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El primer paso fue conocer la solubilidad del clorhidrato de la hidroxilamina en la 

base a probar, con información reportada en la literatura y en su caso con ensayos 

experimentales. 

Posteriormente se realizó una cinética de reacción, utilizando el "Método Prueba 

1 ", sustituyendo a la piridina por cada base seleccionada, probando temperatura 

ambiente y de 30 a 80 ºCa diferentes tiempos de reacción, de 20 a 60 min. con la 

finalidad de optimizar estas variables para obtener el menor número de 

subproductos de cada esténdar. Se prepararon las disoluciones necesarias para 

llevar a cabo la reacción de la formación de la exima. (Tabla 6). 

TABLA& 

CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA LA FORMACIÓN 

DE LA OXIMA MODIFICANDO EL MEDIO DE REACCIÓN 

BASE PROBADA T /tiempo" EXTRACCION 
(NH20H·HCI 50 ma I mLl 

Anilina 25 ºC / 10 min 

Acetato de sodio* 60ºC/30 min MeCN 

Piridina 80 ºC / 30 min 

Oimetilformamida 80 ºC / 30 min 

Hidroxilamina• 60 ºC / 20 min MeCN 

e-Condiciones óptimas de cada método, obtenidas a través de una emética de 
reacción. 
MeCN - Acetonitrilo 
• Requieren de la extracción previa de la oxima a su sililación, ademas del uso de N2 
para la evaporación total del disolvente 

TESIS C',...·N 
FALLA DE OlUGEN 
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11.3.3.1 RECUPERACIÓN Y CONCENTRACIÓN DE LA OXIMA FORMADA 

La formación del derivado sililado debe realizarse en condiciones anhidras, debido 

a que el reactivo sililante reacciona primero con el agua presente y disminuye la 

efectividad de la reacción. 

En los casos que es necesario utilizar agua como disolvente, se realiza el 

siguiente procedimiento (Figura 7): 

1. Se pesan 10 mg de muestra y se redisuelven en 1mL de la disolución de 

hidroxilamina. 

2. Después de terminada la reacción de formación de la oxima, se agregan 

dos volúmenes de acetato de etilo para extraer la oxima y se agita. 

3. Se forman dos fases, la fase orgánica se hace pasar por una pipeta pasteur 

con sulfato de sodio. 

4. La fase eluida se evapora a sequedad con nitrógeno y el residuo se 

redisuelve en 90 µL de acetonitrilo. 

Agregar 2 volúmenes 
de Acetato de etilo 

+ 
Agitación 

Oxima formada 

Figura 7 ... Extnlccl6n de I• oxlm•" 

Pipeta Pasteur 

Sulfato de sodio 
anhidro 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Posteriormente para la fof"mación del derivado Oxi-TMS se agregó el reactivo 

sililante se agitó y se colocó en un bano a calentamiento como indica el método 

probado (Tabla 7). 

TABLA 7 

CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA LA FORMACIÓN 

DEL DERIVADO SILILADO MODIFICANDO EL MEDIO DE REACCIÓN 

BASE PROBADA T /tiempo~ 

Anilina 25 ºC/ 10 min 

Acetato de sodio 

Plridina 

Hidroxilamina 

60 ºC / 10 min 

80 ºC / 10 min 

60ºC/10 min 

TESIS C0!V -­
FMLA DE ORIGEN 

Dimetilformamida 80ºC/10 min 
.. c - Condrcrones óptimas de cada método, obtenidas a 

través de una cinética de reacción. 

El último paso de este trabajo, fue aplicar el procedimiento a un producto 

alimenticio, para comprobar que el método es reproducible, tanto en muestras de 

concentración conocida corno en muestras comerciales. 

11.3.4 :EXTRACCIÓN DE LOS AZÚCARES DE LA MUESTRA ALIMENTICIA 

Para 131 análisis de azúcares en alimentos por Cromatografla de Gases (CG), se 

trabajó con un extracto. Para este ensayo la extracción de los azúcares se realizó 

simultáneamente en muestras de pera tipo "Bartlet" y jugo de pera marca "Gerber". 

En el caso de la pera se separó el mesorcapio (pulpa) del pericarpio (cáscara) 

pesando aproximadamente 5 g de pulpa, se cortó finamente con un cuchillo y se 
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maceró en un mortero. Se adicionó un volumen de 12.5 mL de agua destilada, 

para después calentar a punto de ebullición, se dejó enfriar a temperatura 

ambiente y se diluyó con etanol acuoso al 96% (10 mL). Posteriormente se filtró al 

vacio, y el filtrado se pasó cuantitativamente a un volumen de 25 ml con etanol. 

Esta disolución se evaporó a sequedad para obtener el extracto. 

La extracción de azúcares en el jugo comercial se realizó de forma similar. Se 

tomaron 12.5 mL de jugo y se calentó a ebullición, se filtró y se aforó a 25 mL 

como se describe anteriormente, para posteriormente obtener el extracto. 

11.3.5 ANALISIS CUALITATIVO Y CUANTITATIVO DE LOS AZÚCARES EN PERA 

A partir del cromatograma, que es un registro gráfico del análisis de la muestra, 

dondet se indica el perfil de los componentes y dos parámetros de información: el 

tiemp1:> de retención y el área del pico, se identificó el número de componentes de 

las muestras (jugo "comercial" y jugo "natural"), comparando los tiempos de 

retenc:ión obtenidos para cada estándar de azúcar, estableciendo si existe alguna 

diferencia entre estas dos muestras. 

La base del análisis cuantitativo establece que bajo condiciones constantes del 

análisis cromatográfico, el área bajo la curva del pico, es proporcional a la 

conce·ntración del componente. 

El método de estándar interno o calibración relativa, no requiere volúmenes 

exactos de inyección y permite trabajar con inyectores con división de flujo "split". 

El estándar interno es un compuesto de estructura quimica similar a la sustancia 

que se va a analizar, que no debe estar presente en la muestra y no debe 

reaccionar con ella. Este soluto produce un pico bien definido y debe eluir cerca 

del compuesto de interés. 
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Para la cuantificación por estándar interno (El) se construyó una curva de 

calibración, relacionando el área de cada soluto y la del El, con la concentración 

de cada soluto y la del El (Figura 8). 

A,./A El 

.. 
C,./C El 

Fl11u,.. •· "Curva de callbracl6n por Eatllndar Intento (El)" 
AA = áraa del analito; AE1 = áraa del Estándar Interno; 
CA = concentración del analito; CE, = concentración del El 

T'ESJC! r:i-i¡.r u ~,.. .. _v 

11.3.5.1 PROCEDIMIENTO 
FALLli DE OIUGEN 

Preparar disoluciones de diferentes concentraciones de los estándares de 

los componentes a cuantificar y una concentración constante de El. 

Separación cromatográfica 

Obtener el área de los picos (respuesta) 

• Construir la curva de calibración 

Para cuantificar una muestra de concentración desconocida, se preparó una 

disolución de la muestra a la cual se le agregó una cantidad de estándar interno 

(El) igual a la utilizada en la curva de calibración. Se determinó la relación de 

concentración del analito en función del El y se interpoló en la curva de 

calibración. 
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CAPITULO 111 

RESULTADOS 

Para cada estándar de azúcar se elaboró su derivado Oxi-TMS y se registraron los 

tiempos de retención obtenidos, que se muestran en la tabla 8. 

lºABLA 8 

TIEMPOS DE RETENCIÓN DE LOS ESTÁNDARES DE LOS AZÚCARES 

ESTANDAR TIEMPO DE RETENCION 

tr(nrln) 

Xi/osa 5.611 

Arabinosa 5.613 

Fructosa 9.256 ª. 9.378 13 

Glucosa 10.122ª, 10.315" 

Salicina (El)* 13.129 

Sacarosa 13.516 

•E/- Esténdar Interno, ay /3 - Isómero alfa y beta 
Condiciones cromatogréficas: Columna DB-5, temperatura del Inyector y del 
Detector (250 "C y 320 "C). 
Calentamiento de temperatura programada (Temperatura inicial 160 ºC. 

ca/entando a 2 ºC / rnin hasta 175° C; segundo incremento de temperatura a 
10 ºC /min hasta 210 ºC; tercer incremento de temperatura a 40 ºC /min hasta 
310 "C y manteniendo por 3 min.). Se inyectó 1 µL de muestra. 

111.1 SELECCIÓN DEL MÉTODO 

Una vez identificado el tiempo de retención de cada azúcar se experimentó con 

tres métodos llamados "Métodos Prueba", estos se eligieron de la biliografia 

consultada por tener un tiempo de reacción menor a dos horas. (ver anexo 1 • 

cromatogramas 1,2,3). Los resultados obtenidos fueron evaluados en base al 

número de subproductos formados y al tiempo total necesario para llevar a cabo la 

reacción (Tabla 9 y Gráfico 1 ). 

TESIS. B.;1J----r 
FALLA DE ORIGEN 
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TABLA9 

~ 

e 
]. 
o c. 
E ... 

¡:: 

COMPARACIÓN DE LOS .. MÉTODOS PRUEBA•• PARA FORMAR 

LOS DERIVADOS SIL/LADOS 

METODO PRODUCTOS FORMADOS TIEMPO TOTAL DE 

PRUEBA* Ay X F G s El T REACCIÓN (mln) 

1ª 2 2 2 1 1 8 40 
2b 3 4 4 1 1 13 50 
3c 6 2 5 7 4 24 130 

*Tomados de la b1bl10grafla. a)Martfnez, 1995, b) Streeter, 1998, c)Adams, 1999 
A y X= Mezcla de Estándares de Arabinosa y Xi/osa; F = Estándar de Fructosa; 
G = Estándar de Glucosa; S = Estándar de Sacarosa; El = Estándar Interno (Salicina); 
T = Número de Productos Totales. 

GRÁFICO 1 

COMPARACIÓN DE LOS .. MÉTODOS PRUEBA•• PARA FORMAR 

LOS DERIVADOS SIL/LADOS 

200 

150 

100 

50 

[] :_:_·~ 25 • o 
MÉTODO 1 MÉTODO 2 MÉTODO 3 

Con1paratlvo de loa "ltll~do• Pn1elul" 
Se comparan los "Métodos prueba" en base al número de subproductos y el tiempo total de 
la reacción. El "Método de Prueba 1 proporciona las condiciones de reacción óptimas para 
llevar a cabo la forTnación de los derivados sililados. 

iES!S CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Cada método sugiere la concentración de hidroxilamina, el reactivo sililante, el 

tiempo de incubación y la temperatura apropiada. Adicionalmente se trabajó con 

concentraciones de clorhidrato de hidroxilamina de 20, 30 y 50 mg; resultando ser 

la concentración 50 rng/mL la mejor, por disminuir el número de subproductos 

formados. 

En el caso del reactivo sililante, algunos métodos utilizan BSTFA y otros utilizan la 

mezcla HMDS/TFA; se observó que aquellos métodos en los cuales se utilizaba la 

mezcla HMDSITFA produclan más subproductos, ante estos resultados se 

modificó la temperatura y el tiempo de reacción utilizados, sin lograr mejorar los 

result;31dos (ver Anexo 1, cromatograma 4). Con base a lo anterior se eligió utilizar 

BSTF.A como reactivo sililante, cuya fuerza de donación de grupos silil es alta, lo 

que a:seguraba que la formación de los derivados TMS fuera cuantitativa. 

Aunque la formación de los subproductos es importante, también lo es el tiempo 

de la reacción, debido a que actualmente se necesitan métodos de análisis 

rápidos y sensibles que permitan tratar más muestras en menor tiempo, lo cual se 

ve reflejado en el aspecto económico; además en un tratamiento prolongado, 

como la temperatura y el tiempo aplicados en el "Método Prueba 3", se presentan 

inconvenientes tales como la hidrólisis de los disacáridos, causando interferencia 

en un análisis cuantitativo, en este caso se observó la hidrólisis de la sacarosa en 

sus monosacáridos glucosa y fructosa (ver Anexo 1, cromatograma 5). 

En general como se muestra en los cromatogramas 1, 2 y 3 (ver anexo 1), el mejor 

"Método Prueba" para llevar a cabo las reacciones de sililación es el "Método 

Prueba 1 ", porque permite obtener una reacción relativamente "limpia" en un 

tiempo corto, en comparación de los "Métodos Prueba 2 y 3" que producen un 

número mayor de subproductos. 
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111.2 MODIFICACIÓN DE LA BASE (MEDIO DE REACCIÓN) 

Una vez encontradas las condiciones "óptimas" para llevar a cabo las reacciones 

de sililación, el siguiente paso fue sustituir la base utilizada como medio de la 

reacción, fundamentando este cambio en que la piridina es un reactivo tóxico, de 

rápida absorción cutánea y en uso constante altera las funciones urinarias y la 

producción de hormonas masculinas. 

A partir del "Método Prueba 1", el cual requiere de un tiempo de reacción de 40 

minut•:>s, se lleva acabo la formación de la exima para cada estándar de azúcar, 

usandlo: dimetilformamida, anilina y acetato de sodio, para liberar la hidroxilamina 

de su clorhidrato, asi como una disolución de hidroxilamina "libre". 

Cada método se optimiza para que no exista formación de subproductos (Gráfico 

2) rnErdiante una cinética de reacción, probando desde temperatura ambiente 

hasta 80 ºC por periódos de 10, 20, 30, 40 y 50 minutos de incubación, 

mante•niendo constante la concentración de la disolución de clorhidrato de 

hidroxilamina (50 mg I mL), para obtener la respuesta máxima equivalente a la 

formación de los derivados Oxi-TMS. 

Los métodos optimizados se llamaron "Métodos Base". La evaluación de estos 

métodos se realiza en función del tiempo total de la reacción, la estabilidad y el 

costo (Tabla 10 y Gráfico 2). 
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TABLA10 

COMPARACIÓN DE LOS MÉTODOS UTILIZANDO DIFERENTES BASES 
COMO MEDIO DE REACCIÓN 

BASE TIEMPO DE TIEMPO DE TIEMPO SUBPRODUCTOS 
REACCIÓN ANÁLISIS TOTAL FORMADOS 

Anilina 10min 15 min 25min .. 
Acetato de Sodio 

. 
50min 15 min 65min .. 

Piridina 40min 15 min 55 min .. 
-

Hidroxilamina 40min 15 min 55 min .. 
Dimetilformamida 40 min 15 min 55min No hay reacción 

e: 
g 
&. 
E 

~ 

. Requiere de N 2 para evaporar el disolvente en la ox1ma formada y Acetomtrilo para 
redisolverla 
*•No hay formación de subproductos 

GRÁFIC02 

COMPARACIÓN DE LOS MÉTODOS UTILIZANDO DIFERENTES BASES 
COMO MEDIO DE REACCIÓN 
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Anilina Acetato de sodio Piridina Hidroxilamina 
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Las bases utilizadas fueron elegidas con respecto a la solubilidad del clorhidrato 

de hidroxilamina en estas, sin embargo la dimetilformamida que fue el mejor 

disolvente no dio buenos resultados, debido a que es una base débil y no lleva a 

cabo la reacción para la formación de la oxima. Esta caracterlstica fue 

fundamental para seleccionar la siguiente base; la anilina, la cual posee una 

constante de basicidad similar a la piridina (Tabla 5) permite llevar a cabo la 

reacción de formación de la oxima a temperatura ambiente, reduciendo el tiempo 

de reacción a 1 O minutos en agitación constante, con el agente sililante. 

La reacción de sililación con anilina, se lleva a cabo a temperatura de 25 ºC. Se 

observa que al incrementarse la temperatura después de los 60 ºC, el área de los 

pico de los analitos va disminuyendo. Sin embargo este método también presenta 

un inconveniente, la solubilidad del clorhidrato de hidroxilamina en anilina es 

deficir:!nte y se debe preparar una disolución por cada análisis a realizar, además 

la anilina es un reactivo más tóxico que la piridina. 

Otra base probada fue el acetato de sodio, la reacción de formación de la oxima 

se lleva a cabo óptimamente a 60 ºC calentando durante 30 minutos. Sin embargo 

se ufüiza agua para su disolución, lo cual implica un gran inconveniente debido a 

que las reacciones de sililación deben llevarse a cabo en condiciones anhidras. 

Para •:!liminar el agua que disuelve la oxima formada se utilizó un flujo de nitrógeno 

y posteriormente acetonitrilo para su disolución. 

Este último ensayo sirvió para encontrar un procedimiento que permitiera utilizar 

una disolución de hidroxilamina "libre" de su clorhidrato, cuya presentación a la 

venta es una disolución al 50 o/o con agua. La reacción para la formación de la 

oxima se lleva a cabo a una temperatura de 75 ºC calentando durante 30 minutos; 

en esta reacción el disolvente utilizado para la extracción de la oxima es 

fundamental porque desempena el mismo papel que la piridina, además de 

solubilizar la oxima para evitar la mutarrotación del azúcar. El mejor disolvente 

encontrado fue el acetonitrilo. 
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111. 3 FACTOR DE RESPUESTA 

Con las condiciones de reacción adecuadas para cada "Método Base", el siguiente 

paso fue medir el factor de respuesta relativo de cada analito, en función de la 

base utilizada para llevar a cabo la reacción de formación de los derivados 

sililados (Tabla 11 y Gráfico 3). 

TABLA 11 
FACTOR DE RESPUESTA UTILIZANDO DIFERENTES BASES 

COMO MEDIO DE REACCIÓN 

AAIAEI BASE Av X FRUCTOSA GLUCOSA SACAROSA 
ANILINA 2.397 5.265 1.387 1.045 
ACETATO DE SODIO 2.009 2.704 2.380 0.835 
PIRIDINA 2.322 1.877 2.235 1.591 
HIDROXILAMINA 1.204 1.523 1.587 1.108 

AA - Area del Analito; AEI - Area del estándar interno; AyX - Mezcla de Arabinosa y Xilosa 

1 

GRAFIC03 

FACTOR DE RESPUESTA UTILIZANDO DIFERENTES BASES 
COMO MEDIO DE REACCIÓN 
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ANILINA ACETATO DE 

SODIO 
ARIDINA 

Base utilizada 

HIOROXILAMNA 

"Factor de ,...,,uesi. de loa ~d•,.. de los .aúc•,.." 
Se muestran los factores de respuesta correspondientes a los estándares de los 
azúcares utilizados para llevar a cabo las reacciones de formación de los derivados Oxi­
TMS. 

-------::-:::-::-::-----¡ 
TESIS CON 1 

FALLA DE OFJGEN 34 



111.4 ESTABILIDAD DE LOS DERIVADOS OXl-TMS 

En el análisis cuantitativo es importante la estabilidad de los analitos porque 

permiten la reproducibilidad de los resultados y disminuyen en una pequena parte 

el costo, debido a que pueden conservarse los derivados de los estándares y 

utilizarse para más de un análisis. 

Los derivados fueron preparados con piridina, anilina, acetato de sodio, e 

Hidroxilamina "Libre" de su clorhidrato, cuyos pKa van de menor a mayor valor, 

anilina -4.60 y dimetilformamida -5.96 (ver Tabla 5). 

La estabilidad de los derivados se midió a través de la respuesta (área) con 

respecto al tiempo, comparando muestras que permanecieron a temperatura de 

refrigeración (4 ºC) contra muestras que permanecieron a temperatura ambiente 

(25 ºC). 

Con r1:1specto a los resultados obtenidos (Tabla 12 y Gráfico 4) se observa que la 

fuerz;;1 de la base permite una mayor estabilidad. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

TABLA12 

COMPARACIÓN DEL COEFICIENTE DE VARIACIÓN AL MODIFICAR 

LA BASE DEL MEDIO DE REACCIÓN 

BASE UTILIZADA COEFICIENTE DE VARIACION 

AYX F G s 
ANILINA 5.4 3.5 1.4 2.1 

ACETATO DE SODIO 8.7 8.0 2.4 4.5 

PIRIDINA 4.1 1.6 7.1 7.5 

HIDROXILAMINA 20.4 9.1 15.7 31.3 
.. 

•Ver Anexo IV, Estab1hdad de los derivados Ox1-TMS 
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En el caso de las muestras preparadas con anilina se observó que los coeficientes 

de variación (CV) de las áreas de las muestras que permanecieron a temperatura 

ambiente, son menores al 5%, al igual que las muestras que pennanecieron en 

refrigeración. 

En las muestras preparadas con acetato de sodio se observó que el coeficiente de 

variación de la mezcla Arabinosa y Xilosa , fue mayor al 5% aún en las muestras 

refrigeradas. 

Para las muestras en las que se utilizó piridina corno disolvente, las áreas 

correspondientes a los estándares de Glucosa y Sacarosa tienen un % CV mayor 

al 7o/o. Por último, las muestras preparadas con hidroxilamina fueron estables sólo 

en refrigeración. 

Adicionalmente se aplicó una prueba estadística sobre la media de cada conjunto 

de datos y también sobre la variación estándar, lo que permite concluir que los 

derivados más estables son aquellos en los que se utilizó anilina como disolvente 

(ver Anexo IV). 
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111.5 ANÁLISIS CUALITATIVO Y CUANTITATIVO 

A partir de los cromatogramas y con ayuda del estándar interno adicionado, 

comparando los tiempos de retención obtenidos para cada estándar de azúcar, 

con la finalidad de identificar los componentes presentes en las muestras de jugo 

como se muestra en la Figura 9. 

(•) 
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1. Mezcla Arabinosa y Xilosa 
2 y 3. Isómeros de Fructosa 
4 y 5. Isómeros de Glucosa 
6. Salicina (El) 
7. Sacarosa 

12 

Tiempo (min) 

Figura •· "klentltlcaclón de los •zdc•,.. por 
conwlaclón de lo• tlenipoa de ,.,.,,clón de aua eat~nd•,.. .. 

En la r1gura 9(a) se presenta el análisis cromatogmfico de una mezcla de estándares 
de azúcares , para determinar el tiempo de retención de cada analito y correlacionar e 
identificar estos azúcares en una muestra de jugo, figura 9(b). 
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Para poder utilizar la correlación de los tiempos de retención de los estándares 

con lo·s tiempos de retención de las muestras fue necesario mantener constantes 

las condiciones del análisis crornatográfico (que se utilizaron al inyectar las 

disoluciones estándar y las muestras de jugo). Para verificar la identidad de cada 

analitc>, se enriqueció la muestra con su estándar y se analizó por Cromatografia 

de Gases. El aumento de respuesta en cada caso, dió resultado positivo en la 

identi1icación; además de esto se modificaron algunos de los parámetros 

croma.tográficos corno el flujo y la fase estacionaria, verificando de nuevo la 

identidad. De acuerdo a lo anterior, los resultados mostraron una gran similitud en 

la constitución de un jugo preparado en el laboratorio y la muestra comercial 

(Figura 10). 
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La identificación de azúcares para el jugo natural fue la siguiente: 1 )Mezcla de 

Arabinosa y Xilosa, 2 y 3) Isómeros de Fructosa, 4)1sómeros de Glucosa, 5) El y 

6) Sacarosa. Para el jugo marca "Gerber", se identificaron los siguientes azúcares: 

1)Mezcla de Arabinosa y Xilosa, 2 y 3) Isómeros de Fructosa, 4)1sómeros de 

Glucosa, 5 ) El y 6)Sacarosa. 

En las muestras de jugo se observó un pico adicional al los obtenidos cuando se 

trabajó con la mezcla de estándares y se recurrió a adiciones patrón del estándar 

de fructosa para su identificación, este analito no fue identificado como un 

subproducto de la fructosa, consideramos necesario la aplicación de otros 

sistemas de análisis para su identificación, como por ejemplo el sistema acoplado 

CG-EM. 

Con respecto al programa de elución cromatográfica, éste no permite una 

adecuada resolución de los azúcares Xilosa y Arabinosa, debido a que tienen una 

mlnima diferencia en sus tiempos de retención (tr), los cuales, como se observa 

en la figura 18 (cromatograma Sa y Sb) su resolución es menor a 1, para resolver 

este inconveniente se probaron diferentes programas de temperatura y diferentes 

polaridades de la fase estacionaria, sin lograr una mayor resolución de estos 

solutos, por lo que se decidió reportar la cantidad como la mezcla de estos 

analitos .. 

Con respecto al análisis cuantitativo, se compararon los datos obtenidos 

experimentalmente con datos publicados en la bibliografla (tabla 13) 

La concentración mlnima detectable con el método seleccionado para Arabinosa y 

Xilosa fue de 0.076 mg I mL; para Fructosa fue 0.21 mg I mL; para Glucosa fue 

O. 13 mg I mL y para Sacarosa 0.25 mg I mL. 
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TABLA 13 

. COWIPOSICION CALCULADA 

COMPONENTE % GRAMOSJN %GRAMOSJG 

Muestra 1 Mueatra 2 Mueatra 1 Muestra 2 

Glucosa 10.89 11.39 13.19 12.69 

Fructosa 56.40 59.20 58.7 56.26 
Sacarosa 1.63 1.70 0.70 0.60 

Otros (Xilosa y 1.90 1.96 0.70 0.66 
Arabinosa) 

Se analizaron dos muestras por tnp/tcado. JN - Jugo natural preparado en el laboratono; 
JG = Jugo comercial marca "Gerber". 0 Brix Jugo Natural = 13; º Brix Jugo "Gerber" = 12. 5. 

Se ot•servó que el porcentaje de cada uno de los carbohidratos presentes en la 

pera, es muy variable (Ver anexo 4), éstos dependen de factores como: la 

variedad del fruto, la zona de cultivo, la temporada, la maduración , la recolección, 

etc. 

El perfil de carbohidratos encontrados en las muestras de jugo "natural" y jugo 

marca "comercial" es muy similar, en ellos destaca el alto porcentaje de Fructosa 

en relación con el porcentaje de Sacarosa, es decir, el porcentaje de Fructosa se 

encuentran en un intervalo del 55 al 57%, mientras que el porcentaje de Sacarosa 

van de 0.6 al 1. 7o/o, siendo las concentraciones de sacarosa en el jugo "comercial" 

más bajas que, las encontradas en el jugo natural. Otro azúcar mayoritario es la 

Glucosa, la cual se encuentra en un intervalo de 1 O al 13°A., y su concentración en 

ambos jugos es muy similar. Cabe mencionar que el método permite identificar 

otros azúcares minoritarios como son la Arabinosa y la xilosa, cuyo porcentaje 

determinado fue alrededor de 2 % en el jugo natural y O. 7% en el jugo de marca 

"comercial". 

Todo lo anterior es indicativo de la constitución prácticamente igual a la 

determinada en el jugo "natural" cuyo azúcar predominante también fue la 

Fructosa. 
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CONCLUSIONES 

• Lo:; derivados Oxi- TMS son ampliamente utilizados en la determinación de un 

gran número de sustratos analizados por CG. En esta reacción se forma la 

exima correspondiente antes de efectuar la reacción de sililación, con el 

objetivo de obtener menos subproductos. En esta reacción es importante 

controlar: (1) la base utilizada para liberar la NH20H de su clorhidrato y formar 

la exima, (2) los reactivos sililantes. 

• Los diferentes reactivos utilizados para estas reacciones son: 1) bases: 

Piridina, Anilina, Acetato de Sodio y Dimetilformamida; 2) agentes sililantes: 

HMDS, TMCS, HMDS-TFA y BSTFA. Siendo la piridina y el BSTFA los más 

utilizados por su efectividad en la cuantitividad de la reacción. 

• La piridina es un reactivo tóxico, pero su uso en este tipo de reacciones es 

preferible al de otras bases debido a que el procedimiento empleado no es 

laborioso, el tiempo de reacción es relativamente corto (55 min) y los derivados 

son muy estables por periodos hasta de una semana. Su uso lleva implicito 

todas las precauciones necesarias. 

• El uso de acetato de sodio corno base y medio de reacción podrla ser 

considerado como una alternativa porque es un reactivo relativamente 

económico y menos tóxico, la optimización de esta reacción da por resultado la 

formación de un menor número de subproductos. Sin embargo su uso 
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involucra un tiempo de anélisis mayor (65 min), debido a que se requiere de la 

extracción previa de la oxima, a la reacción de sililación. 

• Con respecto al uso de la disolución de Hidroxilamina MLibre" de su clorhidrato 

se pensarla que es el mejor métOdo debido a que no es necesaria la base para 

llevar a cabo la reacción de formación de la oxima, y por lo tanto la toxicidad de 

la reacción disminuirla, sin embargo la presencia de la base es fundamental 

para la estabilidad de los derivados, este método también involucra un tiempo 

de análisis mayor (65 min), además de que el costo se incrementa por el uso 

de Nitrógeno (seco). Para esta reacción es importante disminuir la 

mL1tarrotación de los azúcares y mantener la oxima soluble lo cual implica la 

importancia del disolvente. 

• El mejor método para llevar a cabo la formación de los derivados sililados fue 

el que utiliza anilina como base (medio de reacción) y se seleccionó de 

ac1Jerdo a la finalidad del trabajo, la cual se encuentra en función de un tiempo 

de reacción corto y la formación de un mlnimo número de subproductos. La 

reacción con anilina se lleva a cabo a temperatura ambiente y el tiempo total 

de análisis es aproximadamente la mitad del tiempo requerido al utilizar piridina 

como medio de reacción (25 min); los derivados sililados son estables y el 

costo de esta reacción resulta ser el més económico; sin embargo, la toxicidad 

de la anilina es mayor a la de la piridina. 
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Debido a la alta toxicidad de la anilina, este método propuesto corno el "óptimo" 

deja de serlo, por lo que se propone buscar nuevas alternativas en la 

optimización del anélisis de carbohidratos por Cromatograffa de Gases. 

• Todos los métodos mencionados anterio1111ente permiten llevar a cabo un 

en.ti.lisis cromatogréfico "limpio", es decir, el menor número de subproductos 

formados por cada analito. 

• El método seleccionado permite ser aplicado a frutos de caracteristicas 

sin,ilares y productos relacionados como jugos y concentrados de frutas, para 

establecer su autenticidad con base al perfil de azúcares. 

• La concentración mfnima detectable con el método seleccionado para 

Arabinosa y Xilosa fue de 0.076 rng I mL; para Fructosa fue 0.21 rng I mL; para 

Glucosa fue 0.13 rng I mL y para Sacarosa 0.25 mg I mL. 
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Figur1 11. SEPARACIÓN CROlrfATOGRÁFICA DE UNA MEZCLA DE ESTÁNDARES DE AZÚCARES 
UTIUZANDO EL "MÉTODO DE PRUEBA" 1 

Separación de derivados Oxi ·TMS de una mezcla de estándares de azúcares por CG utilizando una columna capilar DB·5. 
Analitos identificados: 1) Mezcla de Arabinosa y Xilosa, 2, 3) Isómeros a y ~ de Fructosa, 4 y 5) Isómeros a y ~ deGlucosa, 
6)Salicina ( El ) y 7) Sacarosa. 
La formación de los derivados se realizó con el 'Método de Prueba 1 ', el cual utiliza una disolución de clorhidrato de hidroxilamina 
en piridina (50 mg/ml) para la formación de la oxima y BSTFA como agente sililante. Condiciones cromatográficas: Inyector 250 
°C, detector 310 °C; se utilizó un gradiente de temperatura para el calentamiento de la columna. 
Tº inicial 160 °C; Primera rampa de calentamiento, incremento de 2 ºC por min hasta 172 °C; Segunda rampa de calentamiento, 
incremento de 10 ºC por min hasta 210 ºC; Tercera rampa de calentamiento, incremento de 50 ºC por min hasta 310 ºC 
manteniendo esta temperatura por 3 minutos. 
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Figura 12. SEPARACIÓN CROMATOGRÁFICA PARA UNA MEZCLA DE ESTANDARES DE AZÚCARES 
UTILIZANDO EL "MÉTODO DE PRUEBA" 2 

Separación de derivados Oxi -TMS de una mezcla de estándares de azúcares por CG utilizando una columna capilar DB-5. 
Analitos identificados: 1)Mezcla de Arabinosa y Xilosa, 2 y 3)1sómeros a y~ Fructosa, 4 y 5) Isómeros a y~ Glucosa, 6)5alicina 
(El) y 7)Sacarosa. Los picos de menor altura no identificados corresponden a subproductos formados por la reacción, lo cual 
indica que la reacción por este método no es completa. 
La formación de derivados se realizó con el "Método de Prueba 2', el cual utiliza una disolución de clorhidrato de hidroxilamina en 
piridina (20 mg/ml) para la formación de la exima y mezcla de HMDS-TFA como agente sililante. Condiciones cromatográficas: 
Inyector 250 ºC, detector 310 ºC: se utilizó un gradiente de temperatura para el calentamiento de la columna. 
Tº inicial 160 ºC; Primera rampa de calentamiento, incremento de 2° C por min hasta 172 ºC; Segunda rampa de calentamiento, 
incremento de 10 ºC por min hasta 210 ºC: Tercera rampa de calentamiento, incremento de 50 ºC por min hasta 310 °C 
manteniendo esta temperatura por 3 minutos. 
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Figura 13. SEPARACIÓN CROMATOGRÁFICA PARA UNA MEZCLA DE ESTANDARES DE AZÚCARES 
UTILIZANDO EL "MÉTODO DE PRUEBA" 3 

Separación de derivados Oxi -TMS de una mezcla de estándares de azúcares por CG utilizando una columna capilar DB-5. 
Anal~os identificados: 1)Arabinosa y Xilosa, 2 y 3)1sómeros a y p Fructosa, 4 y 5)1sómeros a y p Glucosa, 6)Salicina (El) y 
7)Sacarosa. Los picos no identificados son subproductos formados por la poca efectividad del método utilizado. 
La formación de derivados se realizó con el 'Método de Prueba 3', el cual utiliza una disolución de clorhidrato de hidroxilamina en 
piridina (30 mg/ml) para la formación de la oxima y la mezcla HMDS/TFA como agente sililante. 
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Condiciones cromatográficas: Inyector 250 °C, detector 310 ºC; se utilizó un gradiente de temperatura para el calentamiento de la 
columna. Tº inicial 160º C; Primera rampa de calentamiento, incremento de 2° C por min hasta 172º C; Segunda rampa de 
calentamiento, incremento de 1QO C por min hasta 210 ºC; Tercera rampa de calentamiento, incremento de 500 C por min hasta 
3100 C manteniendo esta temperatura por 3 minutos. 
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Flgur1 14. SEPARACIÓN CROMATOGRÁFICA PARA UNA MEZCLA DE ESTANDARES DE AZÚCARES 
UTIUZANDO EL •MÉTODO DE PRUEBA• 2 

~ [ .... 
' ... 
!.~~ 
o~ 
t~ Cl.l 

rJ p,) 
~i •-:ot 
¡;...:¡ ""'-' o 
~ 

Separación de derivados Oxi -TMS de una mezcla de estándares de azúcares por CG utilizando una columna capilar DB-5. I Z 
Analitos identificados: 1)Mezcla de Arabinosa y Xilosa, 2 y 3)1sómeros a y p Fructosa, 4 y 5) Isómeros a y p Glucosa, 6)Salicina 
(El) y 7)Sacarosa. Los picos de menor altura no identificados corresponden a subproductos formados por la reacción, lo cual 
indica que la reacción por este método no es completa. 
La formación de derivados se realizó con el 'Método de Prueba 2', el cual utiliza una disolución de clorhidrato de hidroxilamina en 
piridina para la formación de la oxima BSTFA como agente sililante. Condiciones cromatográficas: Inyector 250 °C, detector 310 
°C; se utilizó un gradiente de temperatura para el calentamiento de la columna. 
Tº inicial 160 °C; Primera rampa de calentamiento, incremento de 2 ºC por min hasta 172 ºC; Segunda rampa de calentamiento, 
incremento de 10 ºC por min hasta 210 ºC; Tercera rampa de calentamiento, incremento de 50 °C por min hasta 310 °C 
manteniendo esta temperatura por 3 minutos. 
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Las condiciones de tiempo y temperatura a las cuales se lleva a cabo el proceso de formación de los derivados sililados pueden 
ser drásticas, de tal forma que se lleve a cabo la hidrólisis de uno de los analitos. 
El presente cromatograma muestra la hidrólisis de la Sacarosa (3), en sus respectivos monosacáridos: Fructosa (1) y Glucosa 
(2), utilizando el 'Método de Prueba 3' para llevar a cabo la formación de los derivados sililados. 
Condiciones cromatográficas: Temperatura del inyector 250 ºC, temperatura del detector 320 ºC, se aplicó un programa de 
calentamiento a la columna de temperatura inicial: 160 °C incrementando la temperatura a 2° por min. hasta 175 °C; después 
con la segunda rampa se calentó a 10 ºC por min. hasta 2100 C; la tercera rampa se calentó a 
40 °C por min. hasta 310 ºC, manteniendo esta temperatura por 3 minutos. 
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Figura 18. IDENTIFICACIÓN DE AZÚCARES EN UNA MUESTRA DE JUGO •NATURAL• 

Separación de los derivados Oxi -TMS de una muestra de jugo "Natural" utilizando una columna capilar 08·5. Azúcares 
identificados: 1)Mezcla de Arabinosa y Xi losa, 3y4) Isómeros a y p de Fructosa, 5y6) Isómeros a y p de Glucosa, 7) .Salicina (El) 
y B)Sacarosa. El analito clasificado con el número 2, no fue identificado. 
La formación de derivados se realizó con modificación de la base al Método de Prueba 1, utilizando una disolución de 
clorhidrato de hidroxilamina en anilina para la formación de la exima y BSTFA como agente sililante. 
Condiciones cromatográficas: Inyector 250 ºC, Detector 310 ºC; se utilizó un Gradiente de Temperatura para el calentamiento 
de la columna. Tº inicial 160 "C; Primera rampa de calentamiento, incremento de 2 ºC por min hasta 172 ºC; Segunda rampa 
de calentamiento, incremento de 10 "C por min hasta 210 ºC; Tercera rampa de calentamiento, incremento de 50 ºC por min 
hasta 310 "C manteniendo esta temperatura por 3 min. 
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Separación de los derivados Oxi -TMS de una muestra de jugo "Gerber" utilizando una columna capilar DB-5. Azúcares 
identificados: 1)Mezcla de Arabinosa y Xilosa, 3y4) Isómeros a y p de Fructosa, 5y6) Isómeros a y p de Glucosa, 7) Salicina (El) y 
&)Sacarosa. El analito clasificado con el número 2, no fue identificado. 
La formación de derivados se realizó con modificación de la base al Método de Prueba 1, utilizando una disolución de clorhidrato 
de hidroxilamina en anilina para la formación de la oxima y BSTFA como agente sililante. 
Condiciones cromatográficas: Inyector 250 ºC, detector 310 ºC; se utilizó un gradiente de temperatura para el calentamiento de la 
columna. Tº inicial 160 ºC; Primera rampa de calentamiento, incremento de 2 •e por min hasta 172 ºC; Segunda rampa de 
calentamiento, incremento de 10 °C por min hasta 210 °C; Tercera rampa de calentamiento, incremento de 50 °C por min hasta 
310 °C manteniendo esta temperatura por 3 min. 
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14 

Tiempo (mln) 

Figura 'tB. ARABINOSA Y XILOSA 

Se observa la elución conjunta de los analitos Arabinosa y Xilosa, los cuales poseen tiempos 
de retención muy cercanos (8a) y (8b) .. 
El programa de elución cromatográfica no fue eficiente para poder separar estos analitos 
(8c). Temperatura del inyector 250 °C, temperatura del detector 320 ºC, se aplicó un 
programa de calentamiento a ia columna de temperatura inicial: 160 ºC incrementando la 
temperatura a 2 ºC por min. hasta 175 ºC; con la segunda rampa se calentó a 10 ºC por 
min. hasta 210 "C y la tercera rampa se calentó a 40 ºC por min. hasta 310 ºC, 
manteniéndose por 3 minutos. 
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Figura 19. SEPARACIÓN CROIATOGRÁFICA PARA UNA MEZCLA DE ESTANDARES DE AZÚCAR 

UTILIZANDO EL "MÉTODO BASE ANILINA" 

Separación de derivados Oxi -TMS de una mezcla de estándares de azúcar por CG utilizando una columna capilar DB-5. 
Analitos identificados: 1)Mezcla de Arabinosa y Xilosa, 2) Isómeros a y p Fructosa, 3) Isómeros a y p Glucosa, 4) Salicina 
(El) y S)Sacarosa. 
La formación de los derivados se realizó con modificación de la base al Método de Prueba 1, utilizando una disolución de 
clolltidrato de hidroxilamina en anilina (50 mg/ml) para la formación de la oxima y BSTFA como agente sililante. 
Condiciones cromatográficas: Inyector 250 °C, Detector 310 °C; se utilizó un Gradiente de Temperatura para el 
calentamiento de la columna. Tº inicial 160 °C; primera rampa de calentamiento, incremento de 2 •e por min hasta 172 °C; 
Segunda rampa de calentamiento, incremento de 10 ºC por min hasta 210 ºC; Tercera rampa de calentamiento, incremento 
de 50 °C por min hasta 310 ºC manteniendo esta temperatura por 3 minutos. 
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Figura 20. SEPARACIÓN DE LOS DERIVADOS OXI ·TMS DE UNA MEZCLA DE ESTANDARES DE AZÚCAR 
UTILIZANDO EL "METODO BASE HIDROXILAMINA" 

Separación de derivados Oxi -TMS de una mezcla de estándares de azúcar por CG utilizando una columna capilar DB-5. 
Analitos identificados: 1)Mezcla de Arabinosa y Xilosa, 2) Isómeros a y p de Fructosa, 3) Isómeros a y p Glucosa, 4) Salicina (El) 
y 5) Sacarosa. 
La formación de derivados se realizó con modificación de la base al Método de Prueba 1, utilizando una disolución de 
hidroxilamina al 50 % en agua, para la formación de la oxima y BSTFA como agente sililante. 
Condiciones cromatográficas: Temperatura del inyector 250 "C, temperatura del detector 320 "C, se aplicó un programa de 
calentamiento a la columna de temperatura inicial: 160 "C incrementando la temperatura a 2 °C por min. hasta 175 "C; la 
segunda rampa se calentó a 10 ºC por min. hasta 210 ºC, la tercera rampa se calentó a 40 °C por min. hasta 310 "C, 
manteniéndose por 3 minutos. 
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Figura 21. SEPARACIÓN DE DERIVADOS OXI ·TMS DE UNA MEZCLA DE ESTÁNDARES DE AZÚCAR 

UTIUZANDOEL "METODO BASE ACETATO DE SODIOn 

Separación de derivados Oxi -TMS de una mezcla de estándares de azúcar por CG utilizando una columna capilar DB-5. Picos 
identificados: 1)Mezcla de Arabinosa y Xilosa, 2) Isómeros a y p de Fructosa, 3) Isómeros a y p Glucosa, 4) Salicina (El) y 
5)Sacarosa. 
La formación de derivados se realizó con modificación de la base al Método de Prueba 1, el cual utiliza una disolución de 
clorhidrato de hidroxilamina y acetato de sodio para la formación de la exima y BSTFA como agente sililante. Condiciones 
cromatográficas: Temperatura del inyector 250 ° C, temperatura del detector 320° C, se aplicó un programa de calentamiento a 
la columna de temperatura inicial: 160 ° C incrementa utilizando la temperatura a 2º por min. hasta 175 ° C; después con una 
segunda rampa se calentó a 10 ° por min. hasta 210° C y por último, en una tercera rampa se calentó a 400 por min. hasta 310 
° C, manteniéndose por 3 minutos. 
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ANEXO 11 

TÉCNICA DE ANÁLISIS CUANTITATIVO DE AZÚCARES COMO DERIVADOS 

OXl-TMS POR CG 

Metodologla aplicada para la cuantificación de azúcares en jugo de pera. 

l. Se prepararon las siguientes disoluciones: 

1. Disolución de clorhidrato de hidroxilamina en anilina (50 mg/ mL) 

2. Disolución de salicina (5 mg/ mL en disolución 1) 

· 3. Disolución stock de estándares de azúcares preparada con la disolución 1 

TABLA 14 

DISOLUCIÓN "STOCK .. 

AZUCAR mg/mL* 

Arabinosa 1.0 

Xilosa 22.5 

Fructosa 8.0 

Glucosa 1.0 

Sacarosa 5.0 

•en la d1soluc16n de clorhidrato de h1drox1lamina 
(50 mg/ml). 

TESIS CON 
FAl.I.A DE ORIGEN 

Para obtener la curva de calibración, en matraces aforados de 5 mL se agregaron 

0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mL de la disolución "stock", (Tabla 14) y 1 mi de la 

disolución de Estándar Interno (El); posteriormente se aforaron con la disolución 

de clorhidrato de hidroxilamina en anilina. 
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ANEXO 11 

TABLA 15 

CURVA PATRÓN 

Az.:ícer Concentración (mg/mL) 
Arabinosa y Xilosa 0.01 0.02 0.04 0.08 0.08 0.1 

Fructosa 0.22 0.45 0.9 1.35 1.80 2.25 

Glucosa 0.08 0.18 0.32 0.48 0.84 0.8 

Sacarosa 0.01 0.02 0.04 0.06 0.08 1 

Para formar los derivados de la disolución correspondiente, en un vial de reacción 

se agregó 1 mL, agitando constantemente durante 10 min. a temperatura 

ambiente. Posteriormente se adicionó 0.3 mL del reactivo sililante BSTFA, 

agitando nuevamente durante 1 O min. 

Se observó la formación de un precipitado blanco, correspondiente al cloruro de 

amonio formado durante la reacción, asl como la formación de dos fases. 

Para el análisis cromatográfico, se inyectó 1 microlitro de la fase superior. 

La curva de calibración para cada azúcar se construyó con la relación AA/AEI en 

función de CA/CEI. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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TABLA18 

DATOS EXPERIMENTALES DE LA CURVA PATRÓN 
DE LA MEZCLA ARABINOSA Y XILOSA 

Peao Aforo Concentración Allcuotll Co. Final ,_, fmU frna/mU fmL) fma/mL) 
5.1 5 1.02 0.02 0.010 
5.1 5 1.02 O.<M 0.020 
5.1 5 1.02 0.08 0.040 
5.1 5 1.02 0.12 0.061 
5.1 5 1.02 0.16 0.081 

Co. Final - Concentración final 

Concentración Area1 Area 2 Area3 A1/AEl1 Az/AEl2 
(ma/mL) 

0.010 164 169 167 0.016 0.014 
0.020 1557 1565 1675 0.045 0.048 
0.040 2975 3102 2973 0.084 0.088 
0.061 9129 8147 8320 0.124 0.132 

.0.081 3935 6621 6713 0.155 0.155 
La detenninac10n de la curva de cahbraciOn se reahzO por tnphcado. 
El = Esténdar Interno; A,,/AEI = Area del analito n I érea del Esténdar Interno. 

TABLA17 

DATOS EXPERIMENTALES DE LA CURVA PATRÓN 
DEFRUCTOSA 

Peao Aforo Concentración Allcuota Co. Final ,_, (mL) fma/mU fmL) fmg/mU 
116.20 5 23.24 0.02 0.232 
116.20 5 23.24 0.<M 0.464 
116.20 5 23.24 0.08 0.929 
118.20 5 23.24 0.12 1.394 
116.20 5 23.24 0.16 1.859 

Co. Final - Concentrac10n final 

Concentración Area1 Area 2 Are•> A,/AEl1 Az/AEl2 
1 ..... tmL\ 

0.232 3266 4793 3980 0.322 0.401 
0.464 42871 44902 47024 1.238 1.373 
0.929 80121 81153 81988 2.270 2.314 
1.394 218698 215201 204894 2.983 3.481 
1.859 125725 202198 80520 4.950 4.737 

La detenn1nacion de la curva de calibración se realizó por tnphcado. 
El = Esténdar Interno; A,,/AEI = Area del anallto n I érea del Esténdar Interno. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

ANEXO 11 

~AElz 

0.015 
0.046 
0.086 
0.128 
0.155 

"3/AEl2 

0.362 
1.305 
2.292 
3.232 
4.844 
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TABLA 18 

DATOS EXPERIMENTALES DE LA CURVA PATRÓN 
DE GLUCOSA 

Pemo Aforo Concentración Allcuotm Co. Flnal ,_, (mL) lrna/mL) (mL) lma/mL) 
40.70 5 8.14 0.02 0.081 
40.70 5 8.14 0.04 0.162 
40.70 5 8.14 0.08 0.325 
40.70 5 8.14 0.12 0.488 
40.70 5 8.14 0.16 0.651 

co. Final - Concentración final 

Concentración Area 1 Area2 Area3 A,IAEl1 Az/AEl2 
(ma/mL) 

0.081 5958 6551 5240 0.588 0.365 
0.162 35285 28026 30873 1.023 0.857 
0.325 58663 49056 132775 1.662 1.483 
0.488 167612 129255 142055 2.286 2.091 
0.651 68322 114655 116427 2.690 2.686 

La determmac10n de la curva de callbrac16n se realizó por triplicado. 
El = Esténdar Interno; A,,/AEI = Area del analito n I érea del Esténdar Interno. 

TABLA 19 

DATOS EXPERIMENTALES DE LA CURVA PATRÓN 
DE SACAROSA 

Peao Aforo Concentración Allcuotm Co. Flnal ........ , lmL) lma/mL) fmU lma/mL) 
5.20 5 1.04 0.02 0.010 
5.20 5 1.04 0.04 0.020 
5.20 5 1.04 0.08 0.041 
5.20 5 1.04 0.12 0.062 
5.20 5 1.04 0.16 0.083 

Co. Final = Concentración final 

Concentración Area1 Area2 Area3 A,/AEl1 Az/AEl2 
(ma/mU 

0.010 154 1088 214 0.015 0.023 
0.020 1445 1290 849 0.240 0.022 
0.041 858 804 34355 0.041 0.039 
0.062 7269 6658 5296 0.071 0.076 
0.083 1827 3245 4482 0.099 0.107 

La determinación de la curva de calibración se realizo por triplicado. 
El = Esténdar Interno; A,,/AEI = Area del anallto n I illrea del Estlllndar Interno. 

TESI<: r:r-·'?':T ""'¡• 
lo.} L .:.i.'A 

FALLA DE ORIGEN r 

ANEXO 11 

~/AEl2 

0.477 
0.940 
1.573 
2.188 
2.688 

~/AEl2 

0.019 
0.023 
0.040 
0.074 
0.103 
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CURVA PATRÓN DE LA MEZCLA DE ARABINOSA Y XILOSA 
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CURVA PATRÓN DE SACAROSA 
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Azlllc•r 
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F 
G 
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DATOS DEL ANÁLISIS CUANTITATIVO DE AZÚCARES 
EN EL JUGO DE PERA "NATURAL" 

Are• 1 Are• 2 Are• 3 Are• E11 Are• El2 
2190 3570 5783 43257 45123 

177572 21111524 4117099 43257 45123 
40083 115325 105391 43257 45123 
2152 3304 5459 43257 45123 

ANEXO 11 

Are• El, 
44192.8 
44192.8 
44192.8 
44192.6 

A y X = Arab1nosa y Xllosa, F = Fructosa, G = Glucosa, S = Sacarosa, El = Esténdar Interno; 
A1, A 2 , A3 = Areas obtenidas al Inyectar tres muestras del extracto. 

Cálculo de la concentración de cada componente del .Jugo "Natural" 

M•e•tn 1 CAJCIEl-((AA/AEl}-b)lm CIEl(...,•LI CA1 (...,•L) CA 2 (-/mL) CA 2 (-/mL) 

Ay X 0.471 

1 

0.479 

1 

0.488 1.000 0.471 0.479 0.486 
F 13.1173 13.893 14.134 1.000 13.673 13.693 14.134 
G 2.11!10 2.893 2.739 1.000 2.650 2.693 2.739 
s 0.408 0.418 0.421 1.000 0.406 0.416 0.421 

Mue•tra 1 Co•e. e•I Co•c.e•I Co•e.e•I M-n % % % 
1

-
1mL• lma/mL• lmalmLI ,_, 

Ay X 0.471 0.479 0.488 24.900 1.913 1.948 1.976 
F 13.873 13.893 14.1a. 24.800 55.583 58.478 57.458 
G 2.1150 2.893 2.739 24.llOO 10.771 10.SMS 11.132 
s 0.408 o.•1e 0.421 24.900 1.11511 1.890 1.713 

CA,. concentración, del azúcar, CA2 • concentración 2 del azúcar, CA:s- concentración3 del azúcar, 
CEI = concentración del estándar intemo, Conc. cal= concentración calculada. 

M•estra 2 ~~~-·-(( m CEl(-1•L) LAI (mllf•LI CA2(•al111L) CA3(-.'mL) 

AyX 0.4'8 

1 

o.•se 0.482 1.000 0.448 0.458 0.482 
F 13.118 13.329 13.580 1.000 13.1115 13.329 13.580 
G 2.!142 2.!ll!M 2.827 1.000 2.!142 2.5114 2.827 
s 0.3llO 0.397 0.402 1.000 0.3llO 0.397 0.402 

Muestra 2 Co•c.cal Coac. cal Co•c.cal M-n % % % 

•-•mL' 1ma1111L1 fntalML' ·-·· Ay X 0.448 0.458 0.482 22.500 1.990 2.027 2.055 
F 13.118 13.329 13.580 22.500 !58.301 59.238 eo.2ee 
G 2.!142 2.58' 2.1127 22.500 11.297 11.ü3 11.877 
s 0.390 0.397 0.402 22.500 1.732 1.785 1.789 

CA,. concentración, del azúcar, CA2 • concentración 2 del azúcar, CA:s- concentración3 del azúcar, 
CEI = concentración del estándar lntemo, Conc. cal = concentración calculada. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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DATOS DEL ANÁLISIS CUANTITATIVO DE AZOCARES 
EN EL JUGO DE PERA COMERCIAL 

rea El1 rea El2 
'43257 '45123 

'45123 
'45123 

Cálculo de la concentración de los azúcares en el Jugo "comercial" 

ANEXO 11 

rea El3 

-192.6 
-192.6 
-192.6 

Hin 1 CA/CEl-((AA!l'U:.a)-l>)lm CEl(•s/•L) CA 1 (•s/•L) CA2 (ms/mL) CA,(Ms/mL) 

y X 0.100 

1 

0.103 

1 

0.103 1.000 0.100 0.103 0.103 
F 7.1178 8.104 11.244 1.000 7.978 11.104 11.244 
G 1.1101 1.1131 1.11111 1.000 1.1101 1.1131 1.1161 
s 0.098 0.101 0.101 1.000 0.0911 0.101 0.101 

Mu·emln 1 Co•e. e.ii Conc.c~ Co•e. _. M ... tno % "" % 
•-11nu •-•mu frna-u ,_, 

Ay X 0.100 0.103 0.103 13.800 0.725 0.745 0.747 
F 7.1178 8.104 8.244 13.1100 57.798 511.7211 59.743 
G 1.801 1.831 1.11111 13.1100 13.0411 13.267 13.487 
s O.Oll8 0.101 0.101 13.800 0.713 0.733 0.734 

CA1• concentración, del azúcar, CA2 • concentración 2 del azúcar, C~ concentrac16n3 del azucar, 
CEI = concentración del estandar interno, Conc. cal = concentración calculada. 

Ay X 
F 
G 
s 

CA/CEl-1(AA/AEl)-b)/m 

0.155 
12.4115 
2.1114 
0.144 1 

0.159 
12.8811 
2.860 
0.147 1 

0.180 
12.11811 
2.908 
0.148 

1.000 
1.000 
1.000 
1.000 

0.155 
12.485 
2.814 
0.144 

CA2(-stmL) 

0.159 
12.8611 
2.860 
0.147 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

CA,(m&fmL) 

0.180 
12.888 
2.908 
0.148 

0.712 
57.269 
12.926 
0.660 
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TABLA20 

COMPOSICIÓN DE LA PARTE COMESTIBLE DE LA PERA31 

Componente %(g) 

Agu• 78 -90 
Azúcares 6 - 14 
Protefnas 0.2-0.7 
Gra-
Acidez 
Pectina 

0.1 - .05 
1.0- 22 
0.1-0.9 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Cenizas 0.2- .04 
Fibra 0.9-2.9 

TABLA21 

COMPOSICIÓN TEÓRICA DE LOS AZÚCARES EN PERA 
REPORTADOS EN LA LITERATURA 

COMPONENTE % gr•moa 

• b c d 
Glucosa 24 23-32 11. 17 23 
Fructosa 60-65 33- 61.5 47.5 65 
Sacarosa 9.8 1.7- 5.4 2.5 18 

Otros 
(Xilosa, Galactosa - - - -

y Manosa) .. a - Qulm1ca A8J"lcola 111. Ed1tor1al Alhambra. Re1mpres1ón de la segunda ed1c1ón. 1982. Pp 240 -247 
b- W. Chapman (1989) 
c =Lee y a>I. (1984) 
d =Tomado de Wroldstad y col. (1981) 

TABLA22 

COMPOSICIÓN CALCULADA 

COMPONENTE %GRAMOSJN %GRAMOSJG 

M1 M2 M1 M2 
Glucosa 10.7 10.9 11.1 11.2 11.4 11.6 13.0 13.2 13.4 12.5 12.7 
Fructosa 55.5 56.4 57.4 58.3 59.2 60.2 57.7 58.7 59.7 55.4 56.2 
Sacarosa 1.6 1.6 1.7 1.7 1.7 1.7 0.7 0.7 0.7 0.6 0.6 

Otros CXilosa, Arabino-> 1.9 1.9 1.9 1.9 2.0 2.0 0.7 0.7 0.7 0.6 0.7 

12.9 
57.2 
0.6 
0.7 

Se analizaron dos muestras (M, y Mz) por trtphcado. JN - Jugo natural preparado en el laboratorio; JG - Jugo 
comercial marca "Gerber". 0 Brix Jugo Natural = 13; 0 Brix Jugo "Gerber" = 12.S. 
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·ANEXO 111 

LIMITE DE DETECCIÓN 



2.0000 
2.0000 
1.0000 
1 .. 0000 
1.0000 
0.5000 
0.5000 
0.5000 
0.2500 
0.2500 
0.2500 
0.1250 
0.1250 
0.1250 
0.0625 
0.0625 
0.0625 
0.0312 
0.0312 
0.0312 
0.0156 
0.0156 
0.0156 

378050 
3&4290 
202823 
185896 
172424 
93782 
95805 
91481 
37259 
52643 
44835 
22436 
10075 
25814 
7424 

10075 
5814 
3587 
3091 
4825 
853 
850 
952 

-;¡-~ 

~ 250000 

~ 200000 

f 1soooo 

100000 

50000 

ANEXO 111 

LÍMITE DE DETECCIÓN 

Anlilisis de regresi6n lineal 
ARABINOSA Y XILOSA 

Riesgo- 5% 
Nº de datos = 24 

Ordenada= -2746.627795 
Pendiente= 189591.9875 
Coef"corr= 0.998616437 

Riesgo de que no sea recta• 4.48658E-36 º/o 
Lfmite de detección : 

CMD (estimado en ma/mL) = 0.07595903 

Grados de lib - 22 
t student= 2.073875294 
media x= 0.4980375 
media v= 91677.29167 

pend- 189591.987 Ordenada - -2746.62779 
se pend= 2128.50255 se ord = 1737.90116 

r"= 0.99723479 sey = 6746.63182 
F= 7933.98925 G.libertad = 22 

ssrear= 3.6113E+11 ss residual = 1001374900 

LIMITE DE DETECCIÓN 

º ... ..,......_~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
0.0000 0.5000 l.0000 l.5000 2.0000 2.5000 

Cor10:11trnt:ió11 (111g/111L) 
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X _,_PUeetll 
e • ....,,,mu 

2.0000 
2.0000 
2.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
0.5000 
0.5000 
:o.5000 
0.2500 
0.2500 
0.2500 
0.1250 
0.1250 
0.1250 
0.0625 
0.0625 
0.0625 
0.0312 
0.0312 
0.0312 
0.0156 
0.0156 
0.0156 

.&50000 

.&00000 

350000 

300000 

I 250000 

~ 200000 

'150000 . ~ 100000 

50000 

Are-
394950 
390750 
398415 
192016 
191608 
110252 
79301 
68527 
88895 
43597 
25625 
54818 
4631 
21023 
22734 
12176 
11340 
13290 
3567 
5091 
3698 
966 

1305 
1233 

ANEXO 111 

An611•1• de regre•lón lln••I 
FRUCTOSA 

Riesgo= 5% 
Nº de datos- 24 

Ordenada= -7816.000685 
Pendiente= 194546.2621 
Cocfcorr= 0.999894701 

Riesgo de que no sea recta= 2.54783E-26 % 
Limite de detección : 
CMD (estimado en mtir/mL) = 0.21005841 

Grados de llb • 22 
t student= 2.07387529 
media x= 0.4980375 
media v= 89075.3333 

pend- 194546.262 ord- -7816.00069 
se pend= 6067.21306 se ord= 4953.81911 

r2= 0.97905112 sey= 19231.0094 
F= 1028.17559 G.libertad = 22 

ssr .... r= 3.8025E+11 ss residual= 8136297938 

LÍMITE DE DETECCIÓN 

• 
019' ... '---~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

_SOIJlii 0.5000 1.0000 1.5000 2.0000 

Co110:11trnció11 (111g/mL) 

TESIS CON 
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2.5000 
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X 1--u_.. 
C•-.../mll Areee 

2.0000 382894 
2.0000 327088 
2.01)00 358790 
1.0000 208204 
1.0000 182887 
1.0000 181872 
0.51)00 95530 
0.51)00 93228 
0.51)00 92749 
0.2500 40749 
0.2500 21731 
0.2500 50340 
0.1250 21420 
0.1250 21295 
0.1250 17850 
0.0825 10000 
0.0825 12950 
0.0825 7850 
0.0312 3178 
0.0312 4278 
0.0312 3725 
0.0156 530 
0.0156 582 
0.0156 524 

ANEXO 111 

An611ala de regrealón lineal 
GLUCOSA 

riesgo= S% 
Nº de datos= 24 

ordenada= -1190.65456211 
pendiente= 1771 1 1.11063 
coefcorr= 0.999592437 

Riesgo de que no sea recta- 6. 764115E-31 % 
Lfmite de detección : 
CMD (estimado en mRlmL) = 0.1303702: 

Grados de lib 22 
t student= 2.073875294 
media x= 0.4980375 
media v= 87317.66667 

pend= 177111.808 ord - -890.654563 
se pend= 3419.63079 se ord = 2792.09452 

r2= 0.99186535 sey = 10839.0708 
F= 2682.48059 g.llbertad = 22 

ssr..ar= 3.1515E+11 ss residual= 2584680030 

LIMITE DE DETECCIÓN 

Co110:11trncir.f11 (111g/111L) 

TESIS CON 
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X r-..-nueet8 
e (mnlml) ~ 

2.0000 92831 
2.0000 75845 
2.0000 87997 
1.0000 54321 
1.0000 52972 
1.0000 50377 
0.5000 22786 
0.5000 27598 
0.5000 23843 
0.2500 9082 
0.2500 8840 
0.2500 12088 
·0.125 5138 
0.125 4367 
0.125 5275 

0.0625 2350 
0.0625 2367 
O.OfJ25 2275 
0.0312 1230 
0.0:112 1534 
0.0:112 1356 
0.0"156 239 
0.0"156 224 
0.0156 236 

60000 

-10000 

ANEXO 111 

Anllll•I• de regrealón llne•I 
SACAROSA 

Riesgo= 5% 
Nº de datos= 24 

ordenada= 247.8661291 
pendiente= 43387.14562 
coefcorr= 0.984766145 

Riesgo de que no sea recia= 1.58765E-24 % 
Limite de detección : 
CMD (estimado en mlllmLl = 0.2532878~ 

Grados de lib - 22 
t student= 2.073875294 
media x= 0.4980375 
media v= 21856.29167 

Pend- 43387.14562 Ord = 247.8661291 
se pend= 1633.338531 se ord = 1333.604664 

r'- 0.969764361 sey= 5177.129664 
F= 705.6181514 g.libertad = 22 

ssre1rr= 18912451559 ss residual= 589658774.3 

LÍMITE DE DETECCIÓN 

Co11a..~1trncitS11 (111g/111L) 

TESIS CON 
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ANEXO IV 

ESTABILIDAD DE LOS DERIVADOS OXl-TMS 

En este ensayo, se observa el efecto de la base utilizada como disolvente sobre la 

estabilidad de los derivados formados. 

Para ello se realiza un tratamiento estadlstico para comparar la media obtenida 

de las áreas de las muestras inyectadas a temperatura ambiente y las 

muestras que permanecieron en refrigeración (4° C) 

BASE UTILIZADA COMO MEDIO DE REACCIÓN: PIRIDINA 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

ARABINOSA Y XILOSA 
Muestra Control Nº de Inyección Muestra Control Muestra Tº Amb 

1 1 2.809 2.408 
2 2.646 
3 2.680 

2 1 2.760 2.442 
2 2.634 

3 2.687 

3 1 2.619 2.527 
2 2.638 
3 2.696 

x• 2.760 2.638 
s= 0.099 0.109 

%cv= 3.574 4.138 
•2= 0.010 0.012 

FRUCTOSA 
Muestrd Control Nº de Inyección Muestra control Muestr.. 'J'' Amh 

1 1 1.4900 1.460 
2 1.490 
3 1.531 

2 1 1.4600 1.520 
2 1.470 
3 1.510 

3 1 1.4700 1.470 
2 1.480 
3 1.490 

x• 1.470 1.490 
•= 0.015 0.024 

%cv= 1.039 1.638 
·2= 0.00023 0.001 
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GLUCOSA 
Muestr .. Control Nº de lnvección 

1 1 
2 
3 

2 1 
2 
3 

3 1 
2 
3 

-Y• 
s= 

%cv= 
92::;:::: 

SACAROSA 
Muestra Nº de Inyección 

1 1 
2 
3 

2 1 
2 
3 

3 1 
2 
3 

-Y• 
s= 

%cv= 
s2= 

ANEXO IV 

Muestra control Muestrd 'J'' Amb 
2.l'UUU 

2.7800 

2.7300 

2.730 
0.040 
1.480 
0.002 

Muestra control 
0.9603 

0.9975 

1.0120 

0.997 
0.027 
2.673 
0.001 

2.::>l'UU 

2.5500 
2.2800 
2.7300 
2.4480 
2.3800 
2.4900 
2.1200 
2.4700 
2.470 
0.176 
7.121 
0.031 

Muestra T" Amb 
0.9018 
0.9409 
1.0775 
0.9833 
1.0444 
1.0239 
1.0020 
0.9342 
0.8435 
0.983 
0.074 
7.536 
0.005 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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ANEXO IV 

BASE UTILIZADA COMO MEDIO DE REACCIÓN: ANILINA 

ARABINOSA Y XILOSA 
Muestrd N" ue Iny....-ción 

1 1 
2 
3 

2 1 

2 

3 
3 1 

2 
3 

x• 
s= 

%cv= 
·2= 

FRUCTOSA 
Muestra Nº de Inyección 

1 1 
2 
3 

2 1 
2 
3 

3 1 
2 
3 

Y• 
s= 

%cv= 
·2= 

Mueslrd Control 
2.7744 

2.5962 

2.6713 

2.671 
0.089 
8.706 
0.008 

Muestra control 
5.8462 

5.3498 

5.2504 

5.350 
0.319 
5.966 
0.102 

Muestru T'' Amb 

2.7041 
2.6421 
2.5499 
2.6268 

2.6508 

2.5263 
2.3793 
2.3829 
2.3231 
2.550 
0.139 
5.448 
0.019 

Muestra T° Amb 

5.5520 
5.4905 
5.5605 
5.5431 
5.5396 
5.4343 
5.6541 
5.9168 
5.1634 
5.543 
0.197 
3.557 
0.039 

TESIS CON 
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GLUCOSA 
Mut>str .. Nº dt> Inye.::dón 

1 1 
2 
3 

2 1 
2 
3 

3 1 
2 
3 

"Y• 
s= 

%cv= 
s2= 

SACAROSA 
Muestra N ..... e.te Inyección 

1 1 
2 
3 

2 1 
2 
3 

3 1 
2 
3 

Y• 
s= 

%cv= 
s2= 

Muestra control 
1.3622 

1.3651 

1.3161 

1.362 
0.027 
2.016 
0.001 

Muestra control 
1.4288 

1.3711 

1.3718 

1.372 
0.033 
2.415 
0.001 

ANEXO IV 

Mut>str .. 'I'' Amh 
1.3810 
1.3475 
1.3629 
1.3634 
1.3724 
1.3344 
1.3954 
1.3792 
1.3856 
1.372 
0.019 
1.401 
0.000 

Muestrd 'I'' Amh 
1.4192 
1.3749 
1.3923 
1.3742 
1.3962 
1.3701 
1.4287 
1.3711 
1.3318 
1.375 
0.029 
2.109 
0.001 

TESIS CON 
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ANEXO IV 

BASE UTILIZADA COMO MEDIO DE REACCION: ACETATO DE SODIO 

ARABINOSA Y XILOSA 
iwuestra Nº ae Jnvec...~~ón 

1 1 
2 
3 

2 1 

2 

3 

3 1 

2 

3 
-ir-
s= 

%cv= 
s2= 

FRUCTOSA 
Muestrd. N" de Inyección 

1 1 
2 
3 

2 1 
2 
3 

3 1 
2 
3 

-ir-
s= 

%cv= 
52::;: 

""uestra. Control 
1.2023 

1.2524 

1.1703 

1.202 
0.041 
8.706 
0.002 

Muestra control 
2.7863 

2.7624 

2.8254 

2.786 
0.032 
1.141 
0.001 

Muestrd r' Amb 
0.8433 
1.0121 
1.0894 
0.8807 
1.0485 

0.9144 

1.0710 

0.9287 

1.0058 
1.006 
0.088 
8.755 
0.008 

Muestrd T'' Amb 

2.5240 
2.4978 
2.4114 
2.9115 
2.3623 
2.7162 
2.8837 
2.5404 
2.7864 
2.540 
0.204 
8.014 
0.041 

SESlS ~ - >I 
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GLUCOSA 
Muestr .. N'" ... de Inyección 

1 1 
2 
3 

2 1 
2 
3 

3 1 
2 
3 

""ll• 
a= 

%cv= 
s2= 

SACAROSA 
Muestrd N""' Je lnyec..·cibn 

1 1 
2 
3 

2 1 
2 
3 

3 1 
2 
3 

""ll• 
a= 

%cv= 
•2= 

ANEXO IV 

Muestra control Muestr .. T'-' Amb 
2.3938 2.3691 

2.4166 
2.3976 

2.4302 2.4031 
2.5563 
2.3636 

2.4387 2.3951 
2.3939 
2.4387 

2.430 2.398 
0.024 0.058 
0.981 2.404 
0.001 0.003 

Muestra .... ·ontrol Muestr<1 T'-' Antb 
0.8021 0.8081 

0.8086 
0.8107 

0.8186 0.8812 
0.8832 
0.8812 

0.8084 0.8021 
0.8097 
0.8119 

0.808 0.811 
0.008 0.037 
1.033 4.537 
0.000 0.001 
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BASE UTILIZADA COMO MEDIO DE REACCIÓN: HIDROXILAMINA 

ARABINOSA Y XILOSA 
Muestra Nº de Inyección 

1 1 
2 
3 

2 1 

2 

3 
3 1 

2 
3 

ll• 
s= 

%cv= 
s2= 

FRUCTOSA 
Muestra Nº de Inyección 

1 1 
2 
3 

2 1 
2 
3 

3 1 
2 
3 

ll• 
s= 

%cv= 
s2= 

Muestra Control Muestra Tº Amb 
1.2048 1.1770 

1.1664 
1.1550 

1.1954 1.1627 

1.6805 

1.6354 
1.1995 1.2937 

1.8362 
1.3231 

1.200 1.294 
0.005 0.264 
8.706 20.433 
0.000 0.070 

Muestra control Muestrd T-' Amb 
1.5240 1.2524 

1.5409 
1.3927 

1.5498 1.3654 
1.6856 
1.3743 

1.5524 1.4965 
1.3896 
1.3471 

1.550 1.390 
0.016 0.128 
1.013 9.198 
0.000 0.016 

TESIS CON 
F~ DE omGEN 

ANEXO IV 

84 



GLUCOSA 
Muestra Nº de Inyección 

1 1 
2 
3 

2 1 
2 
3 

3 1 
2 
3 

)(• 

•= 
%cv= 

.2., 

SACAROSA 
Muestra Nº de Inyección 

1 1 
2 
3 

2 1 
2 
3 

3 1 
2 
3 

"Y• 
•= 

%cv= 
s2= 

Muestra control Muestra T" Amb 
1.5877 1.1935 

1.9563 
1.6258 

1.6257 1.6349 
1.7328 
1.3477 

1.6372 1.4952 
1.3276 
1.8592 

1.626 1.626 
0.026 0.255 
1.592 15.712 
0.001 0.065 

Muestra control Muestra Tº Amb 
1.1081 1.5810 

1.0987 
1.1009 

1.1523 0.9598 
0.9782 
0.9956 

1.0948 1.1457 
1.7498 
1.8127 

1.108 1.101 
0.030 0.345 
2.717 31.328 
0.001 0.119 

-----~-e--~~-·· 
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ANEXO IV 

ANALISIS ESTADISTICO 

Para comprobar que los derivados Oxi-TMS son estables se comparan los 
resultados obtenidos entre las muestras refrigeradas a 4º C y las muestras que 
permanecieron a temperatura ambiente (25º C). antes de ser analizadas. 

PRUEBAS DE HIPÓTESIS SOBRE LA VARIANZA: 
Ho: 6,2 = 622 

Hi:: 612 ~ 622 

El estadlstico de prueba es: F = SM2 = 6 12 

s;;;r- = 67 
Grados de libertad para la varianza mayor: nM2 -1 
Grados de libertad para la varianza menor: nm2 -1 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Para aceptar Ho: 
F < Fa12 = F < Fo.025 

Ejemplo de cálculo: 
Utilizando los datos de 6 12 = 0.010 y 622 = 0.008 obtenidos para Arabinosa y Xilosa 
utilizando piridina como disolvente. 

F= 

Azúcar 
Arablno- y Xilosa 
Fructosa 
Glucosa 
Sacarosa 

SM2 - 612 = 0.012 
~-w- 0.010 = 1.200 

Fca1cu110C1a F1ab1- Conclusión 
1.200 19.37 Fc•tcu1•d•<Fo.02s se acepta Ho 
4.348 19.37 Fc.1cu1•d•<Fo.02s se acepta Ho 
15.500 19.37 Fc•tcu1ada<Fo.02s se acepta Ho 
5.000 19.37 Fca1cu1ada<Fo.02s se acepta Ha 

PRUEBA DE HIPÓTESIS SOBRE LA MEDIA 
Ho: µ1

2 
- µ2

2 = O 
Hi: µ1

2 
- µ22 ~ O 

El estadlstico de prueba es: t = [x-x l SP ...J(1/N1 + 1/N2)] • [ N,s12 + N2s22 / N1+N2 -2) 

Grados de libertad Nt+ N2 -2 
Para aceptar Ho: -t a/2 < t c.lculeda > t ar2 : F= -fo.025 < t c:a1cu1ma > t 0.025 
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ANEXO IV 

0.95~ 
----L~ 

-2.228 2.228 

AZUCAR ::Sp ..,__ ConclusiOn 
Arabinosa y Xilosa 0.112 1.632 Se acepta Ho 

Fructosa 0.0386 0.389 Se acepta Ho 
Glucosa 0.1594 2.450 Se rechaza Ho 

Sacarosa 0.0656 0.321 Se acepta Ho 

A continuación se muestran los resultados obtenidos, del análisis estadlstico de la 

varianza y media, para cada conjunto de datos: 

PRUEBAS DE HIPÓTESIS SOBRE LA MEDIA Y LA VARIANZA UTILIZANDO 

PIRIDINA COMO DISOLVENTE 

Azúcar Fcakulada 

Arablnosa y Xilosa 1.200 
Fructosa 4.348 
Glucosa 15.500 

Sacarosa 5.000 

AZÚCAR Sp 

Arabinosa y Xilosa 0.112 
Fructosa 0.0386 
Glucosa 0.1594 
Sacarosa 0.0656 

Ftablas Conclusión 
19.37 Fceocu..,. < Fo.029 se acepta Ho 
19.37 FClllCl..t...,• < Fo.02s se acepta Ho 
19.37 FC81cutm• < Fo.02s se acepta Ho 

19.37 F<*CU..,• < Fo.025 se acepta Ho 

te-u- ConclusiOn 
1.632 Se acepta Ho 
o.389 Se acepta Ho 
2.450 Se rechaza Ho 
0.321 Se aceota Ho 

TESIS C" .. T 
FALLA DE Ci.\lGEN 
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ANEXO IV 

PRUEBAS DE HIPÓTESIS SOBRE LA MEDIA Y LA VARIANZA UTILIZANDO 

ANILINA COMO DISOLVENTE 

Aztícar Fcalcul•d• F1ab1 .. Conclusión 
Arabinoaa y Xllosa 2.375 19.37 F.-..-<Fo.025 se acepta Ho 

Fructosa 2.815 19.37 Fcm1culllde < Fo.025 se acepta Ho 
Gluco- 2.770 19.37 F cm1culllcl8 < F o.025 se acepta Ho 

Sacarosa 1.295 19.37 F..--< Fo.025 se acepta Ho 

Aztícar Sp l:,,•lculada Conclusión 
Arablnosa y Xilosa 0.133 1.369 Se acepta Ho 
Fructosa 0.249 -1.166 Se acepta Ho 
Glucoaa 0.024 -0.186 Se acepta Ho 
Sacarosa 0.033 -0.136 Seacei:>ta Ho 

PRUEBAS DE HIPÓTESIS SOBRE LA MEDIA Y LA VARIANZA UTILIZANDO 

ACETATO DE SODIO COMO DISOLVENTE 

Aztícar Fcalcul•da 

Arabinosa y Xilosa 4.000 

Fructoaa 6.375 

Glucosa 3.000 

Sacarosa 15.625 

Aztícar Sp 

Arablnosa y Xilosa 0.084 
Fructosa 0.182 
Glucoaa 0.052 
S8C8rosa 0.179 

Ftabla• Conclusión 

19.37 F..-.-< Fo.025. se acepta Ho 

19.37 F..-.-< Fo.02s. se acepta Ho 

19.37 F,,_._. < Fo.025. se acepta Ho 

19.37 F..-.-< Fo.025. se acepta Ho 

tcalcui.da Conclusión 
3.517 Se rechaza Ho 
2.030 Se acepta Ho 
0.925 Se acepta Ho 
-0.025 Se acepta Ho 

TESIS CON 
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ANEXO IV 

PRUEBAS DE HIPÓTESIS SOBRE LA MEDIA Y LA VARIANZA UTILIZANDO 

HIDROXILAMINA COMO DISOLVENTE 

Azúcar Fc•lculada 

Arabinoaa y Xilosa 70.000 
Fructosa 64.000 
Glucosa 81.000 

Sacarosa 119.000 

Azúcar l:::ip 

Arablnosa y Xilosa 0.237 
Fructosa 0.030 
Glucosa 0.255 
Sacarosa 0.309 

Ft•bl•• 
19.37 

19.37 
19.37 
19.37 

Conclusión 

Fc:t11c:ulilld9 > Fo.02s. se rechaza Ho 

FClllcullld• > Fo.025, se rechaza Ho 

Fc9cul9dll > Fo.025, se rechaza Ho 
F c:t11c:u.s.i > F o.02s. se rechaza Ho 

tcalculada 
-0.595 
8.122 
-0.053 
0.034 

Conclusión 
Se acepta Ho 

Se rechaza Ho 
Se acepta Ho 
Se acepta Ho 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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ANEXO V 

COSTOS 



COMPARACIÓN DE LOS MéTODOS UTILIZADOS 

CON RESPECTO AL COSTO 

ANEXO V 

Como se explicó anteriormente, si no existen diferencias significativas por el 

tiempo total de reacción o la estabilidad de los derivados entre los métodos, una 

herramienta útil para poder tomar una decisión en cuanto a qué método utilizar es 

el costo. 

A continuación se presenta, una relación de costos de los reactivos que involucra 

cada . uno de los métodos propuestos para el análisis de carbohidratos, como 

derivados trimetilsililados por cromatografla de gases. 

MÉTODO CON PIRIDINA 

REACTIVOS PRESENTACION Y COSTO* USO CANTIDAD COSTO* USO UTILIZADA 
Estándares de 11 carbohidratos pureza 
azúcar 98-99% para CG o HPLC 97.20 10mg 0.017 

(5 g de cada uno) 
NH2 0H·HCL 5 a 99.99% de Dureza 24.40 500ma 2.240 
Piridina 100 mL 99% de Dureza 34.20 10mL 3.420 

BSTFA 5 mL 99% grado de 22.10 0.3mL 1.326 derivatización 
177.90 Total 7.003 

MÉTODO CON ANILINA 

REACTIVOS PRESENTACION Y COSTO* USO CANTIDAD COSTO* 
UTILIZADA uso 

Estándares de 11 carbohidratos pureza 
azúcar 98-99% para CG o HPLC 97.20 10mg 0.017 

C5 a de cada uno) 
NH2 0H·HCL 5 a 99.99% de Dureza 24.40 500ma 2.240 
Anilina 100 a 99.5 % de pureza 11.50 10mL 1.175 

BSTFA 5 mL 99% grado de 22.10 0.3mL 1.326 derivatizaclón 
155.2 Total 4.758 . Referencia: Stgma - Aldnch. Manual d9 Productos Qulmleos Finos y Equipo de Labomtono . 

México.2002-2003 
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ANEXO V 

MÉTODO CON ACETATO DE SODIO 

REACTIVOS PRESENTACIÓN Y COSTO* USD CANTIDAD COSTO*USD UTILIZADA 
Esténdar1!s de 11 carbohidratos pureza 
azúcar 98-99% para CG o HPLC 97.20 10mg 0.017 

l5 g de cada uno> 
NH20H·HCL 5 a 99.99% de Dureza 24.40 500mg 2.240 
Acetato de sodio 100 mL 99% de Dureza 34.20 10mL 3.420 
Sulfato d1!1 sodio 1 00 a reactivo analltico 19.00 600ma 0.114 

Acetonitrilo 1 L (99.93%) Grado 42.60 2mL 0.085 HPLC 

BSTFA 5 mL 99% grado de 22.10 0.3mL 1.326 derivatización 
239.5 Total 7.202 

MÉTODO HIDROXILAMINA LIBRE 

REACTIVOS PRESENTACION Y COSTO* USO CANTIDAD COSTO* USO 
UTILIZADA 

Estándares de 11 carbohidratos pureza 
azúcar 98-99% para CG o HPLC 97.20 10mg 0.017 

(5 a de cada uno> 
Hidroxilamina al 50 mL disolución acuosa 54.30 10mL 10.86 
50% 
Sulfato de sodio 100 g reactivo analltico 19.00 600ma 0.114 

Acetonitrilo 1 L (99.93%) Grado 42.60 2mL 0.085 
HPLC 

BSTFA 5 mL 99% grado de 22.10 0.3mL 1.326 
derivatización 

235.2 Total 12.402 
• Referencia: Stgma - Aldnch. Manual de Productos Qulm1cos Finos y Eqwpo de Laboratono. 
México.2002-2003. 
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