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RESUMEN

El acido fitico es un acido organico presente en granos de cereales, leguminosos,
oleaginosos y algunos tubérculos. La preocupacion por su presencia en los alimentos,
principalmente los consumidos por la poblacion infantil, se debe a la evidencia de que
disminuye la biodisponibilidad de minerales esenciales mediante la interaccion con
cationes multivalentes y/o proteinas para formar complejos que pueden ser insolubles o

no disponibles en condiciones fisioldgicas.

Por consiguiente, se han empleado diversos métodos analiticos que permiten la
cuantificacion del acido fitico en los alimentos, entre los que se destaca la técnica
HPLC-RI. Muchos investigadores han reportados bajos porcentajes de recuperacion por
esta técnica que pueden estar asociados al alto contenido de minerales en muestras

procesadas o a problemas asociados al tratamiento de las mismas.

Con el propésito de mejorar los resultados obtenidos en la metodologia de andlisis se
realiz6 un estudio multivariado en cereales infantiles disponibles en el mercado
venezolano. Los factores de observacion fueron la concentracién y el tipo de acido
empleado para la extraccion, asi como el tiempo y tipo de sistema de extraccion del

analito.

Se determind que el alto contenido de metales y el tratamiento de muestra influyen en
la cuantificacion del &cido fitico. El acido tricloroacético generé bajos porcentajes de
recuperacion para cereales infantiles (<48%) y valores superiores al 100% para el

cereal de trigo no procesado, lo que sugiere que se alcanzo la optimizacion del método



para este cereal con el uso de este 4cido y que el efecto de los metales es importante.
Con el acido clorhidrico se obtuvieron resultados superiores, pero los porcentajes
siguieron siendo bajos (<62%) para los cereales infantiles a base de trigo y para el
cereal de trigo no procesado; mientras que para el cereal infantil a base de arroz se

contempld una mejoria con un porcentaje de (77 — 83)%.
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1. INTRODUCCION.

La ingesta adecuada de micronutrientes como el hierro, zinc y calcio son importantes
para garantizar salud, crecimiento y desarrollo Optimo de los lactantes y nifios
pequeiiostl. En virtud de sus caracteristicas nutricionales, alta disponibilidad relativa y
tradiciones alimentarias, los cereales conforman un grupo basico de alimentos en la

dieta de la poblacion latinoamericanal?.

Los cereales, incorporados como harinas, suelen ser los primeros alimentos sélidos que
se dan a los nifios para complementar la leche materna y férmula infantil, coincidiendo
con un periodo de rapido crecimiento y desarrollo, cuando una dieta adecuada es
fundamental para satisfacer las necesidades de nutrientes del nifio3l.

Debido a los numerosos beneficios para la salud de la fibra dietética, el consumo de
salvado de varios granos de cereales esta aumentando. El &cido fitico se asocia con el
salvado, algunos salvados pueden contener mas de 5% de &cido fitico. Como
consecuencia, un mayor consumo de acido fitico es el resultado del aumento en el
consumo de alimentos ricos en fibra. Si el consumidor esta ingiriendo una dieta
marginal en minerales esenciales, el acido fitico puede llevar a una deficiencia

nutricional®!.

El acido fitico tiene la fuerte capacidad de quelar iones metalicos multivalentes,
especialmente zinc, calcio y hierro. La unién puede dar lugar a sales muy insolubles
gue son pobremente absorbidos desde el tracto gastrointestinal, lo que se traduce en

una escasa biodisponibilidad de mineralesl®l. La importancia de la combinacién correcta



de alimentos para proporcionar cantidades suficientes de todos los nutrientes
esenciales para el organismo debe hacerse hincapié, particularmente en los grupos de
poblacién donde el impacto de una alta concentracion de fitato puede ser mas grave.
Este es el caso de los nifios, adolescentes, mujeres embarazadas y adultos mayores,

donde la absorcién de minerales es especialmente importantel€l,

Debido a la accion antinutricional del &cido fitico es necesario contar con métodos de
analisis que permitan la cuantificacion del mismo y proporcionen resultados confiables,
ya que el efecto negativo que tiene sobre la disponibilidad de minerales es de gran

relevancia principalmente en la poblacién infantil.

El contenido de &cido fitico puede variar dependiendo del tipo de cereal. La mayoria de
los alimentos para infantes estan hechos a base de trigo, arroz y/o maiz; siendo el trigo
quien posee una mayor cantidad de acido fitico, el cual se encuentra al igual que en el
arroz en la capa del pericarpio. En cuanto al maiz posee un menor contenido de acido

fitico, y se encuentra a diferencia de muchos cereales en el germen.

Este trabajo propone la optimizacion del método de analisis para la cuantificacion del
acido fitico en cereales infantiles a base de trigo que se encuentran disponibles en el
mercado venezolano, siendo las variables de este estudio el uso de diferentes tipos de
acidos, concentraciones y métodos de extraccion utilizando como técnica de analisis
HPLC-RI.



1.1 ACIDO FIiTICO.

1.1.1 GENERALIDADES

El acido fitico se encuentra ampliamente distribuido en los alimentos de consumo
habitual, particularmente en los vegetales. Se encuentra en altas concentraciones en
las semillas de cereales, leguminosas y oleaginosas, y en menores cantidades en los
tubérculos y los productos de la huerta. En general, su presencia no implica la
existencia de problemas de toxicidad aguda. Sin embargo, como interfiere con la
funcién de los nutrientes esenciales, el acido fitico puede ser considerado una sustancia

natural antinutrientel”.

El &cido fitico es un anillo inositol substituido con seis grupos fosfato (Figura 1) cuyo

nombre quimico es myo-inositol 1,2,3,4,5,6-hexaquis (dihidrogeno fosfato) (IP6).

Figura 1. Estructura quimica del acido fitico



1.1.2 PROPIEDADES

El acido fitico se hidroliza, enzimaticamente por fitasas, o quimicamente hacia sus
inositoles fosfatos menores, tales como el inositol pentafosfato (IP5), inositol tetrafosfato
(IP4), inositol trifosfato (IP3) y posiblemente el inositol difosfato (IP2) y monofosfato
durante el almacenamiento, la fermentacion, la germinacion, el procesamiento de
alimentos o en la digestidon en el intestino humano. Sélo el IP6 y el IP5 tienen un efecto
negativo en la biodisponibilidad de los minerales, los otros productos hidroliticos
formados tienen una pobre capacidad de unirse a los minerales o los complejos

formados son mas solubles.

En esta forma el fésforo permanece no disponible para el hombre y animales
monogastricos, debido a que éstos no estan provistos de suficiente actividad de
fosfatasas endogenas (fitasas) que sean capaces de liberar el grupo fosfato de la

estructura del fitatol®l.

Los grupos acidos presentes en su molécula facilitan la formacién de sales de zinc,
hierro, calcio, magnesio, cobalto y manganeso, las cuales presentan baja solubilidad en
las condiciones de pH intestinal, lo que compromete la biodisponibilidad de estos
minerales, asi como la del fosforo presente en el quelato o fitato. Adicionalmente, se ha
comprobado que el acido fitico también genera una disminucién en la digestabilidad de

lipidos, almidén y proteinas!?l.

La solubilidad de las sales formadas por el acido fitico varia en funcién del pH, debido a

los grupos fosfatos y su capacidad de formar los complejos metalicos. La interaccion del



acido fitico con las proteinas es dependiente del pH, mientras que con los cationes la
interaccion es debida exclusivamente a sus numerosos grupos fosfato: éstos pueden
unirse bien a un sélo grupo fosfato, a dos grupos fosfato de una misma molécula o a
grupos fosfato de distintas moléculas del acido fitico (Figura 2). En la semilla el acido
fitico se encuentra como una mezcla de sales con varios cationes como K, Mg, Ca, Mn,
Zn y Fe; el término fitina se emplea para definir la mezcla de sales de Ca y Mg del acido

fiticot®l.

+Ca+
(l)H (l)H 0]
1]
O:I|3—O' -o_l =0 /+Ca+—'o—c—CH2— Proteina
0 o o

Figura 2. Interacciones del 4cido fitico con minerales y proteinas.

Sin embargo, es importante considerar que la solubilidad de las sales del acido fitico
varia con el pH, ya que el grado de protonacion de los grupos fosfato que no se han
unido a los metales esta en funcion de dicho parametro. Aparentemente, en la semilla el
acido fitico se encuentra como sales relativamente solubles de Na o K mas que como
fitina insoluble. Las sales de Ca y Mg son solubles a pH bajos e insolubles a pH
elevados, por lo tanto a pH fisiologico serian insolubles, de ahi el descenso de la
biodisponibilidad mineral. En general, las sales hidrogenadas y monovalentes del acido



fitico son solubles en agua, mientras que las sales metalicas divalentes y trivalentes son

bastante insolubles!®!.

El grado de interaccién entre acido fitico y proteinas es dependiente de la carga neta de
la proteina, de su conformacién y de las interacciones con minerales a un pH dado. A
bajo pH, por debajo del punto isoeléctrico de las proteinas, éstas se encuentran
cargadas positivamente y el &cido fitico negativamente. En estas condiciones, se
produce una fuerte interaccion electrostatica entre grupos amino terminal de las
proteinas, y ésteres fosfato anionicos del &cido fitico, formandose un complejo binario
(Figura 2). A pH intermedio, por encima del punto isoeléctrico de las proteinas, dado
que la carga de las proteinas al igual que la del acido fitico es negativa, su interaccion
seria imposible, sin embargo si puede realizarse a través de la formacion de un
complejo ternario con cationes divalentes como el Ca?* o el Mg?* (Figura 2). Esta unién
se realiza a través de los grupos carboxilos ionizados y el grupo imidazol desprotonado
de la histidina, siendo necesaria una concentracibn minima de estos cationes para
mantener estos complejos. A pH intermedio también pueden existir algunos complejos
binarios, ya que a dicho pH los residuos lisil y arginil de las proteinas estan aun
cargados positivamente. A pH elevado la interaccion entre las proteinas y el &cido fitico
disminuye, los grupos lisil y arginil pierden su carga, y por tanto su capacidad de formar
complejos binarios. Los complejos ternarios se desestabilizan ya que la fuerza ionica
aumenta a pH elevado; un incremento en la concentracion del ion Na hace que la
reaccion de equilibrio del complejo ternario se desplace hacia la derecha liberandose

fitato calcico insoluble y proteina-sédica soluble (Figura 2)®l.

Nutricionalmente, lo mas resaltante es el hecho de que a pH 6 (pH aproximado del
duodeno, donde tiene lugar la absorcibn maxima de iones metalicos divalentes) se

produce la precipitacion maxima de fitato-mineral®®l.



Se ha reportado que la reduccién de la disponibilidad de minerales esenciales por
cualquiera de los fitatos o de los complejos fitato-proteina en las legumbres y otros

alimentos depende de varios factores tales como!®:

e La capacidad del transporte enddgeno en la mucosa intestinal para absorber los
minerales esenciales unidos a fitato y otras sustancias dietéticas.

e La concentracion de acido fitico en los productos alimenticios.

e La concentracion de minerales en los alimentos.

e Ladigestion o hidrélisis del fitato por la enzima fitasa en el intestino.

¢ Inhibicién de fitasa.

e Transformacién de los productos por el procesamiento.

1.1.3 BENEFICIOS.

Se ha reportado una gran variedad de beneficios del acido fitico en la salud humana,
siendo este un agente contra el cancer (tejido blando, de colon, cancer de pulmén
metastasico y el cancer de mama), un inhibidor para el desarrollo de célculos renales y
también un agente antioxidante. La funcion antioxidante del acido fitico se produce por
la quelacién del hierro mediante la ocupacion de todos los puntos de coordinacién

disponibles, por lo que inhibe la generacion de —OHMM0l,



1.1.4 ACIDO FITICO EN LEGUMBRES Y CEREALES.

El contenido de &cido fitico y fosforo de los cereales, legumbres, semillas oleaginosas y
sus productos proteicos se presentan en la Tabla 1. La cantidad de acido fitico varia
desde 0,50 hasta 1,89% en cereales (excepto arroz pulido), 0,40 a 2,06% en las
legumbres, 2,0 a 5,2% en las semillas oleaginosas, excepto soja y cacahuetes
(agrupados en leguminosas), y 0,40-7,50 % en los productos de proteina. En el arroz
pulido (de grano corto, mediano y largo) el contenido de acido fitico oscila desde 0,14
hasta 0,34%!°.,

Entre los cereales, las legumbres y otras semillas oleaginosas, el sésamo tiene una
mayor cantidad de acido fitico. En muchos casos, el contenido de &cido fitico no se
considera que sea absoluto y puede variar dependiendo de la variedad de cultivo, las
condiciones climaticas, ubicacion, condiciones de riego, tipo de suelo, y el afio durante

el cual se cultivant,



Tabla 1. Contenido de fosforo y acido fitico en cereales, legumbres, semillas

oleaginosas y productos proteinicos.

Fosforo [%]

Acido Fitico [%]

Cereales

Trigo 0,17-0,38 0,62-1,35
Trigo (duro rojo de invierno) 0,24 0,84
Trigo (suave) 0,32 1,14
Arroz (integral de grano largo) 0,25 0,89
Arroz (grano largo pulido) 0,10 0,34
Arroz (grano medio pulido 0,04-0,05 0,14-0,19
Arroz (grano corto pulido) 0,04 0,14
Arroz salvaje 0,62 2,20
Maiz (comercial) 0,25 0,89
Maiz (alto contenido de lisina) 0,28 0,99
Triticale 0,14-0,53 0,50-1,89
Centeno 0,27 0,97
Cebada 0,27-0,33 0,97-1,16
Avena 0,22-0,29 0,79-1,01
Milo 0,28 0,99
Sorgo (bajo tanino) 0,16 0,57
Sorgo (alto tanino) 0,27 0,96
Legumbres

Frijoles negros (semilla entera) 0,41 1,46
Frijoles negros (cotiledones) 0,48 1,70
Frijoles verdes (conjunto) 0,19 0,66
Garbanzo 0,08 0,28
Caupi 0,12 0,44
Soja 0,28-0,4 1,00-1,47
Frijoles blancos pequeiios californianos 0,29 1,03
Habas 0,25 0,89
Chicharos 0,33 1,20
Guisantes 0,11 0,40
Guisantes de Alaska 0,19 0,67
Las habas (descascarado) 0,51 1,80
Frijol blanco 0,21-0,45 0,74-1,58
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Habichuelas Blancas 0,15-0,21 0,55-0,75
Frijoles rojos mexicanos 0,15-0,31 0,54-1,10
Frijoles Great Northern 0,16-0,46 0,56-1,63
Frijoles pintos 0,17-0,5 0,61-1,95
Frijoles rojos 0,34-0,5 1,20-2,06
Harina de mani (descascarado, desgrasados) 0,48 1,70
Otras semillas oleaginosas

Semillas de sésamo (conjunto) 1,33 4,71
Semillas de sésamo (descascarado) 1,45 5,16
Semillas de sésamo (tostado) 1,33 4,72
Harina de semillas de sésamo 1,46 5,18
Colza (desgrasados) 1,12 2,00-3,98
Harina de semilla de algodoén (rotor seco) 0,83 2,94
Harina de semilla de algoddn (sin glandulas) 1,35 4,80
Granos tostados de algoddn (sin glandulas) 0,73 2,60
Productos proteinicos

Hojuelas de Soja (desgrasados) 0,43 1,52
Aislado de proteina de soja 0,12-0,33 0,43-1,17
Concentrado de proteina de soja 0,35-0,61 1,24-2,17
Harina de soja (con toda la grasa o desgrasada 0,39-0,45 1,40-1,60
y casco)

Colza concentrado de proteina 1,49-2,11 5,30-7,50
Concentrado de proteina de trigo 0,53-0,76 1,88-2,70
El gluten de trigo 0,60 2,13

1.1.5 CEREALES INFANTILES.

La dieta de un infante esta determinada por diferentes factores: las necesidades

metabdlicas, el crecimiento, el desarrollo del sistema nervioso, los rifiones y el aparato

digestivo. Por lo tanto, siempre es necesario evaluar todos estos aspectos a fin de

proporcionarle una dieta con suministros adecuados en cada etapa del desarrollo. Lo

mas importante es ofrecer un consumo adecuado de energia para cubrir las




11

necesidades y estimular el crecimiento y la formacion de tejidos, con el fin de mantener

la velocidad correcta de crecimientol?].

El objetivo principal de la dieta adicional en lactantes es complementar la leche materna
con nutrientes esenciales (sobre todo hidratos de carbono) que propicien el crecimiento
y desarrollo adecuado. Ademas, la dieta complementaria estimula la funcion

gastrointestinal y favorece los habitos dietéticos!’l.

Los principales componentes de los alimentos infantiles son los cereales, las verduras y
las legumbres. Son una buena fuente de proteinas, minerales y vitaminas para los
bebés, pero la mayoria de estos componentes pueden contener acido fitico, un factor
antinutricional. Durante el periodo pre-destete, la dieta de un bebe se basa en harinas
de cereales, asi como de las formulas especiales para infantes. Los antecedentes
demuestran que las propiedades negativas del acido fitico, en particular sobre la
biodisponibilidad de minerales, pueden tener un efecto sobre la salud del bebé durante

este primer periodo de crecimiento!4.

El bebé, después de 4 meses de edad, esta en riesgo de desarrollar un déficit de hierro
como resultado de una disminucién de sus depdsitos organicos y el aumento de sus

necesidades nutricionales, determinado por la velocidad de crecimientol”].

Por lo tanto, una dieta adecuada es fundamental para satisfacer las necesidades
nutricionales infantiles. Los cereales para bebés tienen altas cargas energéticas, con
base en su contenido de hidratos de carbono y proteinas, alrededor del 78% y 13%,

respectivamente, y también proporcionan minerales y vitaminas, sobre todo tiamina. Los
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cereales mas comunes que se utilizan para formular harinas de cereales infantiles son
el trigo, la cebada, el centeno, la avena, el arroz y el maiz. Ellos pueden ser utilizados
individualmente o mezclados para obtener harinas infantiles multicereales. Otros
productos tales como raices (tapioca, las zanahorias) o legumbres (guisantes) también

pueden ser utilizados para preparar tales alimentos!?l.

Los cereales infantiles son comunmente fortificados con vitaminas y minerales con el fin
de lograr la ingesta dietética de referencia. Sin embargo, en la fortificaciéon no sélo la
calidad sino también la estabilidad y la biodisponibilidad de los minerales son muy
importantes. La biodisponibilidad puede ser definida como el grado en que un nutriente
es capaz de ser absorbido dentro del cuerpo. Un gran niamero de factores pueden influir
en la proporcion en que es absorbido un nutriente de un alimento en particular. El 4cido
fitico es un factor antinutricional, se encuentra principalmente en los cereales no
refinados, legumbres y semillas oleaginosas. En condiciones fisiolégicas donde se
encuentra cargado negativamente, quela fuertemente cationes como el zinc, calcio y

hierro, provocando la formacion de sales insolubles, generando baja disponibilidad 2,

La baja absorcion de estos nutrientes a base de cereales se considera que es un factor
en la etiologia de las deficiencias de minerales en los lactantes. Sin un suministro
adecuado de hierro biodisponible, los bebés pronto se convierten en deficientes de
hierro. Esta deficiencia se encuentra ligada a complicaciones como la anemia, una
disminucién significativa en el desarrollo psicomotor y mental, y la reduccion de la
capacidad de autoinmunidad del cuerpo. Los cereales también pueden afectar la
absorcion de calcio, evitando la formacion de una masa 0sea Optima, que puede ser
importante en la reduccion del riesgo de fracturas y osteoporosis a largo plazo. La

deficiencia de zinc puede conducir a un aumento de la gravedad y la incidencia de las
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infecciones diarreicas y respiratorias, asi como la disminucion de las tasas de

crecimientol3l,

1.1.6 METODOS DE ANALISIS.

En la extraccion del fitato presente en los distintos alimentos y/o semillas influyen varios

factores entre los que se encuentran(®l:

e La asociacion del fitato con otros componentes, y por tanto la naturaleza de las
proteinas y los cationes mono y divalentes con los que el fitato se encuentra
formando complejos en los alimentos.

e EI pH.

e Eltipo de solvente y fuerza idnica usada en la extraccion.

e La presencia de hierro endégeno, que a altas concentraciones puede precipitar
el fitato durante la extraccion, y con ello producir un error por defecto en la

cuantificacion final

Dado que el acido fitico no tiene un espectro de absorcion caracteristico, y por tanto no
existen reactivos especificos para su identificacion, su determinacion ha constituido un
problema analitico durante mucho tiempo. Hasta 1980, el &cido fitico era
exclusivamente determinado a través de métodos de precipitacion no especificos o de
intercambio i6nico. Actualmente son mas comunes los métodos que incluyen HPLC de

fase reversa, cromatografia iébnica o RMNIEI.,
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Aun sigue vigente el método considerado como oficial por la A.O.A.C. desarrollado por
Harland y Oberleas. Estos autores considerando que el fitato en la planta se encuentra
unido a proteinas y minerales, modificaron su método inicial mediante la inclusién del
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y el ajuste de los extractos a pH 7, para eliminar
estas uniones y mejorar asi la recuperacion del fitato y la exactitud del ensayo. El acido
fitico es extraido directamente de la muestra con HCI 1,2%, el extracto obtenido es
eluido a través de una resina de intercambio iGnico para separar el fésforo inorganico y
asi preconcentrar el IP6. El fitato eluido es digerido con &cido sulfarico y acido nitrico
concentrados y el contenido de fésforo liberado es cuantificado mediante analisis
fotocolorimétrico del IP6 como ortofosfato (PO4)[8l.

Con los avances en la tecnologia de andlisis, muchos de los procedimientos anteriores
son considerados complejos y de alto consumo de tiempo, por ende han sido
modificados. Posteriormente, muchos métodos se han descrito para determinar la
concentracion de &cido fitico en los granos de cereales. Los métodos HPLC tienen la
sensibilidad y reproducibilidad necesaria para medir bajas concentraciones en diversos
productos, por lo que son adecuados para cuantificar el contenido de acido fitico de los
alimentos procesados. Pueden simultAneamente separar y determinar IP6 y las
especies fosforiladas mas bajas con un acortamiento del tiempo de extraccion y

preconcentracionsl,

En el método propuesto por Lehrfeld y Morris en el afio 1992, la separacion de los
inositoles fosfato se realiza segun el método de Harland y Oberleas y la solucion
resultante es concentrada y analizada por HPLC con una columna C18 de fase reversa.
Otros autores han mejorado el analisis con HPLC utilizando en la preconcentracion, la
cromatografia de intercambio i6nico para separar los inositoles fosfato, que son

determinados con HPLC de par i6nico con una columna de C18 fase reversal®l.
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1.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA.

La cromatografia es la ciencia y el arte de separar entre si los componentes de una
sustancia. La separacion se consigue a través de una gran variedad de técnicas cuyas

bases moleculares tienen diferencias muy diversas!*l.

Todo proceso cromatografico tiene como caracteristica la distribucibn de los
componentes en dos fases, una movil y una estacionaria, estas fases son inmiscibles.
La fase movil es un liquido, un gas o un fluido supercritico, la fase estacionaria
generalmente se coloca en una columna cilindrica de dimensiones apropiadas. Cada
componente experimenta una afinidad distinta por la fase estacionaria y asi permanece
en esta fase mas o menos tiempo; cuando interacciona con la fase movil. Todos los
componentes de la muestra pasan por este proceso, pero como sus afinidades por la
fase estacionaria son diferentes, permaneceran tiempos diferentes en ella, algunos
seran eluidos primeros, los mas rapidos y otros después, el resultado final es que se

van a separar a lo largo del camino de migracion®!,

Debido a lo anterior, la clasificacion mas fundamental de los métodos cromatograficos
se basa en el tipo de fase movil y estacionaria, y en la clase de equilibrios implicados en
la transferencia de los solutos entre las fases. Las tres clases generales de

cromatografia son: cromatografia de liquidos, de gases y de fluidos supercriticos!1¢l,

El gran poder de la cromatografia liquida reside en la combinacion de un amplio

intervalo de posibles propiedades para la fase movil, junto con la eleccion de



16

numerosos tipos de fases estacionarias, significativamente diferentes, asi como una

amplia variedad de detectores!*4l.

Una de las primeras clasificaciones de la cromatografia liquida se refiere a la forma
fisica global de la fase estacionaria; asi tendriamos cromatografia en columna,
cromatografia en capa fina y cromatografia liquida capilar. Otras nomenclaturas se
basan en la direccibn del flujo de la fase mdvil: cromatografia ascendente,
cromatografia descendente y cromatografia en lecho plano. Otras clasificaciones se
basan en la eficiencia de la separacion; asi, hablariamos de cromatografia liquida de
alta resolucion o cromatografia de capa fina de alta resolucion. Los diferentes tipos de
cromatografia liquida también se clasifican atendiendo a la interaccién que se produce
entre la fase estacionaria y el solutol’¥. Segun esta clasificacion se denominan:
cromatografia de reparto, cromatografia de adsorcidon, cromatografia i6nica y

cromatografia de exclusion por tamario.

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), es la técnica mas usada debido a
su alta sensibilidad, su adaptacién a las determinaciones cuantitativas y a que permite
la separacion de especies no volatiles o termolabiles porque trabaja a temperatura
ambiente. Es de interés para estudio de sustancias en ciencia, industria y sociedad
como: aminoacidos, carbohidratos, terpenoides, plaguicidas, esteroides, hidrocarburos,

drogas, proteinas, antibiéticos, 6rgano metalico, especies inorganicas y otros(ol.

Para el analisis del acido fitico en cereales infantiles este trabajo propone el empleo de
la cromatografia de reparto en fase inversa con formacién de pares i6nicos usando un

detector de indice de refraccién, por lo que a continuacién se ampliara al respecto.
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1.2.1 CROMATOGRAFIA DE REPARTO.

En esta técnica, una fase estacionaria liquida forma una pelicula delgada en la
superficie de un soporte sélido. El soluto se equilibra entre este liquido estacionario y

una fase movil liquidal*”.

La cromatografia de reparto se puede subdividir en cromatografia liquido-liquido y
cromatografia de fase unida quimicamente. La diferencia entre estas técnicas radica en
la forma en que se retiene la fase estacionaria sobre las particulas que soportan el
relleno. En liquido-liquido, la fase estacionaria liquida se retiene sobre la superficie del
soporte por adsorcion fisica. En fase unida quimicamente, la fase estacionaria se une
quimicamente a la superficie del soporte. La cromatografia de reparto, al principio era
exclusivamente del tipo liquido-liquido; sin embargo, en la actualidad los métodos de
fase unida quimicamente son los que predominan debido a las desventajas del sistema
liguido-liquido. Una de esas desventajas es la pérdida de la fase estacionaria por
disolucion en la fase movil, lo que hace necesario un recubrimiento peridédico de las

particulas del soportel*6].

La principal ventaja de las columnas en la cromatografia de fase unida quimicamente
es gue son bastante estables, debido a que la fase estacionaria estd unida
guimicamente al soporte y no se puede eliminar o se pierde facilmente durante el uso.

Por lo tanto, no se requiere presaturacion de las dos fases!*el.

La cromatografia de fase unida quimicamente normalmente implica una fase

estacionaria relativamente no polar (por ejemplo, C8 o C18 hidrocarburos) que se utiliza
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en conjuncién con fases mdviles muy polares para separar una amplia variedad de
solutos menos polares. Las columnas de cromatografia de fase unida quimicamente
también se pueden utilizar para separar especies idnicas a través de cromatografia de

par iénicolt8l,

Casi todas las columnas de cromatografia de reparto utilizan silice rigida o soportes a
base de silice que ofrecen alta eficiencia de la columna y una excelente estabilidad
mecanica a altas presiones. Todos los diversos métodos para la fijacion de una fase
unida a un soporte siliceo se basan en la reaccion de los grupos silanol superficiales*®l,
Estos solidos estan formados por particulas mecéanicamente resistentes, porosas y
uniformes, con diametros de 3, 5 o 10 um. La superficie de la silice totalmente
hidrolizada por calentamiento con HCI 0,1 M durante uno o dos dias, est4 constituida

por grupos silanol quimicamente reactivos (Figura 3)I16],

Figura 3. Superficie de la silice hidrolizadalt8l.

Las columnas mas utiles y ampliamente disponibles estan basadas en siloxanos. El
siloxano en condiciones de fase unida quimicamente se prepara tipicamente mediante
la reacciébn de los grupos silanol del apoyo con reactivos organoclorosilano u
organoalcoxisilano (dependiendo del grupo R deseado). Fases ligadas de este tipo son
hidroliticamente estable durante todo el intervalo de pH 2 - 8,5[8l,
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En relacién con las polaridades relativas de las fases movil y estacionaria, se distinguen
dos tipos de cromatografia de reparto: cromatografia en fase normal y cromatografia en

fase inversall®l,

En la cromatografia de fase inversa, la fase estacionaria es menos polar que la fase
movil. Se utilizan fundamentalmente dos tipos de fases estacionarias, estando formada
la mas comun por grupos no polares unidos a la silice; los méas utilizados los grupos
organicos —CHs, —CgHi7 y —CisHs7. De ellos, la cadena de 18 carbonos (grupo
octadecilo) es la mas comun®. En los métodos en fase inversa, los componentes mas
polares aparecen primero y un aumento de la polaridad de la fase movil aumenta el

tiempo de elucion!1®l,

En la mayoria de las aplicaciones de la cromatografia de fase inversa, la elucion se
lleva a cabo con una fase movil de elevada polaridad como es el caso de una disolucion
acuosa conteniendo concentraciones diversas de disolventes como metanol, acetonitrilo
o tetrahidrofurano. De este modo, se ha de poner especial cuidado en que el valor del
pH no sea mayor que 7,5 porque si no puede tener lugar la hidrélisis del siloxano, lo

que originaria la degradacion o destruccion del rellenol?l.

La cromatografia en fase inversa es relativamente popular ya que en las separaciones
en fase inversa los picos tienden a ser agudos y simétricos y el equilibrio en las

reacciones de adsorcién/desorcion tiende a ser rapidol*4l.
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1.2.2 CROMATOGRAFIA DE PAR IONICO.

Es un tipo de cromatografia de reparto de fase inversa que se utiliza para la separacion
y determinacion de especies idnicas. La fase movil esta constituida por una disolucion
tampon acuosa que contiene un disolvente organico como metanol o acetonitrilo, y un

compuesto idénico que aporta un contraién de carga opuesta a la del analito [,

Los grupos ionicos pueden estar recubiertos dinamicamente en columnas de fase
inversa usando compuestos idnicos que se unen al relleno de la fase inversa. Se
pueden afiadir al eluyente aniones de acidos alquilsulfonicos; por ejemplo, acido
hexasulfonico (CHsCH2CH2CH2CH2CH2SO3s'H*). Estos cubren la fase estacionaria de la
fase inversa, dandole propiedades de intercambio cationico. Andlogamente se pueden
afiadir al eluyente cationes, como el hidréxido de tetrapropilamonio ((CH3CH2CH2)4N*

OH), para darle propiedades de intercambio aniénico™,
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1.3 EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

Actualmente la extraccion en fase solida es una técnica muy popular, dado que ofrece
la preparacion de muestras en forma rapida y selectiva. La versatilidad de la extraccion
en fase sélida permite el uso de esta técnica para muchos propésitos, tales como la
purificacion, enriqguecimiento de compuestos trazas, desalado, derivatizacion vy

fraccionamiento de claselt9],

Los procedimientos de extraccion en fase solida se utilizan no sélo para extraer trazas
de compuestos organicos a partir de muestras ambientales, sino también para eliminar
los componentes interferentes en matrices complejas con el fin de obtener un extracto
limpio que contiene los analitos de interés. La técnica de extraccion en fase sélida se
aplica ampliamente para el aislamiento de los analitos a partir de una matriz liquida y

extractos purificados!19.

El principio de la extraccidon en fase solida es similar a la de la extraccién liquido-liquido,
gue implica una particién de los solutos entre dos fases. Sin embargo, en lugar de dos
fases liquidas inmiscibles, como en la extraccién liquido-liquido, la extracciéon en fase
sélida comprende el particionamiento entre un liquido (disolvente o matriz de la muestra

con analitos) y un sdlido (absorbente) de fasell.

La seleccion de un sorbente apropiado en la extraccion en fase solida depende de la
comprension de los mecanismos de interaccion entre el sorbente y el analito de interés.
Esa comprension a su vez depende del conocimiento de las propiedades hidrofobicas y

polares tanto del soluto como del sorbente. Los mecanismos de retencion mas
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comunes se basan en fuerzas de van der Waals (interacciones no polares, enlaces de
hidrogeno, fuerzas dipolo-dipolo y las interacciones ionicas). Cada sorbente ofrece una
combinacion unica de estas propiedades que se pueden aplicar a una amplia variedad

de problemas de extraccion(tdl,

El soporte solido se puede clasificar atendiendo a diferentes caracteristicas quimicas:
polar y no polar; acido, neutro o basico; hidrofilo o hidréfobo; y afinidad cationica o

afinidad anidnical4.

En la técnica de extraccion en fase soélida existen cuatro tipos de formatos de sorbente:
discos libres (que generalmente son 47 mm de didmetro o el tamafio de filtracién
estandar), discos en barriles de jeringa del cartucho (que varian en tamafio desde los
discos microscopicos en jeringas de 1 mL a una jeringa de 6 mL), una configuracién de
placa de 96 pocillos de microtitulacion que utiliza el disco de 1 mL, y la punta de

pipetaltd].

Hoy en dia un gran nimero de sorbentes estan disponibles, y los grupos que se usan

con mas frecuencia son:

e Gel de silice modificado quimicamente.
e Sorbentes poliméricos.

e Carbono poroso.
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La extraccion en fase solida se lleva a cabo utilizando sorbentes a base de resina de
silice u orgénicos, con caracteristicas fisicas y propiedades quimicas adecuadas. La
naturaleza del material de base y los grupos funcionales adicionales afectan la forma en
que se utilizan los sorbentes. Los sorbentes en todos los casos son materiales
poliméricos tridimensionales que se fabrican bajo condiciones disefiadas para

proporcionar un material rigido muy poroso pero con una gran area superficialll,

El proceso de extraccion en fase sélida puede proporcionar muestras que se
encuentran en solucion, libre de componentes de interferencia de la matriz y con
suficiente concentracion para la deteccion. La extraccion en fase sélida se logra a
través de la interaccion de tres componentes: el sorbente, el analito y el disolvente. El
analito debe ser atraido mas fuertemente al sorbente que a la matriz. El mejor
mecanismo y procedimiento de extraccion en fase solida se definen por las
caracteristicas del analito en la muestra. Los pasos del proceso de extraccion en fase

solida se muestran en la figura 4119,

Solvente Muestra Disolvente de Lavado  Disolvente de elucidn

l [AnalitoI matriz) i i

—— C— C— C—

Sorbente

+ Sorbente
— Sorbente — Sorbente 1 Analito — + — Sorbente
+ Analito
|—| |_| T Impurezas T |_l|
Liguido de la Muestra Impurezas Analito

Figura 4. Procedimiento de extraccion en fase soélida*®l.
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La extraccion en fase solida no solo transforma la matriz de la disolucion, sino que al
mismo tiempo reduce el volumen de la muestra. Por lo tanto, es claro que se necesitan
superficies grandes para retener elevadas cantidades de analito, de manera que la
cantidad de fase solida para la extraccion depende tanto del tamafio de la muestra

como de la concentracién presente de analito*4],

La extraccion en fase sélida se ha presentado como alternativa a la extraccion liquido-
liquido, debido a la simplicidad, bajo costo y facil automatizacion. Puede ser un método
eficaz para la preparacion de muestras. Es una técnica de preparacion de muestras
ampliamente utilizada para el aislamiento, la concentracion, limpieza y cambio de
medio. El desarrollo de los absorbentes mas selectivos y de facil uso, ha dado lugar a
procedimientos simplificados y una disminucién del riesgo de errores. La extraccién en
fase solida tiene muchas ventajas en comparacion con las técnicas de preparacion de
muestras mas tradicionales, tales como: altas recuperaciones del analito, concentracion
del analito, extractos altamente purificados, la capacidad de extraer simultAineamente
analitos de una amplia gama de polaridad, facilidad de automatizacion, compatibilidad

con el andlisis instrumental y la reduccién del disolvente organico?.

Para el andlisis de acido fitico es necesario el uso de fases con grupos aminos
(aminopropil), ya que puede interactuar a través de enlaces de hidrogeno y por sus

propiedades de intercambiador aniénico.
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1.4 LIOFILIZACION.

Histéricamente el proceso de liofilizacion se ha considerado el mejor método de
conservacion de productos de diversa naturaleza: farmacéutico (comprimidos, tejidos,
plasma, sueros y otros productos biolégicos), catalizadores, materiales organicos

(madera, flores, animales), alimentos y otros!?%,

La liofilizacion es un proceso de conservacion mediante sublimacion utilizado con el fin
de reducir las pérdidas de los componentes volatiles o termo-sensibles. La estructura
fisicoquimica del material no es alterada, pero permite su conservacion indefinida sin

cadena de frio, con menos del 15% de humedad y alta estabilidad microbiol6gical?°l.

T.A Jennings (1993) define la liofilizacibn como un proceso de estabilizacion en el cual
el material primero se congela y se concentra el solvente, cominmente agua,
reduciéndolo mediante sublimacién y desorcion, a niveles que no sostendrdn més el
crecimiento biolégico o las reacciones quimicas. Consta de tres fases:
sobrecongelacion, desecacion primaria y desecacion secundarial?®. La liofilizacion da
lugar a productos alimenticios de mayor calidad que cualquier método de secado. El
factor principal es que se preserva la rigidez estructural en la sustancia congelada
cuando se verifica la sublimacion. Al afadir agua posteriormente, el producto
rehidratado retiene la mayor parte de su estructura original. Las temperaturas bajas que
se emplean reducen al minimo las reacciones de degradacion que casi siempre ocurren

en los procesos comunes de secadol??l,
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La liofilizacién involucra varias etapas (Figura 5)24:

e Congelaciéon a bajas temperaturas.

e Secado por sublimacién del hielo (o del solvente congelado) del producto
congelado, generalmente a muy baja presion, comunmente se estudia en dos
etapas, a saber: etapa primaria de secado y etapa secundaria de secado.

¢ Almacenamiento del producto seco en condiciones controladas.

AEnfriamiento Secado Secundatio
’ + Remocion de agua

s L]

v ‘ ‘
~— L L]
u ; :
3 ' N
o ‘ peaas g
b + Secado Primarioc |
g- ! Sublimacién de higlo !
U ' '
- = -

>
Y 2 f3

Tiempo (s)

Figura 5. Pasos del proceso de liofilizacion[?1l.

Al final de la etapa de secado primaria, todo el hielo se ha eliminado. Una cantidad
significativa de agua permanece asociada con la fase de soluto y no se congela. Esta
agua no congelada se retira por desorcion en la etapa de secado secundario del
proceso, por lo general el empleo de temperaturas por encima de temperatura ambiente
hasta que el contenido de agua residual disminuye hasta el contenido de humedad

deseadol?Y],
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La temperatura y la presion baja, junto con la ausencia de agua liquida y oxigeno,
permiten que la estructura inicial de alta porosidad sea preservada; estos factores

también reducen al minimo la degradacion térmica y quimical?,

Generalmente, al liofilizar adecuadamente un material se puede almacenar por periodos
muy largos de tiempo, con reducciones muy bajas de sus caracteristicas

organolépticas, fisicas, quimicas y bioldgicas(?°l.

La principal ventaja de esta técnica es la calidad superior del producto final. Sin
embargo, visto el costo del proceso, la liofilizacion queda generalmente reservada para
productos con un alto valor agregado, semejantes a los productos farmacéuticos o
alimentos para bebes y ciertas especies. Una de las causas de este elevado costo es la
longevidad del producto procesado. En efecto, la baja presién del proceso y la débil
conductividad de los productos liofilizados (debido a la textura porosa) afectan de
manera significativa y negativa la transferencia de calor y de masa y por consecuencia

la duracion de la operacion de deshidratacion!?Cl.

En sintesis ofrece ventajas tan importantes como la conservacién y transporte facil de
los productos, la ausencia de temperaturas altas, la inhibicion del crecimiento de
microorganismos, o la recuperacion de las propiedades del alimento al afiadirle el

volumen de agua que en un principio tenial?!
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2. ANTECEDENTES.

En 1989, Lehrfeld?? analizé el contenido de acido fitico en cereales y legumbres por
HPLC-UV e RI. La extraccion y purificacion del acido fitico se realizé con HCI, se utilizo
un ultrasonido de punta y un cartucho amino (columna de intercambio anionico). Para el
analisis del acido fitico se empled una columna de fase reversa PRP-1 y una fase maovil
metanol-acido formico a la cual se le afadid hidroxido de tetrabutilamonio para la
formacién del par i6nico, con ajuste de pH a 4,3 mediante acido sulftrico. Al modificar
conjuntamente los procedimientos de extraccion y concentracion, con el uso de la
columna C18 permitieron la deteccion rapida del &cido fitico y otros inositoles
parcialmente fosforilados en los granos de cereales y legumbres. El uso del ultrasonido
de punta reduce el tiempo de extraccion pero se debe evitar algunos problemas que se
generan con ciertos cereales, como la formacion de soluciones tipo gel, excesiva

formacion de espuma y burbujas de aire, que pueden impedir una correcta extraccion.

En 1994, Lehrfeld® continud el analisis de inositoles fosfatos en cereales y legumbres
siguiendo el mismo tratamiento de muestra de su trabajo de 1989, en busqueda de
menores tiempos de analisis y mejoras en la resolucion cromatrografica. Utilizd una
columna de fase inversa (PRP-1) en modo par i6nico de material PEEK (Polyether ether
ketone) ya que se reporta adsorcién no especifica de fitato en las columnas de acero
inoxidable. Se evaluaron tres sistemas de solvente: Fase movil A, sistema a base de
metanol. Fase movil B, sistema a base de acetonitrilo y la Fase mévil C, un sistema a
base de metanol optimizado. Obteniéndose con el sistema de solventes B, menores
tiempos de analisis y mejor resolucion del IP3, IP4, IP5 e IP6. Se determiné que con el
uso del par ibnico de hidroxido de tetraetilamonio en vez de hidroxido de
tetrabutilamonio se requiere menores cantidades de metanol en la fase mévil, siendo de

interés por razones econdémicas y ambientales.



29

En 2001, Febles y colaboradoresl’l mediante el método propuesto por Garcia-Villanova
en 1982 para la determinacion de &cido fitico en harinas de cereales, analizaron una
gran cantidad de muestras de cereales infantiles de diferentes variedades. Este método
estd basado en la titulacibn complejimétrica del exceso de hierro, utilizando el acido
sulfosalicilico como indicador del punto final. La media aritmética obtenida de todas las
muestras estudiadas fue de 24,6 mg/g de &cido fitico. Las harinas libres de gluten

presentaron el contenido mas bajo de acido fitico.

Ese mismo afio, Febles y colaboradores!®], realizaron otro estudio con el mismo método
donde analizaron harinas de trigo de grano entero y refinadas. Las concentraciones del
acido fitico se encontraron en un rango de (2 - 4) mg/g para las harinas refinadas y de
(6 - 10) mg/g para las de granos entero. Evidenciandose que en las harinas de grano
entero hay mayor concentracion del acido. Este resultado parece logico, ya que el acido
fitico, se encuentra en el trigo, en las cubiertas exteriores, en el pericarpio y en la capa

de aleurona.

En 2001, Brooks y Lampil?* cuantificaron el &cido fitico en cereales infantiles por dos
métodos. En el método HPLC por par idnico se utilizé &cido clorhidrico 2 M como acido
de extraccion, una columna PRP-1,5 um y detecciéon por RI. En el método HPLC por
intercambio i6nico se utilizé acido tricloroacético 0,61 M con deteccion UV-Visible. Se
obtuvieron grandes diferencias en las concentraciones del acido fitico para ambos
métodos. Con el método por par iénico se obtuvieron valores de IP6 mas bajos que con
el método por intercambio ionico. Se realizaron estudios anexos para determinar si
existian otras variables que afectaran la recuperacion del acido fitico y se concluy6 que
el alto contenido de minerales es un factor determinante en la recuperaciéon por HPLC-
RI.
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En 2003, Rodriguez J.[? analiz6 cuales eran las condiciones 6ptimas de separacion de
los inositoles fosfatos, utilizando en el estudio una columna tipo PRP-1 de material
PEEK y detector RI, con una fase movil de metanol-tetraetilamonio-acido férmico en
diferentes proporciones. Concluyd que la mejor fase movil para la separacion era la de
composicion: 5% p/p de metanol, 0,28% p/p de hidréxido de tetraetilamonio y acido
férmico para ajustar el pH a 4,3. Adicionalmente, determiné el efecto de diferentes
variables sobre el tratamiento de dos muestras de trigo utilizando un disefio factorial,
donde las variables fueron: temperatura de secado, tiempo de secado, tipo de
extraccion y volumen de &cido de extraccion (HCI). El estudio reflejo que el
procedimiento de secado mas eficaz fue para una temperatura de 45°C por un tiempo
de 6 horas, mientras que para la extraccion se obtiene una mayor sefial con un equipo
de ultrasonido de punta por 2 minutos y 2 mL de &cido clorhidrico 0,5 M. Se concluyé
que los métodos de secado por estufa no son los mas idéneos para eliminar la
humedad de las muestras. El porcentaje de recuperacion fue de 52%.

En 2004, Park y colaboradores!*ll; compararon el método espectrofotométrico de la
AOAC modificado por Harland y Oberleas (1986) con el método de Latta y Eskin (1980),
a su vez con los métodos cromatograficos GC-FID y HPLC-RI en la determinacion del
contenido de &cido fitico en muestras de alimentos infantiles tipo pasta y harina. Los
métodos espectrofotométricos mostraron valores mas altos de acido fitico que los
métodos cromatogréficos. El método de la AOAC determind que la cantidad de &cido
fitico en los alimentos tipo harina eran de 363 mg/100g y los de pasta en base hiumeda
eran de 46,3 mg/100g. Cuando los alimentos tipo pasta se procesaban a una base

seca, los niveles de acido fitico eran mas altos a los de harina.

En 2006, Hernandez L.[?8] evalué las diferentes etapas del pre-tratamiento de muestras

sintéticas en el analisis de acido fitico en trigo por HPLC-RI y su la aplicacion en
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muestras reales. Determind que el método de secado de la muestra por liofilizacion es
mas apropiado con respecto al secado con estufa ya que no ocurre degradacién del
analito. A su vez concluye que el uso del cartucho amino como método de
concentracion del acido fitico no produce pérdidas significativas del mismo. Con el uso
de un rotaevaporador en el proceso de eliminacion del &cido de extraccion se produce
menos pérdidas del &cido fitico con respecto a un horno de vidrio. Con la optimizacion
del método para el tratamiento de la muestra y extraccién del acido fitico, obtuvo un
porcentaje de recuperacion del 90%, usando acido clorhidrico 0,5 M, como acido de

extraccion.

En 2008, Caripa D.1?"! cuantificd el acido fitico en cereales infantiles por el método de
HPLC-RI utilizando una columna PRP-1 de material PEEK, un ultrasonido de punta
para la extraccion del acido, un rotaevaporador para la eliminacion del solvente y como
sistema de secado de las muestras la liofilizacion. A su vez determind las
concentraciones de calcio, hierro y zinc presentes en los cereales por Espectroscopia
de Absorcion Atomica en Llamas. Determiné que las concentraciones de los metales
en los cereales infantiles en algunos casos fueron similar al reportado en las etiquetas.
Los porcentajes de recuperacion del acido fitico fueron muy bajos, estuvieron en el
siguiente rango (48 - 57) %, por lo que concluye que la recuperacién del acido se ve
afectada con el alto contenido mineral que presentan los cereales. Esto se puede
relacionar con lo planteado por otros investigadores donde sefialan la posible formacion
de un complejo metal-fitato, el cual afecta el porcentaje de recuperacion del fitato en

cereales infantiles.

En 2010, Liang, J. y colaboradores!?®! estudiaron la solubilidad in-vitro de calcio, hierro y
zinc en relacién a los niveles de &cido fitico presentes en alimentos a base de arroz,

empleando el procedimiento establecido por la A.O.A.C. Utilizaron como indicador para
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predecir la biodisponibilidad de minerales, la relacion existente entre el radio molar del
acido fitico y el mineral. Los minerales dispuestos en digestiones acidas junto con el
sobrenadante de las digestiones enzimaticas fueron determinados con un equipo ICP-
OES vy el contenido de acido fitico fue analizado con deteccion espectrofotométrica con
cloruro férrico y acido sulfosalicilico. Los resultados se establecieron en tres grupos;
siendo el grupo A el de bajo contenido de &cido fitico y minerales como productos de
arroz blanco, tallarines y galletas de arroz, los valores fueron: acido fitico de 3,7mg/g;
calcio de 66mg/100mg; hierro de 3,1mg/100mg y zinc de 1,9mg/100mg. El grupo B, de
bajo contenido de acido fitico y niveles altos de minerales como los alimentos infantiles,
los valores fueron: &cido fitico entre (0,9 - 5,9) mg/g; calcio de 450mg/100mg; hierro de
10mg/100mg y zinc de 4mg/100mg. EIl grupo C, de alto contenido de acido fitico y bajo
en minerales como productos de arroz integral y germinado, los valores fueron: acido
fitico entre (10 - 17)mg/g; calcio entre (20 - 40)mg/100mg; hierro entre (2 - 6)mg/100mg
y zinc entre (2 - 3)mg/100mg. Concluyendo que los productos de arroz con un
procesamiento primario son fuentes pobres de minerales por contener un alto nivel de
acido fitico, lo que disminuye su biodisponibilidad. Los productos con un procesamiento
mas intenso tienden a degenerar el acido fitico, teniendo asi mayor biodisponibilidad de
minerales. En el caso de los alimentos infantiles sugirieron que se debe mejorar el
procesamiento de los mismos para asi disminuir los niveles de &cido fitico y otros
inhibidores, aumentando asi la biodisponibilidad de minerales. Finalmente, encontraron
que para ciertas concentraciones de &cido fitico la biodisponibilidad de los metales
dependia de la relacion [fitato]/[metall].

En 2010, Salas D.[? estudié el efecto de los metales en la etapa de extraccion del
acido fitico en muestras sintéticas que simulaban la matriz de los cereales infantiles por
el método de espectrometria de absorcion molecular UV-Visible. En las muestras que
no contenian metales la recuperacion estuvo en el orden del 75%, mientras que en las

muestras que presentaban hierro y calcio, estos porcentajes disminuyeron a valores
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entre 57 y 69%. Por lo que determiné que la presencia de metales influye en la
recuperacion del acido fitico. También evalud el efecto que tiene al emplear acido
tricloroacético en vez de acido clorhidrico como acido de extraccién y demostro que se
obtienen mejores porcentajes de recuperacion (71%) cuando se esta en presencia de

metales.

En 2013, Mijares E.% estudio el efecto del tipo de acido y su concentracion en la
recuperacion del acido fitico en presencia de metales, en muestras sintéticas por el
método HPLC-RI utilizando una columna de fase inversa tipo PRP-1 de material PEEK.
Los tipos de acidos estudiados fueron el acido tricloroacético y el acido clorhidrico.
Determind que la presencia de metales en la matriz de la muestra influye notoriamente
en la recuperaciéon del IP6 y que este efecto se ve atenuado mientras mayor es la
concentracion del 4cido fitico. En las muestras con alto contenido de IP6 y metales, el
uso del &cido tricloroacético mejor6 los porcentajes de recuperacion cuando la
concentracion del &cido tricloroacético es alta y se emplean tiempos largos de
extraccion, lo que puede deberse a una redisolucion del complejo fitato-mineral. Para
bajas concentraciones de &cido fitico y altas concentraciones de metales, ambos &cidos
de extraccidbn generaron baja recuperacidn en presencia de metales bajo las

condiciones experimentales evaluadas.
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3. OBJETIVOS.

3.1 OBJETIVO GENERAL.

Optimizacion del método analitico para la determinacién del &cido fitico presente en

cereales infantiles a base de trigo por el método HPLC-RI.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Evaluar los parametros éptimos para la separacion de los inositoles fosfatos en
muestras de cereales infantiles comerciales.

e Estudiar el efecto del tipo de extraccion, tiempo de extraccion, tipo de acido y
concentracion de acido sobre el porcentaje de acido fitico en cereales a base de
trigo.

e Determinacién del porcentaje de recuperacion del acido fitico de los cereales
evaluados en la condiciones de mayor respuesta en la optimizacion.

e Comparacion del contenido de acido fitico en cereales infantiles a base de trigo.
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4. PARTE EXPERIMENTAL.

4.1. INSTRUMENTACION.

El sistema HPLC que se utilizé consta de los siguientes componentes:

1.- Bomba isocratica de HPLC, marca HP modelo 1100.

2.- Puerto de Inyeccion con una vélvula de inyeccion, marca RHEODYNE modelo

7725i, con un lazo de inyeccion de 20 L.

3.- Columna tipo PRP-1 de la casa Hamilton, de 5 um de diametro de particula y
dimensiones de 150 x 4,6 mm.

Se ha reportado que el empleo de columnas de acero inoxidable trae
inconvenientes debido a la tendencia que tiene el analito de absorberse en este
material, es por ello que la columna, el lazo de inyeccién y todas las conexiones
son elaboradas con un material polimérico externo resistente a la presion,

poliéter éter cetona (PEEK) para solventar este problema.

4.- Detector de indice de Refraccion, marca HP-1047A, con un intervalo de
temperatura desde 30 hasta 50°C y un rango de sensibilidad desde 32 x 10 RIU
(baja sensibilidad) a 1/64 x 10 RIU (alta sensibilidad) para la salida del
registrador.

5.- Sistema de adquisicion de datos que registra la salida analégica del detector y la

procesa con un software llamado EZCHROM.
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4.2 ACCESORIOS.

1.-

2.-
3.-
4.-

Rotaevaporador marca Buchi, modelo R-1100, con un criostato acoplado para
refrigerar el condensador y una bomba de vacio, para ayudar a la evaporacién
de los disolventes.

Ultrasonido de punta.

Liofilizador marca LABCONCO.

El programa de tratamiento de datos para el disefio estadistico empleado fue el
Statgraphic Plus 5.1 y para las pruebas estadisticas de contrastes de
significacién y parametros de calidad analitica fue el Excel 2013 Microsoft Office

de Microsoft Inc. Corporation®.

4.3 REACTIVOS.

N

o g &~ W

~

. Sal dipotasica de IP6 al 95 % pureza hidratada de SIGMA-ALDRICH.

Sal dipotasica de IP6 al 92 % pureza hidratada de SIGMA-ALDRICH, analizada
por ICP-OES.

Metanol grado HPLC al 99,9% de SIGMA-ALDRICH.

Hidroxido de tetraetilamonio acuoso al 20% marca MERCK.

Acido férmico de 85% de pureza de RIEDEL-DE HAEN.

Agua desionizada de 18 MQ-cm de resistividad tratada con un sistema marca
BARNSTEAD.

Acido clorhidrico 37 % de RIEDEL-DE HAEN.

. Acido tricloroacético al 99,5% de MERCK.
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4.4 OTROS SUMINISTROS.

Los cereales que se analizaron fueron:
e Cereal de Arroz
e Cereal de Trigo/miel.
e Cereal de Trigo “Cerelac’.

e Cereal de Trigo partido #1

4.5 METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

4.5.1 SECADO DE LA MUESTRA

Las muestras de cereales se secaron al comienzo del andlisis por el método de
liofilizacién, para asi evitar la degradacion de la muestra que producen otros métodos y

que todos los cereales de analisis tuviesen la misma base seca.
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4.5.2 DISENO FACTORIAL.

Con el objetivo de determinar el efecto de diferentes variables sobre el tratamiento de

las muestras de los cereales, se emplearon dos disefios factoriales 23.

4.5.2.1 DISENO FACTORIAL N°1.

En la tabla 2 estan tabulados los factores y niveles que se emplearon en el disefio

factorial N°1.

Tabla 2. Factores y niveles del disefio factorial N°1.

Variables - +
A Tipo de acido HCI TCA
B Tipo de extraccion Ultrasonido de punta |Ultrasonido
C Tiempo de Extraccién Corto Largo

En las siguientes tablas se especifican las condiciones de algunas variables del disefio

factorial:

Tabla 3. Tiempos empleados para cada tipo de extraccion del disefio factorial N°1.

Tiempo de Extraccién [min]
Corto Largo
Ultrasonido de punta 1 3
Ultrasonido 90 180

Tipo de Extraccion
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Se utilizo el acido clorhidrico en una concentracion de 0,5 M y el Acido Tricloroacético
en una concentracion de 0,6 M. En la tabla 4. se muestran las diferentes combinaciones

de variables y niveles del disefio factorial.

Tabla 4. Combinacion de los factores y niveles del disefio factorial N°1.

Experimento | A | B | C
1 + |+ | +
2 + |+ | -
3 + | - | +
4 + -
5 - +
6 - -
7 - -+
8 - -] -

4.5.2.2 DISENO FACTORIAL N°2.

Con los resultados del disefio factorial N°1 se evalud el efecto de la concentracion del
tipo de &cido, dejando fija la variable del tiempo de extraccibn en los valores
establecidos en la tabla 3 como tiempo largo. En la tabla 5. se muestran las diferentes

combinaciones de variables y niveles del disefio factorial.
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Tabla 5. Factores y niveles del disefio factorial N°2.

Variables - +
Tipo de extraccion Ultrasonido de punta | Ultrasonido
B | Concentracién del 4cido baja alta
Tipo de acido HCI TCA

En la siguiente tabla se especifican las condiciones para las concentraciones de los

acidos que se emplearon.

Tabla 6. Concentracion del tipo de acido de extraccion del disefio factorial N°2.

Concentracion del Acido [M]

Baja Alta
HCI 0,5 2
TCA 0,6 0,9

En la tabla 7. se muestran las diferentes combinaciones de

disefo factorial.

variables y niveles del
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Tabla 7. Combinacion de los factores y niveles del disefio N°2.

Experimento | A | B | C
1 - - -
2 + |- -
3 -+
4 + |+ | -
5 - -]+
6 + | - | +
7 -+ |+
8 + | + | +

Con los valores que con llevan a la mayor respuesta en la determinacion del acido
fitico, tomando en cuenta ambos disefios factoriales, se prepararon las muestras de

cada cereal, para el célculo del porcentaje de recuperacién de acido fitico.

4.5.3. EXTRACCION DEL ACIDO FITICO

Se peso6 aproximadamente 1 g de cada muestra y se empleé 20 mL de &cido para la
extraccion, tomando en cuenta los tipos de extraccidon considerados y sus respectivos
tiempos. Luego se centrifugd cada solucion durante 10 min a 3400 rpm a una
temperatura de 5°C, el sobrenadante se decanté en un balén de 50 mL y seguidamente
el residuo de cada tubo de centrifuga se mezclé con 10 mL del acido de extraccién para
realizar el lavado del mismo, para esto, se agitd la suspension con una varilla de vidrio.
Posteriormente las muestras se centrifugaron durante 10 min, el sobrenadante se
combin6é con el anterior y luego se enrazo con agua desionizada. Se trasvasé la

solucion a un tubo centrifuga y se congelaron las muestras por un plazo de 24 h.
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Terminado el lapso se descongelaron y se centrifugaron nuevamente durante 10 min a
3400 rpm a una temperatura de 5°C. Por ultimo, las muestras se filtraron antes de
preconcentrar los inositoles fosfato, empleando filtros de celulosa y luego de filtros de

nylon con la ayuda de una manifold.

4.5.4. TRATAMIENTO EN EL CARTUCHO DE INTERCAMBIO ANIONICO.

Para cada muestra se coloc6 una alicuota de 10 mL de las soluciones de extraccion en
una jeringa de 50 mL y se llevé a un volumen de 50 mL con agua desionizada, luego se
pasoé esta solucién a través del cartuchos Sep-Pak® NH2 y se lavo con 10 mL de una
disolucién de HCI 0,05 M. Hecho esto, se eluy6 el acido fitico retenido de la resina con
3 mL de HCI 2 M.

Estos cartuchos estan fabricados a base de silice, con una fase polar de caracter
basico (aminopropil) unida quimicamente con un tamafio de particula de 55 a 105 um y
se emplean como adsorbente polar o como intercambiador aniénico débil en medio
acuoso en un rango de pH 2 - 8. Por esta razon, eran previamente activados mediante
lavados sucesivos con 10 mL de disoluciones acuosas &cidas de acuerdo al siguiente
orden: agua desionizada; HCI 0,5 M; HCI 2,0 M; HCI 0,5 M y agua desionizada.
Acoplado al cartucho se ubicaron filtros de jeringa marca Millipore con membranas de
nylon (didmetro de 25 mm y tamafio de poro de 0,45 um) para evitar asi el paso de

particulas indeseadas que pudieran ser arrastradas a traves del sistema.

En el caso de las muestras tratadas con acido clorhidrico 2 M como acido de extraccion,

se disminuyo la concentracion de este disolvente antes del tratamiento con el cartucho
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de intercambio anidnico, esto se realizé por dos métodos. El primero consistié en tomar
una alicuota de 10 mL de muestra y rotaevaporarla a sequedad, el residuo fue
redisuelto en HCI 0,05 M luego se hizo la extraccion en fase solida del &cido fitico. En el
segundo método se tomo una alicuota de 10 mL de muestra y se llevd a un volumen
final de 200 mL con agua desionizada seguidamente se hizo el tratamiento con el

cartucho amino.

4.5.5. ELIMINACION DEL DISOLVENTE

Las muestras se rotaevaporaron a sequedad con la finalidad de eliminar la matriz 4cida
de las mismas y finalmente, el residuo fue redisuelto en 1 mL de fase movil para la
muestras de arroz, trigo/miel y cerelac. En el caso del cereal de trigo partido #1 el
residuo fue redisuelto en 4 mL de fase movil, debido a su alto contenido natural de
acido fitico. El esquema general del procedimiento seguido para el tratamiento de

muestras se presenta en la figura 6.
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. EXTRACCION LAVADO
ACTIVACION DEL CARTUCHO
| —| [
10mL de KO
0 miL de masestra
12 10mL de HC
10mi de HEl 0,50 .
—> DlLUCIOH —> 0,05M
somL de KO
10mi deHCl 2,00
10mL de HCl 0,50 ﬁ ﬁ[]
10mL de KO
REDISOLUCION ROTAEWAP ORACION ﬁ ELUCION DEL IPG
|
T g— -4 q— = amidercizom

En Fase Mavil

— U

Figura 6. Procedimiento realizado para el tratamiento de las muestras.

4.5.6. ANALISIS POR HPLC-RI.

Las muestras se inyectaron por triplicado al cromatografo previamente filtradas por un
filtro de jeringa de nylon (diametro de 25 mm y tamafo de poro de 0,45 um), de
Millipore.

La fase movil empleada consistio en una solucion al 5% de metanol y 0,21% de
hidroxido de tetraetilamonio (formador del par i6nico) en agua desionizada, con un

ajuste del pH a 4,3 con &cido formico. El flujo fue de 1 mL/min.



5. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

5.1 ESTUDIOS PRELIMINARES

5.1.1. CONDICIONES DE TRABAJO.

45

Con el propodsito de conocer las condiciones cromatogréficas de trabajo, se procedio a

inyectar al sistema en forma individual 20 pL de las soluciones patron de acido fitico de

500 mg/L y acido tricloroacético de 0,012 M aproximadamente. A continuacién se

muestran los cromatogramas obtenidos.
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Cromatograma 1. Solucion patrén de 500mg/L de acido fitico.
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Time: 24,219 Minutes Amp: 0,015992 Yolts a4
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Cromatograma 2. Solucién patron de 0,012 M de acido tricloroacético.

Se establecio que el tiempo de retencién del IP6 se encuentra alrededor de los 7,4 min,
mientras que para el acido tricloroacético esta alrededor de los 17,1 min. Por lo que se
decidié que el tiempo de corrida para las muestras tratadas con acido tricloroacético

seria de 25 min y el resto de las muestras de 15 min.

5.1.2. CURVA DE CALIBRACION

Para preparar las soluciones patrén necesarias para las curvas de calibracion se

emplearon las siguientes soluciones:

e Solucion Madre N°1 de acido fitico de (2000 + 2) mg/L a partir de la sal al 92% p/p de

pureza (la pureza de este patron se determin6 por ICP-OES). Para ello se pesaron
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(0,6047 + 0,0003) g de la sal dipotasica de acido fitico hidratada, se disolvio en la
minima cantidad de agua desionizada y se transvaso a un balén aforado de 250 mL
para luego ser enrazado. A partir de esta disolucion se prepararon patrones de 300,
400, 500 y 600 mg/L respectivamente de IP6. Estos patrones se emplearon para los

dos disefios factoriales evaluados.

e Solucién Madre N°2 de &cido fitico de (2504 + 4) mg/L a partir de la sal al 95% p/p de
pureza. Para ello se pesaron (0,2940 + 0,0003) g de la sal dipotasica de acido fitico
hidratada, se disolvieron en la minima cantidad de agua desionizada y luego se
transvaso y enrazo en un balén de 100 mL. A partir de esta disolucion se prepararon
patrones de 200, 300, 400, 500 y 600 mg/L respectivamente de IP6. Estos patrones
se emplearon para la etapa de cuantificacion y calculo de porcentaje de recuperacion

del acido fitico en los cereales infantiles.

Mediante estos patrones se construyeron las curvas de calibracion necesarias para la
determinacién del IP6 en las muestras analizadas. En estas curvas se grafico el area de
pico cromatografico vs concentracion del patrén con la finalidad de obtener la
concentracion de IP6 en las muestras por medio de una regresion lineal y
seguidamente el porcentaje de recuperacion en la etapa de la determinacién de acido
fitico en las condiciones de mayor respuesta. A continuacién se muestra como ejemplo

dos curvas de calibracion realizadas en dias consecutivos.
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Curva de Calibracion N°1
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Grafico 1. Curva de calibracion del dia 20/07/15
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Gréfico 2. Curva de calibracion del dia 21/07/15

A pesar de que el equipo se estabiliza antes de comenzar las mediciones durante 1 h
haciendo fluir fase mévil a través de él, se puede observar en ambos graficos que la
ecuaciéon de la recta varia con tan solo un dia de analisis, por lo tanto debido a las
variaciones en la sensibilidad de la técnica, se realizaron curvas de calibracién cada dia
de medicion para asegurar que los resultados obtenidos y la cuantificacion del analito

fuesen confiables.
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5.1.3 SELECCION DE LA MUESTRA DE CEREAL INFANTIL

Con el fin de establecer las condiciones de trabajo se procedié a ensayar con los
cereales de més alto contenido de &cido fitico como lo son: cereal trigo/miel y cereal de
trigo “cerelac”, para determinar cual serd usado durante la aplicacion de los disefios
factoriales. Las muestras se trataron segun el método utilizado por Caripa, D.!?”1 que
emplea HCI 0,5 M vy ultrasonido durante 2 horas. A continuacion se muestra el

cromatograma obtenido.

Time: 24,503 Minutes  Amp: 0 Mol 024
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0,020 Hd,020

0,018 H &

0,016 HLO1E

0,014 HO,014

wom—0

0,012 Ha12

0,01 HLa10

0,005 HO,00E

0,006 2,006

0 5 10 1% 20 25
Minutez

Cromatograma 3. Muestra de Cereal Trigo/miel

Al no ver evidencia de ningun pico correspondiente al IP6, se agregé a la muestra 1 mL
de la solucion madre N°1, para verificar la deteccion del IP6 por parte del sistema
cromatografico tomando en cuenta el efecto de la matriz de la muestra durante el

tratamiento. A continuacién se muestra el Cromatograma obtenido.
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Cromatograma 4. Muestra de Cereal Trigo/miel con agregado de patron de IP6.

Con el agregado de IP6 a la muestra se logré constatar la deteccion del acido fitico por
parte del sistema cromatogréfico. Se deduce que en las condiciones actuales de
tratamiento de muestra no se logra extraer todo el acido fitico de la misma por lo que la

concentracion obtenida es tan baja que no pude ser detectada por el equipo.

Asi mismo se observa para el cereal de trigo “Cerelac” en los cromatogramas 5 y 6.
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Cromatograma 5. Muestra de Cereal de Trigo “Cerelac
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Cromatograma 6. Muestra de Cereal de Trigo “Cerelac” con agregado de patrén de IP6.

Debido a esto se tomo la decision de trabajar agregando en las muestras 1 mL de la
solucion madre N°1, de tal manera que la concentracion de acido fitico final extraida
fuese de aproximadamente 400 mg/mL. De esta forma partiremos siempre de una seiial

de IP6 en el cromatograma obtenido en cada experimento, siendo esta sefial mayor
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mientras mas eficiente es el proceso de extraccion y de esta forma lograr la
optimizacion del método de extraccion del 4cido fitico por HPLC-RI

En las muestras del cereal trigo/miel se produjo una solucién muy turbia y espesa, lo
que generd inconvenientes en el momento del filtrado y preconcentrado del IP6 en el
cartucho amino. Tomando en cuenta lo anterior, se seleccioné el cereal de trigo

“cerelac” como muestra de analisis para el disefio de experimento.

De manera de certificar que el método de tratamiento muestra es capaz de extraer el
acido fitico de la misma, se procedio a analizar una muestra de trigo partido #1, ya que
al ser un cereal natural no procesado, la concentracion de acido fitico suele ser

elevada. A continuacion se muestra el cromatograma correspondiente:
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Cromatograma 7. Muestra de Cereal de Trigo partido #1
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Como se observa en el cromatograma 7. el pico del IP6 esta presente, lo que confirma
qgue el método de tratamiento de la muestra utilizado para la extraccion del acido fitico

funciona.

5.2. DISENO FACTORIAL N°1

En la Tabla 8. se muestran los resultados de la determinacion de acido fitico en las
muestras de cereal de trigo “cerelac” para todos los experimentos realizados segun el
disefio factorial 23 con su respectiva replica. Se llevd a cabo la evaluacién del disefio
con el Software estadistico Statgraphics Plus 5.1

Tabla 8. Concentracion en mg/L de acido fitico obtenidas con el disefio factorial N°1.

Experimento A B C | Replical | Replica 2
1 + + + 380 324
2 + + - 358 283
3 + - + 306 289
4 + - - 241 220
5 - + + 478 414
6 - + - 401 435
7 - - + 448 437
8 - - - 438 388

A continuacion se presenta en la Figura 7. el diagrama de pareto para la determinacion

de las variables significativas para la extraccién del acido fitico.
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Figura 7. Diagrama de Pareto para el disefo factorial N°1.

En un diagrama de Pareto se evalla cudles son las variables estudiadas que tienen un
alcance significativo sobre la respuesta del sistema. Fue asi que para la extraccion de
acido fitico este diagrama mostré que todas las variables de estudio fueron relevantes.
Tanto el tiempo como el tipo de extraccion tuvieron una tendencia positiva, lo que indica
que se generd una mayor respuesta hacia mayores tiempos de extraccion en este caso
de 3 horas y con el uso de ultrasonido como método de extraccion. Sin embargo es el
tipo de acido de extraccion quien mostr6 un efecto mas acentuado sobre la
recuperacion, el signo negativo indica que la mayor respuesta se obtiene con acido

clorhidrico.

En cuanto a las interacciones solo el que combind el tipo de acido y el tipo de sistema
de extraccion fue la significativa. Si se construye un diagrama de interaccion se pueden

ver que valores deben tomar las variables que interactian para que se produzca una
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mayor respuesta. En la figura 9. se muestra el diagrama de interaccién con los valores

promedios de respuesta de acuerdo a las interacciones estimadas.

DIAGRAMA AB

Factor A

+

264

336

Factor B -

428

432

Figura 8. Diagrama de interaccion AB para el disefio factorial N°1.

El primer cuadrante (264) corresponde al valor promedio de la concentracion de acido

fitico para los experimentos cuyos niveles adopten A+ y B- (Tipo de acido: TCA; Tipo de

extraccion: ultrasonido de punta), esto corresponde a los experimentos 3y 4 de la Tabla

8. Los resultados obtenidos para el resto de los cuadrantes fueron calculados de la

misma manera.

La mayor respuesta (valor = 432) se produce cuando A es negativa (HCI) y B es

positiva (ultrasonido). Esto corresponde a los experimentos 5 y 6. Sin embargo este

valor no es muy diferente al obtenido cuando A es negativa (HCI) y B es negativa

(ultrasonido de punta), valor de 428 por lo que se establece que lo mas importante es el

uso del HCI.
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En la figura 9. se puede visualizar el nivel de importancia y la tendencia de las distintas
variables sobre la respuesta del sistema, es importante destacar que mientras mayor es

la pendiente de la recta mayor es su efecto.

Grafica de Efectos Principales para conc
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Figura 9. Gréfico de efectos principales para el disefio factorial N°1.

El tipo de acido de extraccion presentdé una pendiente mas acentuada y con sentido
negativo, lo que reafirma a el acido clorhidrico el de mayor significancia entre las

variables evaluadas en el disefio N°1.

En este disefio factorial se encontr6 que las condiciones con mayor respuesta para la
determinacién del acido fitico se alcanzaron utilizando HCI 0,5 M como acido de

extraccién y empleando un ultrasonido durante 3 horas.

En estos resultados es importante sefialar el efecto que tiene el tiempo de extraccion
sobre la concentracibn obtenida de IP6, para ello observemos los siguientes

cromatogramas:
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Los cromatogramas 8 y 9 muestran los picos de acido fitico correspondientes a las

corridas del disefio usando HCI 0,5M como &cido de extraccion y ultrasonido de punta.
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Cromatograma 9. HCI 0,5 M; Ultrasonido de punta por 3 min.
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Se puede apreciar que el area de pico para el acido fitico empleando ultrasonido de
punta se incrementé cuando el tiempo se aumenté de 1 a 3 minutos. Lo que puede
deberse a mejoras en el proceso de extraccion del IP6 al estar mayor tiempo en
contacto con el acido de extraccion. También puede ser producto de la redisolucion del

complejo fitato-mineral, como fue reportado en el trabajo de Mijares E.[% en el 2013.

Este efecto también se observd cuando se utilizé HCI 0,5 M y ultrasonido normal, en los
cromatogramas 10 y 11. Al igual que cuando se emple6 TCA 0,6 M con el uso de
ultrasonido de punta y ultrasonido normal, correspondiente a los cromatogramas 12, 13,

14 y 15 respectivamente.
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Cromatograma 10. HCI 0,5 M; Ultrasonido por 1 h y media.
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Cromatograma 12. TCA 0,6 M; Ultrasonido de punta por 1 min.
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Cromatograma 14. TCA 0,6 M; Ultrasonido por 1 h y media.
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Cromatograma 15. TCA 0,6 M; Ultrasonido por 3 h.

5.3. DISENO FACTORIAL N°2

Para este disefio en particular, una parte de las muestras fueron tratadas con acido
clorhidrico 2 M como &cido de extraccion, por lo que debieron ser sometidas a un
proceso adicional para disminuir la concentracion de este acido antes del tratamiento
con el cartucho de intercambio aniénico, porque de lo contrario no ocurrird la retenciéon
del IP6 en el mismo, esto se realiz6 por dos métodos. El primero consistié en tomar una
alicuota de 10 mL de la muestra y rotaevaporarla a sequedad, el residuo fue redisuelto
en HCI 0,05 M y se procedio al proceso de extraccion en fase sélida. En el segundo
método se tomd una alicuota de 10 mL de muestra y se disolvié en 200mL de agua

desionizada, seguidamente se hizo pasar esta solucion a través del cartucho amino.
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Para este disefio se dejo fija la variable del tiempo de extraccion, siendo para el
ultrasonido de punta de 3 min y para el ultrasonido normal de 3 h.

Con el fin de evaluar si existe diferencia entre estos dos métodos se realizo la
comparacion estadistica de las concentraciones de acido fitico obtenidas para cada uno
de ellos a través de las pruebas F y t. Los resultados de estas pruebas se presentan en

las tablas 9 y 10.

Tabla 9. Estudio estadistico con pruebas F y t del efecto de la dilucion o

rotaevaporacion de las muestras tratadas con HCI 2 M y ultrasonido de punta por 3 min.

Método Dilucion (A) Rotaevaporador (B)

342 319

351 337

343 356

Concentracién 271 327

de IP6 [mg/L] 300 424

288 407

315 412

448

Promedio 316 379

S 31 50

S? 940 2473
Ftesrico (7;6;0,05) 4,21
Fexp 2,63
tiesrico (0,025;13) 2,16
texp 2,98
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En esta experiencia (tabla 9) el valor de Fexp obtenido fue menor al Fresrico por lo que las
varianzas son de la misma poblacion y los célculos de la prueba t se realizaron para
varianzas iguales. Por otro lado se obtuvo que texp > tiwecrico, 10 que indica que es
significativo el efecto producido por el método utilizado para la disminucion de la
concentracion del disolvente en la muestra, cuando se utilizé el ultrasonido de punta

durante 3 min como método de extraccion.

Tabla 10. Estudio estadistico con pruebas F y t del efecto de la dilucion o
rotaevaporacion de las muestras tratadas con HCI 2M y ultrasonido por 3 h.

Método Dilucién (A) | Rotaevaporador (B)
356 393
391 385
346 386
Concentracion 365 397
de IP6 [mg/L] 418 450
407 457
419 448
458
Promedio 395 417
S 38 33
S2 1434 1102
Fieorico (7;6;0,05) 4,21
Fexp 1,30
Ttesrico (0,025;13) 2,16
texp 1,21

En esta experiencia (tabla 10) el valor de Fexp obtenido fue menor al Ftesrico por lo que

las varianzas son de la misma poblacién y los calculos de la prueba t se realizaron para
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varianzas iguales. Por otro lado se obtuvo que texp < tiesrico, 10 que indica que no es
significativo el efecto producido por el método utilizado para la disminucién de la
concentracion del disolvente en la muestra, cuando se utilizé el ultrasonido durante 3 h

como método de extraccion.

Es importante resaltar que durante el método de rotaevaporacion se formé una solucion
tipo gel que requirié alto volumen de disolvente para garantizar el trasvaso cuantitativo
de la solucién, asi mismo se generd una solucion muy turbia y que produjo dificultades
en el proceso de filtrado y preconcentracion del IP6. Por ende se selecciond el método
de dilucién para los estudios posteriores del disefio factorial N°2, ya que mediante el
mismo, el consumo de filtros de nylon fue menor, lo cual disminuye los costos

econdmicos.

Los cromatogramas del 16 y 17 muestran los picos de acido fitico obtenidos con las
corridas que se realizaron para comparar el método de dilucion y el método de
rotaevaporacion de la muestra; antes del proceso de preconcentracion del IP6 usando

HCI 2 M como &cido de extraccién y ultrasonido de punta durante 3 min.
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Cromatograma 17. HCI 2 M; Ultrasonido de punta por 3 min. Método de rotaevaporacion

de muestra.
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En los cromatogramas del 18 y 19 se comparan el método de dilucién y el método de

rotaevaporacion de la muestra antes del proceso de preconcentracion del IP6, usando

HCI 2 M como &cido de extraccién y ultrasonido durante 3 h.
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Cromatograma 18. HCI 2 M; Ultrasonido por 3 h. Método de dilucién de muestra.

Time: 0,000 Minutes Amp: 0,010:945 Yalts

Minutez

0,02, 024
Feak Ml qr
Retentigr T ime
0,022 4o lonzz
0,020 020
a,01& FL01E
a,016 FLO16
W
o
[ AR RS FL014
t
N 0.012-,/_/J bz
—
[m]
]
0,010 U] HLai0
]
-
0,005 a HO,005
w
[in]
0,000 I“"- HLO0E
-
a s i 158 20 258

Cromatograma 19. HCI 2 M; Ultrasonido por 3 h. Método de rotaevaporacion.

Minutes



67

En la Tabla 11. se muestran los resultados de la determinacion de acido fitico en las
muestras de cereal de trigo “cerelac” para todos los experimentos realizados segun el
disefio factorial 22 con su respectiva replica. Se llevd a cabo la evaluacién del disefio

con el Software estadistico Statgraphics Plus 5.1

Tabla 11. Concentracion en mg/L de &cido fitico obtenidas con el disefio factorial N°2.

Experimento A B C | Replical | Replica 2
1 - - - 448 437
2 + - - 306 289
3 - + - 478 414
4 + + - 380 324
5 - - + 345 295
6 + - + 297 271
7 - + + 365 425
8 + + + 373 439

A continuacion se presenta en la Figura 10. el diagrama de Pareto para la evaluacién

de las variables mas significativas en la determinacion de acido fitico.
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Diagrama de Pareto Estandarizada para SQRT(conc)

Axtipo de acido

B:tipo de extraccion

AC

BC

C:concentracion

AB

1 1 1 1 1
1 2 3 4 5
Efecto estandarizado

ebk—mm ———————— ]

Figura 10. Diagrama de pareto para el disefio factorial N°2.

Para la concentracion de acido fitico este diagrama muestra que solo las variables de
tipo de acido y tipo de extraccion fueron relevantes. El tipo de extraccion tuvo una
tendencia positiva, lo que indicé que tiene una mayor respuesta cuando se utiliza el
ultrasonido normal. El tipo de &cido de extraccidn presentd signo negativo, lo que indica
la mayor respuesta con el acido clorhidrico.

Solo la interaccion AC que es entre el tipo de acido y la concentracion del mismo fue
significativa, es decir que la respuesta del sistema también esta influenciada por la
interaccidon de esos dos factores. Construyendo un diagrama de interaccion se pueden
fijar que valores deben tomar las variables que interactian para que produzcan una
mayor respuesta. En la figura 11. se muestra el diagrama de interaccién con los valores

promedios de respuesta de acuerdo a las interacciones estimadas.
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DIAGRAMA AC
Factor A
+

325 345
Factor C - 242 358 +

Figura 11. Diagrama de interaccion para el disefio factorial N°2.

La mayor respuesta se produjo cuando los factores interaccionan de la siguiente forma:

A(-)= HCl y C(-)= concentracion baja. Esto corresponde a los experimentos 1y 3.

La figura 12. muestra el nivel de importancia y la tendencia de las distintas variables

sobre la respuesta en el disefio N°2.
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Figura 12. Grafico de efectos principales para el disefio factorial N°2.
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Se evidencia que el tipo de &cido de extraccion y el tipo de extraccion presentan una
pendiente mas acentuada. Para el tipo de acido con sentido negativo, lo que sefiala al
acido clorhidrico y para el tipo de extraccibn con sentido positivo destacando al

ultrasonido.

Segun el disefio factorial N°2 se encontr6 que las condiciones con mayor respuesta
para la determinacion del acido fitico se alcanzaron utilizando HCI 0,5 M como acido de

extraccién y empleando un ultrasonido durante 3 h.

Los cromatogramas 20 y 21 muestran los picos de acido fitico correspondientes a las
condiciones de mayor y menor respuesta del sistema, que son para HCI 0,5 M con

ultrasonido y TCA 0,6 M con ultrasonido de punta, respectivamente.
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Cromatograma 20. HCI 0,5 M; Ultrasonido por 3 h.
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Time: 24,540 Minutes Amp: 001679 Valtz 024
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Cromatograma 21. TCA 0,6 M; Ultrasonido de punta por 3 min.

5.4. DISENO FACTORIAL N°3

Un tercer disefio, en este caso 22, fue aplicado para visualizar mejor las interacciones
entre el tipo de acido y la concentracion de acido dejando fijo el tipo de extraccion:
ultrasonido; Tiempo de extracciéon: 3 h. La tabla 12 muestra los niveles estudiados para

estas variables.

Tabla 12. Factores y niveles del disefio factorial N°3.

Variables - +

Tipo de acido HCl | TCA

B | Concentracion de acido | baja | alta
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En la tabla 13 se especifica las condiciones de la variable de la concentracion de acido.

Tabla 13. Concentracion del tipo de acido de extraccion para el disefio factorial N°3.

Concentracion del Acido [M]

Baja Alta
HCI 0,5 2
TCA 0,6 0,9

En la Tabla 14. se muestran los resultados de la determinacién de la concentracion
acido fitico en las muestras de cereal de trigo “cerelac” para todos los experimentos
realizados segun el disefio de factorial 22 con su respectiva replica. Se llevd a cabo la

evaluacion del disefio con el Software estadistico Statgraphics Plus 5.1

Tabla 14. Concentracion en mg/L de acido fitico obtenidas con el disefio factorial N°3.

Experimento A B | Replical | Replica 2
1 - - 478 414
2 - + 365 425
3 + - 380 324
4 + 373 439
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A continuacion se presenta en la Figura 13. el diagrama de Pareto para la

determinacion de acido fitico con el disefio 22.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Concentracion

]
« [ =

A:Tipo de Acideo

B:Concentracion de Acido

1 15 2 25 3
Efecto estandarizado

o
_O L
5}

Figura 13. Diagrama de Pareto para el disefio factorial N°3.

Debido al alto error obtenido en el disefio, todas las variables se encuentran por debajo
del limite de significacion, sin embargo por la magnitud de la interaccion AB con

respecto a la variable B se puede decir que su efecto es marcadamente importante.

Tomando en cuenta la posible interaccién entre A y B se construyé el diagrama de
interacciones para determinar bajo qué condiciones se obtiene la mayor respuesta con
estas dos variables. En la figura 14. se muestra el diagrama de interaccién con los

valores promedios de respuesta de acuerdo a las interacciones estimadas.
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DIAGRAMA AB
Factor A
+

352 406
Factor B - 246 395 +

Figura 14. Diagrama de interaccion para el disefio factorial N°3.

La mayor respuesta se produce cuando los factores interaccionan de la siguiente forma:
A(-)= HCl y B(-)= concentracién baja. Esto corresponde al experimentos 1.

5.5. DETERMINACION DE ACIDO FITICO Y CALCULO DEL PORCENTAJE DE
RECUPERACION.

Se analizaron dos muestras de cada cereal, de peso aproximadamente de 1g cada una
y se trataron con 20 mL de HCI 0,5 M en un ultrasonido durante 3 h. Se continu6é con
los pasos establecidos en la parte experimental y con los resultados obtenidos se
procedié al calculo del porcentaje de recuperacion del acido fitico. Para esta etapa se

emplearon los siguientes cereales:

e Cereal de Arroz
e Cereal de Trigo/miel
e Cereal de Trigo “Cerelac”

o Cereal de Trigo partido #1
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A manera de comparacion debido a que ciertos autores reportan mejorias en los
porcentajes de recuperacion con el uso del TCA 0,9 M; también se analizaron los

cereales indicados con este acido, utilizando ultrasonido durante 3 h.

Para el célculo del porcentaje de recuperacién se procedié a agregar en algunas
muestras 0,6 mL de la solucibn madre N°2. De tal manera que la concentracion de
acido fitico agregada fuese de aproximadamente 300 mg/mL una vez finalizado el
proceso de extraccion y analisis para los cereales infantiles, mientras que para el cereal
de trigo no procesado fue de aproximadamente 75 mg/L debido a que el volumen final

de la muestra fue de 4 mL en vez de 1mL como lo fue para los cereales infantiles.

5.5.1 CEREAL DE TRIGO “CERELAC".

Unicamente para este cereal también se analizaron dos muestras adicionales a las
cuales se les agregé 0,8 mL de la solucibn madre N°2, de tal manera que la
concentracion de acido fitico agregada fuese de aproximadamente 400 mg/mL una vez
finalizado el proceso de extraccion y analisis, para realizar un estudio de recuperacion

en dos niveles.



76

5.5.1.1. EXTRACCION CON ACIDO CLORHIDRICO.

En la siguiente tabla se presenta un resumen de los valores obtenidos y el porcentaje
de recuperacion tomando en cuenta la muestra sin agregado de IP6 (S/A) y las

muestras 1y 2 ambas con el agregado de 300 mg/L de IP6.

Tabla 15. Resumen de valores obtenidos y porcentaje de recuperacion para el cereal de
trigo “cerelac” con agregado de 300mg/L de IP6 y extraccion con HCI 0,5 M.

Muestra S/IA 1 2
Concentracion de IP6 [mg/L] 146 £ 7 307 £ 18 3387
Total 0,73+£0,04 | 1,53+0,09 | 1,69 + 0,04
Masa de : i
Producto de la diferencia 0,80+ 0,09 | 0,96 = 0,04
IP6 [mqg]
Agregada 1,50+0,03 | 1,50 £ 0,03
%Recuperacion 54 +6 64 +2

El rango de porcentaje de recuperaciéon de IP6 obtenido para el cereal de trigo “cerelac”
fue de (54 — 64)% con HCI 0,5 M como acido de extraccion. Se observd un bajo

porcentaje de recuperacion para esta muestra.

A continuacioén se presentan los cromatogramas 22 y 23 correspondientes a la muestra
sin agregado de IP6 y una de las muestras con el agregado de 300 mg/L de IP6

respectivamente.
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Cromatograma 23. Muestra de cereal de trigo “cerelac” con agregado de 300 mg/L de

IP6, tratada con HCI 0,5 M.
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En la tabla 16. se presenta un resumen de los valores obtenidos y el porcentaje de
recuperacion tomando en cuenta las muestras 3 y 4 ambas con agregado de 400 mg/L
de IP6.

Tabla 16. Resumen de valores obtenidos y porcentaje de recuperacion para el cereal de

trigo “cerelac” con agregado de 400 mg/L de IP6 agregado y extraccion con HCI 0,5 M.

Muestra SIA 3 4
Concentracion de IP6 [mg/L] 146 £ 7 321 +10 3162
Total 0,73+0,04 | 1,60+ 0,05 | 1,582 + 0,008
Masa de i :
Producto de la diferencia 0,87 £ 0,05 | 0,853 + 0,008
IP6 [mg]
Agregada 2,00+0,03 | 2,00+0,03
%Recuperacion 44 + 3 42,6 +0,4

El rango de porcentaje de recuperaciéon de IP6 obtenido para el cereal de trigo “cerelac”
fue de (42,6 — 44)% con HCI como acido de extraccion. Se observé un bajo porcentaje

de recuperacion para esta muestra.

Como resultado del andlisis de un estudio de dos niveles para el HCl como &cido de
extraccion, se tiene que no son reproducibles los porcentajes de recuperacion para

diferentes concentraciones agregadas de acido fitico en la muestra.
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A continuacién se presenta el cromatograma correspondiente a una de las muestras

con agregado de 400 mg/L de IP6.
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Cromatograma 24. Muestra de cereal de trigo “cerelac” con agregado de 400 mg/L de
IP6, tratada con HCI 0,5 M.

5.5.1.2. EXTRACCION CON ACIDO TRICLOROACETICO.

En la siguiente tabla se presenta un resumen de los valores obtenidos y el porcentaje
de recuperacion tomando en cuenta la muestra sin agregado de IP6 (S/A) y las
muestras 1 y 2 ambas con agregado de 300 mg/L de IP6 y tratadas con TCA 0,9 M.
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Tabla 17. Resumen de valores obtenidos y porcentaje de recuperacion para el cereal de

trigo “cerelac” con agregado de 300 mg/L de IP6; TCA 0,9 M.

Muestra SIA 1 2
Concentracion de IP6 [mg/L] | 166 £ 10 292 +10 2705
Total 0,83+0,05| 1,46 +0,05 | 1,35+0,03
Masa de i i
Producto de la diferencia 0,63+0,05 | 0,52 + 0,03
IP6 [mg]
Agregada 1,50+0,03 | 1,50 + 0,03
%Recuperacioén 42 +3 34+2

El rango de porcentaje de recuperaciéon de IP6 obtenido para el cereal de trigo “cerelac”
fue de (34 — 42)% con TCA 0,9 M como &cido de extracciébn. Se observd un bajo

porcentaje de recuperacion para esta muestra.

A continuacién se presentan los cromatogramas correspondientes a la muestra sin

agregado de IP6 y una de las muestras con agregado de 300 mg/L de IP6.
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Cromatograma 26. Muestra de cereal de trigo “cerelac” con agregado de 300 mg/L de

IP6, tratada con TCA 0,9 M.



82

En la tabla 18. se presenta un resumen de los valores obtenidos y el porcentaje de
recuperacion tomando en cuenta las muestras 3 y 4 ambas con agregado de 400mg/L
de IP6.

Tabla 18. Resumen de Valores obtenidos y porcentaje de recuperacion para el cereal
de trigo “cerelac” con agregado de 400 mg/L de IP6; TCA 0,9 M.

Muestra SIA 3 4
Concentracion de IP6 [mg/L] | 166 £ 10 345+ 13 3067
Total 0,83+0,05|1,73+0,03 | 1,53+0,03
Masa de i i
Producto de la diferencia 0,89 +£0,07 | 0,70 £ 0,03
IP6 [mg]
Agregada 2,00+£0,03 | 2,00+0,03
%Recuperacion 45+ 3 35+2

El rango de porcentaje de recuperaciéon de IP6 obtenido para el cereal de trigo “cerelac”
fue de (35 - 45)% con TCA 0,9 M como &cido de extraccién. Siendo un bajo porcentaje

de recuperacion.

Como resultado del andlisis de recuperacion en dos niveles para el TCA como acido de
extraccion, se tiene que se encuentran en los mismos ordenes de magnitud los datos
obtenidos para diferentes concentraciones de acido fitico en la muestra con el uso de

este 4acido, sin embargo las recuperaciones son muy bajas.
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A continuacién se presenta el cromatograma correspondiente a una de las muestras

con agregado de 400 mg/L de IP6.
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Cromatograma 27. Muestra de cereal de trigo “cerelac” con agregado de 400 mg/L de
IP6, tratada con TCA 0,9 M.

En la tabla 19. se presenta un resumen con los porcentajes de recuperacion obtenidos

para el cereal de trigo “cerelac” para los diferentes acidos de extraccion estudiados.

Tabla 19. Resumen de porcentajes de recuperacién obtenidos para el cereal de trigo

“cerelac” con diferentes acidos de extraccion.

Rango de Porcentaje de Recuperacion [%]

300 mg/L de IP6 agregado

400 mg/L de IP6 agregado

HCI0,5M

54 - 64

42,6 - 44

TCAO09M

34 - 42

35-45
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Se obtienen bajos porcentajes de recuperacion de IP6, lo cual puede deberse a que los
parametros para la extraccion del acido fitico no se encuentran aun en sus valores
optimos. A su vez que la recuperacion pudo verse afectada con el alto contenido
mineral que presentan los cereales infantiles, como reportan ciertos autores?7:28.29.30]
Sin embargo los resultados son mayores cuando se utiliza en HCI 0,5 M como acido de
extraccion con respecto al TCA 0,9 M, resultado revelado en los disefios factoriales

anteriormente realizados.

5.5.2 CEREAL DE TRIGO/MIEL.

5.5.2.1. EXTRACCION CON ACIDO CLORHIDRICO.

En la siguiente tabla se presenta un resumen de los valores obtenidos y el porcentaje
de recuperacion tomando en cuenta la muestra sin agregado de IP6 (S/A) y las
muestras 1y 2 ambas con agregado de 300 mg/L de IP6 y tratadas con HCI 0,5 M.
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Tabla 20. Resumen de valores obtenidos y porcentaje de recuperacion para el cereal de

trigo/miel; HCI 0,5M.

Muestra S/IA 1 2
Concentracion [mg/L] 144 £ 4 307 +11 293 +10
Total 0,72+0,02| 1,54 +0,06 | 1,46 = 0,05
Masa de i i
Producto de la diferencia 0,82 +0,06 | 0,74 £ 0,05
IP6 [mg]
Agregada 1,50+0,03 | 1,50 £ 0,03
%Recuperacion 55+4 503

El rango de porcentaje de recuperacion de IP6 obtenido para el cereal de trigo/miel fue
de (50 — 55)% con HCI 0,5 M como acido de extraccion. Se observé un bajo porcentaje

de recuperacion para esta muestra cereal de trigo/miel.

A continuacién se presentan los cromatogramas correspondientes a la muestra sin

agregado de IP6 y la muestra con agregado de 300 mg/L de IP6.
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Cromatograma 28. Muestra de cereal de trigo/miel, tratada con HCI 0,5 M.
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Cromatograma 29. Muestra de cereal de trigo/miel con agregado de 300 mg/L de IP6,

tratada con HCI 0,5 M.
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5.5.2.2. EXTRACCION CON ACIDO TRICLOROACETICO.

En la siguiente tabla se presenta un resumen de los valores obtenidos y el porcentaje
de recuperacién tomando en cuenta la muestra sin contaminacion (S/A) y las muestras

1y 2 ambas con agregado de 300 mg/L de IP6, tratadas con TCA 0,9 M.

Tabla 21. Resumen de valores obtenidos y porcentaje de recuperacion para el cereal de
trigo/miel; TCA 0,9 M.

Muestra S/IA 1 2
Concentracion [mg/L] 142 £2 204 £ 11 222 +10
Total 0,71+£0,02 | 1,02+0,05 | 1,11 +0,05
Masa de i i
Producto de la diferencia 0,31+0,05 | 0,40 + 0,05
IP6 [mqg]
Agregada 1,50+0,03 | 1,50+0,03
%Recuperacion 21+3 27 +£3

El rango de porcentaje de recuperacion de IP6 obtenido para el cereal de trigo/miel fue
de (21 — 27)% con TCA 0,9 M como acido de extraccidon. Se observo un bajo porcentaje

de recuperacion para este cereal.

A continuacioén se presentan los cromatogramas 30 y 31 correspondientes a la muestra
sin agregado de IP6 y una de las muestras con agregado de 300 mg/L de IP6

respectivamente.
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Cromatograma 31. Muestra de cereal de trigo/miel con agregado de 300 mg/L de IP6,

tratada con TCA 0,9 M.
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En la tabla 22. se presenta un resumen con los porcentajes de recuperacion obtenidos

para el cereal de trigo/miel para diferentes acidos de extraccion.

Tabla 22. Resumen de porcentajes de recuperacion obtenidos para el cereal de

trigo/miel con diferentes acidos de extraccion.

Rango de Porcentaje de Recuperacion [%]
HCI0,5M 50 - 55
TCA09M 21 -27

Nuevamente para este cereal, se obtienen bajos porcentajes de recuperacion de IP6, lo
cual puede deberse a que los parametros para la extraccion del &cido fitico no se
encuentran aun en sus valores Optimos. A su vez que la recuperacion pudo verse
afectada con el alto contenido mineral que presentan los cereales infantiles, como
reportan ciertos autores(?72829.30 Sin embargo los resultados son mayores cuando se
utiliza en HCI 0,5 M como &cido de extraccion, resultado revelado en los disefios

factoriales realizados anteriormente.
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5.5.3 CEREAL DE ARROZ.

5.5.3.1. EXTRACCION CON ACIDO CLORHIDRICO.

En la siguiente tabla se presenta un resumen de los valores obtenidos y el porcentaje
de recuperaciéon tomando en cuenta la muestra sin agregado de IP6 (S/A) y las

muestras 1 y 2 ambas con agregado de 300 mg/L de IP6, tratadas con HCI 0,5 M.

Tabla 23. Resumen de valores obtenidos y porcentaje de recuperacion para el cereal de
arroz; HCI 0,5 M.

Muestra S/IC 1 2
Concentracion [mg/L] 198 £ 8 430 + 25 448 + 25
Total 099+0,04 | 22+0,1 22+0,1
Masa de . -
IP6 [mg] Producto de la diferencia 1,2+0,1 1,2+0,1
g Agregada 1,50+0,03 | 1,50+ 0,03
%Recuperacion 77+9 83+8

El rango de porcentaje de recuperacion de IP6 obtenido para el cereal de arroz fue de
(77 — 83)% con HCI 0,5 M como éacido de extraccion. Se observo un porcentaje de

recuperacion alto para esta muestra de cereal.

A continuacién se presentan los cromatogramas correspondientes a la muestra sin

agregado de IP6 y una de las muestras con agregado de 300 mg/L.
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5.5.3.2. EXTRACCION CON ACIDO TRICLOACETICO.

En la siguiente tabla se presenta un resumen de los valores obtenidos y el porcentaje
de recuperacion tomando en cuenta la muestra sin agregado de IP6 (S/A) y las
muestras 1 y 2 ambas con agregado de 300 mg/L de IP6, tratadas con TCA 0,9 M.

Tabla 24. Resumen de valores obtenidos y porcentaje de recuperacion para el cereal de
arroz; TCA 0,9 M.

Muestra S/IC 1 2
Concentracion [mg/L] 160 £ 4 3039 3049
Total 0,80+0,02 | 1,52+0,05 | 1,52 + 0,05
Masa de i i
Producto de la diferencia 0,72+0,05 | 0,72 £ 0,05
IP6 [mg]
Agregada 1,50+0,03 | 1,50+0,03
%Recuperacion 48 + 3 48+3

El porcentaje de recuperacion de IP6 obtenido para el cereal de arroz fue de (48 £ 3)%
con TCA 0,9 M como acido de extraccion. Se observdé un bajo porcentaje de

recuperacion para esta muestra de cereal con este acido.

A continuacién se presentan los cromatogramas correspondientes a la muestra sin

agregado de IP6 y una de las muestras con agregado de 300 mg/L de IP6.



Time: 24,675 Minutes Amp: 0015125 Yolts

0,02 024
Peak Mumber
Retention Time
0022 pres lo,022
[
[
0,020 10 H3,020
I~
]
0,015 U] HO,01E
]
™~
0,016 [ H,016
W W
o - o
1 0014 HLO14
4 L4
: 0,012 F,012 :
0,010 3,010
0,005 HO,00&
0,006 H3, 006
] H 10 15 20 25
Minutezs
Cromatograma 34. Muestra de cereal de arroz, tratada con TCA 0,9 M.
0,02 Time: 7,491 Minutez amp: 0016725 Vales 024
Peak Mumber
Rtenkian Time
0,022 Aren Hd,022
0,020H Ha,020
0,018 HL01E
0,016 HLO1E
W W
o o
1 0,014 FLO14
4 4
0,012 g Ha,012
on
0,014 T 3,010
o0
Sl
0,005 =+ H0, 005
o=
0,00 N H, 00E
a H 10 15 20 25

Minutes

Cromatograma 35. Muestra de cereal de arroz con agregado de 300 mg/L de IP6,
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En la tabla 25. Se presenta un resumen con los porcentajes de recuperacion obtenidos

para el cereal de arroz.

Tabla 25. Resumen de porcentajes de recuperacion obtenidos para el cereal de arroz.

Rango de Porcentaje de Recuperacion [%]

HCIl 0,5 M

77 - 83

TCA 0,9 M

48

Para este cereal de arroz, se obtienen mejores porcentajes de recuperacion de IP6 con

respecto a los cereales a base de trigo con el uso de HCI 0,5 M; no asi con TCA 0,9 M

que sigue siendo muy bajo. Este resultado puede estar influenciado por el tipo de matriz

de la muestra que permite una mayor extraccion del &cido fitico con el HCI o al

requerimiento de diferentes condiciones de extraccion en funcién de la concentracion

inicial del acido fitico en el cereal como lo reporto Mijares, E.[3% en 2013.

5.5.4 CEREAL DE TRIGO PARTIDO #1.

Es importante resaltar para estos célculos, que la disolucidén de la muestra se realiz6 en

forma diferente, ya que el volumen final fue de 4 mL en vez de 1mL como en las

muestras anteriores.
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5.5.4.1. EXTRACCION CON ACIDO CLORHIDRICO.

En la siguiente tabla se presenta un resumen de los valores obtenidos y el porcentaje
de recuperacion tomando en cuenta la muestra sin agregado de IP6 (S/A) y las
muestras 1y 2 ambas con agregado de 75 mg/L de IP6, tratadas con HCI 0,5 M.

Tabla 26. Resumen de valores obtenidos y porcentaje de recuperacion para el cereal de
trigo partido #1; HCI 0,5 M.

Muestra S/IA 1 2
Concentracion [mg/L] 288 £ 8 3189 3358
Total 58+02| 6,4+0,2 6,7+0,2
Masa de i :
Producto de la diferencia 0,6 0,2 0,9+0,2
IP6 [mqg]
Agregada 1,50+0,03 | 1,50 £ 0,03
%Recuperacion 40 + 16 62 +11

El rango de porcentaje de recuperacion de IP6 para el cereal de trigo partido #1 fue de
(40 — 62)% con HCI 0,5 M como acido de extraccidn. Se observé un bajo porcentaje de

recuperacion para esta muestra de cereal.

A continuacién se presentan los cromatogramas correspondientes a la muestra sin

agregado de IP6 y una de las muestras con agregado de 75 mg/L de IP6.
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Cromatograma 37. Muestra de cereal de trigo partido #1 con agregado de 75 mg/L de

IP6, tratada con HCI 0,5 M.



5.5.4.2. EXTRACCION CON ACIDO TRICLOROACETICO.

En la siguiente tabla se presenta un resumen de los valores obtenidos y el porcentaje
de recuperacion tomando en cuenta la muestra sin agregado de IP6 (S/A) y las
muestras 1y 2 ambas con agregado de 75 mg/L de IP6, tratadas con TCA 0,9 M.

Tabla 27. Resumen de valores obtenidos y porcentaje de recuperacion para el cereal de

trigo partido #1; TCA 0,9 M.

El rango de porcentaje de recuperacién de IP6 obtenido para el cereal de trigo partido

Muestra S/IA 1 2
Concentracion [mg/L] | 247 + 23 344 +£9 347 +8
Total 49+0,2| 6,9%0,2 6,9+£0,2
Masa de i i
Producto de la diferencia 1,9+0,2 2,0+0,2
IP6 [mqg]
Agregada 1,50+0,03 | 1,50 £ 0,03
%Recuperacion 129 + 17 133+14

#1 fue de (129 — 133)% con TCA 0,9 M como acido de extraccion.

A continuacién se presentan los cromatogramas correspondientes a la muestra sin

agregado de IP6 y una de las muestras con agregado de 75 mg/L de IP6.
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Cromatograma 39. Muestra de cereal de trigo partido #1 con agregado de 75 mg/L de

IP6, tratada con TCA 0,9 M.
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A continuacién se presenta un resumen con los porcentajes de recuperacion obtenidos

para el cereal de trigo partido #1.

Tabla 28. Resumen de porcentajes de recuperacién obtenidos para el cereal de trigo
partido #1.

Rango de Porcentaje de Recuperacion [%]
HCI0,5M 40 - 62
TCA0,9M 129 - 133

Los resultados en este cereal evidencian que se alcanzo la condicién 6ptima de trabajo
dado a la obtencién de buenos porcentajes de recuperacion de &cido fitico con el uso
del TCA, lo que sugiere que cuando en la matriz no estan presente los metales, este es
el mejor acido de extraccién. Sin embargo para el HCI aun se obtienen porcentajes
bajos, lo que advierte que es necesario seguir buscando la condicién 6ptima para este

acido.

Los valores superiores al 100% pueden deberse a que la contaminacion de las
muestras en la etapa de optimizacion se realiz6 con un patron de la sal dipotésica de
acido fitico de 95% de pureza, que no fue analizado por ICP-OES, para la certificacion

de su porcentaje de pureza.

En la siguiente tabla se establece un resumen con los porcentajes de recuperacion de

acido fitico para todos los cereales analizados.
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Tabla 29. Resumen de porcentajes de recuperacion obtenidos para todos los cereales
analizados para diferentes &cidos de extraccion.

Rango de Porcentaje de Recuperacion [%]
Cereal HCI 0,5 M TCAO9M
Cerelac 54 - 64 34 -42
Trigo/miel 50 - 55 21 -27
Arroz 77 - 83 48
Trigo partido #1 40 - 62 129 - 133

Para las muestras de cereal a base de trigo (cerelac, trigo/miel y trigo partido #1), el
acido clorhidrico generd bajos porcentajes de recuperacion, lo que evidencidé que aun
en ausencia de metales, para el uso de este &cido no se estd en presencia de las
condiciones 6ptimas de trabajo para la extraccion del 4cido fitico. Para el cereal a base
de arroz, los valores fueron mayores lo que sugiere que la matriz de la muestra es una

variable a considerar ademas de la concentracion inicial de acido fitico.

Aungue con el acido tricloroacético se obtiene alto porcentaje de recuperacion de IP6
en el cereal de trigo partido #1, los resultados de recuperacion fueron muy inferiores a
los obtenidos con HCI para los diferentes cereales infantiles evaluados sin importar la
matriz del mismo. Esto refleja que la alta concentracion de metales es un factor
importante a tomar en cuenta, cuando se trabaja con cereales infantiles, asi como la
posible degradacién del IP6 en sus inositoles fosfatos menores debido a la fuerza acida
del TCA.
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6. CONCLUSIONES

A mayores tiempos de extraccidbn se logran concentraciones de &acido fitico
superiores tanto con el uso del acido clorhidrico, como para el acido

tricloroacético.

La matriz del cereal y la alta concentracién de metales son factores importantes

gue pueden causar interferencias en la extraccion del acido fitico.

Se logré la optimizacion del método analitico para la determinacién de acido
fitico, en un cereal no procesado de trigo por HPLC-RI, con el uso del &cido

tricloroacético, mientras que con el HCI la recuperacion fue baja.

No se logré obtener porcentajes de recuperacion aceptables para los cereales
infantiles con los acidos evaluados, bajo las condiciones de andlisis estudiadas.

Sin embargo las recuperaciones con HCI fueron mayores que con TCA.

Los porcentajes de recuperacion para los cereales infantiles con el uso del acido
clorhidrico fueron de (50 — 83) %

Los porcentajes de recuperacion para los cereales infantiles con el uso del acido

tricloroacético fueron de (21 — 48) %
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7. RECOMENDACIONES

Emplear tiempos mas largos de extraccion utilizando é&cido clorhidrico, en

cereales no procesados de trigo, arroz, maiz, etc y en cereales infantiles.

Emplear optimizaciones con disefio experimental multiplex para el estudio de las
condiciones optimas de extraccion con HCl y TCA en diferentes tipos de cereales

infantiles.

Emplear otros sistemas de deteccion de mayor sensibilidad, ya sea con un
detector mas actualizado o con la técnica de UV-Visible con reaccion post-

columna.
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9. APENDICE

9.1 Calculo de la concentracion de la solucién madre N°1 de acido fitico de (2000 +

2) mg/L.

Se preparo a partir de la sal dipotasica de acido fitico CsPsO24H16K2 al 92% de pureza.
Gramos de sal= (0,6047 £+ 0,0003) g
PM de la sal al 92,23%= 736,20 g/mol
PM del acido fitico= 660,03 g/mol

Concentracion de la solucién madre:

92gIP6>< 660gIP6/mol o 1 ><106mam
100g sal  736,20gsal/mol  250ml g/ml

[IP6] = 0,6047g sal x = 2000mg/L

9.2. Céalculo de la concentracidon de la solucién madre N°2 de acido fitico de (2504
+4) mgl/L.

Se preparo a partir de la sal dipotasica de acido fitico CePsO24H16K2 al 95% de pureza.

Gramos de sal= (0,2940 = 0,0003) g

PM de la sal al 92,23%= 736,20 g/mol
PM del acido fitico= 660,03 g/mol
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Concentracion de la solucién madre:

95gIP6>< 660gIP6/mol y 1 ><106ppm
100g sal  736,20gsal/mol 100ml g/ml

[IP6] = 0,29409 sal x = 2504mg/L

9.3. Célculo de la concentracion de los patrones de acido fitico a partir de la

solucién madre N°2.

Los patrones de &cido fitico empleados para construir la curva de calibracion se
prepararon a partir de la solucién de (2504 + 4) mg/L.

Patrén N° 1: [IP6] = 2504mg/L X S“O—’frfl = 200,3mg/L
Patrén N° 2: [IP6] = 2504mg/L x ;O—":r:l = 300,5mg/L

Patrén N° 3: [IP6] = 2504mg/L x fo—":r:l = 401mg/L

Patrén N° 4: [IP6] = 2504mg /L x 2 = 501mg/L
g g

50ml

Patrén N° 5: [IP6] = 2504ppm X = 601mg /L
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9.4. Célculo del porcentaje de recuperacién del acido fitico.

9.4.1 Cereal de trigo/miel, tratado con HCI 0,5M.

e Muestra de trigo/miel N°1 sin contaminar
Muestra N°1= (1,0010 £ 0.0003) g
Area promedio= 57721
Ecuacion de la recta: Y=989,31X — 87126 R?=0.9894

Concentracion de IP6 = (Y + 87126)*989,31

Concentracion de acido fitico en la muestra= (146 £ 13) mg/L

1 50ml
Masa de IP6 total = 146mg/L X 0,00002L X —— X

0.02 < Tomi = »73mg

Masa de IP6 inicial = (0,73 + 0.07) mg IP6
e Muestra de trigo/miel N°2 sin contaminar

Muestra N°2 = (1,0009 = 0,0003) g
Area promedio = 52363
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El célculo de la concentracion, la masa total y el porcentaje de IP6 en la muestra se

realizé de la misma forma.

Concentracion de acido fitico en la muestra= (141 £ 14) mg/L
Masa de IP6 inicial = (0,72 £ 0,07) mg IP6

e Masa promedio de IP6 inicial = (0,72 + 0,02) mg
Para calcular el porcentaje de recuperacion de acido fitico se contaminaron dos

muestras de cereal de trigo/miel con 0,6 mL de la solucibn madre N°2 de (2504 * 4)

mg/L.

1L
. e N o
Masa de contaminacion = 2504mg /L X 0,6mL 1000mL 1,50mg

Masa de contaminacion = (1,50 + 0,03) mg IPs

e Muestra de trigo/miel N°3 contaminada

Muestra N°3 = (1,0016 + 0,0003) g
Area promedio = 245357
Ecuacion de la recta: Y= 1039,4X — 74180 R?=0.9989

X = (Y + 74180) / 1039,4

Concentracion de 4cido fitico en la muestra= (307 + 11) mg/L



1 50m
Masa de IP6 total = 307mg/L x 0,00002L X 002 X Tom

Masa de IP6 en la muestra = (1,54 + 0,06) mg IP6

e Porcentaje de recuperacion de I1P6

l

i = 1,5mg

Masa de IP6 en la muestra — Masa de IP6 inicial

0 d [ = X
% de recuperacion Masa de contaminacion
] 1,54 — 0,72
% de recuperacion = — 1 X 100 =55
% de recuperacion de IPs= (55 £ 4) %
e Muestra de trigo/miel N°4 contaminada
Muestra N°4 = (1,0012 £ 0,0003) g
Area promedio = 229917
Concentracion de acido fitico en la muestra= (293 + 11) mg/L
1 50ml
Masa de IP6 total = 293mg/L X 0,00002L X —= X —— = 1,46mg

0,02 10ml

100

111



112

Masa de IP6 en la muestra = (1,46 = 0,05) mg IP6

e Porcentaje de recuperacion de I1P6

Masa de IP6 en la muestra — Masa de IP6 inicial

% de recuperacion = - - X 100
Masa de contaminacion

. 1,46 — 0,72
% de recuperacion = — 1 X 100 =49

% de recuperacion de IPs= (49 £ 3) %

e Rango de porcentaje de recuperacion de IPs obtenido para el trigo/miel es de =
(49 — 55)%



