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I. OBJETIVO.

Establecer las condiciones cromatogréficas y metodologla adecuada para
resolver eficlentemente los carbohidratos presentes en la manzana, asi como
efectuar el andlisis cualitativo y cuantitativo de los mismos por cromatografia de

gases y cromatografia de l{quidos, como técnicas de énalisis comparativoes.



iI. INTRODUCCION.

Los carbohidratos son importantes en los alimentos ya que representan la
principal fuente de energfa, forman parte de tejidos de frutos y vegetales.
Ademds, de acuerdo a su estructura quimica participan en las caracteristicas de
sabor, viscosidad, estructura y color (1). Es por esta razén que el andlisis de
mezclas de estos compuestos en alimentos es generalmente una parte

importante del control y aseguramiento de la calidad.

ta determinacién de los carbohidratos se ha llevado a cabo
tradicionalmente por métodlos fisicos indirectos (refractometria, polarimetria,
hidrometria) o por métodos quimicos semi-empiricos (andlisis volumétrico,
gravimetria, colorimetria). Estos métodos estdn basados en la formacién de
productos o intermediarios coloridos, que son el resultado de reacciones de
degradacién o condsnsacién de estos compuestos en dcidos minerales fuertes
con varios compusstos orgédnicos. La formacién -de estos productos o
intermediarios se basa en las propledades reductoras del grupo carbonilo
(prusba de Fehling) (2); o en un rompimiento oxidativo de grupos hidroxilos
vecinos (2,3). También se han utitizado métodos enzimaticos, pero estos estan
limitados a unos cuantos carbohidratos {(4-7) y otras téenicas como

cromatografia en papel, en capa fina o en columna (8).



La caracterizacién de estos compuestos mediante técnicas mds
sofisticadas, como CG (Cromatcgafrfa de Gasss), no era posible debido a la
faita de volatilidad de estos compuestos.

Los primeros andlisis de carbohidratos por CG datan de 1958, e
implicaban fa aplicacidn ds fa técnica de trimetilsiiilizacién, por medio de la cual
un compuesto puede hacerse voldtil al hacer el derivado aproplado de! grupo
hidroxilo {9).

La CG flegd a ser la técnica fider para el andlisis de carbohidratos en
alimentos hasta la mitad de 1970 cuando surgieron las primeras aplicaciones de
CLAE {Cromalogratia de Liquidos de Alta Eficiencia), que es una técnica mds
versatil, debido a la rapidez del andlisis, pues permite la inyeccién directa do la

musstra sin previa derivatizacldn y no requiere de altas temperaturas (10,11).

€n el presente trabajo se efectud un andlisis cuatitativo y cuantitativo de
fos carbohidratos presentes en la manzana variedad Starking, que es una de fas
mas consumidas en nuestro pals. Este andlisis se llevd a cabo mediante CLAE
y GG como métodos comparativos.



lil. ANTECEDENTES.

La clasfficacién de los carbohidratos de importancia en alimentos, se
puede hacer de acuerdo con cuatro diferentes criterios: a) por su estructura
quimica, b} por su abundancia en la naturaleza, ¢) por su uso en alimentos, y d).
por su poder eduicorante. La forma mds comunmente emplsada es la que se
refiere a su estructura quimica, la cual se basa en el tamafic de la molécula o ef
nimero de dtomos de carbono que contenga. Asi tenemos que los
carbohidratos pueden ser simples (mono y disacdridos), oligosacéridos y
polisacdridos (12).

Comunmente se encuentran fracciones de carbohidratos simplas en
frutos (sacarosa, glucosa y fructosa), en productos ldcteos (galactosa y lactosa).
Algunas fracclones de oligosacdridos de la familia de la rafinosa se encuentran
en las leguminosas y algunos polisacdridos constituyen la fibra dietética y
gomas, otros como el almidén costituyen el endospermo de algunas semillas
(10).

Estos compuestos han sido andlizados por diversas técnicas, y entre las
mds reclentes se encuentran CG y CLAE (8,13). Para ser analizados por CG se
requiere formar un derivado del carbohidrato con el objeto de hacerlo volatil, lo
cual se logra empleando la reaccién de sililacién. Dicha reaccién consiste en
reemplazar un dtomo de hidrégeno activo por el grupo trimetilsililo. En teorfa,
pueden ser trimetilsililados todos los compuestos que contengan en Su

estructura grupos hidroxilo, amino y sulfhidrilo (9,14-18).



Los reactivos mds utilizados para efectuar la trimetilsililacién sobre
grupos hidroxilos son: combinaciones de Hexametikdisilazano (HMDS) y
Trimetilclorosilano (TMCS), N,N-dimetifformamida, dimetilsutféxido, N,O-Bis
(trimetilsilil) acetamida (BSA), N,O-Bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA),
(tsopropaniloxi) trimetilsilano (IPOTMS), N-(trimetilsilil) dimetilamina (TMSDMA)
y N-(trimetilsilif) imidazol (TMSIM) (14,19,20).

La combinacién de HMDS y TMCS es la preferida porque la
derivatizacién ocurre rdpidamente a temperatura ambiente con rendimientos
virtualmente cuantitativos, ademas produce un solo pico para cada carbohidrato

y su costo es menor.

CROMATOGRAFIA.

La palabra cromatrografia se deriva de los vocablos griegos "khromatos®,
que significa color y "graphos® que significa escritura. La cromatograffa fué
descubierta por el botdnico Tswett (1903}, al separar por primera vez pigmentos
de plantas utilizando una columna de vidric empacada con material adsorbente
(21). Desde entonces han sido desarrolladas diversas técnicas

cromatogrdficas basadas en el principio de adsorcién o particién.



La cromatografla s un mélodo lisico de separacién en el que los
componentes de la muestra se distribuyen entre dos fases, una fase
estaclonaria que presenta una gran suparficie da contacto y una fase mévil que
pasa a través o a lo largo de la fase estacionaria (22). De acuerdo a las
caracteristicas de estas dos fases existen los siguientes tipos de cromatografia
(23,24,25):

Gas  ——— Cromatograffa de Gases
Fase movil <

Liquido —— Cromatograffa de Lfquidos

Cromatograffa Gas- Sélido
Sélido

Cromatografla Liquido-S¢lido
Fase estacionaria

Cromatografia Gas-Liquido

L4quido <
Cromatograffa Liquido-Liquido



El uso de técnicas cromatogréficas en la indusida alimentaria, permite
determinar compuestos de gran interés, entre los cuales podemos citar a los
carbohidratos, dcidos carboxflicos, proteinas, aminodcidos, affatoxinas y

vitaminas entre otros compusstos, en forma ripida y sencilia (26).

CROMATOGRAFIA DE GASES (CG).

En la cromatograffa de gases fa fase mévil es un gas y la estacionaria
puede ser un lfquido o un sélido. Cuando Ia fase estacionaria es un liquido
adsorbido en un sdlido, se le llama cromatografia gas-liquido (CGL); y el
mecanismo de separacién es por particidn. Cuando la fase estacionaria es un
sdlido se le llama cromatograffa gas-solide (CGS) y ef mecanismo de
separacion es por adsor¢ién (27).

La cromatograffa de gases es una técnica que sirve para tievar a cabo la
separacion de sustancias voldtiles por medio del paso de una corriente de gas
inerte sobre la fase estacionaria, asf fos componentes a separar son llevados a
través de la columna por el gas acarreador o portador. Bajo estas condiciones
la mugstra se reparte entre el gas portador y la fase estacionaria, la cual retiene
selectivamente los componentes de la muestra de acuerdo a sus coeficientes de
distribucion hasta que estos formen bandas separadas en e! gas poriador, las
cuales salen de ta columna en la corriente del gas y se registran como una
tuncién de tiempo por el detector. El registro grdfico obtenido se denomina

cromatograma (28).



Un cromatégrafo de gases consta de las sigulantes partes (29):
a) Depdsito de la fase mévil.
b) Medidor de flujo.
c) Sistema de inyeccién.
d) Columna.
e) Homo.
f) Detector.

g) Registrador.

o, |
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La fase mévil o gas portador, es un gas de gran pureza que se
suministra a alta presién, los gases mds utllizados en Cromatograffa de Gases
son: Hidrégeno, Helio, Nitrégeno y Argén, Las principales consideraciones en
la eleccion de la fase mévil son (30):

a) Que sea inerte.

b) De bajo costo.

¢) Alta seguridad.

d} Compatible con el detector,

El regulador de prasién con dos indicadores ayuda a controlar &l flujo de
gas portador. E! indicador de presién del regulador, més cercano al cilindro,
indica la presidn de distribucion en el sistema. El cromatégrafo debe disponer
de algin sistema para la introduccién de fa muestra en la columna.
Generalhenle. este sistema consiste en una jeringa hipodérmica y un tapdn de
silicon "septa®. La aguja de la jeringa es introducida a través del "septa” en el
tubo central. La longitud de la aguja es tal que casi toca fa columna. El sistema
de inyeccién se calienta para producir la evaporacién de la muestra liquida.
Generalmente el horno es calentado a 30°C por encima del punto de ebullicién
del compuesto de fa muestra que lo tenga mds alto. Esto garantiza que
muestras pequefias de liquido sean vaporizadas instantdneamente y sean
llevadas rdpidamente dentro de la columna. Cuando deben ser analizadas
musstras éaseosas a prasiones distintas de la atmosférica ptede usarse una

valvula para musestra gaseosas (30). N



Una vez que es introducida la muestra, ésta pasa por la columna
cromatogréafica, las cuales se clasifican en dos grandes grupos: columnas rellenas
0 empacadas y columnas capilares. Una columna rellena se prepara llenando
una determinada longitud de un tubo de 1/8" de didmetro externo; también se
usan otros didmetros, mds grandes o pequefios. Los materiales mds utilizados

son aceros inoxidables y vidrio (30).

El relleno se prepara por revestimiento de pequefias particulas del llamado
soporte con un liquido adecuado de baja volatilidad. Los soportes tipicos son
parifculas tamizadas de 100 a 200 mallas y tierra de diatomaceas tratada
quimicamente. Estas parliculas tienen un &rea supericial de 1 m%g. La
superficie del soporte estd cubierta por una fina capa de fase estacionaria. La
fase estacionaria es un lfquido de elevado punto de ebullicién; esto hace que
tenga una presién de vapor pequeiia a las lemperaturas que se utiliza

normalmente (30},

Las columnas capilares estdn preparadas con vidrio o sflice fundida, la
parte externa se recubre con polimida, como proteccién del tubo capilar.
Normalmer{te tienen 0.8 mm de didmetro externo y 0.25 mm de didmetro interno.
Las longitudes més usadas son las de 30y 60 m. Las columnas capilares difieren
de las columnas rellenas o empacadas en que en las primeras no estd presenta el
soporte y solo existe una fina pelicula de la fase mévil sobre la pared del tubo
capilar, Algunas veces las columnas capilares se llaman columnas tubulares de

paredes recubiertas (30).

16



El espesor de la pelicula es controlado en el proceso da fabricacion.
Algunas fases estacionarias pueden estar unidas quimicamente a las paredes
del capilar, otras estén unidas a la columna mediante tensién superficial. Estas
columnas pueden operar a un flujo de alrededor de 2 mV min, por lo que son
cansideradas como columnas de alta resclucidn y andlisis répidos. La columna
cromatogrdfica es el elemento principal de un cromatégrafo y en la cual se
realiza ia separacién. Dentro de la misma se encuentra la fase estacionaria,
que puede ser un relleno sélido o un liquido, dispuasto sobre un relleno sélido o

sobre el lado interior de fa pared dsl propio tubo (22,30) .

La columna se encuentra situada dentro de un horno ya que la
temperatura influye de modo importante en Ia retencién de los componentes, y
por tanto, en la separacion de los mismos; por ello, interesa que la tempsratura
sea constante a lo largo de toda la columna. Existen diversos disefios de
homos, pero por lo general, son de tal disefio, que la columna se encuentra
plegada en su interior. A la salida de la columna fa corriente gaseosa pasa al
detector, que se utiliza para realizar el andlisis de los componentes ya
separados por la columna o simplemente para indicar la salida de los mismos si

no se desea su andlisis (22).

El fundamento genérice de la mayorfa de los deteclores es la medida de
una propledad de los gases, realizando una comparacién entre ei gas portador
puro y el gas que sale de la columna Integrado por gas portador y el o los

componentes que salgan de la columna ya separados (22).

H



El detector suele estar construido de forma que la medida comparativa
que realiza de la propledad de los gases en que se basa, se ponga de
manifiesto en forma de una seiial de tipo eléctrico, que se transmite mediante
un circuito adecuado, a un colector y amplificador de la sefial. Este sistema
proporciona una sefial eléctrica ampliticada, de la cual se puede hacer diversos
usos: indicarla, registrarla graficamente, utilizarla como dato para elaboracién

posterior, aplicarla al accionamiento de algtin dispositivo mecénico, etc. {22).

Los detectores mds utilizados en la CG son los siguientes: Detector de
lonizacién de Flama, Deteclor de Capatura de Electrones, Detector de
Fotolonizacién, Detector- de Conductividad Electrolitica, Detector de
Conductividad Térmica, Detector Espactrométrico de Masas, Detector de
Infearrojo (31,32,33). Solo se explicard el fundamento del detector utilizado an

el presente trabajo.
Detector de lonizacién de Flama.

El Detector de lonizacién de Flama (DIF), s el mds usado en el andlisis
de cromatografia de gases, ya que es sensible a todos los compuestos

orgénicos, es de fdcll manejo, tiene un amplio intervalo lineal, proporciona un

tiempo de respuesta rapido y su linea base es estable.
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En ol datector los compuestos orgénicos son eluidos de la columna para
que posteriormente sean pasados a la flama compuesta de una mezcla de
Aire/Hidrégeno para que ahi se lleve a cabo 'a ionizacién. Los iones son
producidos mediante la accién de un voltaje aplicado y son atraidos por el
electrodo colector, produciéndose una corriente que es proporcional a la
concentracién dsl componente separado. La temperatura del detector deberd
estar arriba de 100° C para evitar la condensacidn del agua dentro de él. La
flama se produce empleando un {lujo de 30 y 300 mimin de una mezcia de

Aire/Hidrégeno, raspectivamente (34).

CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA EFICIENCIA (CLAE).

Fué a mediados de los sesenta cuando se hicieron las primeras
descripciones de los cromatdgrafos de Iiquidos de alta eficiencia que permitfan
separacionas comparables a las logradas por los cromatdgrafos de gases
(35,36,37).

La cromatografia de lquidos es una técnica de separacién en donde se
realiza la particién de cada uno de los componentes de una mezcta entre dos
fases: una fase estacionaria con gran drea de superficie y una fase mévil lfquida
que se percola sobre la fase estacionaria. En esta técnica la fase estacionaria
del sistema estd empacada dentro de una columna y la fase mdvil circula a

través de ella.

13



Si los componentes de una mezcla presentan diferenclas entre sus
coeficlentes de particidn, cada uno de ellos se distribuird y desplazard con
velocidades distintas a lo largo de la columna, permitiendo asf su separacién
(38).

La fase mdvil es un liquido que fluye a través del empaque de la
columna, gracias a la cual sluyen os componentes de la mezcla, los cuales son
selectivamente retenidos por la fase estacionaria. El flujo de la fase mdévil se
mantiene constante a través de todo el proceso y de esta manera se logra que
cada uno ds los componentes de la mezcla sean eluldos de la columna, cada

une como un compuesto puro, disuelto en la fase mavil (38).

La fase mévil se controla en cuanto a su presién, flujo y composicidn.
Las caracteristicas que debe presentar toda fase mévil para cromatografia de
liquidos son las sigulentes (26):
1. Disolver la muestra.
2. No degradar o disolver la fase estacionaria.
3. Disminuir la viscosidad.

4. Ser compatible con el tipo de detector utilizado.

La separacién de los componentes en CLAE puede llevarse a cabo
mediante un gradiente de elusion, es decir, que la fase mdvil cambiard su
composicién durante el andlisis, o bien, isocrdticamente lo que significa que la

composicidn de la fase mdvil serd la misma durante el andlisis.
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La CLAE utiliza columnas de didmetro reducido, las cuales estdn
empacadas con fase estacionaria la cual tiene un tamaito de particulas entre 5-
10 pm. de didmetro. Estas columnas son eficientes pero ofrecen una gran
resistencia al flujo de la fase mévil, 0 sea que presentan una gran caida de
presién. Por esta razén es necesario emplear sistemas de bombso de alta
presién (8000 psi.) que hagan fluir fa fase mévil a través de la columna (39,40).

La deteccion dei compuesto elufdo a la salida de la columna de cada uno
de los componentes se realiza mediante detectores especificos que
proporcionan un registro continue de la composicién del eluato, lo que permite
obtener cromatogramas que se utilizan para identificar y cuantificar los

componentes de la mezcla (26,40).

El propésito de los detectores en la CLAE es monitorear la composicidn
del liquido que eluye en la columna, la cual es registrada y analizada por
sistemas de datos o integradores. La ultilizacién del detector depende de la

aplicacion especifica que se estd realizando.

Los detectores pueden ser clasificados en dos tipos (26,40):

1. Detectores que miden alguna propiedad ffsica del eluato de la columna
(constante diélectrica o Indice de refraccion). Estos detectores tienen respuesta
para un amplio intervalo de sustancias y con la mayorla de ellas presentan
aproximadamente los mismos ordenes de sensibilidad.

Estos detectores son llamados Detectores Universales o no especificos.

15



2. Detectores que son selactivos en su respuesta.
Estos miden alguna propledad fisica 0 quimica que es caracterfstica para cada

soluto (absorcién por UV-Visible, fluorescencia, electroquimico) .

Las caracteristicas que necasitan ser consideradas para un detector, son

ias siguientes (26):

1. Cumpiir con un diseiio de tal forma que los compuestos que han sido

separados no se mezclen cuando pasen a través del detector.

2. Presentar niveles muy bajos de ruido, de tal forma que pequefias

cantidades de componentes en el eluyente puedan ser observadas.

3. Tener un tismpo de respuesta répido.

4. Tener un amplio intervalo lineal para poder realizar andlisis

cuantitativo.

S. Ser relativamente insensible a cambios en ia velocidad de flujo,

composicidn y temperatura.

Los detectores mds utilizados en la CLAE son el espectrofotémetro UV-
Visible, Fluorémetro y Refractématro Diferencial. Existen otros detectores de
aplicacién mds reducida como son los Detectores Electroquimicos, de
Radiactividad, Conductividad y Arreglo de Diodos (41,42,43). Solo se explicard
el fundamento del detector utilizado en el presente trabajo.

16



Detector de Indice de refraccion.

El detector de indice ds refracién o refractémetro diferenclal toma como
principio el hecho de que la mayorfa de los liquidos presentan diferancias en los
indices de refraccién. Los sistemas de deteccién miden esta diferencia entre la
fase movil pura y el soluto que eluye de la columna. Es considerado de uso

universal, sin embargo, presenta algunas desventajas (26):

a) Generalmente presenta menor sensibilidad que los detectores de UV o

fluorescencia.

b) Es sensible a variaciones en la temperatura. Esto es usualmente
debido a que el indice de refraccién de cualquier Ifquido depende ds la

temperatura,

c) Normalmente no pueds ser usado para gradients de elucidn ya gue la
composicién de la fase mdvil cambia durante el andlisis, lo cual significa que se

presentardn cambios en el (ndice de refraccidn.

La CLAE permite el andlisis de compuestos liquidos y sélidos de muy

variada naturaleza: orgdnicos e inorgdnicos, idnicos o covalentes (30).



A continuacion se mencionan las caracterlsticas de la cromatrografia de
fiquidos de alta eficiencia (26,38):

Requarimiento de la muestra:  Soluble.

Tipo de muestra: Sélida y Ifquida, soluble en fa fase mdvil
selecclonada

Cantidad minima detectable: 109

Tiempo de andlisis préctico: min.

Un equipo de cromatograffa de liquidos de alta eficiencia consta de las

siguientes pades (29,38):

a} Un depésito para la fase mdvil.

b} Bomba.

¢} Programador de la fase mdvil {Opcional).

d) Sistema de inyaccion,

8} Columna.

f) Datactor.

g) Horno para la columna y ef datector (Opclonal).

h) Sistema de registro de datos (Registrador, integrador o Computadora).
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ANALISIS CUALITATIVO Y CUANTITATIVO.

El p}opésito de la mayoria de las investigacic' =s cromatogréficas es
analizar la muestra. La determinacién de cuales o cudntos componentes estdn
en la muestra compete al andlisis cualitativo, mientras la evaluacién de cuanto
estd presente de algunos o todos los componentes se refiere al andlisis

cuantitativo (26).
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Analisls Cualltativo.

En las cromatograflas en pape! y capa fina, la posicién final en que se
encuentran fas sustancias una vez que ta fase mdvil ha recorrido todo el soporte

es una caracteristica progia, conocida como Rf o Rx (26).

En la cromatograffa en columna, resulta mas dilfcil encontrar este
pardmetro, ya que serfa necesario infroducir una sustancia que fuera soluble
tinicamente en la fase mdvil, que servirfa como referencia. En este caso se
maneja el tiempo que tarda o el volimen de sustancia que emerge, después de

realizada la aplicacidn incluyendo la CG (26).

En nuestro caso en particular, la identificacion de los carbohidratos
presentes en la manzana, se llevé a cabo mediante la comparacion de sus tr
(tiempos de retencidn), con los tr de estandares puros, analizados bajo las

mismas condiciones de trabajo.

La presencia de estos compuestos se comprobé mediante el andlisis de

los mismos por Cromatogralia de Gases/Espectroscopla de masas (CG/EM).
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Uso de Datos de retencicn.

Bajo condiciones determinadas, el tiompo de retencién de una ciera
sustancia sobre una columna seleccionada, es caracteristico de una sustancia
en partfcular, Los datos de retencién pueden ser usados para propdsitos de
identificacién. Se deberd entender que la reproducibilidad de los datos de

retencidn absoluto dependen de las condiciones instrumentales.

El tiempo de retencién (tr) y el tiempo de retencién corregido (tr') son
comunmente utilizados para propdsitos de identificacién (26,28). La definicién
de los términos mds utilizados son los siguientes:

Tiempo de retencidn (tr): El tiempo o distancia entre el punto de inyeccién y el
méximo del pico.

Tiempo de retenclén observado de un compuesto no retenido (im): Tiempo
o distancia desde el momento de inyeccién al maximo del pico de un material no
retenido (frente del disolvente).

Tiempo de retencidn ajustado (Ir'): Tiempo o distancia del maximo del pico
correspondiente a un soluto no retenido con respecto a! mdximo del pico de

interés.
Ir'= trstm,

que multiplicado por la velocidad de flujo (Fc), nos dan los volimenses de

retencién:

Vis trFe

21



Volumen de retencion ajustado

Vr=trFe

Volumen de la fase mévil en la columna, también flamado volumen muerto o
volumen intersticial

Vm=tmF¢

Adicién de un compuesto a la muestra.

La manera més fdcil para comparar tiempos de retencién, es mezclar una
porcibn de la muestra, sucesivamente con las sustancias puras las cuales
supuestamente se encuentran también en la muestra. Esto da como resultade
un pico deber4 ser relativamente mas grande que el cromatograrna original (26).
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Anélisis Cuantitativo,

Este tipo de andlisls se refiere a la determinacion de la cantidad o
concentracién presente de alguno o todos los componentes de la muestra, una
vez que se realizé la identificacion.

Esta determinacién se basa en algunos de los siguientes pardmetros.

Altura del pico.

Todos los detectores usades en cromatografia producen una seial
eléctrica la cual es registrada en un integrador o sistema de datos.

A mayor cantidad de material que pasa a través de la celda del deteclor,
mayor serd la sefial registrada, de tal forma que la altura del pico puede ser

usada como un indicador de la cantidad {22,26,28).

Las ventajas de usar la altura del pico para la evaluacién cuantitativa es
la simplicidad y rapidez de los cdlculos: las desventajas son la tendencia de que
la altura del pico varia mucho mds que el drea si las condiciones
cromatogrdficas no son estables. Por otro lado se pierde informacién si el pico

seo sale de la escala (26).
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Medicidn del drea del pico.

El uso del drea del pico (A) para efectuar mediciones cuantitativas se
basa en el hecho de que la coneentracién (C) de un compuesto de la muestra
es directamente proporcional a su drea. El requisito es que la forma del pico
deberd ser Gaussiana, a menos que se cuente con un integrador automético
(26).

Métodos de medicidn de drea (23,24,29,38):

a) Planimetria,

El pico se sigue manualmente con un planimetrc. El planimelro es un
dispositivo mecdnico que mide superficies recorriendo el perimetro dsl pico. La
superficia se registra digitalmente sobre un cuadrante. Esta tdcnica es tediosa,
lenta y menos precisa que muchas otras. La reproducibilidad obtenida entre
diferentes personas es deficlents. Se puede mejorar la precisién recorriendo
cada pico varias veces y sacande un valor promedio.

b} Telangulacién.
La aftura se mide desde la lines base hasta la interseccién de las dos
tangentes del pico. La base se toma como la interseccién de las dos tangentes

con la iinea base. Se calcula el 4rea mediante la férmula del tridngulo;
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Donde:
b=Base del pico
h=Altura del pico

Este método es lenlo, pero permite obtener una precisién razonable,
siempre que la forma de los picos sea susceplible de medicién adecuada’, es

decir, que sea de forma gaussiana.

c) Corte y pesado.

El 4rea de los picos se determina cortando el pico del cromatograma y
pesando el papel en una balanza analitica. Este métedo es lento, pero puede ser
bastante preciso, particularmente en el caso de los picos asimétricos. Una de sus
desventajases la destruccién de los datos cromatograficos. Los picos deben ser
cortados cuidadosamente y el espesor y el contenido de humedad del papel de la
grafica deben ser constantes.

d) Integracién,

La medicién de 1a allura de los picos es mds rapida que la del drea de los
picos, sin embargo las grélicas de fa altura de los picos en funcidn del tamafio de
las muestras tiene un intervalo lineal mds limitado que las correspondientes
gréficas para las 4reas de los picos. Frecuentemente las alturas y anchuras de
los picos dependen de! tamafio de la muestra y ef volumen de muestra inyectada:
sin embargo. no es asl para el 4rea de Izs oicos

La altura del pico se mide en mm. tomando la distancia desde la Ilnes base
hasta la maxima del pico. El drea del mco depende menos que su altura de las
condiciones de funcionamiento. Defintivamente. constituye la medida més usada

en la actualidad.

25



INTERPRETACION CUANTITATIVA DE UN CROMATOGRAMA.
Después de que se determiné el drea de los picos individuales, el
siguiente paso es establecer la cantidad o concentracidn de cada componente

de la muestra.

Los métodos mds usados con este fin son los sigulentes (26,28,38,40):

Normalizacidn Interna.

En este método de cuantificacion se asume que:
1) Cada componente de la muestra produce un solo pico.
2) Eldetector da la misma 4rea para cada componente de la

muestra si esta presente en la misma concentracién.

La normalizacién se realiza dividiendo el drea de cada pico por el

drea total (menos el drea del frente del solvente) y se multiplica por 100.

A+ Aze.+Ais. 4+ An=Y"

i=]
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Técnica de Bracheting.

En esta técnica, primero se establece una composicién aproximada de la
muestra. Posteriormente una muestra sintética de composicidn similar es
preparada y analizada bajo condiciones idénticas. Las dreas de los picos son
comparadas con las obtenidas en la muestra original para efectuar la

cuantificacidn.

L. |
Cst Ast (1)
Cs = As « Cst

Ast @
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Donde
Cs=Concentracién de la muastra.
Cst=Concentracién de la muestra sintética.
As=Area dal pico de la muestra.

Ast=Area del pico de fa muestra sintética.

Si s8 dasea conocer la concentracién:

Coto = S 2100 »
Wst 3
Cst + 100
% = —
Cst% Wat @

sustituyendo la ecuacién 3 y 4 en la 2 se obtiene !a sigulente expresién:
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As » Wst » Cst®
Ast « Ws

Cs% =

Donde
Wst=Pgso def estdndar,
Ws=Peso de {a musstra.

Utliizacién de los factores de respuesta del detector.

Et factor de repuesta de! detector (f) establece la relacidn entre el drea

del pico (A) y fa concentracion (C):

Ci=fir Al

La manera mas sencilla para deteminar estos factores es la de analizar

una mezcla de esténdares que contenga cada uno de los compuestos en
) eonceniracionas iguales. Sise asume que ja mazcla tiens tres componentss, al
anafizar esta musstra, se obtienen fas dreas respectivas para cada plco A1, A2,

y A3
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Para cada componente se tiene:

C1=f44;
Cy=fA,;
C3=f34;

Si las concentraciones son iguales :

Ci=C=GC ;
L A3
3 Ay
fiA)=f3A3
L n
f3 . A
HAy A3

Si se establece el tercer componente como la "norma” asigndndole un
valor de respuesta de f3=1. Los factores de respuesta relativos pueden ser
calculados como la relacién de dreas de los picos
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Cuando se analiza una muestra que contiene estos tres componentes en

concentraciones desconocidas, las siguientes dreas de picos son obtenidas:
Ao1’ An ! Ata

*Las concentraciones correspondientes (C%) son calculadas de la

sigulente manera, utilizando los factores de respuesta predeterminados:

A FLad Fr0.4Ai fitthn fr=30 An fo

=]

Ci%:...‘i'if_;;__
TmAi fi
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Estdndar Externo,

Este método consiste en preparar una sclucién estdndar del compuesto
de interés. Esta solucién se prepara on una conceniracidn semejants a fa del
compuesio a cuantificar. Del cromatograma de! estdndar se proceds a
calcular o factor de respuesta para cada pico de interes, el cual nos da la
concentracidn del componente que produce un factor de respuesta de uno,
asignado de manera arbitraria:

Concentracion del componente
Altura o drea del pico

Factor de Respuesta =

Enlonces, en el cromatograma podremos calcular fa concentracién de
cada componente de interés, multiplicando la altura del pico o el drea por el

factor de respuesta apropiado.

Este método requiere que fa raspuesta del detactor sea iinea! para cada
compuesto en of intervalo de concentracién usado, asi como de inyectar la

misma cantidad da muestra en ambas determinaciones.
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ESTANDAR INTERNO.

Los métodos de estdndar intemo, son generalmente usados cuando el
analista estd Interesado solamente en la congenlracién de uno o pocos

componentes. Existen tres métodos de estdndar interno de uso comtin.

1) Método cldsico. Donde una porcién pesada del estdndar es combinada

con la muestra pasada.

2) Método de la solucién de "Stock". Se usa cuando los mismos
materiales son analizados frecuentemente y una solucién de *Stock® de los
estdndares es pipeteada dentro de la muestra o es usada como difuyente de la

muestra.

3) Método de calibracion. Donde una serie de estdndares son analizados

para determinar su valor de drea y con ello elaborar una curva de calibracién.

Método de calibracién (Gréfico de Estdndar Interno).

En este método se analiza una serie de mezclas de estdndares que
contienen la misma cantidad de estdndar interno, pero cantidades variables
del compuesto de interés obteniéndose sus dreas en el cromalograma., De

esto

33



resulta que las relaciones de Area de soluto/Area de Estdndar interno (As/Agl)
correlacionard con la relacién de pesos especificos. Es importante sefialar que
so deberd trabajar en el intervalo lineal del detector y no se debaerd sebrecargar

la columna, para lograr una gréfica lineal.

Esta grdfica es entonces usada para cuantificar al compuesto de interés
presente en la muestra. Una cantidad equivalente del estdndar interno es
adicionada a cada musestra, las mezclas son analizadas bajo las mismas
condiciones, para posteriormente calcular a relacién de 4dreas. Con esto se
puede leer directamenta la relacidn de pesos correspondiente y la cantidad del

compussto de interés puede ser calculada.



IV. MATERIAL Y METODOS.‘

Las manzanas (variedad Starking) que se emplearon en este estudio
fueron obtenidas de suparmercados locales.

Los estdndares de carbohidratos (Xilosa, Fructosa, Glucosa, Sacarosa,
Maltosa y Arabinosa) son de grado analitico (Merck).

Como disolvente se utilizé Piridina (Aldrich).

Los reactivos de derivatizacién usados fueron: Hexametildisilazano
(HMDS) y trimetilclorosilane {TMCS) (Chemical Company).

Para la fase mévil se utilizé Acetonitrilo grado HPLC y agua destilade.

Para filtrar las soluciones se utilizaron filtros de 0.45pm de didmetro
interno (Millipare)

El andlisis por CG se realizé en un cromatégrafo de gases Varian 3300,

las condiciones experimentales fueron las siguientes:
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Tabla No. 1

Condiciones experimentales por CG.

Columna: Capilar DB-1701 -(fenil ciano propil
metil sllicén) 30m x 0.25mm x 0.25).

Temperatura de la columna:

Primera rampa: 200°C hasta 235°C a 10°C/ min
md; rampa: 235°C hasta 290°C a 50°C/ min
Fase mévil; . Hidrégeno 1 mimin
Detactor: lonizacién de flama a 290°C
Inyector: Split a 250°C

El andlisis de los carbohidratos por CLAE se realizé en un cromatégrafo

modular marca Waters, bajo las siguientes condiciones experimentales:



Tabla No. 2

Condiciones exparimentales por CLAE

Carbohydrate analysis (10j y 125 A9)

Columna: |45 39 x 300mm (base de silice
enlazada con n-propil amina).

Fase mévil: | Acetonitrilo 85%/Agua 15% (v/v)

Flujo:

ul 1.5 mUmin.
Detector: Indice ds refraccién.
Inyector: Manual UK,
Extraccion de azicares:

Para llevar a cabo la extraccién de los aziicares se separé el mesocarplo

(pulpa) del pericarpio (cdscara) y se pesaron aproximadamente 5g de cada uno

de estos tejidos, posteriormente se cortaron finamente con un cuchillo y se

maceraron en un morero.
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A cada uno de estos tejidos se adiciond un volumen de 25 ml de etanol
acuoso al 96%, se flevé a cabo la extraccién durante 10 min. & temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo las soluciones se filtraron a través de papel
Whatman No. 4 recibiendo los filtrados en matraces. A estas soluciénes se les
adiciond 1 ml de solucién acuosa de Maltosa a cada uno, en una concentracién
de 20 mg/ml; esta sclucién fué la utilizada como estdndar interno;
posteriormente se aforaron a un volumen final de 25 ml {44). De esta manera
se obtienen las soluciénes | y II, extracto de mesocarplo y pericarpio
respectivamente, las cuales se utilizaron para el andlisis cuantitativo de los

carbohidratos por CLAE, inyectdndose 20p! de cada una.

Para el andlisis por CG se utilizd la técnica anteriormente descrita con
aproximadamente 5 g de fos mismos tejidos, los filtrados obtenidos se aforaron
a25 ml obteniéndose las soluciones ll y IV, extracto de mesocarpio y pericarpio
raspactivamente.  Posteriormente se procedié a evaporar el etanol en un

rotavapor.

De los extractos secos se pesaron aproximadamente § mg de cada uno
en un matraz aforado de 5 ml, se disalvieron con piridina seca, posteriormente
88 les adiciond 1 mi de solucién de estdndar interno y se aforaron con el mismo
disolvente {Solucidn Ill'y IV).

El carbohidrate utilizado como estdndar interno para la determinacion por

CG fué Arabinosa en una concentracidn de 8 mg/m! en piridina seca.



Para el andlisis cuantitativo de los carbohidratos por CG se tomaron
alicuotas de 1 ml da las soluciones HI' y 1V', se colocaron en un vial y se les
adicionaron los reactivos de derivatizacién.  La tdcnica para formar el
derivado sillado consiste en disolver 5 mg de los carbohidratos en 1 mi de
Piridina seca; con la adicién subsecusnte de 0.2 mi de Hexametiildisilasano
(HMDS) y 0.1 mi de Trimetilclorosilano {TMCS), la mezcla se agia
vigorosamente durante aproximadamente 30 seg, seguida de un raposo de §
min, si la muestra no se disuelve tolalmente se calienta a 80° G durante 10 min
en bafo marfa (9).

Como subproducto de la reaccion se forma un precipitado de closuro de
amonio gque no Interfiere en fa cuantificacion, fa muestra puede Inyectarse
directamente en el cromatografo de gases aunque es racomendable eliminar

dicho precipitado ya que pueds tapar la jeringa. De cada solucidn sinyectd
0.5ul.

Cuantificacién de Carbohidratos por CG.

1. Preparacién de las Solucionss.

Para cuantificar los carbohidratos por CG se prepararon solucidnes para
cada carbohidrato con las siguientes concentraciones:
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Tabla No. 3

Soluciones para elaborar curva de calibracién en CG.

Carbohidrato: Concentracién (mg/ml)

Xilosa 02 103]04 ]| 30
Fructosa 16 {32164 | 80
Glucosa 20 |40 | 80 | 100
Sacarosa 064 [22413.20] 4.80
Arabinosa 80 |80 80 [ 8.0

Con estas soluciones (Tabla 3) se elabord fa curva de calibracién en ia
que se relaciona el drea del soluto a cuantificar con respecto al drea del
astdndar interno en funcién de la relacién concentracionss del soluto a

cuantificar y del esténdar interno.

2. EIabSracién de la gréfica

De cada una de las anteriores soluciones se tomaron alfcuotas de 1 ml
para obtener el derivado silifado del carbohidrato. Se inyactaron 2y de cada
una de ellas. De los cromatogramas obtenidos se determinaron las dreas de
cada components, las cuales se utilizaron para elaborar la gréfica de As/AEl
vsCs/CEl, para cada carbohidrato.
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3, Cuantificacién de carbohidrates en manzana,

De las soluciones lII' y IV* se tomaron alicuotas de 1 ml para formar el
derivado sililado del carbohidrato. Posteriorments se inyecté una muestra de
0.5 pl para asi determinar ol drea del carbohidrato y la del estdndar interno. Se
procedié a calcular la relacidn entre ellas y se interpold en la gréfica de As/Aei
vs Cs/Cel para obtener su correspondiente Cs/Cel. Debido a que Cel es

conocida se puede calcular la concentracidn del compuesto a cuandificar (Cs).

Andlisis Cuantitativo por CLAE.

1. Preparacién de las soluciones.

Para poder cuantificar los carbohidratos por CLAE se preparé un volumen

de 10 ml de una solucién “stock® que contenfa a los carbohidratos previamente

Identificados en las siguientes concentraciones:
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Tabla No. 4
Solueidn *Stock® de Carbohidratos.

£___a_rbohidrato Concentracién (mg/ml)
Xilosa 10
Fructosa 23
Glucosa 15
Sacarosa 15

De ostas soluciones se tomaron alfcuotas de 1, 2 y 5 mi, se colocaron en
matraces aforados de 10 m! y se las adicion6 1 mi de estdndar interno,
posteriormente se aforaron con agua de tal manera que finalmente ss
obluvieron cuatro soluciones para cada carbohidralo con las siguientes
concentraciones:
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Tabla No. §
Soluciones para elaborar curva de calibracién en CLAE.

Carbohidrato: | Concentracién_ (mg/ml)
Xilosa 10/ 20| 50 ; 10.0
Fructosa 23146 | 125 | 230
Glucosa 151 30| 75 | 150
Sacarosa 15130 75 | 150
Maltosa 20 1 20 | 20 20

Con estas sofuciones, al igual que por CG, se elaboré la curva de

calibracién para la cuantificacién del soluto de interés.

2. Elaboracién de la curva de calibracién.

La curva de calibracion es el resultado de graficar la relacion de dreas en
funcién de la relacion de concentraciones (As/AEi vs Cs/CEl) y se obtuvo
inyectando 20 pi de las soluciones previamente preparadas (Tabla 5), de tal
manera que se obtuvieron cuatro cromatogramas para cada carbohidrato de

interds.
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3. Cuantificacién de Carbohidratos en manzana.

Da las soluciones I'y II' se tomaren de 20 i de cada una y e analizaron
bajo las mismas condiciones de trabajo. Se obtuvo el registro de dreas para los
carbohidratos a cuantificar y el drea del estdndar intemo; posteriormente se
caleulé la relacién de dreas (As/Agl) y mediants la interpolacién de este dato en
la curva de callbracidn se obtiene la correspondiente relacidn de
concentraciones (Cs/Cet), como Cel es conocida se puede calcular la
concentracién del soluto, la cual multiplicada por el véldmen total de solucién,

nos da los mg totales del carbohidrato en la muestra.,



V. RESULTADOS.

Mediante el andlisis cualitativo tanto por CG y CLAE se identificaron
cuatro carbohidratos tanto en el mesocarpio como en el pericarpio con el

siguinte orden de elucién:

TablaNo. 6

Tiempos de retencién de los compusstos identificados.

Carbohidrato. tr {min)

CG CLAE
Xilosa 2.03 3.98
Fructosa 2.61 5.12
Glucosa 2. 6.18
Sacarosa 6.04 10.14

Los fr no reportados en la tabla No.6 corresponden a subproductos de la

reaccién de formacién del derivado sililado (Cromatograma | y ll).

En los cromatogramas | y Il se muestran los carbohidratos identificados
en el mesocarplo y pericarpio respectivamente por CG.

Los cromatogramas il y IV presentan los carbohidratos identificados por
CLAE en los mismos tejiklos.
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Los cromatogramas Il y IV presentan los carbohidratos identificados por

CLAE en los mismes tejidos.

La mezcla de estdndares analizados por CG y CLAE se presentan en los

cromatogramas V y VI respactivamente.

Cromatograma |
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Las datos para la elaboracién de las curvas de calibracién para cada

carbohidrato por CG, se presentan en la siguiente tabla.

TablaNo.7
Curvas de calibracién por CG.

XILOSA FRUCTOSA GLUCOSA SACAROSA
AVAL _ CwCa || As/Aa  CrlCa || Aa/Ar  CalCa || As/As _ CslCa
0.8 0.375 || 0.5861 1.0 Jl22429 | 125 { 0.6817 0.6
00714 | 0.05 | 0.4401 0.8 1.5204 1.0} 0.4568 0.4
0.0507 | 0.0375 f 0.211 04 109179 | 05 03922 | 0.28
00485 | 0.025 }10.0836 | 0.2 0.38 025 101127 | 0.08

En la tabla No. 8 se presentan los valores promedios de tres réplicas de

la relacién de dreas obtenidas en ! mesocarpio y pericarpio por CG.
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Tabla No. 8
Refaciones de Area en Mesocarpio y Pericarpio por CG.

Mesocarpio. | Pericarpio

AAA 0.0162 0.0612
AF/AA 0.3759 0.3970
AG/AA 0.8356 0.4477
AS/AA 0.1717 0.4592

ta curva de calibracién para la cuantificacién por CLAE se trazé
graficando la relacién de drea del soluto/drea del estdndar interno (As/AEI) en
funcidn de la refacidn de concentracion del soluto/concentracidn de! estdndar
interno (Cs/Ce), (Tablas No. 8y 10}.
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Tabla No. 8

Relaclén do 4reas.
Dilucidn Ax/AM AF/AM Ac/AM AS/AM
Stock 0.7113 1.8916 1.0677 0.8855
5/10 0.3295 0.7528 0.5074 0.3816
2/10 0.1303 0.2762 0.1542 0.2115
1/10 0.0523 0.0812 0.0368 0.0257
X=XHosa G=Glucosa  McMaltosa
F=Fructosa = S=Sacarosa
Tabla No. 10
Relacién de concentraciones.
Dilucién CXIg_ML CF/CM___| CG/CM=CS/CM
Stock 0.510 1.150 0.750
5/10 0.255 | 0575 0.375
2/10 0.102 0.230 0.150
1/10 0.051 0.115 0.075
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Las relacién de dreas obtenidas para los carbohidratos en los tejidos
analizados, mesocarplo y pericarpio, por CLAE se presentan en la tabla No. 11

Tabla No. 11

Relacién de dreas en mesocarpio y pericarpio.

Mesocarpio. | Pericarpio.
AX/AM 0.0823 0.0916
AF/AM 1.9923 1.2056
AG/AM 0.6391 0.8343
| AS/AM 0.1733 0.1124

Interpoladas las relaciones de dreas (As/AEl) del masocarplo y pericarpio
en sus raspectivas curvas de calibracién se obtuvieron los siguientes % de cada
carbohidrato:
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Tabla No. 12
% de los Carbohidratos identificados.

% en Pericarplo. % en Mesocarplo.A
| Carbohidrato. CLAE ca CLAE cG
Xilosa 5.02 2.23 3.83 1.09
Fructosa 48.63 50,11 61.12 61.54
Glucosa 38.53 19.70 25.30 31.41
Sacarosa 7.80 27.34 9.74 649

Nota: Los % son of reauitac de realizer of andiisis por tripiicado,



VI. DISCUSION DE RESULTADOS.

La determinacién cualitativa de los azlicares presentes en la manzana
resulté mds sencilla por CLAE que por CG, ya que en Ios cromalogramas
obtenidos de los extractos de mesocarpio y pericarplo por CG se registré un
nimero mayor de picos cromatograficos, como posible consecuencia de que la
reaccién de formacién del derivado sllilado se haya Hlevado a cabo con la
formacidn de varios subproductos (picos pequeiios). Por otra parte, durante el
andlisls por CLAE al no ser necesario la formacién del derivado sililado, se
obtuvieron cromatogramas en los que se registré un solo pico para cada

componente, lo cual facilita la identificacidn de ios compuestos separados,

De acuerdo a los resultados obtenidos se observa que la Fructosa es el
azticar que se encuentra en mayor proporcién seguida de la Glucosa, Sacarosa
y Xilosa, lo cual es una consecuencia propia del metabolismo del fruto, ya que
durante el proceso de maduracién, se ve favorecido el aumento de los
carbohidratos como consecuencia de de la disminucién del contenido de 4cidos;
siendo los monosacdridos (Fructosa y Glucosa), los carbohidratos que
aumentan en una mayor proporcién, de fos cuales, la Fructosa por tener mayor
poder edulcorante resulta ser el principal componente de impartir el sabor dulce
propio de este fruto, es por esto que se encontrd en mayor cantidad en el

masocarpio que en el pericarplo.
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Por otra parte, durante el mismo proceso de maduracién, la Sacarosa
sufre una reaccion de hidrélisis favoreclendo aun més en el contenido de

Fructosa y Glucosa.

De los compuestos identificados la Xilosa fué el carbohidrato que se
cuantificé en un % manor por ambas técnicas, siendo en el mesocarpio donde
se encontrd la menor cantidad. La presencia de aste carbohidrato en los frutos
no es comun, sin embargo, el inicio de una posible reaccién de fermentacién

podria explicar su prasencia en la manzana.

En cuanto a los % de los carbohidratos reportados, puede observarse
que fué en el pericarpio donde estos resultados presentaron variaciones
mayores. Ademds, se observa que estas variaciones no pueden deberse a
errores durante la reaccién de formacién del derivado sililado, ya que esta
prueba se realizé por triplicado obteniéndose resultados semejantes. Por lo
tanto, las variaciones en los resultados, pueden deberse al hecho de haber
trabajado con dos técnicas diferentes, lo cual implica trabajar con dos fases
méviles diferentes, un gas para el andlisis por CG y un liquido para el andlisis
por CLAE, ademds, se utilizaron fase‘s estacionaria cuyas propiedades y
mecanismo de separacién de los carbohidratos no es el mismo, también, se
emplearon dos detectores cuyo fundamento de dateccién es diferente, por lo
cual, la sensibilidad ante los compuestos por separar son las mismas en ambas
téenicas de andlisis.
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De acuerdo a los resultados obtenidos se considera que CLAE es més
recomendable que CG para el andlisis de estos compuestos, ya que no
depende de factores externos, es decir, no depende de la cuantitividad de la
reaceién de formacidn del derivado.

pigt
sium 15% BLTEEA
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Vil. CONCLUSIONES.

1. Se pueden utilizar ambas técnicas (CG y CLAE) para la identificacién

y cuantificacién de los carbohidratos.

2. Se lograron Identificar cuatro carbohidratos en el mesocarpio y en el
pericarpio con el siguiente orden de elucién: Xilosa, Fructosa, Glucosa y

Sacarosa usando ambas técnicas cromatogrdficas.

3. El uso de CG es mds complicado, ya que requiere de formar un
derivado con los carbohidratos para hacerlos voldtles y ademds requiere
emplear temperaturas elevadas, sin embargo el tiempo de andlisis es mds

corto.

4, La identificacién de los carbohidratos es méds sencilla por CLAE pues
no se necesita hacer 1a reaccitén de derivatizacion y se evita el empleo de altas

temperaturas.

5. No se puede establecer cual de las dos técnicas es mas confiable ya
que el procedimiento para determinar a fos carbohidratos es diferente en ambas
técnicas de andlisis.
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