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Cuantificacién por cromatografia liquida de alta eficiencia
(CLAE) de 4cidos orgdnicos, antioxidantes y azicares en
alimentos

Quantification of organic acids, antioxidants and sugars in food by high
performance liquid chromatography (HPLC)

Correa N., Y. M';; Mosquera M., O. M". y Jiménez G., D. Al’,

Resumen. Los aditivos alimentarios son sustancias que se incorporan a los alimentos
preparados, con el propdsito de mejorar la calidad y las caracteristicas sensoriales de

estos, pero muchas de estas sustancias presentan efectos adversos en la salud del hom-

bre, por lo tanto, deben ser controladas. Por tal razén, se analizaron por cromatografia

liquida de alta eficiencia (CLAE) muestras comerciales de jugos, mermelada, galletas,
pan y mayonesa mediante el método del estdndar externo, en las cuales se deter-

minaron concentraciones de los dcidos ascérbico y citrico entre 0,0100-0,395¢/L y

0,1000-3,098g/L, respectivamente. También se evaluaron muestras de leche, aceite,
margarina, galletas y tostadas, en las cuales se encontraron los antioxidantes butil-

hidroxitolueno (BHT) y vitamina E en una concentracién entre 0,0180-0,0778g/L
y 0,00820-0,0125g/L, respectivamente. Asimismo, se examinaron muestras de miel
de abeja, leche, jugos y mermelada, por sus contenidos de fructosa, glucosa, lactosa

y sacarosa, cuyos valores oscilaron entre 0,2636-19,89¢/L, 0,3818-24,38¢g/L, 9,299-

39,60g/L y 0,2738-82,27g/L, respectivamente. Para cada uno de los andlisis anterio-

res se obtuvieron curvas de calibracién con un coeficiente de correlacién de r*>0,99.
En cada una de las diferentes determinaciones se lograron coeficientes de variacién
(CV) entre 0,4100-2,680% y porcentajes de recuperacién superiores al 90%. Los
métodos establecidos permitieron cuantificar los analitos evaluados en las diferentes
matrices analizadas, por lo cual, estos protocolos se pueden proponer para realizar

estas determinaciones en alimentos preparados.
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Palabras clave: aditivos alimentarios, andlisis de alimentos, carbohidratos, estdndar
externo, métodos analiticos.

Abstract. Food additives are compounds that are added to foods, to improve the qual-
ity and sensory characteristic; however, many of this molecules could produce health
problems, that is why they must be controlled; for that reason, in this work com-
mercial samples of juices, marmalade, cookies, bread and mayonnaise were analyzed
by HPLC by the external standard method, in these samples the concentrations of
ascorbic and citric acids were in the range of 0,0100-0,395¢g/L and 0,1000-3,098¢/L,
respectively; in addition, samples of milk, oils, margarine, cookies and toasts were
evaluated by their antioxidants buthylhydroxytoluen (BHT) and vitamin E, contents
of these analytes which were in the range of 0,0180-0,0778g/L and 0,00820-0,0125g/
L, respectively. Furthermore, samples of honey bee, milk, juice and marmalade were
also analyzed by their content of the sugars: fructose, glucose, lactose and sucrose by
HPLC and the range of values were between 0,2636-19,89¢/L, 0,3818-24,38 g/L,
9,299-39,60g/L, respectively. For each one of the above analysis calibration curves
were obtained correlation of r>>0,99. In each one of the different determinations the
variation coefficients (VC) were obtained in the range between 0,4100-2,680% and
the recuperation percentage were higher than 90%. The methods developed in this
work allowed the quantification of the analytes evaluated in the different matrixes
tested, and that is why they can be applied for the determinations of these analytes
in food prepared work allowed the quantification of the analytes evaluated in the dif-
ferent matrixes tested, and that is why they can be applied for the determinations of
these analytes in food prepared.

Key words: additive, analytic method, food analyses, external standard.

1. INTRODUCCION

Se entiende por aditivo alimentario cualquier sustancia que, sin constituir por si
misma un alimento, puede ser adicionado a los productos preparados en una can-
tidad determinada, con el fin de modificar sus caracteristicas quimicas, mejorar sus
propiedades organolépticas o alargar la vida en estante (Blenford, 1995). Entre este
grupo de sustancias se pueden mencionar los dcidos carboxilicos, los antioxidantes y,
en algunos casos, los carbohidratos (Ferndndez-Monge, 2000).

Los 4cidos orgdnicos son usados en el procesamiento de alimentos con varios pro-
p6sitos, por ejemplo: controlar el pH, ajustar la acidez de las materias primas o los
productos terminados; también pueden funcionar como condimentos para realzar
o disimular sabores o actuar como conservantes. Asi, el dcido citrico proporciona
frescura, mientras que el dcido succinico agrega sabor amargo y salado a los alimentos
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preparados (Gratzfeld-Hiisgen y Schuster, 2001). De igual manera, los antioxidantes
como las vitaminas C y E, los carotenos y el 2,6-di-zer-butil-4-metilfenol (butilhidro-
xitolueno [BHT]) retardan la degradacién oxidativa de los lipidos en los alimentos
preparados, previniendo la rancidez y la produccién de olores y sabores desagradables
(Bristian, 2002). Ademds, los aztcares fructosa, glucosa, lactosa, maltosa y sacaro-
sa, entre otros, son fuente primordial de energfa y se emplean en la elaboracién de
productos alimenticios debido a que acenttian el sabor dulce y le confieren cuerpo y
textura a estos (Stanton, 2001; Willians, 2001).

En el control de los procesos de elaboracién y estabilidad del producto terminado en la
industria de alimentos y bebidas, los aditivos alimentarios son sustancias que se deben
monitorear para verificar el cumplimiento de la normativa vigente en relacién con la
concentracién de estos componentes en el producto terminado (Castellari et al., 2001).
Por tal motivo, este trabajo se realiz6 para normalizar y validar métodos de cuantifica-
cién por cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) de 4cidos orgdnicos, antioxi-
dantes y azticares en muestras comerciales de alimentos, teniendo en cuenta que esta es
una técnica analitica ampliamente utilizada para separar, detectar y cuantificar aditivos
0 contaminantes en este tipo de matrices, ademds, es una herramienta no destructiva
altamente sensible y selectiva (Gratzfeld-Hiisgen y Schuster, 2001).

2. MATERIALES Y METODOS

Para los procesos de extraccion los reactivos empleados fueron grado analitico; el di-
hidrégeno fosfato de amonio, el hidréxido de potasio y los dcidos: fosférico, ascorbi-
co y citrico fueron Merck (Darmstadt, Alemania); los antioxidantes: 2,6-di-ter-butil-
4-metilfenol (BHT) y la vitamina E (o-tocoferol) fueron Supelco (St. Louis, MO,
Estados Unidos); los azicares: fructosa, glucosa, lactosa y sacarosa fueron Sigma (St.
Louis, MO, Estados Unidos); los solventes 7#-hexanos y etanol absoluto fueron Ma-
llinckrodt (Phillipsburg, NJ, Estados Unidos). Para la cuantificacién de los analitos
propuestos, el metanol, el isopropanol y el acetonitrilo, fueron grado HPLC, Ma-
llinckrodt (Phillipsburg, NJ, Estados Unidos), el agua desionizada se obtuvo en un
equipo E-pure Barnstead (Thermo, Barnestead Lab, CA, Estados Unidos).

Para la cuantificacién se empled un cromatdgrafo liquido Hewlett Packard HP-1100,
equipado con un sistema de procesamiento de datos Chemstation LC, revisién A.
06. 01, con un inyector manual con loop de 20 pL, un detector de arreglo de diédos
(DAD-UV) y un detector de indice de refraccién (IR) HP-1047A, bomba cuaterna-

ria y columnas segtin el analito que se va a determinar (ver tabla 1).
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Tabla 1. Condiciones cromatogrificas empleadas para la cuantificacién de dcidos orgdnicos,
antioxidantes y aziicares en alimentos por CLAE

W
arametros <. 9 o ’
Antioxidantes

Hypersil ODS: 125 Hypersil ODS: 125 Fast Carbohydrate

Columna mm x 4,6 mm d.i, 5 mm x 4,6 mm d.i, 5 | Analysis: 100 mm x 7,8
pm pm mm d.i, 9 pm
0

.. (NH“.)HZPO4 al 0,5 % MeOH-H,0, (98:2), | H,O desionizada (gra-

Fase mévil p/v ajustada a pH: 2,8 i ) HPLC)
con HPO, 1 M v ©
DAD-UV: L o
Detector DAD-UV a 210 nm BHT: 280 nm; e
N HP 1047A
vitamina E: 290 nm

Flujo (mL/min) 1,0 1,0 0,7
Temperatura de la co-
Jumna (°C) 30 35 70

Fuente: Zhangou y Jiuru (2002); Supelco Chromatography Catalog (2005-2006); BIO-RAD (2001).

Las muestras comerciales de alimentos fueron: aceite, galletas, jugos, leche, margari-
na, mayonesa, mermelada, miel de abeja, pan y tostadas, las cuales se adquirieron en
supermercados de cadena locales y fueron procesadas dependiendo del analito que se
va a cuantificar como se describe a continuacién.

Preparacién de las muestras para la cuantificacién de dcidos organicos

Muestras liquidas
Cinco (5) mL del jugo comercial para evaluar se diluyeron en 30 mL de agua
desionizada, a continuacién se centrifugaron tres veces durante 5 min a 4500 rpm;

posteriormente, se tomaron 2 mL del sobrenadante y se filtraron a través de una
membrana de nailon de 0,20 pm (Karadeniz, 2004).

Muestras solidas y semisélidas

Un (1) g de la muestra se extrajo por ultrasonido con 20 mL de #-hexano dos veces
durante 20 min; a continuacién, el residuo sélido se reextrajo tres veces con por-
ciones de 20 mL de metanol, los extractos orgdnicos se combinaron y se concentra-
ron en un rotaevaporador hasta sequedad, luego se redisolvieron en 2 mL de agua
des-ionizada y se filtraron por medio de una membrana de nailon de 0,20 pm, de

acuerdo con el método 986.13 de la Association of Official Agricultural Chemists
(AOAC) (Cunniff, 1997).
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Preparacién de las muestras para la cuantificacién de antioxidantes

Cuantificacion de BHT

Un (1) g de la muestra se extrajo tres veces por ultrasonido, con 10 mL de 7#-hexano-
acetonitrilo (100:2, v/v) durante 10 min; posteriormente, se separaron las capas (7-
hexano y acetonitrilo). La fase de acetonitrilo se rotaevaporé hasta la sequedad, se
reconstituy6 en 2 mL de isopropanol-acetonitrilo (1:1 v/v) y se filtré a través de una
membrana de nailon de 0,20 pm, segiin el método 983.15 de la AOAC (Cunniff,
1997).

Cuantificacion de vitamina E

Muestras con bajo contenido de proteina

A 1g o 1 mL de la muestra comercial se le adicionaron 2 mL de etanol absoluto y 1
mL de hidréxido de potasio al 10% en H,O. Esta mezcla se calenté durante 10 min
a 80 °C en bafio de marfa con agitacién constante y con proteccién de la luz; luego,
la mezcla se extrajo tres veces con porciones de 6 mL de #-hexano, el cual contenia
BHT al 0,025% p/v para evitar la degradacién de esta vitamina durante las etapas de
procesamiento (Zhao et al., 2004). Los extractos se combinaron y se concentraron
a sequedad en un rotaevaporador y el residuo se suspendié en 2 mL de isopropanol-
n-hexano (9:1, v/v) y se filtr6 por medio de una membrana de nailon de 0,20 pm
(Gueguen ez al., 2002; Gawlik et al., 2003).

Muestras con alto contenido de proteina

A 2go1mL delamuestra se le suministraron 5 mL de etanol absoluto (el cual conte-
nia el 5% de dcido ascérbico y 0,025% de BHT). La mezcla se calenté durante 5 min
a 70 °C en bano de marfa con agitacién constante y posteriormente se centrifugd
a 3500 rpm durante 5 min. El sobrenadante se saponificé y finalmente se realizé el
mismo procedimiento para las muestra con bajo contenido de proteinas (Farah et al.,

1992; Gawlik et al., 2003; Gueguen ez al., 2002).

Preparacién de las muestras para la cuantificacién de aziicares

Un (1) mL de la muestra se diluy6é con 19 mL de agua desionizada, se agité en un
vortex a 2000 rpm durante 2 min y luego se centrifugé tres veces durante 5 min a
4500 rpm. Se tomé 1 mL del sobrenadante y se diluy6 con 19 mL de agua desioni-
zada. Finalmente, 1 mL de esta solucién se filtré a través de una membrana de nailon

de 0,20 um (Yuan y Chen, 1999; Quicazdn et al., 2003).
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Preparacién de soluciones estindar

Las soluciones patrén para los dcidos ascérbico y citrico, y los antioxidantes butilhi-
droxitolueno (BHT) y vitamina E (a-tocoferol), fueron preparadas a partir de solu-
ciones patrén de 2000 mg/L. Las de los 4cidos se aforaron con la fase mévil respectiva
hasta obtener las concentraciones requeridas, mientras que las de los antioxidantes se
diluyeron con etanol absoluto hasta obtener las respectivas concentraciones de traba-
jo. Las de los aztcares: fructosa, glucosa, lactosa y sacarosa fueron preparadas a partir
de soluciones patrén de 5000 mg/L en agua desionizada. Cada una las soluciones

se filtraron a través de membrana de nailon de 0,20pm antes de ser inyectadas en el
HPLC para su andlisis.

Curva de calibracién

Cada curva de calibracién de los compuestos para cuantificar se elaboré con 7 concen-
traciones diferentes del respectivo analito. Para el dcido ascorbico se realiz6 entre 6,250-
100,0 mg/L, mientras que la del 4cido citrico entre 62,50-1000 mg/L. El BHT se
evalué entre 1,563-100.0 mg/L y la vitamina E entre 3,750-240,0 mg/L, y los aztcares
se trabajaron asi: sacarosa entre 156,25-5000 mg/L, lactosa entre 156,25-5000 mg/L,
glucosa entre 156,25-5000 mg/L, galactosa entre 156,25-5000 mg/L y fructosa entre
250,0-4000 mg/L. Todos los patrones fueron inyectados por triplicado. Mediante el
software del instrumento se obtuvo la regresién lineal, el coeficiente de correlacién (1),
el porcentaje de la desviacion estdndar relativa (%RSD) o coeficiente de variacién (CV).

Condiciones cromatogréficas

Las condiciones cromatogréficas empleadas para la determinacién de los dcidos or-
gdnicos, los antioxidantes y los azticares en muestras comerciales de alimentos se
describen en la tabla 1. La identificacién se hizo por comparacién de los tiempos de
retencién (t,) de las soluciones de las muestras con las de los patrones y también se
mezclaron muestras comerciales con cantidades conocidas de los estdndares puros,
para verificar si el pico evaluado correspondia al del analito de interés. Todas las
muestras se inyectaron por triplicado.

Validacién del método analitico

Una vez establecidas las condiciones éptimas de extraccién, identificacién y cuan-
tificacién de cada uno de los tipos de analitos estudiados: dcidos, antioxidantes y
azticares, se procedié a evaluar el método analitico desarrollado de acuerdo con los
siguientes pardmetros: selectividad, linealidad, precisién, cantidad minima detecta-
ble (CMD), cantidad minima cuantificable (CMC) y exactitud (Pérez, 2001; Quat-
trochi et al., 1992).
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3. RESULTADOSY DISCUSION

En todas las evaluaciones realizadas, las condiciones cromatogréficas empleadas pro-
porcionaron bajo nivel de ruido, lo cual permitié obtener una linea base estable y
reproducible durante el transcurso de cada uno de los diferentes andlisis realizados.

El procedimiento de extraccién empleado para la cuantificacién de los dcidos orgdni-
cos fue adecuado porque no permiti6 la degradacién de estos. En estas condiciones
cromatograficas empleadas (ver tabla 1), los dcidos ascérbico (AA) y citrico (AC)
presentaron un tiempo de retencion (t) de 1,648+0,0840 min y de 2,315+0,1158
min, respectivamente. Las concentraciones encontradas en cada una de las muestras
evaluadas se presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Concentraciones de los dcidos ascérbico (AA) y citrico (AC) en los alimentos evaluados

Concentracién de 4dcido en (g/L)
Muestra . .
Ascérbico (AA) Citrico (AC)

Jugo de lulo 0,04460 2,608
Jugo de mandarina 0,003400 3,098
Jugo de mango 0,1770 2,673
Jugo de mora 0,09830 2,122
Pan 0,3950 n. d.

Galletas n. d. 0,3790
Mayonesa n. d. 0,1000
Mermelada 0,01000 0,3160

Nota: n. d.: no detectado
Fuente: Los autores

Con excepcién del jugo de durazno que contenia dcido fumdrico (datos no mostra-
dos), todas las demds muestras analizadas tuvieron exclusivamente 4dcido ascérbico
y 4cido citrico. Por los tiempos de retencién obtenidos, no se detectaron los dcidos
milico, lactico, oxdlico, propidnico o tartdrico en ninguna de las muestras analizadas
en estas condiciones cromatogrificas empleadas en este trabajo. Esto demuestra que
los jugos analizados fueron de buena calidad y no presentaban deterioro microbiolé-
gico. La existencia de dcido fumdrico es un pardmetro que se emplea para monitorear
el proceso de descomposicion de las frutas (Trifiro et al., 1997). Como se puede ob-
servar en la tabla 2, el 4cido mayoritario en los jugos analizados fue el 4cido citrico,
esto concuerda con el hecho de que este dcido es el que mds se usa en las bebidas de
frutas para resaltar el sabor de estas (Shui y Leong, 2002). Asimismo, se evidencié la
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presencia de 4cido ascérbico (vitamina C) en las diferentes muestras analizadas, dado
que este compuesto actia como antioxidante y ayuda a la generacién y el manteni-
miento del coldgeno en la piel, el cartilago y los tejidos conectivos (Furusawa, 2001).
Cabe resaltar que los valores obtenidos se enmarcan en la normativa del Codex Stan
192-1995, la cual indica que en jugos de frutas la concentracién para el 4cido citrico
debe ser menor o igual a 3,00g/L y la del dcido ascérbico debe ser menor a 0,200g/L.
La normativa colombiana para jugos no fija criterios ni limites especificos de acepta-
cién o rechazo para el dcido ascdrbico y define como cantidad aceptable para el 4cido
citrico un valor inferior a 4,5% m/m (Ministerio de Educacién nacional [MEN],

Ley 09 de 1979, Resolucién 799, 1991).

La cantidad de antioxidante detectada en los alimentos se reporta en la tabla 3. En
esta se observa que el tinico alimento analizado en el que se detect6 vitamina E fue la
leche y la cantidad registrada fue minima (0,0082-0,0125 g/L). Probablemente, esta
se adiciona para cumplir con el valor nutricional diario recomendado por la Organi-
zacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO ‘Food and
Agriculture Organization’), el cual es de 0,15-2,0 mg por kg de peso del consumidor
(Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives, 2003). Es importante
resaltar que el decreto colombiano que reglamenta la produccién, procesamiento y
comercializacién de la leche no hace mencién a este pardmetro (MEN, Ley 09 de
1979, Decreto 2473 de 1983). Asimismo, las concentraciones de BHT estuvieron
por debajo del limite establecido para los antioxidantes de origen sintético en alimen-
tos, el cual debe ser 200,0 mg/kg para BHT solo o en mezcla con cualquier otro tipo
de antioxidante (Codex Stan 192-1995). La cantidad detectada del BHT en marga-
rinas estuvo dentro del rango reportado por Saad et al. (2007), Sin et al., (2006) y
Maziero et al. (2001), quienes presentaron valores de 0-154,2 mg/kg, 46,5 mg/kg y
0-197 mg/kg, respectivamente, en este mismo producto. Los antioxidantes fenélicos
sintéticos son ampliamente usados para prevenir la peroxidacion lipidica durante el
procesamiento y almacenamiento de algunos alimentos (Perrin y Meyer, 2002).

Los aziicares analizados fueron extraidos satisfactoriamente de todas las matrices eva-
luadas. En las condiciones cromatograficas empleadas, la fructuosa, la glucosa, la sa-
carosa y la lactosa presentaron los tiempos de retencién (t,) de 3,922 £ 0,2961, 4,191
+ 0,2096, 3,517 + 0,1759 y 3,856 + 0,1927 min, respectivamente. Los contenidos
de estos mismos analitos se presentan en la tabla 4.
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Tabla 3. Concentracién de los antioxidantes vitamina E y BHT en las muestras comerciales de
los alimentos evaluados

M Concentracién de antioxidante en (g/L)
tr
-~

Leche entera 0,0082 n. d.

Leche saborizada 0,0125 n. d.

Aceite (mezcla de aceites vegetales) n. d. 0,0331
Aceite extraliviano .d. 0,0200
Margarina 1 n. d. 0,0180
Margarina 2 n. d. 0,0370
Galletas 1 n. d. 0,0753
Galletas 2 n. d. 0,0509
Tostadas 1 n.d. 0,0778
Tostadas 2 n. d. 0,0370

Nota: n. d.: no detectado
Fuente: Los autores

En los diferentes jugos evaluados, los valores encontrados para fructosa y glucosa
estdn en consonancia con los limites permitidos por el cédigo de précticas de la
Association of the Industries of Juices and Nectars from Fruits and Vegetables of
the European Union (AIJN) (1999), pero los datos obtenidos para la sacarosa no se
ajustaron con el valor establecido. Segiin Cordella et al., (2002), la adicién de azd-
cares es una de las adulteraciones mds comunes en jugos de frutas y esto podria estar
sucediendo en los materiales evaluados.

El contenido de aziicares reductores (fructosa y glucosa) en miel (0,6454 g/L o0 64,5%
expresado en porcentaje en peso) se encuentra dentro del limite permitido para este
alimento, el cual es del 65% en peso de azticares invertidos (fructosa y glucosa) como
minimo. Ademds, no se detectd sacarosa en la muestra comercial de miel analizada,
por lo tanto, se confirmé que este alimento no estaba adulterado por la carameliza-
cién de este disacdrido, como lo describe en la Norma Técnica Colombiana (NTC)

1273 (1997).

Una vez establecidas las condiciones éptimas de extraccién y de elusion en cada uno
de los analitos propuestos (dcidos orgdnicos, antioxidantes y aziicares), se evaluaron
los pardmetros analiticos de linealidad, precisién, exactitud, selectividad y sensibili-

dad del método.
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Tabla 4. Concentraciones obtenidas de fructosa, glucosa, sacarosa y lactosa en muestras comerciales
de alimentos seleccionados

Concentracién de aziicar en g/L
Muestra
Fructosa Glucosa Sacarosa Lactosa

Mermelada de guayaba 0,4003 0,4693 0,2738 n. e.
Mermelada de mora 0,4116 0,3994 0,5401 n. e.
Jugo de manzana 19,89 24,38 82,27 n. e.
Jugo de naranja 7,892 10,78 73,22 n.e.
Miel de abejas 0,2636 0,3818 n. e. n. e.
Leche saborizada n. e. n. e. n. d. 9,299
Leche entera n. e. n.e. n. d. 39,60
Leche condensada n.e. n.e. 0,9512 Nd

Nota: n. d.: no detectado; n. e.: no evaluado
Fuente: Los autores

Linealidad. Para cada uno de los analitos evaluados (dcidos, antioxidantes y azdca-
res), los intervalos de confianza encontrados para la pendiente (m = 0) y ordenada
al origen (incluso al 0) fueron los indicados para el nivel de confianza empleado (el
95% con @ = 0,05). Ademds, estos resultados fueron confirmados mediante la prueba
t de student realizada para la pendiente () y ordenada al origen (4), utilizando el
programa estadistico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS). Se determiné
que todos los componentes de los alimentos analizados tenian una pendiente signi-
ficativamente diferente al cero, pasaron por el origen (0) y, ademds, presentaron una
alta correlacién lineal.

Los coeficientes de correlacién de las curvas de calibracién fueron éptimos: 4cido
ascérbico r? = 0,9957, 4cido citrico r? = 0,9984; BHT 1> = 0,9976, vitamina E r?=
0,9998; fructosa r* = 0,9997, glucosa r* = 0,9995, lactosa r* = 0,9998 y sacarosa r* =
0,9998.

Precisién. Los coeficientes de variacién en cada uno de los andlisis, tanto para la
extraccién como para el método de cuantificacidn, fueron inferiores al 5%, lo cual
es concordante con lo reportado por Pérez (2001). En consecuencia, la metodologia
empleada para la deteccion y determinacién de los dcidos ascérbico vy citrico, los an-
tioxidantes BHT y vitamina E y los azdcares fructosa, glucosa, lactosa y sacarosa fue
precisa tanto a nivel instrumental y del método empleado.

Exactitud. Para ninguno de los componentes analizados se presentaron diferencias
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significativas para la recuperacién y los coeficientes de variacién fueron inferiores al
5% en la determinacién y cuantificacién de cada uno de los constituyentes presentes
en las muestras comerciales de alimento evaluadas.

Selectividad. Los picos de los dcidos ascdrbico y citrico, los antioxidantes BHT y
vitamina E y los aztcares fructosa, glucosa y sacarosa presentaron diferente tiempo de
retencién. Ademds, los picos fueron simétricos y tuvieron una resolucién superior a
1,500, condicién necesaria para lograr una separacién del 95% entre dos compuestos
(Quattrochi et al., 1992; Rodriguez et al., 2002).

Sensibilidad. Se evaluaron los pardmetros del limite de deteccién (cantidad mini-
ma detectable [CMD]) y limite de cuantificacién (cantidad minima cuantificable
[CMC]), los cuales se presentan en la tabla 5.

Como se observa en la tabla 5, la CMD para todos los compuestos analizados fue
inferior a 5pg, por lo cual, se comprobé que la sensibilidad determinada en el méto-
do establecido fue adecuada y que las cantidades encontradas poseen un 95% (o =
0,05) de probabilidad de ser detectadas en los intervalos de concentracién estudiados
(Zhangou, y Jiuru, 2002).

Tabla 5. CMD y CMC para las curvas de calibracién de los 4cidos ascérbico y citrico, los
antioxidantes BHT y vitamina E y los azticares fructosa, glucosa, lactosa y sacarosa

C . Rango lineal de | Coeficiente |Cantidad mini- C.alntidad rtn;]—_
(I)lmﬁ) uzs o t, (minutos) | concentra-cién | de variacién | ma detectable nublla C(lgﬁl/[é)
analizado (mg/L) V) (CMD) (ug) ca e(Po)

O
Acido ascérbico | 1,648 + 0,0830 | 6,250-100,0 2,930 0,3160 1,075
Acido citrico 2,315+ 0,1158 | 62,50-1000,0 2,363 1,072 4,665
BHT 1,500 + 0,0750 | 1,562-100,0 13,49 0,3017 0,6676
Vitamina E 3,300 + 0,1650 | 3,750-240,0 7,507 0,09450 0,3549
Fructosa 3,922 +0,2961 | 250,0-4000 10,83 1,871 5,489
Glucosa 4,191 + 0,2096 | 156,2-5000 24,17 3,485 11,47
Lactosa 3,856 +0,1927 | 156,2-5000 16,12 2,755 7,875
Sacarosa 3,517 £0,1759 | 156,2-5000 19,95 1,662 7,265

Fuente: Los autores
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4. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede concluir que las etapas empleadas
en la preparacién y la remocién de interferencias de cada una de las de las muestras
analizadas fueron apropiadas y adecuadas para la determinacién de los analitos eva-
luados (dcidos, antioxidantes y aztcares) a través de la CLAE, y se obtuvieron por-
centajes de recuperacién mayores del 90%.

Las condiciones cromatogrificas establecidas para cada uno de los analitos evaluados,
dcidos orgdnicos, antioxidantes y azdcares, fueron éptimas para el andlisis de estos
compuestos en las diferentes matrices de alimentos ensayadas. Las determinaciones
realizadas fueron especificas, sensibles, precisas, lineales, reproducibles y répidas, lo
que permitié visualizar a esta técnica como una herramienta potente para el andlisis
de estos analitos en muestras comerciales de alimentos.
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