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RESUMEN

La cromatografia liquida de alto resolucion o HPLC es uno de procedimientos de
andlisis de todo tipo de materiales entre ellos los alimentos y el més utilizado en la
actualidad, gracias a que emplea técnicas que previamente no estaban accesibles,
como las cromatografias de adsorcion, particion, exclusibn molecular y afinidad.
Este trabajo da a conocer los principios basicos del método y las formas como se
puede abordar de forma exitosa la division y/o estudio de la muestra aplicada en

andlisis de alimentos.

Palabra clave: HPLC, método, muestra, analisis.
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ABSTRACT

High-performance liquid chromatography or HPLC is one of the analysis
procedures for all types of materials, including food, and is currently the most
widely used procedures today, thanks to the fact that it uses techniques that were
previously not accessible, such as adsorption, division, molecular exclusion and
affinity chromatography. This work reveals the basic principles of the method and
the ways in which the division and/or study of the applied sample in food analysis

can be successfully approached.

Keyword: HPLC , method, sample, analysis.
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INTRODUCCION

La Seguridad Alimentaria es un aspecto fundamental hoy en dia en la
sociedad. Por ello, en la actualidad las distintas organizaciones tratan de
concientizar a los consumidores la importancia de conocer la calidad y seguridad
de los alimentos que se consume, siendo cada vez mayor el numero de
notificaciones sobre problemas de seguridad alimentaria, ademas de que éstos
sean inocuos, es decir, que deben estar libres de contaminantes quimicos,
microorganismos u otros compuestos que puedan causar algun riesgo para la
salud (Castilla Fernandez, 2018). La contaminaciéon de los alimentos puede
producirse tanto en el cultivo de la materia prima, como en el propio alimento o la
presencia de cualquier sustancia que no haya sido agregada intencionalmente al
alimento en cuestion, pero que se encuentra en el mismo como residuo de la
produccién, fabricacion, transformacion, preparacion, tratamiento,
acondicionamiento, empaquetado, transporte o almacenamiento de dicho
alimento o como consecuencia de la contaminacion medioambiental puede

resultar perjudicial para la salud.

La cromatografia es usada para la separacion de los elementos de una
muestra, por medio de distribucion en 2 fases: una estacionaria y otra movil. La
estacionaria podria ser un sélido, un liquido retenido sobre un sélido o un gel. La
fase movil podria ser liquida, sdlida e inclusive un fluido supercritico. Las
principales formas de la cromatografia incorporan a: cromatografia gaseosa,
cromatografia en capa fina, cromatografia en columna abierta y cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC). Esta ultima tuvo una creciente difusion desde
sus inicios hace bastante mas de treinta afios y actualmente es una de las
técnicas mas versatiles, empleada ampliamente en laboratorios: farmacéuticos,

guimicos, industriales y control de calidad de alimentos (Quattrocchi et al. 1992).

Los procedimientos de HPLC fueron al inicio desarrollados en alimentos,
para cuantificar: aminoacidos, péptidos, proteinas, carbohidratos y vitaminas.
Dichos compuestos no podian trabajarse correctamente con los grupos de

cromatografia de gases accesibles en aquellos instantes, debido a que



presentaban inconvenientes como: baja volatilidad, complejidad para la
formacién de sus respectivos derivados o problemas para su division de la matriz
de la muestra (Matissek, 1990).

En la actualidad se han aumentado de manera considerable el nimero de
aplicaciones en HPLC en alimentos, gracias a nuevos desarrollos y mejoras
como: automatizacion de los conjuntos, desarrollo de detectores con alta
sensibilidad y especificidad, nuevos rellenos de columnas y mejor calidad de los
mismos, sistemas de trueque de columnas, probabilidad de utilizar diversos
detectores en linea y sistemas de procedimiento de muestras que son acoplados
al HPLC en trabajos automatizados.

Cualquier procedimiento desarrollado por cromatografia liquida - HPLC
debe ser validado para afirmar que es preciso, especifico y reproducible en un
rango de interés, en el que se va examinar un analito o diversos. Esto
paralelamente posibilita tener mas confianza en que la metodologia podria ser

transferida a otros laboratorios de estudio, para su adecuada aplicacion.

El propésito del presente trabajo es la de hacer una revision bibliogréafica
sobre lo cual implica conceptos en general y su aplicacion en analisis de

alimentos.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1 Cromatografia

El concepto cromatografia deriva de la palabra griego chroma- que significa
color y -graphein que significa redactar. La primera cromatografia registrada fue
la cromatografia en columna asignada al cientifico ruso Mikhail Tswet quien triturd
carbonato de calcio en un tubo y luego agregd un extracto de hojas de una planta
verde homogeneizadas, seguido de un solvente organico (Phenomenex 2017).
Tswet identific6 bandas de colores que se separaban a medida que el solvente

pasaba por medio del tubo.

La cromatografia es un excelente método de separacion que consiste en un
conjunto de técnicas analiticas basadas en la separacion de los componentes de

una mezcla en dos fases inmiscibles y su posterior deteccion y/o cuantificacion.

1.2 Clasificacion

Las distintas técnicas cromatograficas se pueden dividir segin como esté

dispuesta la fase estacionaria:

- Cromatografia plana. La fase estacionaria se coloca sobre una placa plana
0 sobre un papel. Las principales técnicas son cromatografia en papel y

cromatografia en capa fina.

- Cromatografia en columna. La fase estacionaria se sitla dentro de una

columna. Segun el fluido empleado como fase mévil se distinguen:

> Cromatografia de liquidos
> Cromatografia de gases

> Cromatografia de fluidos supercriticos.



1.3 Cromatografia liquida

En cromatografia liquida, la fase movil es un liquido que circula a traves de
una columna en la que esta contenida la fase estacionada. La fase movil no sélo
arrastra al analito, sino que existen interacciones intensas entre el analito y la fase
movil. Se clasifica en:

- Cromatografia Liquida Clasica: La columna es de vidrio y se usa para

mezclas complejas.

- Cromatografia de Alta Resolucion o HPLC: La columna es de acero

inoxidable.

1.3.1 Cromatografia de alta resolucién o HPLC

La cromatografia liquida de alta resolucion es uno de los muchos métodos
cromatograficos utilizados para separar y analizar los componentes quimicos de las
mezclas. Basicamente, el método consta de una fase movil y estacionaria (no
miscibles entre si) y una muestra de prueba. La fase movil es el liquido que
transporta la muestra a traves de la fase estacionaria, que puede ser una pelicula
sélida o un liquido depositado sobre un sélido inerte. Las diferentes fuerzas
guimicas y fisicas que actuan sobre la mezcla analizada y entre las dos fases
determinan la retencion y separacion de cada componente en la mezcla. (Fallon,
Booth y Bell, 1987).

1.3.1.1 Equipo

Un cromatoégrafo liquido de alto rendimiento opera generalmente con cinco

instrumentos: reservorio, bomba, inyector, horno (columna), detector y registrador.

e

Muestrals} a analizar

Horno dela
columna Detector

e ]

Reservaric Barnba Teryeckor Registrador

Resziduos

Figura 1. Diagrama béasico de un cromatografo liquido de alto resolucion.
Fuente: Adaptado de Giri (2015).
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La fase movil se encuentra en el reservorio. Esta etapa consiste en una
mezcla de sustancias polares y no polares cuya concentracion depende de la
muestra a analizar y debe ser filtrada para evitar obstrucciones por posibles
particulas. Los reservorios suelen estar hechos de vidrio; se pueden requerir uno o
mas dependiendo de si se implementa o no un gradiente de concentracion (Snyder
et al., 2010).

La bomba recoge la fase movil del reservorio y permite que fluya a través del
sistema a un ritmo preciso y constante. Aqui normalmente operan hasta 6000 psi,
dependiendo de factores como tiempo, el tamafio de la columna, la composicién de
la fase movil y el caudal deseado. Normalmente, el volumen de inyeccion estara
entre 5 uL y 5 mL (Snyder et al., 2010).

El inyector puede ser automatico o manual. Los sistemas de inyeccion
automatico permiten un muestreo preciso de la fase movil presurizada, razon por la
cual los inyectores manuales rara vez se utilizan en la actualidad (Snyder et al.,
2010).

El horno de columna es responsable de regular y mantener la temperatura
en la columna ya que esto tiene un efecto directo en su capacidad de retencion y
selectividad (Snyder et al., 2010). Por otro lado, las columnas suelen ser de acero
inoxidable con una longitud de 50-300 mm y rellenas de fase estacionaria, y su
tamano de particula oscila entre 3y 10 um (Giri, 2015). Estas diferencias de tamafio
y material determinan la resolucion, la eficiencia, la velocidad y la vida util de la

columna.

El detector al final de la columna capta y convierte los cambios en el efluente
de la columna en una sefal eléctrica que es captada por el registrador, que a su
vez produce un cromatograma de intensidad variable en el tiempo (Figura 2); De
estos, es deseable obtener picos gaussianos, cada uno correspondiente a un

componente diferente de la muestra. (Brown y Weston, 1997).
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Figura 2. Cromatograma tipico obtenido por un HPLC

Fuente: Imagen tomada de documento Universidad Nacional Auténoma de México Facultad de Quimica,
2007, Técnicas Cromatograficas

Los detectores basados en una propiedad del soluto que no la suele

presentar la fase movil. Suelen ser muy selectivos y sensibles:

v Detectores de absorbancia ultravioleta, son los mas utilizados. Su
fundamento es la espectrofotometria de absorcion de luz visible y
ultravioleta en ciertas longitudes de onda. Los mas potentes son los
qgue utilizan una matriz de fotodiodos para registrar el espectro
completo de cada soluto que pasa por el detector. Los datos de
absorbancia se trazan como una funcion de la longitud de onda y el
tiempo.

v' Detectores de fluorescencia, son muy sensibles y selectivos vy
funcionan iluminando con una luz ultravioleta el componente de
interés y luego midiendo la fluorescencia emitida por ellos.

v' Detectores electroquimicos, es particularmente beneficioso para
compuestos organicos debido a su especificidad, sensibilidad y
amplia aplicacion. Las reacciones con analitos pueden oxidarse o
reducirse. Es un ejemplo de fenoles, aminas, peréxidos (que se
pueden detectar por oxidacion) y cetonas y aldehidos (que se
pueden detectar por reduccidn). Las técnicas electroquimicas mas
utilizadas para este fin son la amperometria, voltamperometria y

culombimetria.

Los detectores basados en una propiedad de la disolucion, responden a un

conjunto amplio de solutos, pero suelen ser poco sensibles:



v Detectores de indice de refraccién, consta de una unidad con dos
compartimentos, uno para la introduccion de disolventes limpios y otro
para la muestra, que transmite luz visible en paralelo. Cuando un
soluto con un indice de refraccion diferente al solvente ingresa a la
celda, se produce una aberracion y la sefial enviada por la fotocélula
cambia. Son muy sensibles a los cambios de temperatura y no son
adecuados para la elucién en gradiente.

v' Detectores de conductividad, se usan mas comiunmente cuando el
eluyente es idnico, como acidos y bases, asi como cationes y aniones
inorganicos después de la separacion por cromatografia de
intercambio i6nico. Son muy sensibles, baratos y duraderos. (Passaro
Carvalho, 2016)

Finalmente, el registrador recolecta y procesa las sefiales recibidas del convertidor
y los registra en un cromatograma para su posterior lectura e interpretacion (Giri,
2015).

1.3.2 Seleccién de Operacion del HPLC

Existen tres modos en los que se puede operar la cromatografia liquida de
alto rendimiento:

» Fase reversa Es la primera opcion para el andlisis de la mayoria de las
muestras, especialmente aquellas que contienen compuestos neutros 0 no idnicos
gue pueden disolverse en una mezcla de compuestos organicos y agua (Snyder et
al., 1997). La fase estacionaria es hidrofoba, mientras que la fase moévil es un liquido

polar, generalmente una mezcla de agua-metanol o agua-acetonitrilo (Giri, 2015).

« Par ion. Este modo se utiliza cuando esta presente la ionizacién de iones o
compuestos, especialmente bases y cationes (Snyder et al., 1997). Al agregar
contraiones lipofilicos, los iones en solucion se pueden neutralizar y separar en

pares de iones en una columna estandar o de fase inversa (Kazakevich, 2007).

* Fase normal. Método de separacion de polaridad. La fase estacionaria

(generalmente gel de silice) es polar mientras que la fase moévil es no polar. Este
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método se utiliza como segunda alternativa cuando ninguno de los anteriores
funciona, aunque es el método preferido para muestras lipofilicas con poca
solubilidad en mezclas de agua y compuestos organicos, base o mezcla de
isdbmeros (Snyder et al.,1997). Las fases mdéviles cominmente utilizadas en este
método son: hexano, diclorometano, cloroformo, éter dietilico y mezclas de los
mismos (Giri, 2015).

1.3.3 Tipos de HPLC

Se clasifican segun el mecanismo de retencion, el cual se escoge
dependiendo de la naturaleza de los compuestos presentes en la muestra. Los tipos
existentes son:

» Adsorcidn. Se basa en la competencia por la neutralidad del analito entre
las fases movil (liquida) y estacionaria (solida) (Brown y Weston, 1997). Los
compuestos de la muestra interactuan con la fase movil a través de enlaces dipolo-
dipolo reversibles EIl tiempo de retencion de la molécula depende de la fase
estacionaria; por ejemplo, si se van a conservar compuestos polares, se debe
utilizar una fase estacionaria de la misma polaridad; de lo contrario, se utilizara una

fase estacionaria no polar. (Suarez D, 2018).

 Particién. También hay competencia por los analitos en esta HPLC. Sin
embargo, a diferencia de la adsorcion, la fase estacionaria es liquida. Debido a la
inestabilidad de la fase liquida estacionaria, este método no se usa mucho en la
actualidad (Brown y Weston, 1997).

» Exclusion molecular. Es adecuado para separar analitos cuyos tamafos
moleculares difieren en mas del 10 % para moléculas pequefias y del 20 % para
moléculas grandes. También se utiliza para calcular la masa de compuestos en una
muestra. En este tipo de HPLC, la columna actlia como un tamiz molecular con una
fase estacionaria solida porosa de la que salen primero las moléculas mas grandes
(Brown y Weston, 1997).

« Afinidad. Este método utiliza la tendencia de algunas sustancias a
reaccionar con otras como método cromatografico (Suarez D, 2018). Es
ampliamente utilizado para aislar biomoléculas capaces de formar complejos

disociativos con otras especies como proteinas y acidos nucleicos.
8



« Intercambio i6nico. En esta HPLC, la carga superficial de la fase
estacionaria es opuesta a la de los iones presentes en la muestra. Esta técnica se
especializa en muestras iénicas o ionizadas. El tiempo de retencion de la molécula
esta directamente relacionado con la carga de la muestra: cuanto mayor sea la
carga, mayor sera el tiempo de elucion de la molécula. El método utiliza un tampén
acuoso como fase mévil, y el pH y la fuerza idnica controlan el tiempo de elucion
(Suarez D, 2018).

1.3.4 Ventajas

A diferencia de otras técnicas, la HPLC cuenta con varias ventajas:

> Extensa gama de aplicaciones debido a la extensa disponibilidad de
herramientas, ejes y otros materiales, lo cual lo hace capaz de examinar
casi cualquier mezcla deseada (Snyder, Kirkland y Dolan, 2010).

> Alta precision en resultados (0.5 % o menor) (Snyder et al., 2010).
> Diversas técnicas, en medio de las cuales permanecen la
cromatografia por particion, adsorcidon, intercambio i6nico y exclusion
molecular (Fallon et al., 1987).

> Facilidad de manejo de los gradientes generados en la fase movil
(Fallon et al., 1987).

> Puede recolectar compuestos no destructivos, es decir, aquellos
separados en la columna, lo que permite utilizar la HPLC como técnica de
preparacion o purificacion de muestras (Fallon et al., 1987).

> Tiempo de separacion inferior a 30 minutos para cada muestra
analizada (Fallon et al., 1987).

> Alta reproducibilidad del analisis cuantitativo (Dong, 2013).

> Alta separabilidad y deteccion sensible (Dong, 2013).

> Funcionamiento flexible, personalizable y automatico (Dong, 2013).

> No limitado por la volatilidad o la estabilidad térmica de la muestra

(Ozores, s. f.).



1.3.5 Desventajas

Instrumentacion costosa.
Dificil analisis cualitativo.
No existe detector universal y sensible.

Elevado costo de operacion.

vV V VYV V V

Experiencia indispensable.
1.3.6 Validacién de metodologias por HPLC en alimentos

Esto incluye asegurarse de que los métodos sean precisos, especificos,
reproducibles y que, dentro de ciertos limites, se puedan obtener resultados iguales
o similares con diferentes analistas, equipos, laboratorios, etc.

Waters, (2002) sefiala que el ICH considera los siguientes aspectos:

v Selectividad
Linealidad
Precision
Exactitud
Limites de deteccidn y cuantificacion
Robustez

Rango

AN N N NN N

Aseguramiento del sistema

Aunque los aspectos anteriores se derivan principalmente de la literatura
relacionada con la industria farmacéutica, también estan aprobados por la FDA
(2000; 2001) para la validacion de métodos HPLC en la industria quimica y
alimentaria. Por otro lado, en la bibliografia referente a la validaciéon de HPLC en
alimentos, la mayoria de los trabajos han sido examinados teniendo en cuenta estos
parametros. Por lo tanto, cada una de estas métricas se analizara a continuacion

en relacion con su aplicacién e idoneidad para los métodos de HPLC en alimentos.

1.3.6.1 Selectividad

Se refiere a la capacidad de un método para producir, de manera medible,
una respuesta representada por una sefial que depende completamente del analito
de interés. La sefial debera estar libre de ruido y de una magnitud consistente con

los requisitos esperados del analisis. (Swartz y Krull, 2003).
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La complejidad de la matriz, los niveles de algunos analitos traza, la posible
degradacion de los compuestos diana e incluso la complejidad de la
instrumentacién utilizada hacen que cada procedimiento de evaluacién de la
selectividad sea Unico y su desarrollo completo sea un reto.

Las interferencias pueden provenir de una variedad de fuentes tales como:

Productos de descomposicion del mismo analito (por accion microbiana,
guimica, térmica, enzimatica, metabolitos de degradacion, etc).

Las sustancias que se encuentran naturalmente en la matriz y tienen una
estructura quimica similar pueden pertenecer a la misma familia o grupos

funcionales, por ejemplo, aminoacidos, nucledtidos, flavonoides, acidos grasos, etc.

Los compuestos, aunque estructuralmente no son similares, tienen las
mismas propiedades quimicas o fisicas como absorcién a la misma longitud de
onda, solubilidad, etc (McCluskey y Devery, 1993). Esto significa comprender la
estructura de la relacidon de interés y como la afecta. Para los alimentos, ademas
de las condiciones de almacenamiento, también se deben considerar aspectos

como la presencia, manipulacion y procesamiento de otros compuestos.

El primer parametro utilizado para evaluar la pureza de un pico es su tiempo
de retencion relativo al estandar o su factor de capacidad (k). Compare el tiempo y
la forma del pico de referencia con el de la muestra, si se observa distorsion, puede

deberse al ruido.

Otro procedimiento sencillo para evaluar la pureza de los picos es mezclar la
muestra con el estandar e inyectarlo en el instrumento. Si se observan picos dobles
o la formacion de distorsiones, esto puede indicar ruido. En algunos casos, se
puede alterar la fase movil para cambiar la relacion de algunos de sus componentes
o el pH o la fuerza id6nica para verificar cualquier distorsidbn o separaciéon de los
picos. Por otro lado, Wang et al. (2000) recomienda inyectar estandares y/o

muestras concentrados seguidos de blancos para determinar si esta presente el

11



“recordar", la ocurrencia de picos debido a algun grado de retencion de la muestra
previamente inyectada, generalmente debido a una sobrecarga.

La selectividad debe complementarse con la evaluacion de la pureza y
homogeneidad del pico. Puede mostrarse en el cromatograma que un pico
homogéneo estd contenido dentro de otro pico superpuesto, siendo el valor
obtenido mayor que el valor real. Para evidenciar esta interferencia puede usar el
mismo sistema cromatogréafico con solo el detector reemplazable (un UV por otro
de fluorescencia) para chequear mejor la pureza del pico. También se utilizan
electroforesis capilar, cromatografia de gases, capa fina etc y los resultados se
comparan mediante evaluacion estadistica o también por comparando el nimero

de picos y la relacién entre los métodos.

En algunos estudios, se utilizd mas de un detector para cuantificar mas
compuestos, asi por ejemplo Zeppa et al. (2001) utilizaron detectores: UV (210 y
290 nm) con detectores de indice de refraccion, gracias a los cuales pudieron
cuantificar 12 compuestos diferentes en 30 minutos. Se observan picos
superpuestos, sin embargo, utilizando un detector de indice de refraccion, que es
mas selectivo para los azUcares, se pueden realizar calculos para determinar la
identificacion de cada compuesto. Por ejemplo, el cromatograma A (UV a 290 nm)
muestra un pico de 4 correspondiente a piruvato, mientras que el cromatograma B
(detector de indice de refraccidon) muestra un pico de piruvato (4) unido a galactosa
(18). Dado que el piruvato se puede cuantificar mediante la cromatografia A, se
resta su contribucion al area reportada por el detector de indice de refraccion y se

usa el estandar para este acido para la cuantificacion individual.
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Figura 3. Separacion por HPLC, de acidos organicos (1, oxalico; 2, citrico; 3, ordtico; 4, piravico; 5,
lactico; 6, férmico; 7, acético; 9, propidnico; 10, isobutirico; 11, butirico; 12, isovalérico; 13, valérico; 14 hiparico
y 15, Urico. Azucares: 16, lactosa; 17, glucosa y 18, galactosa. Diacetilo 8, y acetoina 19. Muestra de un queso
comercial, con deteccién UV a 210 nm (A), y 290 nm (C) y detector de indice de refraccién (B).

Fuente: Zeppa et al. (2001).

Carlsson et al. (2001), un método de HPLC modificado basado en la
extraccion de fosfato de inositol a partir de cereales. Como parte del protocolo de
validacion, compararon los resultados con el método HPLC original y encontraron
gue no habia una diferencia significativa (P > 0,05). Confirme que el nuevo proceso
de extraccion es apropiado porque es mas rapido y usa menos solvente. La figura
4 muestra un grafico que compara los resultados obtenidos por los dos métodos de
HPLC, y si ambos obtuvieran exactamente los mismos resultados, se esperaria un

valor de pendiente cercano a uno y un valor de corte cercano a uno es igual a cero.
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Figura 4. Comparacion de un método de referencia (HPLC fase reversa) y otro método

(cromatografia i6nica) propuesto para la determinacion de inositol fosfato en alimentos.
Fuente: Carlsson et al. (2001).

Baunsgaard et al. (2000), se analizd6 la presencia de compuestos con
propiedades de fluorescencia de tirosina y triptofano, en jugo de remolacha por
medio de la HPLC de exclusién molecular con dos tipos de detectores, el primero
UV-Vis de fotodiodos (rango de 210-550 nm) y el segundo de fluorescencia
excitacion (250/450 nm) y emision (300/500 nm). Los autores para identificar la
pureza (FIGURA 5) de los picos de tirosina y triptofano realizaron las siguientes
pruebas:

- Agregan estandares a una muestra para observar el comportamiento

sobre el tiempo de retencién y forma de picos.

- Con el detector de fotodiodos realizan un espectro entre 200-300 nm,

tanto a las fracciones de los picos de la muestra, como a estandares.

—Thick juice

——=Thick juice + hrosine

Jll _____ Thick uice + tryptophan
)

Time (nm)
FIGURA 5. Cromatografia de exclusién molecular con adicion cualitativa de tirosina (1) y triptofano (2),
a una muestra de jugo de remolacha, empleando un detector de fluorescencia a 285/325 nm. Los
cromatogramas UV-Vis obtenidos con detector de diodos, (200-300 nm), corresponden a los estandares

respectivos. Fuente: Baunsgaard et al. (2000).
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Chandra et al. (2001) en un trabajo sobre la separacion, identificacion y
cuantificacion de antocianinas, en jugos deshidratados en polvo, comprueban la
existencia de cianidina 3-rutinosa, por medio de el afiadido de un estandar a la
muestra como se muestra en la FIGURA 6, adicionalmente emplearon un detector

de masas para confirmar enteramente la sustancia.
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FIGURA 6. Cromatogramas por HPLC, de antocianinas (cianidina 3-rutinosa) en jugos deshidratados
en polvo. Afiadido en dos niveles 129 y 158%. Fuente: Chandra et al. (2001).

Se muestra un resumen de diversos trabajos en alimentos (Tabla 1) en los
gue, se han empleado diferentes métodos y detectores, para conocer la selectividad
de la metodologia. El mas empleado se basa en la comparacion con un estandar a
la muestra, determinando tiempo de retencion (tr) y forma de pico, es habitual
ademas el afadido de un estandar para de esta forma evaluar si se muestra
cualquier tipo de variacion en dichos parametros. Los detectores de fotodiodos y
masas, cada vez tienen mas grande utilidad como criterio para la evaluacién de la

pureza de pico.
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Tabla 1. Selectividad en metodologias por HPLC aplicadas a alimentos.

Referencia Alimento Detector Analito Identificacion
Bicchi et al. Pulpa de manzana Diodo UV Daminozida Pico /tr a 295 y 325 nm
(2001) Espectro UV 200-375
Espectro de masas
Breithaupt, Jugos de frutas Diodos UV Acido félico Pico /tr
(2001) 284 nm Espectro UV
Esteveetal. Hongos Fluorescencia Tiamina Pico /tr
(2001) Riboflavina
Grande et al. Alimento para Diodos UV Sulfametazina  Pico /tr
(2001) animales 264y 230 nm  Trimetoprina Espectro UV
Kim-Kang et  Atdn Fluorescencia Emamectina Pico /tr
al. (2001) Espectro de masas
Nyman y Cerezas, fresasy Diodo Vis Antocianidinas  Pico/tr
Kumpulainen, vinos 530y 510 nm (6) Espectro UV
(2001)
Pripis-Nicolau Vinos y mostos Fluorescencia 22 amino Pico /tr
et al. (2001) acidos (AA)
Rose-Sallin et Cereales instantdneos Fluorescencia Niacina Pico ftr
al. (2001)
Elmadfa, Aceite oliva Fluorescencia Vitamina K Pico ftr
(2000) Brécoli 243, 272 y 330 nm de ex.
Izquierdo et Bebidas alcohdlicas Fluorescencia Cumarinas Pico /tr
al. (2000) Espectros UV
Mattilaetal.  Cebollas, té, limon, Diodo UV-Vis  Flavonoides Picoltr
(2000) naranja, brécoli, etc 270,280,329 (17) Espectros
y 370 nm Voltametria
Electroquimico
Sotelo y Papas UV-Vis Solanina (S) Picoltr
Serrano, 200 nm Chaconina (Ch)
(2000)
Wang et al. Té verde Diodo Cafeina Pico /tr
(2000) Fluorescencia Acido gallico Espectro UV
Woollard et al. Leche y formulas Diodo UV Acido Picoltr

(2000)

infantiles

pantoténico

200, 205 y 240 nm

Fuente: Liquida, Validacion De Metodologias De Cromatografia. Postgrado Interfacultades En Ciencia y
Tecnologia de Alimentos.
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1.3.6.2 Linealidad.

En relacion con la capacidad del procedimiento para obtener resultados
proporcionales entre la concentracion de un analito y su reaccion, en un rango de
interés, en algunas ocasiones tienen la posibilidad de hacer transformaciones
matematicas para obtener este parametro (USP, 2002). Es deseable conocer en
gque parametros de concentracibn se obtienen respuestas que tengan
proporcionalidad, entre la variable sin dependencia (concentracién) y la
dependiente (respuesta del detector). Es una costumbre general en procedimientos
gue fueron validados el inyectar un solo estandar y con base a este, cuantificar una
muestra. En esta situacion es deseable que la concentracion del estandar sea lo
mas aproximada o cercana del valor esperado de la muestra, de forma de reducir
el error experimental, este método podria ser llevado a cabo en determinaciones
rutinarias, en las cuales antes se ha evaluado la linealidad y se tiene suficiente

confianza en el procedimiento como para realizar un estudio con un solo estandar.

Este rango también puede verse como un parametro de validacion que
incluye el rango entre los valores de concentracion de analito bajos y altos, entre

los cuales hay suficiente precision, exactitud y linealidad.

Para determinar la linealidad, puede:

- Continuar inyectando diferentes concentraciones de los estandares y
determinar cada reaccion, graficarla, estimar el comportamiento de la curva
resultante, para mostrar la tendencia lineal, luego interpolar las reacciones
obtenidas con las muestras.

- Agregar diferentes concentraciones de estandares a las muestras para
evaluar el efecto de la matriz en la linealidad.

Se pueden considerar factores como los niveles maximos o minimos
permitidos o recomendados por las normas nacionales o internacionales para
estimar las concentraciones que contendra el estandar. Si la sustancia tiene el nivel
maximo o minimo permisible deseado, se puede ajustar el método agregando un

punto por encima del 50% para que el nivel (después de realizar el tratamiento y la
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correspondiente dilucién o concentracion) se encuentre en el centro de la curva. Y
el valor predeterminado también es del 50%. Por otro lado, Fabre y Altria (2001)
muestran que la linealidad también se puede estimar en el rango de 80-120% o 60-
140%, mientras que para las impurezas se puede determinar cerca de este valor.
Su valor maximo permisible, hasta el 200%. Aunque las consideraciones anteriores
se refieren principalmente a los estudios de HPLC en productos farmaceéuticos,

todas se aplican a los alimentos.

Cuando se selecciona un rango lineal para la evaluacion, se toman al menos
5 concentraciones diferentes del estandar y se inyectan al menos dos veces para
producir una curva de regresion lineal para la suma de todos los ensayos, lo que
permite el calculo de la regresion lineal con el eje Y (a), pendiente (m) y regresion
lineal El punto de corte esta representado por el coeficiente (r). Para a 'y m, se
obtiene una curva que describe la actividad del detector en funcién de la
concentracion del analito, r es lineal: un valor de 1 o cercano significa una linea
lineal, r es cercano a 0, lo que significa que no hay relacion entre la respuesta y
atencion, o una gran desviacion de eso. También se utiliza el coeficiente de
determinacion (r2) porque proporciona una mejor estimacion de la linealidad, asi
por ejemplo un valor de r2 de 0,99886 representa que solo un 0,114% (1,00000 -
0,98886 = 0,00114 x100 = 0,114%) de los datos tienen una desviacion de la
linealidad obtenida (Smith, 1998).

Los intervalos de confianza para los resultados se pueden calcular
proporcionando los limites maximo y minimo de la curva con una probabilidad dada
(generalmente 95 %) (Montgomery, 2002) y un residual, que es la diferencia entre
el valor de respuesta medido y la respuesta calculada de la ecuacion actual,
también debe estimarse. Se comprobara la normalidad de estos residuos mediante
las siguientes pruebas:

- Ajuste a la curva de normalidad.

- Gréficas residuales contra tiempo y valores ajustados.

- Histograma de las frecuencias.

- Prueba de chi-cuadrado.

Se presentan los resultados de linealidad determinados por HPLC en
diferentes trabajos alimentarios (tabla 2). Estos incluyen una amplia variedad de

productos alimenticios, asi como detectores. Todos los valores obtenidos de los
18



coeficientes de correlacion son cercanos a 1000, lo cual es de esperar ya que los
métodos tienen valores que se desvian significativamente de la tendencia lineal no
reportada y los detectores utilizados para mostrar este comportamiento. La mayoria
de los investigadores que informaron indicaron este grado de linealidad, con

algunas excepciones.

Tabla 2. Linealidad de metodologias por HPLC aplicadas a alimentos.

Referencia Alimento Detector Analito Coeficiente de
correlacion
Rango (ppm)
Bicchi et al. (2001) Pulpa de Diodos UV Daminozida 0,997
manzana 0,005-0,05
Breithaupt, (2001) Jugos de frutas Diodos UV Acido félico 0,999
0,06-2,0
Carlsson et al. (2001) Cebada, avena uv Inositol 1,000
arroz, pan fosfatos 0,1-0,8 mM
Chandra et al. (2001) Jugos en polvo Vis Antocianinas 0,999
deshidratados 4-400
Esteve et al. (2001) Hongos Fluorescencia Tiamina 0,999
Riboflavina (T) 1,3-573 ppb

(R) 8,6-1.030 ppb

Grande et al. (2001)  Alimento para Diodos UV Sulfametazina 0,9996
animales Trimetoprina  0,9992
1-100
Kim-Kang et al. Atdn Fluorescencia Emamectina  minimo 0,9800
(2001) 2-100 ppb
Pripis-Nicolau et al. Vinos y mostos Fluorescencia 22 amino 0,970 - 0,999
(2001) acidos (AA) ™*
Rose-Sallin et al. Cereales Fluorescencia Niacina 0,9995
(2001) instantaneos 0,25-100
Mattila et al. (2000) Cebollas, té, Diodos UV-Vis Flavonoides > 0,999
limén, naranja, Electroquimico (17) 2-4
brocoli, etc
Sotelo y Serrano, Papas UV-Vis Solanina(S) NR
(2000) Chaconina S: 12-24
(Ch) Ch: 15-30
Wang et al. (2000) Té verde Diodos Cafeina 0,988 a 1,000
Fluorescencia Acido géllico NR

Fuente: Liquida, Validacién De Metodologias De Cromatografia. Postgrado Interfacultades En Ciencia y

Tecnologia de Alimentos.
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1.3.6.3 Precision

Cuando se evalua a partir de una muestra homogénea, es la dispersién de

las medidas alrededor de la media. Se expresa matematicamente como desviacién

estandar (DE), y como porcentaje de desviacién estandar relativa (DER%) o

coeficiente de variacion (CV) (Smith, 1998). Estas estadisticas ayudan a evaluar la

incertidumbre en las estimaciones de posibles mediciones, ya que los errores

aleatorios y sistematicos crean dispersion alrededor de la media. Por lo tanto, la

precision depende del numero de determinaciones (Fabre y Altria, 2001).

Segun Quattrocchi et al. (1992) la precision es determinada en base a:

Sistema: evaluando la dispersion de por lo menos 6 inyecciones del
estandar.

Método: evaluando la dispersion de numerosas preparaciones de la
muestra final homogénea. En esta situacion se tienen que hacer todo el
método a partir del procedimiento de la muestra hasta su cuantificacion

final.

La precision puede ser considerada en tres niveles:

Repetitiva: tiene relacion con cualquier variabilidad en un procedimiento
una vez que es llevado a cabo por el mismo analista y equipo en un
intervalo corto de tiempo (usualmente un dia). Tienen la posibilidad de
ser 5 inyecciones (intra-dia) por 5 dias seguidos (inter-dia) con un mismo
analista.

Intermedia: es la exactitud que se recibe una vez que uno o diversos de
los componentes (analista, dia de operacion, otra columna sin embargo
de la misma marca y caracteristicas) son cambiados en un mismo
laboratorio. Podria ser inyeccion de una muestra por duplicado por 5 dias
diferentes, con 3 analistas diversos (Transfiguracion et al. 2001).
Reproducibilidad: Se trata de estudios en los que diferentes laboratorios
analizan las mismas muestras con fines de comparacion, en estas
condiciones, utilizando diferentes analistas, fechas de estudio y
artefactos casi continuos y diferentes columnas. Este tipo de precision es
considerado como fortaleza (en inglés "ruggedness") por algunos

investigadores e instituciones.
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La DER%, del sistema para precision repetitiva, no deberia ser mayor del 2%
inyectando cinco veces una solucion estandar, en algunos casos se pueden obtener
valores inferiores al 1% e inclusive menores. Mientras que en muestras complejas
0 en trazas, es factible DER% de 5 a 10%. Segun Transfiguracion et al. (2001) en
HPLC valores normalmente aceptados de DER%, en relacién a los pardmetros area
del pico y tiempo de retencidbn son iguales o menores de 15% y 2%,
respectivamente.

Se recomienda realizar al menos 5 determinaciones para cada
concentracion, con al menos 3 determinaciones simultdneas. Mas precisamente, se
puede calcular un intervalo de confianza para una medicion, lo que muestra que el
valor de la poblacion se encuentra dentro de un rango de niveles de probabilidad.
La distribucion Z se puede usar para calcular intervalos cuando se usan al menos
30 muestras independientes normalmente distribuidas para determinar la precision.
Pero cuando el tamafio de la muestra es inferior a 30, se debe utilizar la distribucion
t-student. (Smith, 1998).

Tabla 3. Precision repetitiva (mismo dia) e intermedia (diferentes dias),

evaluada en avena en hojuelas por HPLC, en la determinaciéon de inositol fosfato

(Mmol/g).

Dia de extraccion y analisis

Corrida 1 2 3 4 5 6 DER%
1 12,70 13,22 12,34 14,74 15,24 13,42 8,16
2 12,82 12,00 12,27 14,84 14,28 13,69

3 12,83 11,69

4 12,41 11,52

5 12,55 11,80

6 12,37 11,76

7 12,69 11,77

8 12,49 11,18

9 12,61 11,22

10 12,63 11,54

DER% 1,25 4,85

Fuente: Carlsson et al. (2001).

Observacion: Las experiencias faltantes no fueron realizadas por los investigadores.
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En la tabla 3, se muestran los resultados obtenidos por Carlsson et al. (2001)
en la determinacion de inositol fosfafo en avena en hojuelas. Se indican los valores
de precision repetitiva consistente de dos muestras inyectadas 10 veces cada una
en dos dias distintos (uno por muestra), los DER% obtenidos fueron de 1,25y
4,85%, por otra parte la precision intermedia (8,16%) se evalu6é en dos muestras

inyectadas por duplicado por seis dias.

En un estudio realizado por Pripis-Nicolau et al. (2001) para la cuantificacion
de 22 aminoécidos en vino y licor para determinar repetibilidad (misma fecha) y
precision intermedia (diferente fecha). Los principales resultados se enumeran en
la Tabla 4. Cabe sefialar que la precision varia ampliamente entre los diferentes
aminod&cidos. Segun estos autores, para una concentracion de 10 ppm, un %DER

superior al 15% es el maximo admisible, y la lisina y la ornitina superan este valor.

Tabla 4. Precision repetitiva (mismo dia) e intermedia (diferentes dias),

evaluada en vino por HPLC en la determinacion de amino acidos (ppm).

Repetitiva Intermedia

Diez determinaciones Tres dias por duplicado
Amino acido DE DER% DE DER%
Triptofano 0,019 2,0 ND ND
Histidina 0,005 3,7 0,009 14,9
Alanina 0,030 4,0 0,114 2,7
Lisina 0,010 19,8 0,009 17,5
Ornitina 0,011 18,5 0,012 18,7
Cisteina 0,006 5,7 0,002 3,7
Tirosina 0,013 8,0 0,017 2,6
Glutamina 0,004 7,0 0,003 18,9

ND: no detectado
Fuente: Adaptado de Pripis-Nicolau et al. (2001).

En la tabla 5, se muestra la precision obtenida en varios trabajos en HPLC
aplicados a alimentos. En general los investigadores para chequear este parametro
realizan un nimero determinado de inyecciones (5-14) y proceden a calcular la DE
y DER%
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Los valores obtenidos usualmente son inferiores a un 5%, sin embargo
también se reportan hasta un 10% de DER%, estos resultados se obtienen en
determinaciones multiples de varios compuestos, en los cuales se puede estar

"sacrificando" precision en la determinacion de un compuesto, por mejorar la de

infantiles

pantoténico

otro.
Tabla 5. Precisién de metodologias por HPLC aplicadas a alimentos.
Referencia Alimento Detector Analito N DS DER%
Bicchi et al. (2001) Pulpa de manzana uv Daminozida 6 7,8 6,7
Chandra et al. (2001) Jugos en polvo Vis Antocianinas 5 0,012 31
deshidratados
Dreassi et al. (2001) Carnicos uv Levamisol 5 NR 2,7-4,0
Esteve et al. (2001) Hongos Fluorescencia Tiamina (T) 6 (T) NR 2,5
Riboflavina (R) (R) NR 2,5
Grande et al. (2001) Alimento para Diodos UV Sulfametazina 6 NR 1,0
animales Trimetoprina
Nymany Cerezas, fresas y Diodos Vis Antocianidinas 14 NR 1,4-2,6
Kumpulainen, (2001) vinos
Rose-Sallin et al. Cereales Fluorescencia Niacina 10 0,05 0,8
(2001) instantaneos
Zeppa et al. (2001) Quesos uv Az(cares, 10 NR 3,6-0,7
indice acidos
refraccion diacetiloy
acetoina
Elmadfa, (2000) Brocoli Fluorescencia Vitamina K 8 NR 7,6
Izquierdo et al. (2000) Bebidas alcohdlicas Fluorescencia Cumarinas 10 0,37 0,3
Mattila et al. (2000) Cebollas, té, limoén, Diodo UV-Vis Flavonoides NR NR 2,9-10,4
naranja, brocoli, etc Electroquimico  (17)
Sotelo y Serrano, Papas UV-Vis Solanina 9 NR 01-04
(2000) Chaconina
Wang et al. (2000) Té verde Diodos Cafeina (CF) 10CFNR 0,3
Fluorescencia Acido gallico AG NR 8,9
(AG)
Woollard et al. (2000) Leche y formulas Diodo UV Acido 12 NR 2,68

N: Nimero de muestras. DE: Desviacion estandar. %DER: Porcentaje de desviacion estandar relativa.

NR: No reporta.

Fuente: Liquida, Validacién De Metodologias De Cromatografia. Postgrado Interfacultades En Ciencia'y

Tecnologia de Alimentos.



La sugerencia para evaluar este pardmetro es aumentar el tamafio de la

muestra para ajustarse mejor a la distribucién normal, y por ende un mejor ajuste.

1.3.6.4 Exactitud

Es conocido como error sistematico o tendencia, y corresponde a la
diferencia entre el valor obtenido (promedio) y valor verdadero. Este parametro
establece las desviaciones del procedimiento analitico "ideal" y estas variaciones
tienen la posibilidad de ser: procedimiento inadecuado, interferencias en la

sustraccion, variacion del analito a lo largo del andlisis.

La exactitud puede evaluarse de dos maneras:

1. Procedimiento absoluto, una vez que se dispone de una muestra que
tiene una porcion de un compuesto, no obstante debido a que es en realidad dificil
contar con una muestra con un valor verdadero, es posible usar otra metodologia
(mas compleja), que sea mas precisa que la que se quiere evaluar y utilizar aquel
costo como el verdadero.

2. Se emplea con mas frecuencia el porcentaje de recuperacion de la
muestra, que se apoya en adicionar a la muestra unas porciones conocidas del
analito, en un rango de interés y proceder a su cuantificacion (Pomeranz y Meloan,
1994b).

Los valores de recuperacion deben ser lo mas cercano al 100%, lo cual
significa que la presencia de errores probablemente es minima o que su sumatoria
(valores negativos y positivos) tiende a cero. No obstante es recurrente hallar
valores entre 80 y hasta 110%, en la situacidn de trazas principalmente se obtienen
recuperaciones entre 60 al 80%. Se propone utlizar un minimo de 5
determinaciones por cada concentracion, en términos generales con un minimo de
3 concentraciones, el promedio debe estar en un 15% del valoranhelado, perouna
vez que hablamos de valores minimos se puede estar en un 20% (Swartz y Krull,
2003).

Este parametro mide principalmente las pérdidas causadas por la alianza del

analito a compuestos contenidos en la matriz de alimentos, que evitan su
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sustraccion y por consiguiente su cuantificacion, por otro lado ademas se expresan
efectos de diferencias de solubilidad de un compuesto a diferentes concentraciones
0 por la existencia de otros elementos (interferencia) en la matriz (Fabre y Altria,
2001). La precision se puede ver seriamente afectada una vez que una
interferencia, esta en niveles cambiantes en muestras diferentes, con lo que un
procedimiento se disefia y valida para ciertas condiciones, que luego no
precisamente cumple para cada una de las muestras (Pomeranz y Meloan, 1994b).

En la tabla 6 se muestran los documentos de validacion donde se utiliza el
segundo método con fines de comparacion para tener mas confianza de que los
resultados obtenidos con el método propuesto son correctos. Para efectos de
comparacion es preferible utilizar el método formal, sin embargo se puede notar que
en la bibliografia este procedimiento no es tan frecuente entre los investigadores

debido a que hay poca informacion al respecto.

Tabla 6. Comparacion de resultados por HPLC con otras metodologias.

Referencia Alimento Detector Analito Método de
comparacion

Carlsson et al. Cereales uv Inositol fosfato HPLC

(2001)

Esteve et al. Hongos Fluorescencia Tiamina (T) AOAC

(2001) Riboflavina (R) Fluorometria

Rose-Sallin et al. Cereales Fluorescencia Niacina Microbioldgico

(2001) instantaneos

Izquierdo et al. Bebidas Fluorescencia Cumarinas Fluorometria

(2000) alcohdlicas

Woollard et al. Lechey Diodos UV Acido pantoténico Microbiol6gico

(2000) formulas Cromatografia

infantiles de gases

Fuente: Liquida, Validacién De Metodologias De Cromatografia. Postgrado Interfacultades En Ciencia y
Tecnologia de Alimentos.

Para obtener el porcentaje de recuperacion, use al menos 3 concentraciones

de analito por triplicado que pueden ser 50-150%, 80-120% y 60-140% del valor

esperado). El porcentaje de recuperacion se compara con el 100% (valor agregado)

para determinar si existe una diferencia significativa.
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Breithaupt (2001) indica que el rango de alimentacién aceptable segun las
recomendaciones de la AOAC es del 80 al 110 % para el nivel de 1 ppm.

Principalmente bajos porcentajes de recuperacion pueden ser ocasionados
por una inadecuada preparacion de la muestra, sistema de sustraccion,

interferencias o colaboraciones con la matriz (Lesnik et al. 2000).

Tabla 7. Exactitud de metodologias por HPLC, aplicadas a alimentos.

Referencia Alimento Detector Analito N % recuperacion
Bicchi et al. Pulpa de uv Daminozida 6 71-90
(2001) manzana
Breithaupt, Jugos de frutas diodos UV Acido félico 3 jugo 97 néctar 79
(2001) (284 nm)
Chandra et al. Jugos en polvo Vis Antocianinas 2 102
(2001) deshidratados
Dreassi et al. Carnicos uv Levamisol 5 99 - 106
(2001)
Esteve et al. Hongos Fluorescencia Tiamina (T) 2 (M 91 (R) 96
(2001) Riboflavina (R)
Nymany Cerezas, fresasy  Diodos Vis Antocianidinas 2al4 79 -103
Kumpulainen, vinos excepto malvidina 59-67
(2001)
Rose-Sallin et Cereales Fluorescencia Niacina 13 89- 110
al. (2001) instantaneos
Zeppa et al. Quesos uv Azlcares, 3 >89 excepto lactosay
(2001) indice acidos acido orético con 80
refraccion diacetiloy
acetoina
Elmadfa, Brécoli Fluorescencia Vitamina K 8 97
(2000)
Izquierdo et al.  Bebidas Fluorescencia Cumarinas 9 87-95
(2000) alcohdlicas
Mattila et al. Cebollas, té, Diodos UV-Vis Flavonoides NR 70 - 124
(2000) limon, naranja, Electroquimico a7)
broécoli, etc
Sotelo y Papas UV-Vis Solanina 3 99
Serrano,(2000) 200 nm Chaconina
Woollard etal.  Lechey Diodo UV Acido 4 98
(2000) formulas pantoténico
infantiles

N: NUumero de muestras., NR: no reporta.
Fuente: Liquida, Validacion De Metodologias De Cromatografia. Postgrado Interfacultades En Ciencia
y Tecnologia de Alimentos.
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En la tabla 7, se presentan trabajos en los cuales se han definido el
porcentaje de recuperacion de diferentes analitos en muestras de alimentos. El
namero de ensayos para evaluar este parametro es bastante variable debido a que
van a partir de 2 hasta 14 muestras, esto dependera primordialmente del nivel de
complejidad o trabajo para hacer este ensayo. La mas grande parte no reporta un

analisis sobre el porcentaje de recuperacion a diversos niveles.

1.3.6.5 Limites de deteccion y cuantificacion.

Al validar un método, es importante saber cuél es la cantidad minima de
analito que probablemente provoque una reaccion en el instrumento. Los
principales parametros segun Quattrocchi et al. (1992) con respecto a este
concepto son:

Limite de deteccion (LD): representa la cantidad mas pequefia de analito que
puede producir una sefial en el instrumento pero que no puede cuantificarse. En
este caso, el cromatograma mostrO una desviacion del comportamiento de
referencia, sin embargo el equipo no procede a su integracion de una manera clara.
Esta puede ser la concentracion de la sustancia inyectada a veces integrada ya
veces no. Con lo cual el equipo detecta una alteracién pero no tiene la capacidad

para dar una respuesta proporcional.

Limite de cuantificacion (QL): corresponde a la cantidad mas pequefia de un
analito que produce una sefial que puede cuantificarse con exactitud y precision

razonables en las condiciones de prueba.

LC y LD a menudo estan relacionados en términos de sensibilidad, el ultimo
mas relacionado con la variacion en respuesta a los cambios en la concentracion
del analito, correspondiente a la pendiente de la curva de linealidad (Krull y Swartz),
1998).

LC y LD se evaltan principalmente para el andlisis de impurezas, trazas,
productos de degradacion o cuando el nivel del analito esta cerca del limite de
deteccion. Sin embargo, vale la pena saber a qué nivel pueden responder los

equipos y métodos.
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La importancia de estos dos pardmetros en la validacion radica en que; es

factible que al evaluar un analito no se detecte su presencia en un alimento.

Se emplean varias aproximaciones sencillas para LD y LC, las mas utilizadas
son:

1. Se recomiendan aproximadamente 20 inyecciones para estimar la relacion
sefal/ruido (S/R) que se puede obtener del reactivo o del blanco. Un S/R 3 es
generalmente estadisticamente aceptable para LD y para LC un S/R de 10. En
ausencia de sefial y linea de base recta, sin dudarlo, se puede obtener ruido de
fondo para obtener LD y LC técnicos, también calculados a partir de 3 'y 10 veces
esta senal (IUPAC, 1997).

2. Se pueden realizar inyecciones multiples de este estandar diluido. LD
se considera el nivel cuando el grupo puede buscar un area de integracion, pero no
siempre (alrededor del 50-50%). Para LC se puede tener en cuenta la concentracion
inyectada, para LD se multiplica por un factor de 2-3, se inyecta y si se obtiene un
pico pequeiio pero estable en la region del tiempo de retencion, este valor se puede
tomar como LC. Krull y Swartz (1998) sefalan que estos métodos no son muy
confiables porque al realizar cromatogramas de analitos en soluciones muy diluidas,
la integracion superficial suele causar problemas, picos y picos mal registrados. En
algunos casos, la linea de base no siempre es consistente y, a menudo, hay picos
ocasionales en los que el analista puede ser responsable de decidir qué se debe y
no se debe tener en cuenta. Estos autores sefialan la posibilidad de utilizar un
método alternativo sin herramientas, a saber, visual, como TLC o titulaciéon para
confirmar LD y LC. Los detectores UV-Vis, ya que pierden sensibilidad por la
descarga de la lampara durante su uso, la LD y LC determinada con ellos puede
ser diferente, incluso se ha demostrado que dependiendo de la vivienda
comercialmente puede haber hasta tres veces la diferencia en el célculo de estos
parametros (CDER, 1994).

En HPLC, LD y LC suelen ser bajos y se pueden mejorar utilizando un
volumen de inyeccidon mayor o, si es posible, aumentando el volumen de células
detectables. Krull y Swartz, (1998) y Lesnik et al. (2000) sefialan que laLD yla LC

pueden verse afectadas por el rendimiento de la matriz y la columna de la muestra,
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por lo que las técnicas aplicables a una muestra en particular no deben extrapolarse

a otra muestra o entre diferentes columnas.

TABLA 8. Limite de deteccién (LD) y limite de cuantificacion (LC) de

metodologias por HPLC aplicadas a alimentos.

Referencia Alimento Detector Analito LDppm Determinacion
LC ppm
Bicchi et al. (2001) Pulpa de uv Daminozida 0,100 Dilucién
manzana 0,150
Breithaupt, (2001) Jugos de Diodos UV Acido fdlico 0,04 Linealidad
frutas 0,06
Esteve et al. (2001) Hongos Fluorescencia Tiamina 0,0013 Refiere a un
Riboflavina 0,0086 método
Grande et al. (2001) Alimento para Diodos UV Sulfametazina NR Refiere a un
animales Trimetoprina 0,3-0,4 método
Kim-Kang et al. Atun Fluorescencia Emamectina 0,050 Dilucién
(2001) 0,800
Nyman y Cerezas, Diodos Vis Antocianidinas 0,32-0,85 SR
fresas y vinos NR

Kumpulainen, (2001)

Pripis-Nicolau et al. Vinosy Fluorescencia 22 amino LD: 0,002 a 0,125 S/IR
(2001) mostos acidos (AA) LC: 0,007 a 0,416 (*)
Rose-Sallin et al. Cereales Fluorescencia Niacina 0,1 S/IR
(2001) instantaneos 1,0
Zeppa et al. (2001) Quesos uv Azlcares, 0,22-119,00 S/IR
indice acidos NR
refraccion diacetiloy
acetoina
Mattila et al. (2000) Cebollas, té, Diodo UV-Vis Flavonoides Diodos 0,08-0,25 S/IR
limén, naranja,  Electroquimico a7 NR
brécoli, etc (EQ) EQ 0,004-0,040
NR
Woollard et al. Lechey Diodo UV Acido 3 Dilucién
(2000) formulas pantoténico NR
infantiles

(*) Los valores indicados corresponden a todos los amino &cidos excepto lisina y ornitina que
registraron valores mas altos de LD y LC de 2,1y 7,1 ppm (lisina) y 1,9 y 6,3 ppm (ornitina).

Determinacion: Dilucion: corresponde a diluciones de estdndares o muestras., S/R: Método de
Sefal/Ruido., Linealidad: Mediante Gréficas y extrapolacion., Refiere a un Método: Remite a una
referencia y no explica el procedimiento., NR: No reporta.
Fuente: Liquida, Validacion De Metodologias De Cromatografia. Postgrado Interfacultades En Ciencia
y Tecnologia de Alimentos.
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La mayor parte de los trabajos se basan en la determinacion de estos
parametros en el proceso de estimacion del ruido de fondo y considera una relacion
S/R de 3 para LD y una relacion S/R de 10 para LC. Obviamente, existe una gran
variacién en los resultados, principalmente debido a las caracteristicas de absorcién
de luz UV-visible de cada compuesto, ya que la absorbancia puede variar en varios
ordenes de magnitud segun la sustancia. La sensibilidad del detector, la vida atil de
la lampara y el tipo de detector también tienen una gran influencia en estas

actuaciones.

Segun Quattrocchi et al. (1992), el método debe resistir algunos cambios
posibles (pH, longitud de onda, porcentaje de fase mdvil, etc.), pero no
necesariamente todos, asi por ejemplo una variacion de pH en un buffer puede
producir cambios drasticos en la separacion. En este caso es posible evaluar el
rango de pH donde la fase movil no muestra una diferencia significativa en el

analisis, lo que da mayor confianza en la variable pH.

1.3.6.6 Robustez

Aunque se seleccionen las mejores condiciones operacionales para un
procedimiento analitico, es probable gracias a las diversas cambiantes
relacionadas que se logren obtener resultados diversos entre laboratorios. Para
evaluar estas variabilidades se proviene a establecer la robustez, la cual posibilita
cuantificar el nivel de confiabilidad del procedimiento frente a cambios de variables
usuales. Estas tienen la posibilidad de ser diferentes analistas, columnas, equipos,

temperatura del controlador, flujo, pH, fases moviles etc (USP, 2002).

Segun Quattrocchi et al. (1992) el procedimiento deberia ser robusto en
ciertos rangos de probables cambios (pH, longitud de onda, porcentaje de fase
movil etc), pero no precisamente deberia serlo ante todos, de esta forma
ejemplificando una alteracion de pH en un buffer puede ocasionar cambios
drasticos en la separacion. En esta situacion se puede evaluar el rango de pH, en
el que la etapa mévil, no crea diferencias significativas en el resultado del estudio,

con lo que se recibe una mas grande confianza para la variable pH.
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Fabre y Altria, (2001) sefialan que en la evaluacion de la robustez, se utilizan
principalmente disefios factoriales, como los de Plackett y Burman, que permiten
detectar los componentes criticos que tiene mayor peso o predominacion sobre el
procedimiento. Puede que se determine que ciertos componentes poseen cierta
influencia, no obstante si esta es aceptable dentro del criterio de la metodologia, se
puede tener en cuenta el procedimiento como lo suficientemente robusto. Por otra
parte, si cualquier componente tiene una influencia significativa, se puede ocupar
para determinar mejor este impacto, la metodologia de respuesta de area, de forma
de pronosticar la alteracion de la respuesta dentro del intervalo que se desee. En
HPLC la decision de la robustez principalmente involucra un enorme trabajo
instrumental, se tienen que elegir las variables que se aspiran tener en cuenta, de

forma de no crear un disefio experimental demasiado laborioso.

En la revision bibliografica no se observo que la robustez fuera realizada en
los procesos de validacion, el trabajo mas completo es el realizado por Romero et
al. (2002) y por lo tanto se procedieron a realizar un analisis y descripcion del
mismo, ya que este puede ser considerado como un guia para futuras experiencias.
Estos autores sefialan que la robustez de un método analitico puede ser realizada

en las siguientes fases:

1.- Identificacion de los factores a evaluar.

2.- Seleccion del nivel de los factores y numero.

3.- Seleccion del disefio experimental

4.- Realizacion de los experimentos y medicion de la respuesta del analito
5.- Célculo del efecto de las variables

6.- Analisis e interpretacion de resultados

El disefio experimental para robustez, se muestra en la tabla 9, incluye un
estudio por triplicado del valor central y la ejecucioén en forma aleatoria de las
experiencias. Como respuestas definieron altura y area del pico para feniletilamina,
espermina y espermidina. En lo que es para tiramina, las respuestas fueron tiempo
de retencion y tiempo de retencion ajustado, por otra lado para; histamina y

cadaverina ha sido el componente de resolucidn entre los picos de las dos aminas.
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Se puede observar como estos autores emplean diversas variables dependientes

para establecer la robustez.

Tabla 9. Disefio experimental para la determinacion de robustez.

Factor

Experiencia Gradiente Temperatura Buffer pH Longitud % %
columna concentracion buffer deonda trietlamina dimetilformamida
1 +1 +1 +1 +1 + +1 +1
1
2 +1 +1 -1 -1 + -1 -1
1
3 +1 -1 +1 +1 -1 -1 -1
4 +1 -1 -1 -1 -1 +1 +1
5 -1 +1 -1 -1 -1 +1 -1
6 -1 +1 +1 +1 -1 -1 +1
7 -1 -1 -1 -1 + -1 +1
1
8 -1 -1 +1 +1 + +1 -1
1
9 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0 0

Fuente: Romero et al. (2002).

1.3.6.7 Fortaleza

La fortaleza establece que inconvenientes tienen la posibilidad de surgir en
un procedimiento una vez que se cambian reactivos, columnas, artefactos o
laboratorios, por consiguiente el proceso de validacion se puede tener en cuenta en
2 niveles, en primera instancia se proviene a un analisis en un laboratorio, en caso
de que el procedimiento cubra las expectativas que se esperan, se nace en
segundo sitio a un trabajo de validacion en otros laboratorios, de preferencia un
minimo de 3, de forma que se demuestre que cualquier analista o laboratorio, tiene
la funcién de reproducir resultados confiables. En este paso el propdsito primordial
se basa en decidir si se obtienen los mismos resultados en un grado de confianza,
utilizando operarios diversos e incluso insumos, conjuntos e instrumentales
diferentes (Lesnik et al. 2000).

La aplicacion de fortaleza podria ser elaborada, primordialmente por
instituciones como la AOAC, Administracion de Alimentos y Medicamentos y
universidades que disponen de una red de laboratorios que tienen la posibilidad de

prestar servicios de participacion. Los procedimientos por HPLC integrados en la
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AOAC (1997ab) fueron validados en su tiempo o durante su respectivo uso o
ademés por medio de un andlisis entre laboratorios, segun directrices sefialadas

antes.

1.3.6.8 Aseguramiento del sistema

Un procedimiento podria ser validado por un laboratorio, no obstante como
consecuencia de un mal disefio del proceso de validacién, una vez que es
transferido a otro laboratorio o un organismo que certifique su aplicabilidad tiene la
posibilidad de surgir objeciones. Krull y Swartz, (2000) sefalan las principales
causas de errores encontrados por el FDA (Food Drug Administration), en la
validacion de métodos:

- No se sugiere la capacidad del sistema de HPLC en alusion a
componente de cola o asimetria, platos teoricos, eficiencia de la columna,
etc.

- Se observan picos de impurezas que no son identificados.

- No se especifica el proceso de dilucion de las muestras.

- Las concentraciones de los buffers en la preparacién de estandares y
muestras son cambiadas y no se aclara el motivo.

- Inadecuada preparacion previa del estandar (por ejemplo mal secado).

- Separaciones incompletas del pico de interés de otros picos.

- Limites de deteccidn y cuantificacion mal determinados.

- Fallas en la metodologia de sustraccidn que originan presencia de
turbidez, division de etapas en el extracto final.

- Fallas del proceso de limpieza de la muestra.

- Empleo de pocas muestras para la determinacion de desviaciéon estandar
relativa.

- Inestabilidad de las muestras en funcionalidad del tiempo, en especial en
grupos automaticos.

- Baja recuperacién del analito.

- Falta de explicacion en la preparacion de las muestras, estandares, etc.

Cada vez que se va a utilizar un equipo para una decision, se deberia tener

certeza de que esté en 6ptimas condiciones. Para este fin se deberia llevar a cabo
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un programa de verificacidén del funcionamiento del equipo, que puede consistir en
la inyeccion de una sustancia, para evaluar su contestacion a fronteras como: area

del pico, tiempo de retencion, platos tedricos de la columna, simetria del pico etc.

Dichos resultados son determinados periddicamente y registrados en
gréficas de control, en las cuales se establecen parametros, una vez que dichos
son excedidos se toman las respectivas actividades correctivas, como cambio de
columna, ldmpara etcétera. Todos dichos procesos tienen que permanecer

registrados y almacenados (FDA, 1987; Krull y Swartz, 1999).

1.3.7 Aplicaciones

Antecedentes:
Entre las aplicaciones de esta técnica, la mas importante es la diversidad de

sus aplicaciones tantos a compuestos organicos como inorganicos.

1.3.7.1 Aplicaciones del método de HPLC en la deteccion por contaminantes

El estudio de Francia Reyes, A (2021), evalué la determinaciéon de
concentarciones de ocratoxina A (OTA) en cuatro muestras de paprika seca a
granel procedente del mercado mayorista de Lima-Perd. La OTA se extrajo con
metanol: bicarbonato de sodio al 3%, se purificé en una columna de inmunoafinidad
y luego se cuantifico por cromatografia liquida de alto resolucion (HPLC). El autor
concluye que todas las muestras analizadas contenian OTA y que el 25% de las
muestras excedieron el limite maximo aceptable de especificacion de OTA segun

el Codex Alimentarius.

Segun Milla Flores, F.; Castro Luna, A. (2020), evaluaron el nivel
contaminante de la ocratoxina A (OTA) en Coffea arabica L. “café”, de tipo tostado,
la recoleccion de muestras de café tostado se realizd en la zona cafetalera de
Chanchamayo, departamento de Junin-Perd, purificado mediante columnas de
inmunoafinidad y cuantificado por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).
El estudio remarca la importancia de la trazabilidad en un producto de consumo

frecuente a nivel nacional e internacional con la finalidad de garantizar su inocuidad.
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Flores Santos, J.; Coérdova Morales, | (2018) determinaron niveles de
acrilamina en productos mas distribuidos como hojuelas de papas fritas
comercializadas en Lima Metropolitana en el afio 2018 y los comparé con valores
de referencia, como lo establecido por la Union Europea (750 pg/kg), para sugerir
estrategias de reducciéon de acrilamida. Los autores evaluaron 16 marcas de
hojuelas de papas fritas provenientes de 9 fabricantes la cual fueron analizadas por
cromatografia HPLC con columna HILIC, usando el método QUECHERS para
extraccion y purificacién con una tasa de recuperacion de 77,9%. Los resultados
fueron que, de 12 de las 16 marcas, mostraron niveles promedio de acrilamida entre
868y 2591 ug/kg; 2 de los 9 productores (fabricante de marcas M3, M6, M11y M12)
presentaron los niveles mas bajos de acrilamida, con un promedio de 386 y 540
pg/kg. Las muestras M1 y M8, con una distribucion y una ingesta mas probable,
mostraron niveles de acrilamida >1033 pg/kg. El estudio encontré un contenido
promedio de acrilamida de 1234,18 pug/kg y que el 75 % de las marcas de hojuela
de papas fritas comercializadas supero los valores de referencia de 750 pg/kg.

1.3.7.2 Aplicaciones del método de HPLC en la deteccion de aminoacidos y
antioxidantes

Ccaccya Ana (2020), determiné compuestos bioactivos y actividad
antioxidante del maiz morado Zea Mays L. procedente de tres regiones del Peru.
Los resultados obtenidos por HPLC para la cuantificacion de la cianidina-3-
glucésido mostraron que los perfiles cromatograficos del extracto acuoso e
hidroalcoholico de las tres muestras son parecidos, variando sélo en la proporcion
de cada antocianina. El autor concluyo los resultados comparando con los estudios
de Pedreschi y Cisneros (2007), la cianidina-3-glucésido representa el principal tipo
de antocianina presente en el extracto comercial de maiz morado obtenido de Lima,
seguido por la cianidina-3-glucésido acilada. El autor comparé con Cuevas et al.,
(2008) en la que investigd sobre la caracterizacién de las antocianinas en granos
de diferentes variedades de maiz boliviano, donde identificaron a la cianidina-3-
glucésido y cianidina-3- (6"- malonilglucésido) como las mayoritarias, lo que

concordaria con los resultados obtenidos en la presente investigacion.

Jimenez D.; Llerena T.; Salva B. (2019), determinaron aminoacidos de la

proteina previamente oxidada, incluida tirosina en una conserva de carne de trucha
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arco iris (Oncorhynchus mykiss) mecanicamente recuperada, mediante el método
HPLC. El analisis revelo 9 aminoacidos esenciales, entre
ellos:lisina>leucina>valina>treonina>fenilalanina>isoleucina>metionina>histidina>t
riptéfano en orden decreciente de abundancia. Por lo que concluyeron que el
producto elaborado es una buena fuente de nutrientes en proteinas.

1.3.7.3 Aplicaciones del método de HPLC en la deteccién de aditivos

Mena Roberto (2019), determind colorantes alimentarios sintéticos en
alimentos mediante el método de HPLC/MS de tiempo de vuelo mediante ionizacion
por electrospray. La investigacion se centrd en aquellos cual uso es controvertido o
estan prohibidos, como son Amarillo de quinoleina (monosulfénico y disulfonico),
Amarillo Anaranjado, Tartracina, Carmoisina, Acido Carminico, Rojo Allura AC, Azul
Brillante FCF y Sudan (I-1V). Dependiendo del estado de agregacion de la muestra
emplearon diferentes tratamientos de muestra incluyendo desgasificado, disolucion
y extraccion en fase solida, esta ultima como etapa de purificacion.

El método incluyo un total de 12 colorantes sintéticos y fue aplicado a un total de
20 muestras incluyendo golosinas liquidas y semisdlidas, bebidas gaseosas y

gelatinas.
1.3.7.4 Aplicaciones del método de HPLC en conservas de pescado

Chele Mera, B.; Tomald Tomala, A. (2018), evaluaron niveles de
concentracion de histamina en productos pesqueros comercializados en los
mercados de Guayaquil, en la cual realizaron un muestreo aleatorio representativo
en 2 mercados. La concentracion de histamina se definié mediante cromatografia
liquida con deteccion ultravioleta. De las 72 muestras analizadas; 9 de ellas,
provenientes de 2 especies, superaron el limite maximo permitido segun el Codex
Alimentarius (100 mg/Kg) y segun la Administracion de Alimentos y Medicamentos

(FDA) (200 mg/Kg) con un valor promedio de 217 ppm.
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1.3.7.5 Aplicaciones del método de HPLC en verduras

Garcia Galarza., (2018), determiné el andlisis de la relacion existente entre
la presencia de residuos de plaguicidas en hortalizas cultivadas en la parroquia San
Joaquin, con la inactividad de la vitamina A, mediante andlisis HPLC de la

concentracion de provitamina A.

Fernandez |., Garcia Eva Maria., Fuentes Ana., (2014), llevé a cabo la
determinacién de nitrato y nitrito en lechuga por HPLC, estableciendo condiciones
cromatograficas para la identificacion y cuantificaciéon de los citados analitos.

1.3.7.6 Aplicaciones del método de HPLC en validacién de métodos en
diferentes productos

Ruiz Hidalgo J. (2021), realizaron avances analiticos para la mejora de la
informacion sobre seguridad en aceites vegetales y otros productos alimentarios
vegetales de alto contenido graso. Se baso fundamentalmente para optimizar
condiciones de extraccion, cromatograficas y espectrométricas para la
determinacién de diferentes contaminantes y residuos en aceites vegetales y
matrices relacionadas. Estos fueron validados para verificar su robustez,
sensibilidad y fiabilidad. En la cual, se aplicaron a un amplio nimero de muestras
aceites, frutos secos y alimentos procesados para comprobar su aplicabilidad y
aportar informacion relevante sobre la presencia de estos compuestos en las

muestras analizadas.

Guerra Huaman, K.; Rodriguez Rios, Y. (2020), realizaron validacion de un
método analitico para cuantificar curcuminoides en palillo comercial por HPLC. En
este estudio determinaron el LD que como resultado para bisdetoxicurcumina fue
1,032, detoxicurcumina 1,034 y curcumina 1,017 pg/mL lo que indica que el analito
puede ser detectado y el LC en el mismo orden de curcuminoides resulté 1,109;
1,114 y 1,057 ug/mL; demostrando que a esa concentracion el analito puede ser
valorado, el porcentaje de recuperacion fue entre 98 - 102 % y el Test de
recuperacion media para p = 0,05; y n — 1 grados de libertad dio un t experimental
gue indica que no existe diferencia significativa entre el porcentaje de recuperacion
hallado y el teérico; afirmando que el método analitico propuesto es exacto. Para la
precision se demostré que hay repetibilidad y precisiéon intermedia en su mayoria
de las mediciones excepto para la bisdetoxicurcumina que el RSD < 2,0 bajo las
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condiciones experimentales establecidas. En conclusion, los resultados del HLPC
demostraron la validacién del procedimiento analitico planteado por su linealidad,

exactitud y precision.

Paredes Escobar, M. (2017), se realiz6 la validacion de un procedimiento
para la decision de vitamina C en alimentos por cromatografia liquida de alta
resolucién - HPLC encontrando un limite de repetibilidad y reproducibilidad con

valores de 2,16 mg/100g y 2,61 mg/100g de &cido ascorbico respectivamente.

Alcantara Durén J. (2015), investig6 un procedimiento por HPLC-MS para la
decisiébn de 6 vitaminas hidrosolubles del conjunto B, en cuatro suplementos
alimenticios diferentes, a modo de zumos de frutas y grageas; estas son: Bl
(tiamina), B2 (riboflavina), B3 (nicotinamida), B5 (acido pantoténico), B6 (piridoxina)
y B7 (biotina).

Fuentes et al. (2015), establecieron parametros para identificar y cuantificar
simultaneamente los dos aditivos mas comunes que inhiben el crecimiento
microbiano en los alimentos mediante HPLC utilizando sorbato de potasio y

benzoato de sodio.

En el estudio de Lépez Montoya J. (2012), analizO muestras de harina de
trigo, masa panaria y un producto realizado en los que fueron cuantificados en
vitaminas B1, B2, B3 y medicion de grado acido folico por medio de cromatografia

liquida de alta presion.

Correa N., Mosquera M. (2012), analizaron muestras comerciales de jugos,
mermelada, galletas, pan y mayonesa por medio de cromatografia liquida de alta
eficiencia (CLAE) por el procedimiento del estandar externo, en las cuales se
concluyeron concentraciones de los acidos ascoérbico y citrico entre 0,0100-
0,395g/L y 0,1000-3,098g/L, respectivamente. Ademdas, se evaluaron los
antioxidantes butil- hidroxitolueno (BHT) y vitamina E muestras de leche, aceite,
margarina, galletas y tostadas, en las cuales se encontraron en una concentracion
entre 0,0180-0,0778g/L y 0,00820-0,0125¢/L.
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CAPITULO Il: CONCLUSIONES

La técnica de analisis por HPLC que, esta en constante evolucion en
tecnologia de la instrumentacion y en el campo de los alimentos es una de
las ramas con mas grande aplicacién en un futuro; la cual nos posibilita el

correcto desarrollo de una division y analisis.

La aplicacion en la produccion y control de calidad de los alimentos posibilita
examinar una amplia gama de analitos con enorme precision y exactitud,
informan sobre los diferentes tipos de nutrientes saludables, contaminantes
gue pueden contener dichos productos o alimentos, asimismo, velar la

seguridad alimentaria de los consumidores.

39



CAPITULO lll: RECOMENDACIONES

Se debe utilizar las metodologias en las cuales se emplea HPLC propuestas
en la AOAC, ya que fueron validadas. Al aplicarse por primera vez, es

aconsejable hacer por lo menos una minima revalidacion.
De acuerdo a los estudios de la revision bibliografica se deben tomar medidas,

tener mayor fiscalizacion continuo y estandarizar condiciones de fabricacion

de dichos productos.
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